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Referat

Desmosomen vermitteln als Interzellularkontakte einen festen Zellzusammenhalt in Geweben,
die hohen mechanischen Belastungen ausgesetzt sind (z.B. Haut, Herzmuskel, Magen-Darm-
Schleimhaut). Als Multiproteinkomplex zeigen sie dabei einen gewebsspezifischen Aufbau und
unterliegen gleichzeitig einer dynamischen Zusammensetzung unter dem Einfluss von Zelldiffe-
renzierung und extrazelluldren Signalen. Dieses prézise Zusammenspiel von bis zu zwolf desmo-
somalen Proteinen unterliegt vielfiltiger Regulation. Uber die Regulation der Transkription des-
mosomaler Gene und iiber posttranslationale Modifizierungen desmosomaler Proteine ist bereits
einiges bekannt. Relativ unbekannt hingegen sind Mechanismen der posttranskriptionellen Regu-
lation der mRNA desmosomaler Gene. Hieran sind neben regulatorischen Nukleinsduren auch
RNA bindende Proteine (RBP) beteiligt. Ziel dieser Arbeit ist es, einen systematischen Einstieg
in die posttranskriptionelle Regulation der Expression desmosomaler Proteine durch RNA-bin-
dende Proteine zu ermoglichen. Dabei dienten Analysen der 3'-UTR desmosomaler mRNA sowie
Datenbankenanalysen dazu, Hinweise auf eine mogliche Regulation dieser Transkripte durch
RBP zu sammeln. In ersten Pilotexperimenten wurden diese Hinweise weiter analysiert und An-
satzpunkte fiir weitere Untersuchungen aufgezeigt. Die Untersuchungen der 3’-UTR der desmo-
somalen mRNAs auf das Vorhandensein bekannter regulatorischer Elemente ergaben zahlreiche
Hinweise auf eine mogliche posttranskriptionelle Regulation. Und durch eine Analyse der Ergeb-
nisse von Hochdurchsatzverfahren konnten potenzielle Regulatoren desmosomaler Transkripte
ermittelt werden. Fiir einige dieser wurden Pilotexperimente in zwei Zelllinien mit ausgepréigten
Desmosomen, humanen Keratinozyten (HaCaT) und einer Mammakarzinomzelllinie (MCF7),
durchgefiihrt, um mogliche Effekte auf die Desmosomen zu identifizieren. Mittels siRNA (small
interfering RNA) wurde die Expression der RBP ELAVL, G3BP1 und TIAL1 reduziert. Anschlie-
Bend wurde via qRT-PCR bzw. SDS-PAGE und Western Blot untersucht, ob der Verlust des je-
weiligen RBP einen Einfluss auf die Menge desmosomaler mRNA bzw. Proteine hatte. Mittels
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mégliche Effekte auf die Struktur der Desmosomen und Lo-
kalisation desmosomaler Proteine untersucht. Hierbei ergaben sich Hinweise auf eine Bindung an
bzw. Regulation von DSC2 - 3, DSG2 und PKP2 durch ELAVLI, von DSC3, DSG2 und
PKP1 - 2 durch G3BP1 sowie von DSC3, DSG2 und PKP1 - 3 durch TIAL1. In einem Immun-
prézipitat dieser RBPs konnten Transkripte von DSC3, DSG2 und PKP2 nachweisen werden. Die
Untersuchung eines Einflusses der RBP auf die Stabilitdt eines Zellverbandes bekriftigte Hin-
weise auf einen stirkenden Einfluss von ELAVLI auf die Zelladhésion. Zusammengenommen
unterstiitzen diese Experimente eine mogliche Rolle von RBP in der Regulation von Desmosomen

und liefern somit eine Basis fiir eine Validierung sowie weiterfilhrende Untersuchungen.

Héde, Jonas: Posttranskriptionelle Regulation desmosomaler mRNA durch RNA-bindende

Proteine, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 90 Seiten, 2023.
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1 Einleitung

1.1 Desmosomen

Die Multiproteinkomplexe der Desmosomen vermitteln als Zellkontakte eine starke interzellulare
Adhésion, um unter mechanischem Stress den Zusammenhalt des Gewebes zu gewihrleisten. Da-
bei finden sich Desmosomen in Zellen mechanisch stark beanspruchter Gewebe wie den Kera-
tinozyten der Haut, den Epithelzellen gastrointestinaler und urogenitaler Schleimhaut sowie den
Kardiomyozyten des Herzens (Nuber et al. 1995; Schmidt et al. 1997; Franke et al. 2006; Schlegel
et al. 2021).

1.1.1  Struktur und Aufbau der Haut und der Desmosomen

A B
Stratum comeum
3 : Stratum granulosum
Epidermis [
Dermis Stratum spinosum
Subkutis Stratum basale
Dermis

&3 Tight junction

= Adherens junction

.: Desmosom
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@ Fokalkontakt

o -
"% Keratin
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Abb. 1 | Aufbau der Haut und Adhirenzkontakte der Keratinozyten. A) Aufbau humaner Haut aus drei Schichten:
Epidermis, Dermis und Subkutis (Watson, Katryn (2018) The layers oft the skin. Healthline. https://www.health-
line.com/health/layers-of-skin. Abgerufen am 10.08.2020.) B) Aufbau der Epidermis aus vier Schichten entsprechend
des Differenzierungsgrades der Keratinozyten (Slomianka, Lutz. Blue Histology.
https://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/, abgerufen am 10.08.2020. Farbung: Hamatoxilin - Eosin, 40-fache Vergro-
Berung). C) Zell-Zell-Kontakte und Verankerung an der Basalmembran der Keratinozyten. Selbst erstellt. Abkiirzun-
gen: PM, Plasmamembran; BM, Basalmembran.

Aufbau der menschlichen Haut

Die menschliche Haut besteht aus drei Schichten: Epidermis, Dermis, Subkutis (Abb. 1A) (Fritsch
und Schwarz 2018, S. 1ff.). Die duBlerste Schicht, die Epidermis bildet als mehrschichtiges, ver-
hornendes Plattenepithel eine wirksame Barriere zwischen Korper und Umwelt. Darunter liegt
die Dermis, eine elastisch- stabile Schicht aus Kollagen- und elastischen Fasern, in der neben
BlutgefdBen und Nervenfasern auch zahlreiche Hautanhangsgebilde wie Haare, Talg- und
Schweifdriisen liegen. Das Fettgewebe der Subkutis bildet den Abschluss gegeniiber tieferliegen-
den Strukturen wie beispielsweise Muskeln, Sehnen und Knochen. Es ist involviert in die Néhr-

stoffversorgung der Haut, deren Beweglichkeit, in den Schutz vor mechanischer Belastung, die



Regulierung des Wirme- und Energiehaushaltes sowie in zahlreiche metabolische und endokrine
Prozesse. Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten. Sie vermittelt als Grenzschicht des
Korpers Schutz vor Umwelteinfliissen wie mechanischem Stress, Einstrahlung von UV-Strahlung
oder dem Eindringen von Mikroorganismen und verhindert durch einen wasserdichten Abschluss
unregulierten Wasserverlust. Zudem beherbergt die Epidermis einen Teil des Immunsystems und

spezialisierte Zellen fiir die Wahrnehmung von Beriihrungen (Tab. 1).

Tab. 1 | Zelltypen der Epidermis. Die verschiedenen Zellen der Epidermis {ibernehmen spezielle Aufgaben.

Zellen in der Epidermis Funktion

Keratinozyten Barriere, Schutz
Langerhanszellen Phagozytose, Antigenprasentation
Melanozyten Schutz vor UV-Strahlung
Merkel-Zellen Beruhrungssensibilitat
Lymphozyten Pathogenabwehr

Die Keratinozyten liegen in vier Schichten iibereinander (Abb. 1B) und migrieren mit zunehmen-
der Differenzierung von innen nach auflen, bevor sie als tote Keratinozyten die duBerste Barriere
der Haut bilden (ebd.). Den unteren Abschluss zur Dermis bildet eine Basalmembran. Hierauf
liegen im einlagigen Stratum basale die zylindrischen Stammzellen der Keratinozyten. Diese
durchlaufen den Zellzyklus und migrieren aktiv nach mitotischer Teilung zur Differenzierung in
das 2 - 5 Zelllagen dicke Stratum spinosum. Im Stratum granulosum flachen die Zellen weiter ab,
verlieren Zellkern und Zellorganellen, bilden ein belastbares intrazelluldres Keratinnetz und fiil-
len den Interzellularraum mit einer zementartigen Lipidsubstanz aus, um schlieBlich in einem
starren Verband fixiert zu werden. Das Stratum corneum bildet schlie8lich eine widerstandsféhige

Barriere gegeniiber physikalischen und chemischen Noxen (ebd.).

Zellkontakte in der Epidermis

Der Zusammenhalt der Keratinozyten der Epidermis wird iiber fiinf verschiedene Proteinkom-
plexe vermittelt (Fritsch und Schwarz 2018, S. 8ff.): Desmosomen, Adherens junctions, Hemi-
desmosomen, Fokalkontakte und Tight junctions (Abb. 1C). Desmosomen und Adherens junc-
tions verbinden das Zytoskelett einer Zelle mit dem der Nachbarzelle und vermitteln einen starken
Gewebezusammenhalt. Hemidesmosomen und Fokalkontakte verankern die Basalzellen an der
Basalmembran. Tight junctions bewirken im Stratum granulosum einen wasserdichten Verschluss
des Interzellularraumes und verhindern einerseits das Eindringen von Fremdstoffen und zum an-
deren einen unkontrollierten Fliissigkeitsverlust. Die Expression von Zellkontaktproteinen ist ab-
hingig von der Lokalisation der Zelle in der Epidermis sowie von eigenen bzw. benachbarten

Migrationsaktivitdten und unterliegt damit wéhrend der Differenzierung der Keratinozyten einer



notwendigen Dynamik (Nekrasova und Green 2013). Auch das Reagieren auf Zusténde auBBerhalb
der Homdostase, wie etwa wihrend der Wundheilung nach Verletzungen setzen die Féhigkeit zur

Umstrukturierung der Zellkontakte voraus (Garrod et al. 2005; Tariq et al. 2015).

Desmosomen und Adherens junctions haben einen dhnlichen Aufbau (Tab. 2). Die Zellkontakte
bestehen je aus einem Transmembranprotein, welches homo- bzw. heterotypisch mit dem Zell-
kontakt der Nachbarzelle interagiert (Abb. 2A). Intrazellulér sind die Transmembranproteine {iber
Linker-Proteine untereinander vernetzt und mit Adapterproteinen verbunden. Letztere verbinden

den Zellkontakt mit dem Zytoskelett.

Tab. 2 | Bestandteile der Desmosomen und Adherens junctions. Ein Transmembranprotein interagiert homo- bzw.
heterotypisch mit dem Zellkontakt der Nachbarzelle. Uber Linker-Proteine sind diese innerhalb der Zelle untereinander
vernetzt und mit Adapterproteinen verbunden, die den Zellkontakt an dem Zytoskelett verankern (Hartsock und Nelson
2008; Nekrasova und Green 2013; Fritsch und Schwarz 2018, S. 8ff.).

Desmosomen Adherens junctions
Transmembranprotein Desmocollin 1 -3 (DSC 1 - 3) Cadherin 1 (CDH1, E-Cadherin)
P Desmoglein 1 -4 (DSG 1- 4) und andere Cadherine

Linker-orotein Plakoglobin (JUP, junction plakoglobin) Plakoglobin (JUP)
P Plakophilin 1 - 3 (PKP 1 - 3) P120-Catenin, Plakophilin 4

Adapterprotein Desmoplakin 1 - 2 (DSP) Catenin alpha und beta

Intermediarfilamente )
Zytoskelett (.B. Keratin) Aktin

Die Zusammensetzung der Desmosomen éndert sich mit dem Grad der Differenzierung der Ke-
ratinozyten (Abb. 2B) (Siehe hierzu den Ubersichtsartikel von Kottke et al. 2006). DSP, JUP und
PKP3 finden sich in allen Schichten der Epidermis (Arnemann et al. 1993; Bonné et al. 1999).
DSC2 und DSG2 sind hauptsédchlich in den Zellen des Stratum basale exprimiert (ebd.). DSG3
und DSC3 finden sich zudem auch in abnehmender Konzentration in dariiber liegenden Schichten
(ebd.). DSG1 und DSCI1 sind in hohem Mafle im Stratum granulare und Stratum corneum expri-
miert (Ishida-Yamamoto und Igawa 2015). DSG4 findet sich suprabasal, aber vor allem in Haar-
follikeln (Garrod et al. 2002; Kljuic et al. 2003; Kottke et al. 2006). PKP1 ist vorwiegend in
suprabasalen (Moll et al. 1997; Schmidt et al. 1997) und PKP2 bevorzugt in basalen Zellen ex-
primiert (Mertens et al. 1996). Neben den Unterschieden in der Verteilung innerhalb der Schich-
ten der Epidermis, zeigt sich bei den Plakophilinen auch eine differenzierte Verteilung an den
Zellgrenzen. PKP1 findet sich nahezu ausschlieBlich an bizelluldren (lateralen) Kontakten, wéh-
rend PKP3 an trizelluldren Kontakten akkumuliert (Keil et al. 2016; Rietscher et al. 2018). Letz-

tere Regionen sind besonderen mechanischen Belastungen ausgesetzt (Bosveld et al. 2016).



Stratum corneum
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Abb. 2 | Struktur der Desmosomen und Verteilung desmosomaler Proteine in der Epidermis. A) Die desmoso-
malen Cadherine Desmocolline (DSC) und Desmogleine (DSG) binden homo- bzw. heterogen an solche der Nachbar-
zelle. Intrazelluldr sind sie {iber Plakoglobin (JUP) und Plakophiline (PKP) untereinander vernetzt und mit dem Adap-
terprotein Desmoplakin (DSP) verbunden, welches den Zellkontakt am Zytoskelett verankert. B) Die Zusammenset-
zung der Desmosomen variiert mit der Wanderung des Keratinozyten durch die Schichten der Epidermis. Modifiziert
nach (Kottke et al. 2006). Abkiirzungen: PM, Plasmamembran.

1.1.2 Bedeutung der Desmosomen

Die Beteiligung desmosomaler Proteine an intrazelluliiren Prozessen

Neben der Vermittlung eines starken Gewebezusammenhaltes sind desmosomale Proteine an
zahlreichen intrazelluliren Prozessen beteiligt. Tab. 22 zeigt eine Ubersicht iiber solche Funktio-
nen. Fiir einen ausfiihrlichen Uberblick siehe z.B. Dusek et al. 2007; Hatzfeld 2007; Miiller et al.
2021; Hegazy et al. 2022. So beeinflussen sie {iber die Beteiligung an intrazelluldren Signalwegen
Differenzierung und Proliferation von Zellen iiber einen Einfluss auf Transkription, Translation

oder posttranslationale Modifizierungen (ebd.).

Desmosomale Proteine in Dermatosen und Kardiomyopathien

Die bedeutende Funktion der Desmosomen wird vor allem dann deutlich, wenn physiologische
Prozesse gestort sind. Verdnderungen der Funktion oder Struktur desmosomaler Proteine durch
Mutationen, zelluldre oder extrazelluldre Einfliisse sind assoziiert mit einer Vielzahl von Hauter-
krankungen (Dermatosen), Erkrankungen des Herzmuskelgewebes (Kardiomyopathie) und der
Entstehung von Tumoren. Tab. 24 zeigt eine Ubersicht {iber Krankheiten, die mit einer Verinde-
rung desmosomaler Proteine assoziiert sind. Siehe hierzu ausfiihrlich (Garrod et al. 2002; Delva

et al. 2009; Hatzfeld et al. 2014; Fritsch und Schwarz 2018, S. 501ff.; Najor 2018).

Eine Beeintrachtigung desmosomaler Adhésion fithrt zum Losen der Keratinozyten voneinander,
der Akantholyse (Melchionda und Harman 2019). Dies ist u.a. bei den Autoimmunkrankheiten
Pemphigus vulgaris und Pemphigus foliaceus zu beobachten. Charakteristisch fiir Pemphigus vul-
garis sind Autoantikorper gegen DSG1 und DSG3 (ebd.). Die betroffenen Patienten leiden an
suprabasaler Akantholyse, sehr schmerzhaften Schleimhauterosionen und intraepidermaler Bla-
senbildung mit schlaffen, kurzlebigen Blasen. Die Autoantikérper bei Pemphigus foliaceus sind
gegen DSG1 und DSG4 gerichtet (Kljuic et al. 2003; Melchionda und Harman 2019). Die resul-

tierende subkorneale Akantholyse zeigt sich bei den Patienten in Erythemen, Erosionen, Krusten



und Schuppung. Wegen der sehr oberflachlichen Lage der betroffenen Zellen ist eine Blasenbil-
dung nur selten zu beobachten. Schleimhdute sind bei Pemphigus foliaceus nicht betroffen
(Fritsch und Schwarz 2018, S. 501ft.). In den unterschiedlichen Symptomen der beiden Erkran-
kungen zeigt sich erneut die unterschiedliche Zusammensetzung der Desmosomen innerhalb der

Epidermis sowie in verschiedenen Geweben.

Eine gewebespezifische Symptomatik zeigt sich bei der Arrhythmogenen rechtsventrikuldren
Kardiomyopathie (ARVC). Diese angeborene Erkrankung, bei der es durch einen fibros- fettigen
Umbau des Herzmuskels zu einer Insuffizienz des rechten Ventrikels, Arrhythmien oder zum
plotzlichen Herztod kommen kann, steht in Zusammenhang mit Mutationen von DSC2, DSG2,
JUP und PKP2. In einigen Fillen zeigt sich zudem klinisch eine Trias aus ARVC, palmoplantarer
Keratose und Wollhaar — das Naxos-Syndrom (Simpson et al. 2009; Fritsch und Schwarz 2018,
659; Christensen et al. 2019).

Mutationen des PKPI1-Gens kdnnen zu einer abnormen mechanischen Verletzlichkeit der Haut
fiihren (Jonkman et al. 2005; Fritsch und Schwarz 2018, S. 672). Patienten mit diesem Skin-fra-
gility-Syndrom zeigen neben generalisierten oberfldchlichen Erosionen der Haut auch Erosionen
oraler und gastrointestinaler Schleimhiute, welche im weiteren Krankheitsverlauf zu Obstipatio-
nen und intestinalen Strikturen fiihren kénnen. Der Maximalform des Skin-fragility-Syndroms,
der letalen akantholytischen Epidermolysis bullosa simplex, liegen Mutationen der DSP- und
JUP- Gene zugrunde (Datenbankeintrag fiir Epidermolysis bullosa, akantholytische lethale im
Portal fiir seltene Krankheiten und Orphan Drugs; https://www.orpha.net/consor4.01/www/cgi-
bin/OC_Exp.php?Ing=DE&Expert=158687; Abgerufen am 27.08.2020.). Diese sehr seltene Er-
krankung ist charakterisiert durch ausgeprigte Erosionen von Haut und Schleimhéduten, fehlende
Négel, eine universelle Alopezie und neonatalen Zahnen. Die Patienten versterben meist in den
ersten Lebensmonaten aufgrund des hohen Fliissigkeitsverlustes iiber die geschiadigte Haut bzw.

einer insuffizienten Atmung, bei Befall der respiratorischen Schleimhiute (ebd.).

Assoziation desmosomaler Proteine mit Tumoren

Eine Verdanderung der Zelladhédsion ist auch in Zusammenhang mit der Entstehung von Tumoren
zu beobachten. Die entscheidende Rolle der Adherens junctions darin ist schon seit Langem be-
kannt. Der Verlust von CDH1 zdhlt zu den Schliisselereignissen der Entstehung epithelialer Tu-
moren, den hallmarks of cancer (Hanahan und Weinberg 2000; 2011). Eine gestorte Funktion
von CDHI korreliert positiv mit dem Verlust der Differenzierung sowie einer gesteigerten Infilt-
ration und Metastasierung von Tumoren (Christofori und Semb 1999). Das Adapterprotein
Catenin beta 1 der Adherens junctions, das homologe Protein zu JUP in Desmosomen, wird wéh-

rend dieses Prozesses von den Zellkontakten in den Nukleus verlagert und fiihrt dort {iber die



Interaktion mit Transkriptionsfaktoren zu einer Steigerung der Proliferation (Behrens et al. 1996).
Da auch desmosomale Proteine Einfluss auf Proliferation und Differenzierung iiben (Tab. 22)
konnten Verdnderungen dieser ebenfalls an der Tumorgenese beteiligt sein. Eine verdnderte Ex-
pression desmosomaler Proteine in einer Vielzahl epithelialer und nichtepithelialer Tumoren be-
stétigt diese Annahme (Tab. 23) (Miiller et al. 2021). Einige Studien zeigten einen positiven Zu-
sammenhang zwischen der Reduktion desmosomaler Proteine und der Invasivitdt und Metasta-
sierung verschiedener Tumore sowie einer schlechten Prognose (Wong et al. 2008; Dusek und
Attardi 2011; Hatzfeld et al. 2014). Auch eine vermehrte Expression von DSG2 im Mausmodell
fiihrte zu gesteigerter Proliferation von Keratinozyten und epidermaler Tumorinduktion (Brennan
et al. 2007; Brennan-Crispi et al. 2019). Auch in anderen Tumoren wurde eine vermehrte Expres-
sion desmosomaler Proteine beobachtet (Hatzfeld et al. 2014; Najor 2018). Dass dies kein Wider-
spruch sein muss, zeigen Colaprico et al. (2020). Sie beschreiben zahlreiche Gene, die je nach
biologischem Kontext onkogene oder tumorsuppressive Eigenschaften aufweisen. Solche be-
zeichnen sie als ,,dual role cancer driver genes® (ebd.). Fir die desmosomalen Proteine wurde
gezeigt, dass PKP1 die Adhésion einerseits erheblich verstirken kann und damit als Tumorsupp-
ressor wirkt, andererseits aber im Zytoplasma iiber eine Steigerung der Proteinbiosynthese die

Proliferation steigert und damit potenziell onkogen wirkt (Wolf et al. 2010).

Phiénotypen nach knockout desmosomaler Gene im Mausmodell

Um die Funktion und Bedeutung der einzelnen desmosomalen Proteine zu untersuchen, wurden
zahlreiche Mausmodelle etabliert, welche die Auswirkungen des globalen oder gewebsspezifi-
schen Verlustes einzelner Gene demonstrieren. Tab. 25 zeigt eine Zusammenstellung solcher Un-
tersuchungen. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich bei Rietscher et al. 2016 und Miiller et al.
2021. Dabei zeigen sich einige Gene desmosomaler Proteine als entscheidend fiir das Uberleben
eines Embryos (Dsc3, Dsg2, Dsp, Jup) bzw. der Neugeborenen (Dsgl, Pkpl). Nahezu alle Mo-
delle verdeutlichen die ausgepriagte Bedeutung addquater desmosomaler Adhésion fiir die mecha-
nische Belastbarkeit der Haut (Dscl, Dsc3, Dsgl, Dsg3, Dsg4, Dsp, Jup, Pkp1, Pkp3), intestinaler
Schleimhaut (Dsc2, Dsg2) und des Myokards (Dsc2, Jup, Pkp2). Das Fehlen einiger Proteine
resultiert in einer gestorten Haarentwicklung (Dsc3, Dsg3, Dsg4, Pkp3).

Desmosomen wihrend der Wundheilung

Die Wundheilung ist ein dullerst komplexer Prozess, bei dem mehrere Zell- und Gewebearten
involviert sind und verschiedene Vorginge koordiniert und interagierend ablaufen (Fritsch und
Schwarz 2018, S. 67ff.). Verschiedene Zellen gelangen nach einer Verletzung in die Wunde und
produzieren, wie auch die Keratinozyten selbst, eine Vielzahl an Signalmolekiilen (Singer und
Clark 1999; Garrod et al. 2005; Gurtner et al. 2008; Thomason et al. 2012; Fritsch und Schwarz
2018, S. 67ff.). Diese fordern iiber eine Aktivierung von Keratinozyten und Fibroblasten die



Reepithelialisierung und Bildung von kollagenreichem Granulationsgewebe (ebd.). Der
Reepithelialisierung liegen dabei zwei Mechanismen zu Grunde: Migration und Mitose der Ke-
ratinozyten (Fritsch und Schwarz 2018, S. 67ff.; Garcia et al. 2018). Eine starke Zelladhésion,
wie sie durch Desmosomen vermittelt wird, wiirde diese Mechanismen hemmen. Schon lange ist
bekannt, dass die Zahl der Desmosomen am Wundrand deutlich reduziert ist (Croft und Tarin
1970; Okada et al. 2001), was auf vermehrter Internalisierung am Wundrand beruht (McHarg et
al. 2014). Auch die Zusammensetzung der Desmosomen éndert sich wihrend der Wundheilung
(Moll et al. 1999). Die vor allem basal zu findenden Cadherine DSG2 und DSG3 werden wéhrend
der Regeneration in nahezu allen Zellen exprimiert, wihrend die typischen Marker fiir differen-
zierte Keratinozyten DSC1 und DSG1 erst spater wieder gebildet werden (ebd.). Dabei zeigte sich
bei gesteigerter DSG2- Expression eine Zunahme der Migration der Keratinozyten (Cooper et al.
2018) und ein Verlust von DSG3 resultierte in einer Verzogerung der Wundheilung (Rétzer et al.
2016).

1.1.3 Regulation der Expression desmosomaler Proteine

Eine vom Grad der Differenzierung abhéngige Zusammensetzung der Desmosomen in der Epi-
dermis, Aufgaben an Zellkontakten sowie im Zytoplasma, die Anpassung desmosomaler Funk-
tion wiahrend der Wundheilung - all dies ist nur durch eine exakt kontrollierte Expression und

Regulation der einzelnen Komponenten moglich.

Die Expression eines Genes kann auf verschiedenen Ebenen an den jeweiligen Bedarf der Zelle
angepasst werden (Abb. 3). Ein Ablesen der DNA (Desoxyribonukleinsiure) wird {iber die Kon-
trolle der Transkription gebahnt oder verhindert. Das entstandene Transkript kann in Form und
Funktion veriindert und dessen Ubersetzung in ein Protein gesteuert werden. Die Funktion des
fertigen Proteins kann anschlieBend durch Modifizierungen beeinflusst werden. Tab. 26 zeigt bei-
spielhaft bekannte Mechanismen zur Steuerung von Expression und Funktion desmosomaler
Gene. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich u.a. bei Miiller et al. 2021. Uber die Kontrolle der
Transkription desmosomaler Gene wie auch iiber posttranslationale Modifizierungen desmoso-
maler Proteine ist bereits viel bekannt, iiber die Regulation der messenger-RNA (mRNA; RNA,

Ribonukleinsdure) desmosomaler Gene bisher allerdings wenig.

1.2  Posttranskriptionelle Regulation der Genexpression

Die posttranskriptionelle Regulation umfasst hierbei alle Modifikationen und Regulationen der
mRNA vom Beginn ihrer Synthese bis zum Beginn der Translation (Alberts et al. 2007, S. 413ff.).
Dies umfasst die in Abb. 3 dargestellten Mechanismen sowie die Kontrolle der Translationsiniti-

ation.
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Abb. 3 | Kontrolle der Genexpression. Die Kontrolle der Genexpression erfolgt auf der Ebene der Transkription und
Translation sowie durch die Modifizierungen von mRNA und dem eigentlichen Protein. Die posttranskriptionelle Re-
gulation geschieht durch ein vorzeitiges Beenden der Transkription (nicht dargestellt), alternatives Splicing, die Modi-
fizierung von 5 und 3’-Ende durch capping bzw. Polyadenylierung, mRNA-Editing, einem kontrollierten Export der
mRNA aus dem Nukleus sowie deren Transport innerhalb des Zytoplasmas, die Stabilisierung der mRNA bzw. deren
beschleunigter Abbau, durch nonsense-mediated decay sowie ein Fordern bzw. Hemmen der Translationsinitiation
(nicht dargestellt).

Die meisten dieser Prozesse erfordern das Erkennen spezieller Sequenzen bzw. Strukturen der zu
regulierenden mRNA. Diese Aufgabe iibernehmen RNA-bindende Proteine oder regulatorische
RNA-Molekiile (ebd.). Die fertige mRNA besteht aus 5 funktionellen Elementen (ebd.):

- 5’-Cap

- 5-UTR

- codierende Region

- 3-UTR

- Poly-A-Schwanz
5’-Cap und Poly-A-Schwanz schiitzen die mRNA vor vorzeitigem Abbau und spielen eine ent-
scheidende Rolle in der Initiation der Translation. Die codierende Region reicht vom Start- zum
Stopcodon und trégt den Code fiir das zukiinftige Protein. Die 5-UTR (zwischen 5’-Cap und
Startcodon) sowie die 3’-UTR (zwischen Stopcodon und Polyadenylierungsstelle) werden bei der
Translation nicht in eine Aminoséuresequenz iibersetzt (UTR, untranslatierte Region). Sie dienen
vor allem der Regulation der Genexpression. Aufgrund der Beobachtung eines positiven expo-
nentiellen Zusammenhangs der Komplexitdt eines Organismus und der Lénge der 3"-UTR wird
diesem Abschnitt der mRNA eine besondere regulatorische Rolle zugeschrieben (Chen et al.
2012; Mayr 2017). Fiir die 5'-UTR und die codierende Region lie} sich ein solcher Zusammen-
hang nicht zeigen. Lee et al. (2010) konnten zeigen, dass ein regulatorisches Element die HWZ
einer mRNA signifikant beeinflusst, wenn es in deren 3"-UTR lokalisiert ist. Befindet sich das-
selbe Element in der codierenden Region oder in der 5 -UTR ist dieser Effekt deutlich geringer
bzw. nicht vorhanden. Eine lange 3"-UTR bietet hierbei viele Moglichkeiten der Regulation. Uber
verschiedene Polyadenylierungsstellen konnen z.B. unterschiedlich lange 3'-UTR entstehen, tiber

die eine individuelle Regulation moglich ist (Chen et al. 2012; Mayr 2019).



1.2.1 RNA-bindende Proteine

An jedem Schritt der mRNA-Regulation sind RNA-bindende Proteine (RBP) beteiligt (Hentze et
al. 2018). So wundert es nicht, dass bisher iiber 1300 RBP bekannt sind (ebd.). Sie binden an
spezielle RNA-Sequenzen bzw. Sekundirstrukturen und vermitteln selbst regulatorische Effekte
oder rekrutieren weitere Effektorproteine (Mayr 2019). Um diese Bindung zu realisieren, besit-
zen die modular aufgebauten RBP meist mehrere RNA-bindende Doménen (RBD) derselben oder
verschiedener Art (Glisovic et al. 2008). Neben bekannten RBD, wie z.B. dem RNA-recognition
motif (RRM), der K-homology domain (KH) oder den Zinc finger Dominen (Znf), gibt es noch
eine Vielzahl bisher nicht weiter charakterisierter Doménen (Castello et al. 2016). Eine Kombi-
nation mehrerer RBD bestimmt die funktionellen Mdglichkeiten der RBP (Lunde et al. 2007).
Ein RBP kann mehrere mRNAs binden und eine Nukleotidsequenz kann von verschiedenen RBP
erkannt werden, wobei das gebundene RBP letztendlich die Regulation der mRNA bestimmt
(ebd.).

In Reaktion auf extra- und intrazelluldre Stressreize wie Hitze, oxidativen Stress, Nahrstoff-man-
gel oder Virusinfektionen formen sich im Zytoplasma aus RBP und mRNA sogenannte stress
granules (Buchan und Parker 2009), in denen untranslatierte mRNA akkumuliert. Auf diese
Weise geschiitzt vor einem vorzeitigen Abbau, steht die mRNA nach Abklingen des Reizes der
Proteinsynthese umgehend zur Verfiigung. Elementare Bestandteile dieser membranlosen Zellor-
ganellen sind u.a. die RBP EIF4E (Eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4E), ELAVL1
(ELAV-like protein 1), FMR1 (Synaptic functional regulator FMR1), G3BP1 (Ras GTPase-acti-
vating protein-binding protein 1), TIA1 (Cytotoxic granule associated RNA binding protein
TIAI), TIAL1 (Nucleolysin TIAR) (Anderson und Kedersha 2002; Alberts et al. 2007, S. 427;
Decker und Parker 2012). Sie rekrutieren eine Vielzahl unterschiedlicher mRNAs, deren Protein-
produkte unter Stressbedingungen nicht gebraucht werden. Dies schliefit u.a. Transkriptionsfak-
toren, Proteinkinasen und Protoonkogene ein (Namkoong et al. 2018). Dabei konnte bisher unter
den in stress granules angesammelten mRNAs keine einheitliche Nukleotidsequenz als ,,Adresse*
fiir stress granules ausgemacht werden (Abdelmohsen et al. 2008). Aufféllig ist jedoch die An-
reicherung von mRNA mit einem ausgeprigten Anteil an AU-reichen Elementen (ARE) sowie

Isoformen mit ldngeren 3"-UTR (Namkoong et al. 2018).

Eine effektive Methode, an RNA in vivo gebundene Proteine systematisch zu analysieren, ist die
cross-linking immunoprecipitation (CLIP) (Konig et al. 2012; Zhang et al. 2015). Eine UV-C-
Bestrahlung lebender Zellen bewirkt eine kovalente Quervernetzung von RNA mit in direkter
Nachbarschaft (wenige Angstrom entfernt) befindlichen Proteinen (Licatalosi und Darnell 2010).

Die entstandenen Ribonukleoproteinkomplexe werden mittels eines Antikorpers gegen das zu



untersuchende Protein prézipitiert und die koprézipitierte RNA anschlieBend isoliert und analy-
siert. Mehrere Schritte zur Reinigung des Prézipitats sollen unspezifische Bindungen zwischen
dem RNA-Molekiil und dem Protein beseitigen und falsch positive Ergebnisse vermeiden. Erwei-
terungen dieser Methoden wie HITS-CLIP bzw. CLIP-seq (high-throughput sequencing of CLIP
cDNA library bzw. CLIP followed by sequencing) kombinieren die CLIP mit Hochdurchsatzana-
lysen der gebundenen Nukleinsdure (Konig et al. 2012; Gillen et al. 2016). PAR-CLIP (UV-A4
photoactivatable-ribonucleoside-enhanced crosslinking and immunoprecipitation) und iCLIP
(individual nucleotide resolution CLIP) erweiterten die Mdglichkeiten um eine exakte Bestim-
mung der Bindungsstelle eines RBP (Hafner et al. 2010; Konig et al. 2010). eCLIP (enhanced
CLIP) postuliert eine genauere Differenzierung zwischen echten Bindungen und zufilligen Quer-
vernetzungen (van Nostrand et al. 2016). Limitiert werden die CLIP und ihre verwandten Metho-
den durch den geringen quantitativen Charakter ihrer Ergebnisse. Die qualitative Aussage, welche
RNAs ein bestimmtes RBP bindet, oder welche RBPs die gleiche RNA adressieren, lasst sich mit
allen Varianten treffen. Die Frage nach der Affinitdt eines RBP zu seinem farget ldsst sich mit
dieser Methode bisher hingegen nur unzureichend beantworten (Zhang et al. 2015; Konig et al.
2012). Onlinedatenbanken versuchen, die zunechmende Fiille an Informationen {iber Protein-
RNA-Interaktion zugénglich zu machen. Tab. 3 zeigt die fiir diese Arbeit ausgewerteten Daten-

banken.

Tab. 3 | Ubersicht iiber Datenbanken, die fiir die Analysen in dieser Arbeit ausgewertet wurden.

Daten- .

bank Eigenschaften Referenz
A database of RNA-binding proteins and associated motifs

ATTRACT Experimentell validierte Angaben zu mRNA-Motiven, die durch RBP Giudice et al.
erkannt wurden, > 1200 Motive 2016
https://attract.cnic.es
Atlas of UTR Regulatory Activity
Angaben zu RBP und regulatorischen Sequenzen in der 3"-UTR hu- .

AURA " maner mRNA, > 110000 3-UTRs, > 250 RBP Dassi et al. 2014
http://aura.science.unitn.it
The encyclopedia of RNA interactomes
Angaben Uber Interaktion von RNA mit miRNA, RBP und RNA .

ENCORI >700 CLIP-seq Datensets, > 1,2 Mio. RBP-mRNA-Interaktionen Lietal. 2014
https://starbase.sysu.edu.cn/index.php
2014: CLIPdb - 2016: POSTAR - 2019: POSTAR2 - 2021: POSTAR3  Yang et al. 2015;

POSTAR? “A resource of post-transcriptional requlation coordinated by RNA- Hu et al. 2017;
binding proteins”, CLIP-seq Daten, > 40 Mio. RBP-Bindungsstellen Zhu et al. 2019;
http://111.198.139.65 (Version POSTARS3) Zhao et al. 2022
The database of RNA-binding protein specificities

RBPDB Angaben zu RNA-Bindungsdomanen von > 400 humanen RBP Cook et al. 2011
http://rbpdb.ccbr.utoronto.ca
UTR database

UTRdb Angaben zu experimentell ermittelten funktionellen Motiven Pesole 2002

innerhalb der 5" bzw. 3"-UTR eukaryoter mRNA
http://utrdb.ba.itb.cnr.it
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Da die zu Beginn durchgefiihrten in-silico-Analysen auf eine mogliche Rolle von ELAVLI
(ELAV like RNA-binding protein 1), G3BP1 (Ras GTPase-activating protein-binding protein 1)
und TIAL1 (Nucleolysin TIAR) in der posttranskriptionellen Regulation desmosomaler mRNA

hinwiesen, wurden diese RBPs fiir erste Pilotexperimente ausgewéhlt.

ELAVL1

ELAVLI ist das einzige Protein innerhalb der ELAV-Genfamilie, das ubiquitir in allen mensch-
lichen Geweben exprimiert wird, wohingegen die verwandten Gene ELAVL2 - 4 in Neuronen zu
finden sind (Hinman und Lou 2008; Schultz et al. 2020). Es ist bekannt fiir die Stabilisierung und
Forderung der Translation seiner fargets iiber eine Bindung an AU-reiche Elemente (ARE) in
einer U-reichen Umgebung (Ma et al. 1996; Wang et al. 2013; Schultz et al. 2020). So bindet es
die MYC-mRNA (Myc protooncogene protein) in Bereichen der 3'-UTR mit vielen ARE und
beeinflusst deren Translation ohne die Menge des Transkripts zu verdndern (Liu et al. 2009).
Einen Einfluss auf Zelladhédsion iibt ELAVLI iiber die direkte Interaktion mit der 3"-UTR der
CDHI-mRNA aus, deren Translation durch ELAVLI1 gefordert wird, was einen positiven Ein-
fluss auf die Barrierefunktion eines Epithels hatte (Yu et al. 2016). ELAVLI-defiziente Embryo-
nen versterben intrauterin aufgrund einer fehlerhaften Plazentafunktion (Katsanou et al. 2009)
und postnatale ELVLI-Depletion in Médusen resultierte u.a. in Stérungen der intestinalen Epithel-
funktion, Kachexie und Versterben innerhalb weniger Tage (Ghosh et al. 2009). In intestinalen
Epithelien finden sich vor allem DSG2, DSC2, DSP, JUP und Plakophiline (Schlegel et al. 2021).
ELAVLI konnte an der Regulation dieser beteiligt sein.

G3BP1

G3BP1 iibernimmt vielfdltige Aufgaben in der mRNA-Regulation (Irvine et al. 2004). Urspriing-
lich als Endonuklease in Zusammenhang mit mRNA-Degradierung beschrieben, zeigte es sich
als essenziell fiir die Ausbildung von stress granules und damit fiir die Stabilisierung von Tran-
skripten im Zusammenhang mit Zellstress sowie als Vermittler einer Translationsinhibition
(Gallouzi et al. 1998; Tourriére et al. 2001; 2003; Ortega et al. 2010). G3BP1 degradiert die MYC-
mRNA (Tourriére et al. 2001; Irvine et al. 2004) und inhibiert die Translation der ATP5F1B-
mRNA (ATP synthase subunit beta) (Ortega et al. 2010). Tourriére et al. (2001) beschrieben fiir
die Bindung in der 3'-UTR der MYC-mRNA die Zielsequenz 5'-ACCCAUACGCAG-3". Fiir
weitere targets konnte diese allerdings nicht nachgewiesen werden (Irvine et al. 2004). Zudem
gilt die Annahme, dass viele weitere Transkripte von G3BP1 nicht iiber deren Primérstruktur er-
kannt werden (ebd.). Fischer et al. (2020) beschrieben die Vermittlung des Abbaus hoch struktu-
rierter RNAs u.a. durch G3BP1. Eine RNA-abhéngige Interaktion wurde zwischen G3BP1 und
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PKP1 sowie PKP3 beschrieben (Hofmann et al. 2006; Fischer-Keso et al. 2014). Da diese Kom-
plexe auch DSP- und PKP2-mRNA enthielten, besteht die Moglichkeit, dass G3BP1 an der Re-
gulation dieser mRNAs beteiligt sein konnte (Fischer-Keso et al. 2014).

TIAL1

TIALI und das eng verwandte RBP TIA1 (cyfotoxic granule associated RNA binding protein 1)
binden u.a. ARE in der 3’-UTR ihrer targets und destabilisieren gebundene mRNA bzw. inhibie-
ren deren Translation oder regulieren alternatives splicing (Le Guiner et al. 2001; Meyer et al.
2018). Beide Proteine weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit auf (Ubereinstimmung in Pri-
mairsequenz etwa 76 %), teilen zahlreiche Funktionen und hemmen die Translation der eigenen
und jeweils anderen mRNA (Sanchez-Jiménez und Izquierdo 2015; Meyer et al. 2018). Auswir-
kungen einer Funktionsstorung zeigen sich zum Teil erst bei einer Stérung oder einem Fehlen
beider Proteine (Meyer et al. 2018). Sie sind ebenso wie G3BP1 an der Ausbildung von stress
granules beteiligt (Anderson und Kedersha 2002; Meyer et al. 2018). Bei homozygot Tiall-defi-
zienten Mausen zeigen sich eine erhdhte intrauterine und perinatale Letalitdt sowie ein reduziertes
Korpergewicht und Sterilitit (Beck et al. 1998). Ein gleichzeitiges Fehlen von TIAL1 und TIA1
in HEK293-Zellen lassen deren essenzielle Bedeutung fiir Uberleben und Proliferation einer Zelle

erkennen (Meyer et al. 2018).

1.2.2 Regulatorische Nukleinsiuren

Neben Proteinen interagieren auch nichtkodierende RNA-Molekiile mit der mRNA und iiben re-
gulatorischen Einfluss auf diese aus. Tab. 4 zeigt eine Auswahl solcher nicht-translatierten RNAs
mit regulatorischer Funktion. Diese unterscheiden sich nicht nur in ihrer Lénge, sondern vor allem

in ihrer spezifischen Funktion (Matera et al. 2007; Schmitz et al. 2016; Boivin et al. 2019).

Tab. 4 | Auswahl regulatorischer Nukleinsduren. Die Tabelle zeigt eine Auswahl regulatorischer Nukleinsduren.
Nicht weiter genannt sind u.a. Piwi-interacting RNA, small nuclear RNA und small nucleolar RNA. Abkiirzungen:
nt, Nukleotide. Referenz: Matera et al. 2007; Schmitz et al. 2016; Boivin et al. 2019.

RNA Name Liange (nt) Funktion (Auswahl)
. Small interfering Exogen
SIRNA RNA 20-25 Beteiligung an Degradierung spezifischer mRNA
Endogen
miRNA  Micro-RNA 20-30 Repression von Translation
Beteiligung an Degradierung spezifischer mMRNA
IncRNA  Longnoncoding 5, Vielfltige Regulation von Gen-Aktivitét

RNA

siRNA und miRNA reprimieren die Expression einzelner Gene durch die Bindung einer komple-
mentidren mRNA-Sequenz (Agrawal et al. 2003). Um in eine Zelle internalisierte exogene siRNA-

bzw. endogene miRNA-Molekiile herum lagern sich verschiedene Proteine zum RNA-induced

12



silencing complex (RISC) an (Kawamata und Tomari 2010). Nachdem von dem RNA-Doppel-
strang ein Strang abgespalten wurde, lagert sich der {ibrig gebliebene RNA-Leitstrang an einen
komplementédren Abschnitt einer einzelstraingigen mRNA. Die Proteine des RISC vermitteln an-
schlieBend eine Degradierung der gebundenen mRNA und wirken somit einer Produktion des
entsprechenden Gens entgegen (Abb. 4). Dieser Mechanismus, der zuerst in Zusammenhang mit
Virusinfektionen in Pflanzenzellen beobachtet wurde, ist heute ein effektives Werkzeug zur ge-
zielten Steuerung der Genexpression fiir die Erforschung zelluldrer Prozesse und zunehmend auch
in der Entwicklung gezielter Therapeutika in der Behandlung von Hautkrankheiten und Tumoren
(Carthew und Sontheimer 2009; Abel und Rederstorff 2015; Rosa et al. 2018; Singh et al. 2018;
Mahmoodi Chalbatani et al. 2019). Chen et al. (2012) zeigten durch Analyse von miRNA-Daten-
banken eine positive Korrelation zwischen der morphologischen Komplexitét eines Organismus
und der Anzahl an miRNAs und betonten damit den hohen Stellenwert der miRNA in der Regu-
lation der Genexpression. Der Einfluss endogener miRNA auf die posttranskriptionelle Regula-
tion der Expression desmosomaler Proteine wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Aktuelle Da-
ten wurden von Miiller et al. (2021) zusammengefasst. Sie zeigen, dass miRNA zunehmend als

Regulatoren desmosomaler Transkripte beschrieben werden.

Extrazellular Zytoplasma

siRNA

mRNA
ghd 111111111 WbbbLbLbL

. N @ ™
m »

Abb. 4 | siRNA vermittelt sequenzspezifischen mRNA-Abbau. In die Zelle aufgenommene artifizielle siRNA und
endogene miRNA (nicht abgebildet) bilden mit diversen Proteinen den RISC (RNA-induced silencing complex). Der
siRNA-Leitstrang innerhalb des RISC bindet eine komplementdre mRNA und vermittelt deren Degradierung. Abbil-
dung in Analogie zu Rosa et al. 2018.

1.2.3 Regulatorische Elemente in der 3"-UTR der mRNA

Regulatorische Elemente, also RNA-Sequenzen oder Sekundirstrukturen, die durch RBP
und/ oder miRNA erkannt werden konnen, beeinflussen das Schicksal eines RNA-Molekiils. Be-
kannte Vertreter sind u.a. alternative Polyadenylierungsstellen (APA), AU-reiche Elemente

(ARE), Alu-Elemente und G-quadruplex Strukturen (GQS).
Alternative Polyadenylierungsstellen

Die Polyadenylierung des 3’-Endes einer mRNA wihrend ihrer Synthese stabilisiert das RNA-

Molekiil und schiitzt es vor einem vorzeitigen Abbau. In den meisten Genen finden sich dabei
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mehrere APA (Alberts et al. 2007). Uber eine alternative Polyadenylierung konnen mRNA-Isof-
ormen entstehen, die sich entweder in der codierenden Region oder der 3"-UTR unterscheiden,
wodurch das entstehende RNA-Molekiil oder das spétere Protein reguliert werden konnen (Elkon
et al. 2013). Uber die Expression verschieden langer Transkripte desmosomaler Gene ist bisher
insgesamt wenig bekannt und eine systematische Analyse der Expression eventueller alternativer
Transkripte desmosomaler Gene wurde bisher nicht durchgefiihrt. Northern Blot Analysen der
PKPI-mRNA zeigten zwei Transkripte unterschiedlicher Lange (Hatzfeld et al. 1994). Da das
kurze Transkript das Protein vollstidndig codiert, vermuteten die Autoren Unterschiede in der 3°-

UTR. Die Bedeutung dieser unterschiedlich langen 3°-UTR ist bis heute nicht weiter geklart.

AU-reiche Elemente

Schon lange sind ARE als Determinante einer kurzen Halbwertszeit eines Transkripts beschrieben
(Lagnado et al. 1994; Barreau et al. 2005). Als klassisches Motiv dieser Adenin- (A) und Uridin-
(U) reichen mRNA-Sequenzen gilt das Pentamer AUUUA in einer uridinreichen Umgebung, wo-
bei schon friih festgestellt wurde, dass dieses Motiv nicht allein fiir die beobachteten Effekte ver-
antwortlich ist (ebd.). Doch auch die spiter als mindestens notwendig beschriebene Sequenz UU-
AUUUA(U/A)(U/A) ist vor allem dann mit einer deutlichen Destabilisierung einer mRNA asso-
ziiert, wenn mindestens zwei dieser Motive vorliegen (Barreau et al. 2005; Lai et al. 2005). Bisher
konnte fiir die ARE allerdings noch keine einheitliche Konsensussequenz definiert werden (Bar-
reau et al. 2005). Basierend auf der Anzahl und Verteilung des Pentamers AUUUA erfolgte die
Einteilung der ARE in drei Klassen (Tab. 5). Diese Einteilung beriicksichtigte initial zwar keine
biologischen Zusammenhénge, doch zeigen die eingruppierten Transkripte in den einzelnen Klas-
sen zu grofBen Teilen verwandte Funktionen (ebd.). Neben dem Einfluss auf die Stabilitét iiben
ARE-bindende Proteine auch negativen oder positiven Einfluss auf die Translation einiger targets
aus und stehen sowohl mit einer verminderten als auch mit einer gesteigerten Proteinexpression

in Zusammenhang (ebd.).

Tab. 5 | Klassifizierung der ARE. Klasse I AREs enthalten mehrere AUUUA-Pentamere. Hier finden sich z.B. Tran-
skriptionsfaktoren. Klasse II AREs definieren sich {iber mindestens 2 iiberlappende UUAUUUA(U/A)(U/A)-Nona-
mere. Entsprechende Transkripte codieren vor allem fiir Zyokine. Die AREs der Klasse III sind reich an Uridin, ent-
halten aber kein klassisches ARE-Motiv. Die aufgefiihrten Transkripte und RBP gelten jeweils beispielhaft und stellen
keine vollstindige Ubersicht dar. Tabelle in Anlehnung an Barreau et al. 2005. Abkiirzungen: MYC, Myc proto-on-
cogene protein; FOS, Protein c-fos; TNF, Tumornekrosefaktor; IL2, Interleukin 2; IL3, Interleukin 3; JUN, Transkrip-
tionsfaktor Jun; p53, Cellular tumor antigen p53; HNRNPD, Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO.

Klasse  Motiv Bekannte Transkripte Bekannte RBP

I AUUUA MYC, FOS ELAVL1, HNRNPD

I UUAUUUA(U/A(U/A)  TNF, IL2, IL3 ELAVL1, HNRNPD, TIAL1
Il Uuuuuu JUN, p53 ELAVL1
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Alu-Elemente

Alu-Elemente sind kurze, etwa 300 bp (Basenpaare) lange repetitive DNA-Sequenzen, die mit
Hilfe spezieller transacting factors an eine andere Stelle des Genoms kopiert werden konnen. Sie
machen etwa 10 % des menschlichen Genoms aus und fiihren fortwihrend zu einer interindivi-
duellen genetischen Vielfalt (Siehe hierzu die Ubersichtsarbeiten von Batzer und Deininger 2002;
Haésler und Strub 2006; Deininger 2011). Alu-Elemente werden am 5- und 3’-Ende flankiert von
einer wenige bp langen, sich wiederholenden Sequenz und bestehen aus zwei Halften, getrennt
durch eine zentrale A-reiche Region (Batzer und Deininger 2002). In der 5'-Hilfte befinden sich
zwel Promotorregionen fiir die Transkription durch die RNA-Polymerase I1I. Die 3’-Haélfte endet
meist mit einer A-reichen Region. Uber die Methylierung innerhalb der Alu-Elemente sowie die
Bindung durch zahlreiche Transkriptionsfaktoren sind sie an der Regulation der Genexpression
beteiligt (Hasler und Strub 2006; Polak und Domany 2006). Alu-Elemente oder Teile dieser sind
auch in mRNAs zu finden, wo ihnen eine Beteiligung an der posttranskriptionellen Regulation
des entsprechenden Transkripts zugeschrieben wird (Nekrutenko und Li 2001; Hésler und Strub
2006; Deininger 2011). Hierbei stehen vor allem in Alu-Elementen enthaltene alternative Polya-
denylierungsstellen oder alternative splicing sites sowie ein durch sie ermdoglichtes RNA-editing
im Fokus der Forschung (Roy-Engel et al. 2005; Levanon et al. 2004; Deininger 2011). Alu-
Elemente kdnnen dariiber hinaus auch von RBP oder miRNA erkannt und Transkripte hieriiber
reguliert werden (Deininger 2011; Shen et al. 2011; Kelley et al. 2014). Bekannte Alu-bindende
Proteine sind u.a. ELAVL1, HNRNPC (Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2) und
TARDBP (TAR DNA-binding protein 43) (Kelley et al. 2014).

G-quadruplex Strukturen

Als Guanin-quadruplex-Strukturen (G-quadruplex-Strukturen, GQS) werden dreidimensionale
DNA- bzw. RNA-Sekundérstrukturen innerhalb Guanin- (G) reicher Regionen bezeichnet
(Kharel et al. 2020). Diese zeigen sich dabei nicht starr, sondern dynamisch in Abhingigkeit der
Konzentration einzelner Kationen (Largy et al. 2016; Kharel et al. 2020). Zahlreiche Studien las-
sen dabei die Bedeutung von GQS in der DNA fiir die Regulation von Replikation und Transkrip-
tion erkennen (Maizels und Gray 2013; Lerner und Sale 2019; Kharel et al. 2020). In mRNAs
finden sich solche Strukturen vorwiegend in der 5'- und 3"-UTR und es wird ihnen analog zu
ihrem regulatorischen Einfluss auf die DNA ein solcher auf die posttranskriptionelle Regulation
zugeschrieben (Fay et al. 2017; Kharel et al. 2020). Es konnten zahlreichen RBP identifiziert
werden, die GQS binden, darunter die verwandten Proteine FMRP (Synaptic functional regulator
FMRI) und FXR1 (Fragile X mental retardation syndrome-related protein I) (Bensaid et al.
2009; Nolze et al. 2013; Kharel et al. 2020). FMRP hemmt die Translation der PKP4-mRNA
(Nolze et al. 2013). Es bindet dabei in einem Bereich der 3"-UTR, der potenzielle GQS enthilt,

weshalb die Autoren eine Regulation {iber diese vermuteten (ebd.).
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Weitere Regulatorische Elemente

Lee et al. (2010) untersuchten die 3"UTR verschiedener Transkripte in murinen C2C12-Zellen
(Zelllinie aus Skelettmuskelzellen, McMahon et al. 1994) systematisch auf einen Zusammenhang
zwischen deren Nukleotidsequenz und Halbwertszeit. Sie beschrieben destabilisierende (DE) und
stabilisierende Elemente (SE). Neben den bekannten AU-reichen Elementen zeigten auch GU-
reiche Motive eine Anreicherung in Transkripten mit einer kurzen Halbwertszeit (HWZ < 1,6 h).
Transkripte mit einer langen Halbwertszeit (HWZ > 5,0 h) beinhalteten vor allem CU-, CA-, und
GA-reiche Elemente (C, Cytosin) (Lee et al. 2010).
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, einen systematischen Einstieg fiir weiterfithrende Untersuchungen der
posttranskriptionellen Regulation der Expression desmosomaler Proteine zu erméglichen. Uber
die transkriptionelle Regulation desmosomaler Gene und posttranslationale Modifizierungen des-
mosomaler Proteine ist bereits einiges bekannt (Miiller et al. 2021). Dagegen fehlen bisher syste-
matische Untersuchungen zu einer moglichen posttranskriptionellen Regulation durch RBP.
Diese Arbeit mochte daher der Frage nachgehen, ob desmosomale Transkripte posttranskriptio-
nell durch RBP reguliert werden kdnnen. Um der Antwort nidher zu kommen, wurden in einem
ersten Schritt Indizien fiir eine mogliche Regulation zusammengestellt. Hierfiir wurden die Tran-
skripte desmosomaler Gene, insbesondere deren 3"-UTR i silico hinsichtlich ihrer Linge, HWZ
und dem Vorhandensein von bekannten regulatorischen Sequenzen untersucht. Ein systemati-
scher Uberblick iiber die Ergebnisse zahlreicher Hochdurchsatzstudien wurde mittels Datenban-
kenanalyse erstellt, um Hinweise auf eine mogliche Regulation desmosomaler Transkripte durch
RBP zu erhalten sowie potenzielle Regulatoren zu eruieren. Durch Pilotexperimente wurde an-
schlieBend ersten Hinweisen auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen RBP und desmo-
somalen Transkripten und Proteinen nachgegangen. Diese sollten Ansatzpunkte fiir nachfolgende
Untersuchungen aufzeigen. Hierbei wurde ein Einfluss ausgewéhlter RBP auf die Menge desmo-
somaler mRNA und Proteine sowie auf die Lokalisation desmosomaler Proteine innerhalb der
Zelle untersucht. Auch ein moglicher Einfluss der RBP auf die Stabilitit eines Zellverbandes
wurde analysiert. Abschlieend wurde der Frage nachgegangen werden, ob ausgewidhlte RBP mit

einzelnen desmosomalen Transkripten direkt interagieren.
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3  Materialen und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und generelle Verbrauchsmaterialien

Sofern an entsprechender Stelle nicht ausgewiesen, wurden alle Chemikalien von den Firmen
Applichem (Darmstadt, Deutschland), Biochrom (Cambridge, UK), Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roche (Basel, Schweiz), Sigma Aldrich (St.
Louis, Missouri, USA), Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) bezogen. Das
Zellkulturmedium stammt von Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Kunststoffverbrauchs-
materialien wie sterile Zellkulturschalen, Pipettenspitzen, Reaktionsgefifle, Zentrifugenrdhrchen
und Einfrierréhrchen wurden von VWR (West Chester, Pennsylvania, USA), BD Transduction
Laboratories (Franklin Lakes, New Jersey USA), TPP (Trasadingen, Schweiz), and Corning
(Tewksbury, Massachusetts, USA) bezogen. Objekttrager und Deckgldschen stammten von den
Glaswarenfabriken Karl Hecht (Sondheim, Deutschland) und Menzel-Glédser (Braunschweig,

Deutschland).

3.1.2 Puffer und Losungen

Ubersichten der eingesetzten Puffer und Losungen, Kits und Fertigreagenzien sowie die Zusam-
mensetzung der SDS-PAGE-Gele sind in Tab. 27- 31 gezeigt. Puffer und Losungen wurden, so-
fern nicht explizit angegeben, in der Arbeitsgruppe selbst hergestellt.

3.1.3 Zelllinien
Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurden die Zelllinien HaCaT, HeLa und MCF7 verwendet

(Tab. 6).

Tab. 6 | Ubersicht iiber verwendete Zelllinien.

Zellinie Beschreibung Referenz

HaCaT Spontan transformierte humane Keratinozyten Boukamp et al. 1988

HelLa Humane Zervixkarzinomzellen Gey et al. 1952

MCF7 Humane Mammaadenokarzinomzellen Brooks et al. 1973
3.1.4 siRNA

Es wurden siRNA-Pools (gegen ELAVLI, G3BPI, TIALI) von siTools Biotech (Miinchen - Mar-
tinsried, Deutschland) eingesetzt. Als Kontrolle diente ein Pool unspezifischer siRNAs von si-
Tools Biotech. siRNA-Pools bestehen aus 30 siRNAs, was unspezifische Effekte einer einzelnen

siRNA minimiert und die Eliminierung der gewlinschten farget-RNA prézisiert (Hannus et al.

2014).
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3.1.5 Antikorper

Die in Tab. 30 und Tab. 31 genannten monoklonalen (mAk) und polyklonalen (pAk) Antikdrper
wurden in den angegebenen Verdiinnungen fiir Western Blot- (WB) und Immunfluoreszenzana-
lysen (IF) eingesetzt. Fiir WB-analysen wurden die Antikorper in 3 % (m/v) Milchpulver in
TBST (Tris-buffered saline with Tween20) verdiinnt, fiir [F-Farbungen in 1 % (m/v) BSA (Bo-
vines Serumalbumin) in PBS (phosphate-buffered saline). PKP1-Antikorper wurden fiir IF-fér-
bungen in 1 % (m/v) Milchpulver in PBS verdiinnt. Fiir die IP eingesetzte Antikorper sind in Tab.

32 genannt.

3.1.6 RT-PCR-Primer
Fiir die Analyse von Nukleinsduren via quantitativer Echtzeit- Polymerasekettenreaktion (QRT-
PCR) wurden die in Tab. 33 genannten Primer eingesetzt. Je Primerpaar wurde eine Arbeitslo-

sung mit je 10 uM forward (F) und reverse (R) primer erstellt

3.1.7 Plasmide

Zur Uberexpression von G3BP1 in HeLa-Zellen wurde ein Vektor eingesetzt, durch den das Kon-
jugatprotein G3BP1 - EGFP (enhanced green fluorescent protein) exprimiert wurde. Als Kon-
trolle diente ein Vektor, der fiir das Protein EGFP kodierte (Tab. 34).

3.1.8 Geriite
Eine Ubersicht der verwendeten Gerite gibt Tab. 35

3.1.9 Software

Die Datenverarbeitung erfolgte mit Microsoft Office Excel (Redmond, Washington, USA). Ab-
bildungen wurden mit Microsoft Office Excel, Word und Publisher erstellt (Redmond, Washing-
ton, USA). Bildverarbeitung erfolgte mit ImageJ (Bethesda, Maryland, USA). Anpassungen von
Helligkeit und Kontrast wurden stets gleichsam am gesamten Bild vorgenommen. Eine Ubersicht

iiber sonstige verwendete Software gibt Tab. 36.

3.2 Methoden

3.2.1 Allgemeine Anmerkungen

Die Benennung der Proteine orientierte sich an den Eintrdgen in der Datenbank Universal Protein
Resource (UniProt, https://beta.uniprot.org, letzter Aufruf 30.05.2022, The UniProt Consortium
2021), die Symbole nach dem HUGO Gene Nomenclature Comitee (HGNC, https://www.genen-
ames.org, letzter Aufruf 30.05.2022, Bruford et al. 2020). Um Irritationen aufgrund verschiedener
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Bezeichnungen zu vermeiden, wird in der gesamten Arbeit fiir Gen und Protein jeweils das glei-
che Symbol verwendet. Hierbei findet sich die Bezeichnung des Gens kursiv und der Proteinname

recte.

Gene, die Bestandteile der Desmosomen codieren (DSCI - 3, DSGI - 4, DSP, JUP, PKPI - 3)
werden zwecks einer besseren Lesbarkeit als desmosomale Gene bezeichnet. Dieser Begriff soll
dabei keine Unterscheidung zu nukledren oder mitochondrialen Genen vornehmen, sondern die
genannten zwo0lf Gene funktionell gruppieren. Die mRNAs der entsprechenden Gene werden ana-
log als Transkripte desmosomaler Gene, desmosomale Transkripte bzw. desmosomale mRNA be-

zeichnet.

3.2.2 Untersuchungen der 3"-UTR desmosomaler Transkripte

Um erste Indizien fiir eine mogliche Regulation der Transkripte desmosomaler Gene zu erhalten,
wurden HWZ und Linge der 3'-UTR der jeweils langsten mRNA nach den Angaben in der Da-
tenbank AURA mit experimentell ermittelten Durchschnittswerten verglichen. Im Weiteren wur-
den die in der genannten Datenbank aufgefiihrten 3"-UTR-Sequenzen auf das Vorhandensein ver-
schiedener regulatorischer Sequenzen untersucht (ARE, Alu-Elemente, GQS, DE,
SE) (S. XIX ff.). Bei sich iiberschneidenden regulatorischen Sequenzen wurde jeweils die erste
vollstindige Sequenz gezdhlt. Zum Einschitzen der raumlichen Haufung einzelner regulatori-
scher Abschnitte erfolgte hier ein Hervorheben von ARE und (de)stabilisierender Elemente nach

Lee et al (2010).

3.2.3 Datenbankenanalysen

Von Juni bis August 2020 wurden die Datenbanken AURA, ENCORI und das CLIPdb-Modul
der Datenbank POSTAR2 manuell auf mogliche Interaktionen zwischen Transkripten desmoso-
maler Gene und RBP untersucht. Die Befragung des AURA konnte hierbei auf die 3'-UTR der
jeweiligen mRNA beschrankt werden. Zudem erfolgte eine Befragung der Datenbank
ATTRACT. Hierzu wurden unter der Funktion Sequence Scan die Sequenzen der 3 -UTR des-
mosomaler mRNA (Kapitel 3.2.2) eingefiigt und die Suche auf den Organismus Homo sapiens
und die Motivlange auf 1 bis 12 Nukleotide eingegrenzt (In der Datenbank waren zu diesem Zeit-

punkt keine Motive mit einer Lange von 1 - 3 Nukleotiden vorhanden).
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DSC1, DSC2, DSC3, DSG1, DSG2, DSG3, DSG4, DSP, JUP, PKP1, PKP2, PKP3

I
v v v v

AURA ENCORI POSTAR2 ATTRACT
Homo mammal human Sequence
sapiens human scan
(hg19) hg19 3-UTR
RBP: all Homo
3" UTR CLIP- sapiens
Data >=1 Min 1 nt
Max 12 nt
56 RBP 122 RBP 138 RBP 150 RBP
Insgesamt 187 RBP
(davon 33 RBP in allen DB)
|
v A
The Human Protein Atlas RBPdb
Lokalisation RNA-bindungs Domanen

Insgesamt 279 RBP
(davon 18 RBP in allen DB)

Abb. 5| Ablauf der Datenbankenanalyse. Die Datenbanken AURA, ENCORI, POSTAR2 und ATTRACT wurden
unter Einstellung der angegebenen Parameter auf Angaben zu moglichen Interaktionen von RBP mit desmosomalen
Transkripten untersucht. Dabei gab es sich iiberschneidende und individuelle Angaben. Abkiirzungen: DB, Datenban-
ken; hgl9, human genome version 19.

Angaben zu beschriebenen RBD einzelner RBP wurden der Datenbank RBPdb entnommen. An-
gaben zur Lokalisation einzelner RBP innerhalb der Zelle aus The Human Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org; letzter Aufruf 30.08.2020; Thul et al. 2017). Letztere Daten basie-
ren auf Immunfluoreszenzfarbungen. Je nach Intensitéit des Farbsignals wird in Haupt- und Ne-
benlokalisation unterschieden, wobei mehrere Lokalisationen in derselben Kategorie moglich
sind. Die Angaben zur Lokalisation in der Datenbank wurden in vier Kategorien zusammenge-

fasst (Tab. 7).

Tab. 7 | Angaben zur Lokalisation eines Proteins in The Human Protein Atlas. Die Angaben zur Lokalisation eines
Proteins innerhalb der Zelle laut The human Protein Atlas wurden in vier Kategorien zusammenfasst.

Kategorie Angaben in Datenbank

nucleoplasm, nucleoli, nucleoli fibrillar center, nuclear specles, nuclear bodies,
nuclear membrane

cytosol, vesicles, cytokinetic bridge, microtubeules, cytoplasmatic bodies, actin filaments,

Nukleus

Zytoplasma centriolar satellite, golgi apparatus, endoplasmatic reticulum
Mitochondrien mitochindrium
Zellmembran plasma membrane, cell junctions

Die Auswahl von RBP, deren potenzieller Einfluss auf desmosomale Transkripte in ersten Pilot-
experimenten systematisch niher untersucht werden sollte, geschah auf Grundlage einer vor Be-

ginn dieser Promotion innerhalb der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Datenbankenanalyse.
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kaultivierung von eukaryotischen Zellen

Die im Rahmen der Experimente flir diese Arbeit verwendeten Zelllinien HaCaT, MCF7 und
HeLa werden in Tab. 6 beschrieben. Kultiviert wurden sie jeweils in unbeschichteten 10 cm-
Kulturschalen in 10 ml DMEM-Kulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, dem 10%
(v/v) fetales Kélberserum [FCS] zugefiigt wurde) bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,.
Alle zwei bis drei Tage, je nach Konfluenz der Zellen, wurden diese umgesetzt. Hierfilir wurde
das Kulturmedium verworfen, die Zellen anschlieBend zweimal mit 10 ml PBSE gewaschen. Zum
Abldsen der Zellen von der Kulturschale wurden diese mit 1 ml 2,5 % (w/v) Trypsin (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) inkubiert (10 - 12 min; 37 °C). Die Trypsinre-
aktion wurde durch Zugabe von 10 ml vorgewdrmtem DMEM gestoppt, die abgeldsten Zellen in
diesem zunéchst resuspendiert, in ein 15 ml-Zentrifugenrdhrchen tiberfithrt und 3 min bei 1500
rpm bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (Hettich Universal 16) Das Zellpellet wurde in fri-
schem Kulturmedium (37 °C) resuspendiert und in gewiinschter Zellzahl auf neue Kulturschalen
verteilt. AnschlieBend wurden das Volumen des Kulturmediums in der neuen Kulturschale auf 10
ml erginzt und 10 pg/ml Ciprofloxacin zugesetzt. Fiir Experimente wurden Zellen ohne Antibio-

tikum kultiviert.

Zum Einfrieren wurden die von der Kulturschale abgelosten Zellen wie oben beschrieben zentri-
fugiert und das Zellpellet anschlieBend in 3 ml DMEM mit 20 % (v/v) FCS und 10 % (v/v) Di-
methylsulfoxid (DMSO) gelost. Je 1 ml dieser Zellsuspension wurde in 2 ml Einfrierr6hrchen in

Einfrierboxen mit einer Abkiihlrate von 1 °C/ h eingefroren und anschlieBend bei -80 °C gelagert.

Zum Auftauen wurden die Einfrierr6hrchen kurz in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt und der
Inhalt nach vollstindigem Auftauen rasch in 9 ml DMEM fiiberfiihrt, um die Zellen mdglichst
kurz dem toxischen DMSO auszusetzen. Nach dem Zentrifugieren (3 min; 1500 rpm; RT) wurde

das Zellpellet in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und wie oben beschrieben kultiviert.

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurden die von der Kulturschale abgelosten Zellen, zentrifu-
giert und anschlieBend in 1 ml DMEM gelost. Eine 1:40 Verdiinnung dieser Zellsuspension wurde
hergestellt. 10 ul dieser verdiinnten Zellsuspension wurden anschlieBend mittels Neubauer Z&hl-
kammer ausgezéhlt. Je Zdhlfeld wurden vier Quadranten ausgezihlt. Die gezdhlte Zellzahl wurde
durch die Anzahl der ausgezdhlten Quadranten dividiert, um einen Mittelwert zu erhalten. Das
Volumen eines Quadranten betrdgt 0,1 pl. Daraus ergibt sich die Formel zur Berechnung der
eigentlichen Zellzahl pro ml Medium:

Zellzahl/ml = Zellzahl/Quadrant * Verdinnungsfaktor = 10000
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3.3.2 Transfektion eukaryoter Zellen

Mittels Transfektion lassen sich exogene Nukleinsduren in kultivierte Zellen einbringen. In der
vorliegenden Arbeit wurden siRNA und Plasmid-DNA mit Hilfe chemischer Methoden einge-
bracht.

Transfektion von siRNA

Die benotigten Zellen wurden abgeldst, zentrifugiert und anschlieBend in einem Zentrifugenréhr-
chen eine Zellsuspension mit der gewiinschten Zellzahl erstellt (Kapitel 3.3.1). Je cm? der spiter
eingesetzten Kulturschalen wurden 200 ul Kulturmedium verwendet. Aus dem Transfektionsre-
agenz Lipofectamine™ RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
und der siRNA bzw. dem siRNA-Pool in DMEM ohne zugesetztes FCS ein Transfektionsansatz
erstellt und inkubiert (20 min; RT). Je cm? der spéter eingesetzten Kulturschalen wurde ein Trans-
fektionsansatz aus 50 pl DMEM mit 1,5 pl RNAIMAX und 0,5 pmol siRNA angesetzt. Nach der
Inkubation wurde dieser zu den Zellen gegeben und die Zellen mit einer Dichte von 0,5 x 103
Zellen / cm? aus die Kulturschale ausgesit. Die Kultivierung erfolgte anschlieBend bei 37 °C,
90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Nach 24 h wurde das Kulturmedium-Transfektionsansatz-
Gemisch durch frisches DMEM-Kulturmedium ersetzt und die Zellen weitere 24 h bis 48 h kul-

tiviert.

Transfektion von Plasmid-DNA

Die Transfektion eines G3BP1-EGFP-Vektors (Clontech, Mountain View, Kalifornien, USA) er-
folgte unter Verwendung des Xfect™ Transfektionsreagenz (Clontech, Mountain View, Kalifor-
nien, USA) in enger Anlehnung an das vom Hersteller empfohlene Vorgehen (Protokoll
PT5003-2, http://www.clontech.com, 29.06.2017). Die benétigten HeLLa-Zellen wurden mit einer
Zelldichte von 0,5 x 10° Zellen / cm? ausgesit und unter denselben Bedingungen wie zuvor weiter
kultiviert (Kapitel 3.3.1). Nach 24 h wurde das Kulturmedium durch den Transfektionsansatz
ersetzt (Tab. 8). Alle Bestandteile wurden gemeinsam in einem 1,5 ml-Reaktionsgefa3 inkubiert
(10 min; RT) und anschlieBend vollstdndig auf die kultivierten Zellen gegeben. Nach weiteren
24 h erfolgte ein erneuter Mediumwechsel und die Zellen wurden in frischem Kulturmedium bis
zum Experiment weiterkultiviert. Als Kontrolle diente ein EGFP-Vektor. Die Expression beider
Proteine konnte anhand der Fluoreszenz des EGFP gepriift werden (EVOS FL Cell Imaging Sys-

tem).

Tab. 8 | Transfektionsansatz zur Transfektion von Plasmid-DNA.

Volumen nach Zugabe von

Kulturschale Kulturmedium DNA Xfect reaction buffer Volumen Xfect polymer
24-well-Platte 250 pl 0,75 ug 25l )

0,3 pl je 1 yg DNA
12-well-Platte 500 ul 1,5 ug 50 ul WL T Hg
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3.3.3 Untersuchung zum Einfluss mechanischer Belastung auf die Stabilitit eines Zellver-
bandes — Dispase Assay
Zur Untersuchung eines mdglichen Einflusses einzelner RBP auf die Stabilitit eines Zellverban-
des, wurden HaCaT in 6- bzw. 12-well-Platten kultiviert und mit siRNA transfiziert (Kapi-
tel 3.3.1). 72 h nach der Transfektion wurde das Kulturmedium verworfen und je 12-well 1 ml
DMEM mit 10 % FCS (v/v) und 5 mg Dispase (1 U/ mg, Roche, Basel, Schweiz) auf die Zellen
gegeben. Durch den Einsatz der Kollagenase Dispase ist, im Unterschied zu Trypsin, ein selekti-
ves Ablosen der adhdrenten HaCaT von der Kulturschale moglich, ohne, dass diese sich vonei-
nander separieren (Sinclair et al. 2013). Nach vollstindigem Abloésen des Monolayers
(etwa 15 min) wurden die Monolayer in der Kulturschale auf einem Lichttisch in einem immer
gleichen Abstand fotografiert (Lumix DMC-FZ45, Panasonic, Kadoma, Japan) und anschlieSend
einer mechanischen Belastung ausgesetzt. Die Kulturplatten wurden verschlossen, auf einen
Reagenzglasschiittler montiert und die Zellen durch das Riihrschiitteln mit 550 rpm einer mecha-
nischen Belastung ausgesetzt. Nach 2 min und 10 min wurde der Zerfall des Monolayers durch
eine Fotografie auf dem Lichttisch dokumentiert. Die Anzahl der Fragmente in einem well wurde
im Anschluss anhand der Fotografien unter Verwendung der Software /mageJ (NIH, Bethesda,
Maryland, USA) bestimmt. Der pH-Wert des Kulturmediums wird unter anderem durch Hydro-
gencarbonationen stabilisiert. Durch die CO2-Abhingigkeit dieses Puffersystems kann es unter
Raumluftbedingungen (CO;-Volumenanteil Raumluft < 0,5 % vs. Inkubator 5 %) zu einer Alka-
lisierung des Mediums kommen. Um den pH-Wert des Mediums wihrend des Experiments zu
stabilisieren, wurde diesem nach dem vollstindigen Abldsen des Monolayers 50 mM Hepes hin-

zugegeben.

3.3.4 Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenzfirbungen

Zur Vorbereitung der folgenden Farbung von Proteinen in Zellen, wurden diese auf Deckgldschen
(DG) kultiviert. Letztere wurden hierfiir in die leeren wells der Kulturschale gelegt und mit Poly-
L-Lysin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) beschichtet (10 min; RT). Die Losung wurde
abgenommen und die DG zwei Mal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit
einer Zelldichte von 0,5 x 10° Zellen / cm? ausgesit und mit siRNA transfiziert (Kapitel 0). 48 h
bzw. 72 h nach der Transfektion wurden die DG in einen Sténder iiberfiithrt und in TBS mit 2 mM
CaCl? gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend in Methanol fixiert (10 min; -20 °C) und in
MT-Puffer permeabilisiert (15 min; RT). Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 1 % BSA in
PBS (m/v) blockiert (30 min; RT). AusschlieBlich fiir die Farbung von PKP1 wurde eine Block-
losung aus 1% Milchpulver in PBS (m/v) (Milupa, Friedrichdorf, Deutschland) verwendet. Um
das gewiinschte Protein dem Primérantikdrper zugénglicher zu machen, wurden die Zellen zum

Teil vor der Fixierung in Methanol einer Vorextraktion unterzogen. Hierzu wurden die DG nach
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dem Waschen in TBS mit 2 mM CaCl? in 0,2 % Triton X-100 in PBS (v/v) inkubiert (5 min; auf
Eis) und die Zellen anschieend direkt in Methanol fixiert.

Die Primérantikdrper wurden in der jeweiligen Blocklosung entsprechend verdiinnt (Tab. 30) und
je DG ein Tropfen von 20 pl auf einen Parafilm® (Bemis, Neenah, Wisconsin, USA) in einer
feuchten Kammer gegeben. Die DG wurden mit den Zellen nach unten auf diesen Tropfen gelegt
und in der feuchten Kammer inkubiert (iiber Nacht; 4 °C). Nicht gebundene Antikorper wurden
im Anschluss mit dreimaligem Waschen mit PBS entfernt (5 min; RT) und die DG erneut in der
entsprechenden Blocklosung inkubiert (5 min; RT). Die Sekundérantikérper wurden in der jewei-
ligen Blocklosung entsprechend verdiinnt (Tab. 31) und wie oben beschrieben auf einen Parafilm
in einer feuchten Kammer gegeben. Zur Darstellung des Zellkerns wurde der DNA-Farbstoff
DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in der Verdiinnung
1:1000 zu der Sekundarantikorperlosung gegeben. Die DG wurden auf diese Tropfen gelegt und
inkubiert (1 h; RT). Die eingesetzten sekundédren Antikérper binden jeweils Antikorper einer be-
stimmten Spezies. Wurden mehrere Proteine simultan angefarbt, wurde streng darauf geachtet,
dass die eingesetzten Primirantikdrper unterschiedlichen Spezies entstammten. Ungebundene
Antikdrper wurden mit dreimaligem Waschen in PBS entfernt (jeweils 5 min; RT). Salze wurden
durch ein kurzes Waschen in doppelt destilliertem Wasser entfernt. Zum Entwissern wurden die
DG kurz in 95 %igen Ethanol getaucht und auf Filterpapier abgedeckt im Dunkeln getrocknet
(15 min; RT). AbschlieBend wurden die DG mit Mowiol auf einem Objekttriger eingebettet und
dunkel bei 4 °C gelagert.

Ein an den Sekunddrantikorper gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff emittiert nach Anregung durch
Licht einer bestimmten Wellenldnge Licht einer anderen Wellenldnge. Mit einem Fluoreszenz-

mikroskop ldsst sich so die Position des angeférbten Proteins erkennen.

Ermittlung der relativen Intensitiit der Fluoreszenz im Bereich der Zellkerne

Die Ermittlung der relativen Fluoreszenz kann einen Hinweis iiber die Verteilung eines Proteins
innerhalb der Zellen geben. Das Ziel war es zu untersuchen, ob G3BP1 die Menge an PKP1 im
Zellkern beeinflusst. Eine qualitative Auswertung der Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbun-
gen ergab fiir die Farbungen 72 h nach G3BP1-KD den Verdacht auf eine vermehrte Lokalisie-
rung von PKP1 im Zellkern. Um diesen subjektiven Eindruck zu objektivieren, wurde mit dem
Programm ImageJ] (NIH, Bethesda, Maryland, USA) eine Auswertung der unbearbeiteten Auf-
nahmen durchgefiihrt. Die mit Hilfe der Belichtungsautomatik erstellten Aufnahmen wurden
durch das mit dem Mikroskop (Zeiss Axio Observer, Carl, Zeiss, Jena, Deutschland) assoziierten
Programm (AxioVision, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) in dem Dateiformat ZVI gespeichert. Zu-

néchst wurde innerhalb einer Aufnahme der PKP1-Férbung die mittlere Intensitdit des gesamten
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Bildes ermittelt und mit der Grof3e des Bildes (Anzahl der Pixel) zur integrierten Intensitit des
gesamten Bildes (/ges) multipliziert. Um die Position der Zellkerne zu definieren, wurden in der
zugehdrigen Aufnahme der DAPI-Firbung die Zellkerne selektiert und markiert (Abb. 6). Hierbei
wurden nur solche Sektionen markiert, die eine Grofle von 100 Pixeln oder mehr hatten und nicht
in Kontakt zur AuBBenseite des Bildes standen, also vollstindig aufgenommen worden sind. Hier-
durch sollten unspezifische Artefakte aus der Messung ausgeschlossen werden. Die gesetzten
Markierungen wurden in die Aufnahme der PKP1-Farbung iibertragen und GroB3e sowie mittlere
Intensitét der einzelnen Sektionen (Zellkerne) bestimmt. Die Intensitdt eines Zellkerns wurde an-
schlieend mit seiner Grdfle zur integrierten Intensitdt (Z/kn) multipliziert. Die Summe aller Zkn
wurde von Iges subtrahiert und somit ndherungsweise die integrierte mittlere Intensitdt des Hin-
tergrunds (//) berechnet (Hintergrund = nicht als Zellkern markiert). Jede einzelne 7kn wurde
abschlieBend mit /4 in Relation gesetzt. Diese bildinterne Relation machte es moglich, die Ergeb-
nisse verschiedener Aufnahmen trotz unterschiedlicher Belichtungszeiten zu Vergleichen. Die
Ergebnisse wurden jeweils als box-plot-Diagramm dargestellt. Hierbei sind 1. Quartil, Median,
Mittelwert, 3. Quartil sowie Minimal- und Maximalwert innerhalb der Ausreilergrenzen darge-
stellt. Als Ausreifler wurden alle Werte < 1. Quartil - (1,5 x Interquartilsabstand) bzw. > 3. Quar-
til + (1,5 x Interquartilsabstand) definiert. Diese wurden, um eine bessere Darstellbarkeit zu er-

reichen, nicht in den Diagrammen abgebildet.

Abb. 6 | Definieren der Zellkerne. Zur Ermittlung der mittleren Intensitdt und GroBe der Zellkerne in einer PKP1-
Immunfluoreszenzfarbung (1), wurden mit Hilfe des Programms ImageJ in der zugehérigen DAPI-Farbung (2) Zell-
kerne selektiert (3) und markiert (4 + 5). Diese Markierung wurde anschlieBend auf das urspriingliche Bild
tibertragen (6).

Abb. 7 zeigt an selbst erstellten Beispielbildern, dass die errechneten Werte der relativen Intensi-
tit der Férbung im Bereich der Zellkerne abnehmen, wenn die Intensitdt in diesem Bereich bei
gleichbleibendem Hintergrund zunimmt (A - C und D - F) oder die Intensitét der Farbung des
Hintergrundes bei gleichbleibender Féarbung der Zellkerne abnimmt (G - I und K - M). Position
und GroBe der Zellkerne sind dabei stets identisch. Ein schwarzer Pixel hat in dem hier verwen-
deten 8-bit-Format den Wert 0, ein weiler Pixel 255. Bei einer vermehrten Lokalisierung von
PKP1 im Bereich der Zellkerne, bzw. einer verminderten Lokalisierung im Zytoplasma oder den

Zellgrenzen nach RBP-KD wiéren hier folglich geringere Werte als in der Kontrolle zu erwarten.
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Abb. 7 | Beispielrechnung zur Einordnung der relativen Intensitiit einer Fluoreszenzfirbung im Bereich der
Zellkerne. An selbst erstellten Bildern wurden die Zellkerne durch verschiedene rundliche Formen dargestellt und die
relative Intensitét in diesen Bereichen berechnet.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Herstellen eines Zelllysats

Zur Herstellung eines Zelllysats wurde zunéchst das Kulturmedium verworfen (Kapitel 3.3.1) und
die Zellen zwei Mal mit eiskaltem TBS gewaschen. Zum Lysieren der Zellen wurden diese in
SDS-Lysepuffer (Natriumdodecylsulfat) mit Benzonase (5 U / ml) verwendet (300 pul SDS-Lyse-
puffer + 1,5 ul Benzonase je well einer 12-well-Platte) inkubiert (5 min; RT). Das Zelllysat wurde
mit einer Pipette in ein Reaktionsgefdl {iberfiihrt, die Proteine unter Hitze weiter denatu-
riert (5 min; 95 °C) und anschlieBend wieder auf RT abgekiihlt. Durch Zentrifugieren (3 min;
13000 rpm; RT) wurden 16sliche Bestandteile vom Zelllysat getrennt und das Zelllysat in ein
frisches Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nicht direkt eingesetztes Zelllysat wurde bis zur Verwendung
bei -20 °C gelagert.

3.4.2 Bestimmung der Proteinmenge in einem Zelllysat

Die Quantifizierung der in dem Zelllysat enthaltenen Menge an Gesamtprotein erfolgte mit dem
MicroBC Assay - protein quantification kit (Uptima, Pittsburgh, Pensylvania, USA). Hierfiir
wurde zundchst eine BSA-Standardreihe (Bovines Serumalbumin) pipettiert (Konzentrationen
der Standardansitze in mg/ml: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 0). Aus einem Zelllysat (Kapi-
tel 3.4.1) wurde mit destilliertem Wasser eine 1:100 und eine 1:200 (v/v) Verdiinnung hergestellt.
Das Micro BC Assay Reagenz wurde nach Herstellerangaben aus den im kit enthaltenen Losungen
hergestellt. Zu je 100 pl der Standardanséitze und der Verdiinnungen wurden 100 ul Micro BC
Assay Reagenz gegeben und die Mischung anschlieBend stehend inkubiert (1 h; 37 °C). Durch
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den alkalischen pH-Wert des MicroBC Assay Reagenz werden Cu**-Ionen durch Proteine zu ein-
wertigen Kupferkationen reduziert. Diese werden durch die in dem Reagenz enthaltene Bicin-
choninsdure (BCA) gebunden und die Mischung farbt sich violett. Die Absorption des entstande-
nen BCA-Kupferionen-Komplexes von Licht der Wellenldnge 562 nm verhilt sich streng linear
proportional zur Proteinkonzentration des Lysats. Nach Abkiihlen der inkubierten Losungen
wurde die Absorption der einzelnen Proben bei 562 nm in einer Quarzkiivette gemessen (Gene-
Quant™ 1300, Biochrom, Cambridge, UK). Aus den gemessenen Absorptionen der Standardan-
sidtze wurde eine Eichgerade erstellt und durch diese die Proteinkonzentration im Zelllysat ermit-

telt.

34.3 SDS-PAGE

Von einem Zelllysat (Kapitel 3.4.1) wurden nach vorheriger Proteinmengenbestimmung 20 pg
Protein mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 20 ul gebracht und mit 7 pl SDS-Proben-
puffer inkubiert (Smin; 95 °C). 25 pl dieser Losung wurden in die Taschen des Gels geladen.
Wurde fiir die Experimente die gleiche Zellzahl ausgesit, wurde auf eine exakte Bestimmung der
Proteinmenge verzichtet und 20 pl des entstandenen Zelllysats mit 7 pl 4-fach-SDS-Probenpuffer
inkubiert (5 min; 95 °C). 25 ul dieser Losung wurden anschlieend in die Taschen des Gels gela-
den. Als Indikator fiir die Proteingréfe wurden 5ul des Markers Page Ruler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) eingesetzt. Die Pro-
ben wurden bei 75 V im Sammelgel bis zum Ubertritt in das Trenngel gesammelt. Die Auftren-
nung erfolgte bei 105 V bis zur gewlinschten Auftrennung - zu beobachten an den farbigen Mar-

kierungen des Markers.

3.44 Waestern Blot

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine erfolgte ein Transfer dieser auf eine Nitrozel-
lulosemembran. Hierzu wurden in eine Semi-Dry-Blot-Kammer (PeqLab, Erlangen, Deutschland)
Filterpapiere (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), Gel und Membran (Whatman, Kent, UK) nach

folgendem Schema geschichtet:

Anode
- 3 Blatt Filterpapier, getrinkt in Blot-Puffer 1
- 3 Blatt Filterpapier, getrinkt in Blot-Puffer 2
- Nitrozellulosemembran, angefeuchtet in Blot-Puffer 2
- SDS-PAGE-Gel
- 3 Blatt Filterpapier, getrdnkt in Blot-Puffer 3
Kathode
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Der Ubergang der Proteine auf die Membran erfolgte mit 100 mA fiir 40 min gefolgt von 150 mA
fiir 30 min. Im Anschluss wurde die Membran kurz in gereinigtem Wasser gewaschen und fiir
2 min mit Ponceau-Rot gefarbt. Der Farbstoff bindet reversibel an positiv geladenen Aminogrup-
pen der in der Membran gebundenen Proteine. Der iiberschiissige Farbstoff wurde mit Wasser
abgewaschen, bis sich die Proteinbanden kontrastreich vor einem moglichst hellen Hintergrund
abzeichneten. Nach dem Scannen der Membran wurde der Farbstoff wieder vollstindig mit TBST
ausgewaschen. Sollten in den weiteren Schritten auf einer Membran mehrere Proteine unter-

schiedlicher Grofe nachgewiesen werden, wurden diese vor dem Waschen mit TBST geteilt.

3.4.5 Firben von Nitrozellulosemembranen

Einzelne Proteine wurden nach SDS-PAGE und Western Blot unter Verwendung spezifischer
Antikdrper auf der Nitrozellulosemembran dargestellt. Diese wurde dafiir zundchst einmal kurz
mit TBST gewaschen und anschlieBend mit 3 % Milchpulver in TBST (m/v) leicht schiittelnd
inkubiert (30 min; RT), um unspezifische Bindungsstellen fiir die spatere Antikorperfarbung zu
blockieren. Die Membran wurde in eine Folie eingeschweiflt. Der primére Antikoérper wurde in
1 ml der Blocklésung verdiinnt und vor dem vollstdndigen Verschluss der Folie auf die Membran
gegeben. Die Inkubation erfolgte bei stindiger Rotation iiber Nacht (4 °C; 30 rpm). Nach dem
Herauslosen der Membran aus der Folie wurden ungebundene primére Antikorper zunéchst durch
zweimaliges kurzes und zweimaliges zehnminiitiges Waschen in TBST entfernt. Ein gegen den
primédren Antikdrper gerichteter sekundérer Antikorper wurde in 15 ml der Blocklosung verdiinnt
und die Membran in dieser leicht schiittelnd inkubiert (1 h; RT). Durch dreimaliges Waschen in
TBST (15 min; RT) wurden ungebundene sekundére Antikorper entfernt. AbschlieBend wurde
die Membran in TBS gebadet (5 min; RT). Frisch angesetzte ECL-Losung (ECL-Losun-
gen 1 und 2 im Verhéltnis 1:1 (v/v); enhanced chemiluminescence) wurde gleichméBig auf die
Membran gegeben. Die an den sekundéaren Antikérper gekoppelte Meerrettichperoxidase kataly-
siert hierbei die Reaktion von Luminol unter Emission von Licht. Diese wurde zur spiteren Ver-
arbeitung aufgenommen (Fusion-SL 3500.WL, Peqglab, Erlangen, Deutschland). Die Membran
wurden im Anschluss zunédchst mit TBS und abschlieBend mit Wasser gewaschen (jeweils 5 min;
RT), getrocknet und dunkel gelagert. Zum Teil wurden Primér- und Sekundéirantikdrper von der
Membran entfernt. Hierzu wurde sie in Wasser gewaschen (5 min; RT) und in Stripping-Puffer
inkubiert (20 min; RT). Nach dreimaligem Waschen in TBST (5 min; RT) wurde die Membran

durch Baden in Blockldsung wie oben beschrieben auf eine erneute Immunfirbung vorbereitet.
3.4.6 Ermittlung der relativen Proteinmenge

Zur Ermittlung der Menge eines Zielproteins nach einer Behandlung in Relation zu diesem in der

Kontrolle wurden die Intensititen der Farbungen in den einzelnen Aufnahmen verglichen. Mit
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ImageJ wurde zunéchst in den Aufnahmen der Ponceau-Farbung die mittlere Intensitit jeder ein-
zelnen /ane nach Abzug des Hintergrundsignals ermittelt. Sie gibt Auskunft iiber die insgesamt
enthaltene Menge an Proteinen. Das Verhiltnis der Intensitét einer /ane zu der Intensitit der Kon-
troll-lane auf derselben Membran ergibt die relative Intensitit [r] einer lane. Dabei ergibt sich fiir
die Kontroll-/ane immer eine relative Intensitit [r] von 1. Fiir die iibrigen /anes lassen sich gene-
relle Unterschiede der enthaltenen Proteinmenge erkennen.

Intensitat einer lane

Relative Intensitat einer lane [r] =
[r] Intensitatder Kontroll — lane

In den Aufnahmen der Chemilumineszenz wurde zunichst mit ImagelJ die Intensitit einer einzel-
nen Bande unter Abzug des Hintergrundsignals ermittelt und der Anteil dieser Intensitét an der
Summe der Intensitéten aller in einer Aufnahme abgebildeten Banden bestimmt. Das Verhéltnis
dieser anteiligen Intensitét einer Bande zur anteiligen Intensitét der Kontroll-Bande entspricht der
relativen Intensitdt der Bande [R] und gibt Auskuntft iiber die Expressionsunterschiede des Ziel-
proteins. Fiir die Kontrolle errechnet sich hierbei immer eine relative Intensitét [R] von 1.

Anteilige Intensitat einer Bande

Relative Int itat ei Bande [R] =
elative Intensitat einer Bande [R] Anteilige Intensitit der Kontroll — Bande

Die relative Proteinmenge wurde abschlieend durch das Verhéltnis von R zu r ermittelt. Dieses
bezieht zusétzlich Unterschiede der Gesamtmenge der geplotteten Proteine je /ane in die Beurtei-
lung der Menge eines Zielproteins ein. Fiir die Kontrolle errechnet sich hieraus stets eine relative
Proteinmenge von 1. Eine Reduktion des Zielproteins durch die Behandlung wiirde durch eine
relative Intensitit < 1 und ein Anstieg mit durch eine relative Intensitéit > 1 abgebildet.

Relative Intensitat einer Bande [R]

Relative Proteinmenge =
g Relative Intensitat der entsprechenden lane [r]

3.4.7 RNA-Isolation

Zur Vorbeugung gesundheitlicher Schiden wurde die Isolation von Nukleinsduren vorwiegend
unter einem Abzug durchgefiihrt. Das Kulturmedium der Zellen (Kapitel 3.3.1) wurde verworfen
und die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Je well einer 6- bzw. 12-well Platte wurden 1,5 ml
Trizol-Reagenz mit 15 pl beta-Mercaptoethanol zur Lyse der Zellen eingesetzt und das Lysat
anschlieBend in ein Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. An diesem
Punkt konnten die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert werden. Um eine
Kontamination mit RNAsen zu vermeiden, wurden Arbeitsgerite und -flaichen vor den weiteren
Arbeitsschritten mit RNase Away™ (Molecular Bio-Products, Inc., San Diego, Kalifornien, USA)
behandelt, RNase-freie 2-ml-Reaktionsgefafie und gestopfte Pipetten verwendet. Zum Schutz der

Nukleinsduren wurden alle Arbeitsschritte, wenn nicht anders angegeben auf Eis durchgefiihrt.
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Nach dem Auftauen wurde die Probe zentrifugiert (15 min; 12.000 rpm; 4 °C; Kiihlzentrifuge:
Hettich Mikro 220R), um Zellreste am Boden des Reaktionsgefa3es abzutrennen. Nach dem Zent-
rifugieren wurden 1,4 ml des Uberstandes in ein frisches ReaktionsgefiB iiberfiihrt und fiir die
Trennung von Proteinen und Nukleinsduren mit 280 pl Chloroform versetzt, 15 s kriftig per Hand
geschiittelt und inkubiert (3min; RT). Durch Zentrifugieren (15 min; 12.000 rpm; 4 °C) wurden
drei Phasen aufgrund ihrer Dichte getrennt. In der unteren Phase fanden sich, in Phenol-Chloro-
form geldst, Proteine und Lipide. DNA wurde als milchiges Interphasenband sichtbar. Die obere,
wassrige Phase enthielt die RNA. 600 ul der oberen Phase wurden vorsichtig in ein neues Reak-
tionsgefal3 tiberfiihrt. Um die Reinheit der isolierten RNA zu erhohen, wurde eine zweite Phasen-
trennung durchgefiihrt. Hierzu wurden zu den 600 pl der oberen Phase 300 ul Trizol und 180 ul
Chloroform gegeben, kréftig geschiittelt und inkubiert (3 min; RT). Nach Zentrifugieren (15 min;
12.000 rpm; 4°C) wurden 600 pl der oberen Phase in ein frisches Reaktionsgefdll gegeben. Zur
Préazipitation der RNA wurden 1 ul Glycogen und 600 ul Isopropanol hinzugegeben, das Gemisch
geriihrschiittelt und inkubiert (iiber Nacht; -20 °C). Durch Zentrifugieren (10 min; 12.000 rpm; 4
°C) wurde die RNA am Boden des Reaktionsgefifes sichtbar. Der Uberstand wurde verworfen
und das RNA-Pellet drei Mal mit 1 ml eiskaltem 75%igem Ethanol gewaschen. Das RNA-Pellet
wurde jeweils durch Zentrifugieren (5 min; 7.500 rpm; 4°C) wieder gesammelt. Nach dem Wa-
schen wurde die RNA im Reaktionsgefal} luftgetrocknet, in 30 ul RNase-freiem Wasser gelost

und bei -80 °C eingefroren.

3.4.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA (Kapitel 3.4.7) erfolgte photometrisch (Na-
nodrop Spectrophotometer ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
Eine optische Dichte von 1 bei 260 nm entspricht hierbei einer RNA-Konzentration von
40 ng / pl. Mogliche Verunreinigungen durch Proteine zeigen sich durch eine hohe optische
Dichte bei 280 nm. Ein Verhéltnis der optischen Dichte bei 260 nm zu derjenigen bei 280 nm von
grofler als 2 wurde hier entsprechend den Herstellerangaben als Qualitétskriterium fiir die Rein-
heit der isolierten RNA gewertet. Eine weitere Priifung der Reinheit des RNA-Isolats wurde durch

Auftrennung desselben per Agarosegelelektrophorese (Kapitel 3.4.12) vorgenommen.

3.4.9 Herstellen von cDNA mittels reverser Transkription

Zum Schutz der RNA wurden alle Arbeitsgerite und -flichen vor Beginn mit RNase Away™
(Molecular Bio-Products, Inc., San Diego, Kalifornien, USA) behandelt und alle Arbeitsschritte,
sofern nicht anders erwéhnt, auf Eis durchgefiihrt. Zur Analyse mittels qRT-PCR wurde aus der
isolierten RNA (Kapitel 3.4.7) cDNA synthetisiert. Hierzu wurden in ein 0,5-ml-Reaktionsgefaf3
1 pl random primer (Roche, Mannheim, Deutschland), 1 pl ANTP-Mix (Thermo Fischer Scienti-
fic, Waltham, Massachusetts, USA) sowie 2 ug RNA gegeben und das Volumen mit RNAse-
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freiem Wasser auf 12 pl ergénzt. Die Losung wurde inkubiert (5 min; 65 °C), ziigig auf Eis ge-
kiihlt und abschlieend zentrifugiert (5 s; 13.000 rpm; Heraeus Pico 17, Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland). Aus 4 pl 5-fach-First-Strand-Buffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl RNase-
freiem Wasser wurde zu Beginn ein Mastermix entsprechend der insgesamt bendtigten Menge
hergestellt. 7 ul dieses Mastermix wurden nach dem Zentrifugieren direkt in zu der RNA gegeben.
Nach kurzer Inkubation (2 min; 25 °C) wurde mit 1 pl (200 Einheiten) SuperScript™ II Reverser
Transkriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) die reverse Transkrip-
tion gestartet und RNA in cDNA umgeschrieben (zunéchst 10 min; 25 °C, anschlieend 50 min;
42 °C). Durch Erhitzen (15 min; 70 °C) wurde die Reaktion gestoppt und die synthetisierte cDNA
bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

3.4.10 Quantitative Bestimmung von Transkripten mittels qRT-PCR

Mit Hilfe der PCR und eines Fluoreszenzfarbstoffs, der doppelstrangige DNA bindet, l4sst sich
eine gezielte quantitative Analyse von ausgewéhlten DNA-Abschnitten vornehmen. Hierzu
wurde zunichst ein mastermix aus 7,5 pl SYBR™ Green (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), 0,5 ul des bendtigen Primerpaares (je 10 uM forward und reverse primer)
und 2 pl DNase-freiem Wasser erstellt. Die synthetisierte cDNA (Kapitel 3.4.9) wurde im Ver-
hiltnis 1:10 mit DNase-freiem Wasser verdiinnt und 5 pl dieser Verdiinnung gemeinsam mit 10
ul des mastermix in ein well einer 96-well-Platte gegeben. In wiederkehrenden Zyklen von Er-
wiarmen und Abkiihlen (Tab. 9) bilden sich aus der Einzelstrang-cDNA doppelstringige DNA, in
die sich der Farbstoff einlagert. Dieser absorbiert blaues und emittiert griines Licht. Diese Emis-
sion ldsst sich Messen. Sie steht in direktem Verhéltnis zur Menge der entstandenen Doppel-
strange. Der ct-Wert (cycle threshold) beschreibt dabei den Zyklus, in dem die gemessene Fluo-
reszenz der entstandenen DNA einen definierten Schwellenwert (Hintergrundsignal) tibersteigt.
Alle Proben sowie deren Kontrollen wurden mindestens als Doppelbestimmung im selben Expe-
riment analysiert. Zur Beurteilung der PCR- Effizienz diente bei jeder Analyse eine cDNA-Ver-
diinnungsreihe (unverdiinnt, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256, ohne cDNA) pro eingesetztem Primerpaar.

Tab. 9 | Schritte der qRT-PCR. Angegeben sind Temperatur und Dauer der einzelnen Schritte der qRT-PCR.

Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 60 °C 15s
Elongation 70 °C 30s
Schmelzkurvenanalyse 60-95°C 15s

3.4.11 Ermittlung der relativen mRNA-Menge
Die Berechnung eines relativen Expressionsunterschiedes eines Gens in zwei Proben erfolgte mit-

tels delta-delta-ct-Methode nach Livak und Schmittgen (2001). Aus den ermittelten ct-Werten
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wurde jeweils ein Mittelwert gebildet [ct]. Dieser wurde durch Subtraktion des ct eines Refe-
renzgens normalisiert [Act = ct(Zielgen) - ct(Referenzgen)] und Act der Kontrolle von Act der
Behandlungsgruppe subtrahiert [AAct = Act(Behandlung) - Act(Kontrolle)]. Der relative Expres-
sionsunterschied [R] zwischen der Behandlungsgruppe und der Kontrolle errechneten sich wegen
des exponentiellen Zusammenhangs zwischen DNA-Menge und Intensitit des Farbstoffs nach
der Formel R = 2724¢t_ Die Menge des Zielgens in der Kontrolle ergab nach dieser Rechnung
stets den Wert 1. Eine Reduktion des Zielgens wurde durch einen Wert < 1 angezeigt, ein Anstieg

durch einen Wert > 1.

3.4.12 Separieren von Nukleinsduren mittels Agarosegelelektrophorese

Die Qualitét der nach isolierten RNA (Kapitel 3.4.7) wurde mittels Elektrophorese unter Verwen-
dung eines 1%igen (w/v) Agarosegels gepriift. Fiir das Gel wurden 1 g Agarose in 100 ml TBE
(TRIS-Borat-EDTA) unter Warmezufuhr geldst und unter staindigem Riithren mit 5 pl Ethidium-
bromid versetzt. Letzteres interkaliert mit der durch das Gel wandernden Nukleinsdure und kann
im Anschluss iiber UV-Fluoreszenz sichtbar gemacht werden. Uber Art und Position der entstan-

denen Bande lassen sich Riickschliisse auf Grofle und Menge der jeweiligen Nukleinséure ziehen.

Zur Qualitétskontrolle der isolierten RNA wurden 1 ul des Isolats mit 4 ul RNase-freiem Wasser
sowie 5 ul 2-fach RNA-LoadingDye (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
inkubiert (10 min; 70 °C), auf Eis abgekiihlt (3 min) und in die Taschen des Agarosegels gefiillt.
Die Auftrennung erfolgte in einer mit TBE gefiillten Elektrophoresekammer fiir etwa 20 min bei
120 V. Zur Beurteilung der Qualitdt der RNA wurde anschlieend eine Aufnahme der Fluores-
zenz erstellt (Fusion-SL 3500.WL, Peqlab, Erlangen, Deutschland) und nach untenstehenden Kri-

terien bewertet. Trafen beide Kriterien zu, war von einer intakt isolierten RNA auszugehen.

(1) Zwei gut sichtbare, scharfe Banden, welche die ribosomale RNA darstellen und auf-
grund ihrer groBen Menge als einzige RNA in der Fluoreszenzautnahme zu sehen sind.
(2) Keine genomische DNA, angezeigt durch Fluoreszenz im oberen Gelbereich, erkenn-

bar.

3.4.13 Ko-Immunprizipitation von Proteinen und RNA

Mit Hilfe spezifischer Antikdrper wurden aus einem Zelllysat gezielt Proteine prézipitiert und im
Anschluss koprézipitierte RNA mittels qRT-PCR analysiert. Zum Schutz der RNA wurden Ar-
beitsflichen und Gerite vor Beginn des Experiments mit RNaseAway™ (Molecular Bio-Products,
Inc., San Diego, Kalifornien, USA) gereinigt, spezielle ReaktionsgefdBe und Pipettenspitzen ver-

wendet sowie alle Arbeitsschritte, sofern nicht anders erwéhnt, auf Eis durchgefiihrt. Je Immun-

33



prézipitation (IP) wurden 15 pl Protein A Agarose mit 500 ul IP-Lysepuffer gewaschen. Die Pro-
tein A Agarose wurde durch Zentrifugieren (1 min; 4000 rpm; 4 °C; Hettich Mikro 220R) am Bo-
den des Reaktionsgefilles gesammelt, der IP-Lysepuffer verworfen und die Waschschritte zwei
Mal wiederholt. Im Anschluss wurden jeweils 2 pg eines Antikorpers (Tab. 32) mit 15 pl Protein
A Agarose in 500 pl IP-Lysepuffer inkubiert (15 min; rotierend; RT). Die Antikérper binden an
der Oberfliche der Protein A Agarose. Durch Zentrifugieren (1 min; 4000 rpm; 4 °C) wurde die
Protein A Agarose erneut am Boden des ReaktionsgefiBes gesammelt, der Uberstand wurde ver-

worfen.

Unbehandelte HaCaT wurden in 10 cm-Kulturschalen kultiviert, bis diese vollstindig mit Zellen
bedeckt waren. Das Kulturmedium wurde verworfen und die Zellen einmal mit eiskaltem TBS
gewaschen, die Zellen in 500 pul IP-Lysepuffer lysiert, in ein Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und inku-
biert (10 min; auf Eis). Durch das anschlieBende Zentrifugieren (10 min; 13000 rpm; 4 °C; Het-
tich Mikro 220R) wurden 16sliche von unldslichen Zellbestandteilen getrennt. Jeweils 100 pl von
dem 16slichen Uberstand (Input) wurde zur spiteren Protein- bzw. RNA-Extraktion zuriickgehal-

ten.

Der verbleibende Uberstand (Input) wurde zu gleichen Teilen auf die vorbereitete Protein A Aga-
rose gegeben und inkubiert (30 min; rotierend; RT). Durch Zentrifugieren (1 min; 4000 rpm; 4
°C) wurden die Protein A Agarose-Antikorper-Antigen-Komplexe am Boden des Reaktionsgefi-
Bes gesammelt. Vom Uberstand wurden je IP 20 pl fiir die spétere SDS-PAGE mit anschlieBen-
dem Western Blot zuriickgehalten (Uberstand) der verbleibende Uberstand wurde verworfen und
die Protein A Agarose dreimal in je 1 ml IP-Lysepuffer gewaschen und jeweils durch Zentrifu-
gieren gesammelt (1 min; 4000 rpm; 4 °C). Zur Lyse der Préizipitate wurde je 200 ul 0,2%iger
SDS-Puffer ohne beta-Mercaptoethanol auf die Protein A Agarose gegeben (Eluat). Je IP wurden
20 ul dieses Eluats fiir die spatere SDS-PAGE zuriickgehalten.

Aus dem iibrigen Eluat sowie aus dem zu Beginn zuriickgehaltenem [nput, wurde die RNA ex-

trahiert. Hierzu wurde zu den Losungen jeweils das dreifache Volumen Trizol gegeben und die
Losung bis zum Fortsetzen bei - 80 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurde die Losung in 1/5-
Volumen Chloroform nach kréftigem Schiitteln inkubiert (3 min; RT). Nach Zentrifugieren
(15 min; 12000 rpm; 4 °C) wurde die obere Phase vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefal {iber-
fiihrt und darin durch Zugabe von 1 ml Isopropanol und 1 pg Glycogen die RNA ge-
fallt (iiber Nacht; 4 °C). Nach ermneutem Zentrifugieren (15 min; 12000 rpm; 4 °C) zeigte sich am
Boden des ReaktionsgefiBes ein Pellet, welches nach Verwerfen des Uberstandes dreimal mit je
1 ml 75%igem Ethanol gewaschen wurde. Das Sammeln des Pellets erfolgte jeweils durch Zent-

rifugieren (5 min; 7500 rpm; 4 °C). Das RNA-Pellet wurde in 10 ul RNase-freiem Wasser gelost
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und vollstindig der cDNA-Synthese zugefiihrt (Kapitel 3.4.9). Zur Bestimmung der enthaltenen
Menge einzelner Transkripte wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt (Kapitel 3.4.10).

Zur Uberpriifung der Prizipitation wurden eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot
und Immunféirbungen durchgefiihrt (Kapitel 3.4.3 — 3.4.5). Jeweils 20 pl des zu Beginn zuriick-
gehaltenen [nputs sowie der Uberstinde und Eluate wurden mit 5 ul 4-fach-SDS-Puffer ohne

beta-Mercaptoethanol versetzt und in die Taschen des Gels gefiillt.

3.5 Statistische Methoden

Fiir Messwerte mit n > 3 wird eine Standarddeviation angegeben. Zur Ermittlung statistisch sig-
nifikanter Unterschiede zweier unabhéngiger Proben wurde ein two-tailed Student’s t-test durch-
gefiihrt. Die Fehlerwahrscheinlichkeiten (p) wurden hierbei wir folgt angegeben: * p <0,10,
** p <0,05 und *** p <0,01. Im Rahmen der Analyse der Intensitét einer Inmunfluoreszenzfar-
bung im Bereich der Zellkerne (Kapitel 3.3.4) erfolgte die Ermittlung des statistischen Unter-
schieds durch eine ANOVA (analysis of variance) (https://astatsa.com/OneWay A-
nova_with TukeyHSD; Vasavada, Navendu [2016]).
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4 Ergebnisse

4.1 Desmosomale Transkripte haben eine iiberdurchschnittlich lange 3"-UTR und HWZ
Zu Beginn der Untersuchungen stellte sich die Frage nach der Wahrscheinlichkeit einer Interak-
tion zwischen RBP und desmosomaler mRNA. Aufgrund der Annahme, dass eine lange 3-UTR
mehr Raum fiir eine Interaktion mit RBP biete, wurden zunichst die Lange der 3°’UTRs desmo-
somaler Transkripte laut Angaben in der Datenbank AURA (http://aura.science.unitn.it/, letzter
Abruf 05.08.2020) mit der durchschnittlichen Lange einer humanen 3"-UTR verglichen (Abb.
8A). Pesole et al. (2001) geben diesen Durchschnitt mit etwa 1000 nt an, wobei die Langen der
untersuchten 3’-UTRs zwischen 21 nt und tiber 8500 nt lag. Die Durchschnittliche Lange einer
3’-UTR der zwolf untersuchten humanen desmosomalen Transkripte betrdgt 1825 nt mit einem
Median von 1879 nt. Acht dieser 3-UTRs sind deutlich ldnger als der Durchschnitt. Die tiber-
durchschnittliche Lange der 3'-UTRs ldsst darauf schlieen, dass die 3"-UTR viel Raum zur In-

teraktion mit regulatorischen Proteinen bieten.

A pscs B
PKP1 DSG2
DSG3
DSC2 JUP
DSG2 PKP3
DSG1
PKP2 DSP
DSCA1 DSC2
JUP ‘
Durchschnitt Durchschnitt —]
DSP PKP2
PKP3
DSG4 PKP1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 5 10 15 20
Lénge der 3-UTRin nt HWZin h

Abb. 8 | Linge der 3-UTR und HWZ desmosomaler Transkripte. A) Die 3"-UTR der meisten desmosomalen
Transkripte ist ldnger als eine durchschnittliche 3’UTR von ca. 1000 Nukleotiden (weiler Balken) (http://aura.sci-
ence.unitn.it/, letzter Abruf 05.08.2020; Pesole et al. 2001). Bei Genen mit mehreren Transkripten wurde zur Wahrung
einer guten Ubersichtlichkeit die jeweils lingste Form abgebildet. B) Die meisten desmosomalen Transkripte haben
eine langere HWZ als der Durchschnitt von etwa 7 h (Tani et al. 2012). Nicht dargestellte HWZ werden in der Daten-
bank AURA nicht angegeben. Abkiirzungen: h, Stunde; HWZ, Halbwertszeit; nt, Nukleotide.

RBP konnen eine mRNA stabilisieren oder ihren vorzeitigen Abbau induzieren und somit ihre
HWZ beeinflussen (Pesole et al. 2001; Lunde et al. 2007). Liegt die HWZ deutlich iiber bzw.
unter dem Durchschnitt, ldsst sich eine Dominanz einer Gruppe dieser Faktoren vermuten. Zum
Vergleich einzelner HWZ wurde zunéchst durch eine Literaturrecherche eine durchschnittliche
HWZ einer mRNA ermittelt. Tab. 10 fasst die Ergebnisse dreier Untersuchungen zur Ermittlung
dieser zusammen. Es I4sst sich festhalten, dass die durchschnittliche HWZ einer mRNA in etwa
6,5 - 7 h betrigt, wobei ein GroBteil der mRNAs eine deutlich kiirzere HWZ zu haben scheint und
die berechneten Durchschnittswerte durch wenige Transkripte mit tiberméBig langer HWZ ver-

schoben werden.
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Tab. 10 | Mittlere mRNA-HWZ in verschiedenen Zelllinien. Tani et al. (2012) bestimmen die HWZ von 11052
mRNAs in HeLa - Zellen. Die kiirzeste HWZ wird bei ihnen mit 1,28 h, die langste mit > 24 h angegeben. Thre Be-
rechnungen ergeben eine durchschnittliche HWZ von 6,93 h bei einem Median von 3,40 h. Einen dhnlichen Wert zeigen
die Analysen von Friedel et al. (2009). Sie ermittelten aus den HWZ von 8342 Transkripten in humanen B-Zellen eine
durchschnittliche HWZ von 6,47 h, bei einer minimalen HWZ von 7,9 min, einer maximalen HWZ von 78 h und einem
Median von 5,25 h. Lee et al. (2010) analysierten 7398 Transkripte in C2C12-Zellen und berechneten eine mediane
HWZ von 2,9 h. Dabei lagen 80 % der gemessenen HWZ zwischen 1,6 h und 5,0 h.

Tani et al. 2012 Friedel et al. 2009 Lee et al. 2010
Zelllinie Hela humane B-Lymphozyten C2C12
Anzahl untersuchter Transkripte 11052 8342 7398
Max HWZ >24 h 78 h
Mittlere HWZ 6,9 h 6,5h
Median HWZ 34h 53h 29h
Min HWZ 1,3h 8 min

Fiir sieben desmosomale Transkripte finden sich in der Datenbank AURA Angaben zu deren
HWZ, welche dort aus den Analysen von Tani et al. (2012) iibernommen wurden (Abb. 8B). Die
HWZ von vier dieser sieben desmosomalen mRNAs (DSG2, DSP, JUP, PKP3) liegen mehr als
25 % iiber der durchschnittlichen HWZ von 6,93 h. Lee et al. (2010) haben in ihren Untersuchun-
gen Transkripte entsprechend ihrer HWZ in die Kategorien /anglebige mRNA (HWZ > 4 h) oder
kurzlebige mRNA (HWZ < 4 h) eingruppiert. Zu den langlebigen mRNAs lassen sich die mRNA
von DSC2, DSG2, DSP, JUP, PKP2 und PKP3 einordnen. Diese sechs mRNAs haben eine l4n-
gere HWZ als 80 % der von Tani et al. (2012) analysierten Transkripte und nur die HWZ der
PKPI-mRNA (2,5 h) ist kiirzer als die von ihnen berechnete mediane HWZ und lésst sich in die
Gruppe der kurzlebigen mRNAs einordnen (HWZ <4 h, Lee et al. 2010). Es lasst sich festhalten,
dass die aus Untersuchungen in HeLa-Zellen bekannten HWZ desmosomaler Transkripte deutlich
iiber der durchschnittlichen HWZ der mRNAs dieser Zelllinie liegen, was eine Interaktion mit

stabilisierenden RBP wahrscheinlich erscheinen lésst.

Die mRNAs von PKP3 und DSP sowie von JUP mit relativ kurzen 3'-UTRs fallen durch ihre
lange HWZ auf. Hingegen haben die mRNAs mit einer langen 3"-UTR von PKP2 und PKP] eine
HWZ unterhalb des Durchschnitts. Eine direkte Korrelation zwischen der Lange der 3°’UTR und
der Stabilitét der entsprechenden mRNA lésst sich daher nicht ableiten.

Fazit

Die meist liberdurchschnittliche Lange der 3'-UTR desmosomaler Transkripte 1ésst vermuten,
dass diese Raum fiir eine Interaktion mit regulatorischen Proteinen bieten. Bekannte HWZ des-
mosomaler Transkripte liegen deutlich iiber einer durchschnittlichen HWZ. Dies deutet ebenfalls

auf eine mogliche Regulation desmosomaler Transkripte durch RBP hin.
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4.2 Die 3’-UTRs desmosomaler mRNA enthalten eine Vielzahl regulatorischer Elemente
Da fiir die Regulation einer mRNA {iiber ihre 3’-UTR Interaktionen mit RBPs und/ oder regula-
torischen RNA-Molekiilen entscheidend sind, geschieht im Folgenden eine Analyse der 3"-UTRs

desmosomaler mRNAs in Hinblick auf mégliche regulatorische Regionen.

Alternative Polyadenylierungsstellen

Fiir vier humane desmosomale mRNAs sind in der Datenbank AURA zusitzlich zu den in
Abb. 8 dargestellten 3'-UTRs kiirzere splice-Varianten aufgefiihrt: JUP (840 nt), DSCI (1261 nt),
DSC2 (2037 nt) und DSC3 (4088 nt). Fiir die 3'-UTR der DSGI- und DSG2-mRNA finden sich
dort Angaben zu alternativen Polyadenylierungsstellen (APA) (Tab. 11). Eine Regulierung der
Genexpression iiber alternatives splicing oder alternative Polyadenylierung kann hier angenom-
men werden. Uber die Expression verschieden langer Transkripte desmosomaler Gene ist bisher
insgesamt wenig bekannt und eine systematische Analyse der Expression eventueller alternativer
Transkripte desmosomaler Gene wurde bisher nicht durchgefiihrt. Die nachfolgenden Recherchen

beziehen sich auf die jeweils ldngste Form der 3'- UTR.

Tab. 11 | Alternative Polyadenylierungsstellen der DSG1- und DSG2-mRNA. In der Datenbank AURA werden fiir
die mRNA von DSG1 und DSG2 APA in deren 3’-UTR aufgefiihrt (aura.science.unitn.it/; letzter Abruf 10.07.2020).

Transkript Position der APA in 3’-UTR
DSG1 456, 459, 1675, 1955
DSG2 286, 412, 419, 573, 2106

AU-reiche Elemente

Die ARE sind vor allem mit einer kurzen HWZ assoziiert und bekannte Zielsequenz zahlreicher
RBP, welche entsprechende Transkripte abbauen oder stabilisieren (Kapitel 1.2.3). Hierbei lassen
sich u.a. das klassische ARE-Motiv AUUUA und dessen Varianten mit mehr oder weniger U
unterscheiden (Barreau et al. 2005). Die 3"-UTRs desmosomaler Transkripte wurden manuell auf
solche Motive untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 12 dargestellt. Das klassische ARE-Motiv
AUUUA findet sich insgesamt 53 Mal, Varianten mit weniger oder mehr U noch deutlich haufiger.
Hierbei zeigte sich, dass die Anzahl der ARE einer 3"-UTR mit deren Léange positiv korreliert.
Daher wurden die Anzahl der gezéhlten ARE mit der Zahl der Nukleotide der jeweiligen 3'-UTR
ins Verhéltnis gesetzt. Es zeigte sich, dass die DSC2-mRNA mit 1 ARE je 50 nt absolut und
relativ die meisten Motive enthélt. Der Anteil der Nukleotide der 3’-UTR, die solche Motive
bilden, betrigt hier 10,02 %. Insgesamt finden sich in der 3"-UTR der Transkripte der desmoso-
malen Cadherine deutlich mehr ARE als in der 3’-UTR der Transkripte von DSP, JUP oder der
Plakophiline. Die wenigsten ARE finden sich in der 3"-UTR der mRNA von PKP3 und JUP.
Insgesamt enthalten die 3’-UTR der Transkripte der Gene desmosomaler Cadherine mehr ARE
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als die der Plakophiline. In der Gruppe der Plakophiline besitzt die 3'-UTR der PKP2-mRNA die
meisten ARE.

Tab. 12 | ARE in 3’-UTR desmosomaler mRNA und Interleukinen. A) Anzahl verschiedener Varianten des klassi-
schen ARE-Motivs in der 3"-UTR desmosomaler Transkripte. B) Entsprechende Angaben zu den Motiven in der 3°-
UTR der IL2- und IL3-mRNA. Abkiirzungen: nt, Nukleotide; x, Anzahl.

DSC1 DSC2 DSC3 DSG1 DSG2 DSG3 DSG4 DSP JUP PKP1 PKP2 PKP3 Summe

AUUA 12 20 20 15 18 13 3 5 2 4 12 0 124
AUUUA 3 9 10 9 6 5 0 3 0 0 8 0 53
AUU(UUUUU)UUA 2 16 7 4 8 7 1 2 0 4 7 0 58
Summe ARE 17 45 37 28 32 25 4 10 2 8 27 0 235
1 ARE je x nt 86 50 116 74 66 98 81 84 569 368 62 0
Anteil nt in ARE 579 10,02 430 6,72 759 512 621 599 088 136 8,05 0

Da mRNAs von Entziindungsmediatoren wie IL2 und IL3 (Interleukin) iiber ARE reguliert wer-
den (Barreau et al. 2005), wurde deren 3’UTR zum Vergleich herangezogen. In diesen 3’-UTR
finden sich sieben bzw. sechs klassische ARE-Motive und zusitzlich vier bzw. drei Varianten
dieses Motivs (Tab. 13). Bezogen auf die Linge der im Vergleich zu den desmosomalen mRNAs
kurzen 3'-UTRs (/L2: 277 nt. IL3: 412 nt.) ergibt sich fiir /L2 ein Anteil von 19,86 % und fiir /L3
von 10,92 % Nukleotide, die an der Bildung von ARE beteiligt sind. Der Anteil von Nukleotiden
der DSC2-mRNA, die ARE bilden, ist nur geringfiigig niedriger als der Anteil in der /L3-mRNA,

weshalb eine Regulation iiber solche Elemente mdglich erscheint.

Tab. 13 | ARE in 3"-UTR ausgewihlter Interleukine. Anzahl verschiedener Varianten des klassischen ARE-Motivs
in der 3"-UTR der IL2- und IL3-mRNA. Abkiirzungen: nt, Nukleotide; x, Anzahl.

1L2 1L3
AUUA 3 1
AUUUA 7 6
AUU(UUUUU)UUA 1 2
Summe ARE 11 9
1 ARE je x nt 25 46
Anteil nt in ARE 19,86 10,92

Die ARE in den 3'-UTRs der genannten Interleukine liegen in ARE-Clustern nah beieinander.
Eine Gruppierung von AREs in solchen Clustern macht eine Regulation iiber diese Elemente
wahrscheinlicher (Lai et al. 2005). Zur Darstellung solcher Cluster in der 3"-UTR desmosomaler
Transkripte wurden das klassische ARE-Motiv und dessen Varianten in den jeweiligen Sequen-
zen hervorgehoben (S. XIX ff.). Dabei zeigten sich in der 3"-UTR der DSGI- und DSC3-mRNA
Abschnitte mit einer der /L3-mRNA &hnlichen ARE-Dichte. Eine Regulation dieser Transkripte
iiber solche Elemente erscheint daher moglich. Lagnado et al. (1994) identifizierten das Nonamer
UUAUUUA(U/A)(U/A) als minimales ARE-Sequenzmotiv fiir eine Regulation. In der 3'-UTR
der /L2- und IL3-mRNA ist dieses Nonamer ein- bzw. zweimal vollstindig vorhanden. In den 3-
UTRs desmosomaler Transkripte finden sich nur Teile dieser Sequenz. Hierbei kommt das Hexa-

mer UUAUUU in der 3 -UTR der DSC2-mRNA sieben Mal vor.
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Alu-Elemente
Die Datenbank AURA (http://aura.science.unitn.it/; letzter Abruf 10.07.2020) weist fiir drei des-

mosomale Transkripte entsprechende Elemente in deren 3°-UTR aus (Tab. 14).

Tab. 14 | Alu-Elemente in der 3"-UTR desmosomaler Transkripte. Die Datenbank AURA fiihrt fiir drei desmoso-
male Transkripte Alu-Elemente in deren 3"-UTR auf (http://aura.science.unitn.it/; letzter Abruf 10.07.2020).

Transkript Position Alu Element in 3"-UTR
DSC3 1796 - 2088

DSG2 650 - 959

DSG3 416 - 726

G-quadruplex Strukturen

Die Primérstrukturen der 3"-UTR desmosomaler Transkripte wurden mit dem online tool QGRS
Mapper (Kikin et al. 2006) in Hinblick auf Sequenzen untersucht, die solche GQS bilden kénnen
(Tab. 15). Insbesondere im 3’UTR von PKP1 finden sich zahlreiche potenzielle GQS.

Tab. 15 | G-quadruplex Strukturen in 3-UTR desmosomaler Transkripte. Angegeben sind die Positionen einzel-
ner GQS als Position des ersten Nukleotids der jeweiligen Sequenz innerhalb der 3'-UTR des entsprechenden Tran-
skripts. Bei sich iiberlappenden Sequenzen wurde jeweils die erste vollstindige Sequenz angegeben. Kikin et al. 2006;
https://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php; letzter Aufruf 10.07.2020.

D
D
Z;‘:i';t DSC1 DSC2 DSC3 DSG1 DSG2 DSG3 g S JuP PKP1 PKP2 PKP3
s P
83 83 632 611 657 418 - - 179 62 1287 239 13
126 140 808 1981 692 459 217 182 1831 956 86
@ 302 306 941 827 592 239 201 1867 141
g 514 1370 1112 860 1709 332 503 2022 197
t 827 2045 1264 614 571 2062 222
3 1365 1548 770 636 2085 266
S 1397 1664 959 716 2286
= 2015 1026 1001 2539
2 2183 1051 2715
o 2409 1129 2756
3428 1170 2779
3823

Weitere regulatorische Elemente

Die Primérsequenz der 3'-UTRs desmosomaler Transkripte wurde in Hinblick auf die von Lee et
al. (2010) beschriebenen stabilisierenden (SE) bzw. destabilisierenden Elemente (DE) untersucht.
Bei den beschriebenen langen HWZ desmosomaler mRNAs besteht die Vermutung, in deren
3’-UTRs vor allem solche Elemente zu finden, die laut Lee et al. (ebd.) mit der Stabilisierung des
Transkripts assoziiert sind. Tab. 16 zeigt das Ergebnis dieser Auszihlung. Eine vollstindige Uber-

sicht zu den Angaben der einzelnen Motive zeigen Tab. 37 und Tab. 38.

Die Auszdhlung der stabilisierenden Elemente (SE) ergab insgesamt 158 SE. Dabei fanden sich
in den 3'-UTRs mit unterdurchschnittlicher Lénge (DSG4, PKP3, DSP) erwartungsgemil wenig
SE und in den beiden ldngsten 3'-UTRs (PKPI, DSC3) die meisten. In Relation zur Anzahl der
Nukleotide besitz die 3'-UTR der DSC/-mRNA mit einem SE je 490 nt die wenigsten und die

40



der JUP-mRNA mit einem SE je 63 nt die meisten dieser Elemente. Insgesamt wurden mehr als
doppelt so viele destabilisierende Elemente (DE) wie SE gezihlt (412 : 158). Bei sieben der zwolf
ausgewerteten 3'-UTRs sind mehr als 10 % der Nukleotide der 3'-UTR an der Bildung solcher
DE beteiligt. Zur Visualisierung der Verteilung der SE und DE innerhalb der einzelnen 3’-UTRs
wurden diese ebenfalls farbig hervorgehoben (S. XIX ff.). SE zeigen sich eher vereinzelt. Ab-
schnitte mit relativer Haufung von DE sind in der Primérstruktur der 3'-UTR der DSC2-,
DSC3-, DSG2-mRNA zu finden.

Tab. 16 | Regulatorische Elemente nach Lee et al. (2010) in der 3"-UTR desmosomaler Transkripte. Anzahl der
Elemente, die nach Lee et al (2010) mit langer (SE; HWZ > 5 h) oder kurzer HWZ (DE; HWZ < 1,6 h) assoziiert sind
innerhalb der 3"-UTr desmosomaler Transkripte sowie Durchschnittliche Zahl der Nukleotide die ein SE oder DE be-
inhalten und Anteile der Nukleotide einer 3"-UTR die solche Hexamere bilden. Abkiirzungen: nt, Nukleotide; x, An-
zahl.

DSC1 DSC2 DSC3 DSG1 DSG2 DSG3 DSG4 DSP  JUP PKP1 PKP2 PKP3 Summe

SE 3 24 27 12 12 16 1 5 18 27 12 1 158
DE 29 74 84 35 40 37 2 21 16 31 42 1 412
1SE jex nt 490 94 159 174 176 153 322 167 63 109 140 338

Anteil nt in SE 1,23 6,41 3,77 346 342 393 18 359 950 550 430 1,78

1 DE je x nt 51 30 51 59 53 66 161 40 71 95 40 338
AnteilntinDE 11,84 19,78 11,72 10,09 11,39 9,10 3,73 1509 844 631 1504 1,78

Auch wenn eine einfache lineare Regression eine Korrelation zwischen der HWZ einer mRNA
mit der Menge an SE bzw. DE nicht sicher zeigen konnte (Abb. 25), kann festgehalten werden,
dass sich in der Primérstruktur der meisten 3'-UTRs desmosomaler Transkripte zahlreiche Ele-

mente wiederfinden, denen Lee et al. (2010) regulatorischen Einfluss zuschreiben.

Fazit

Insgesamt unterstiitzt die Analyse die initiale Annahme, eine lange 3"-UTR beséfle mehr regula-
torische Elemente als eine kurze. Eine Regulierung der Expression einiger Gene iiber alternatives
splicing oder alternative Polyadenylierung kann angenommen werden. Ebenso kann eine Regu-
lation desmosomaler mRNA iiber ARE fiir einzelne Transkripte aufgrund der groen Anzahl
(DSC2, PKP2) bzw. aufgrund deren Verteilung (DSGI, DSC3) vermutet werden. Alu-Elemente
finden sich dagegen weniger zahlreich, was einen regulatorischen Einfluss nicht sicher aus-
schlieB3t. Putative G-quadruplex Strukturen kommen in nahezu allen untersuchten 3°-UTRs vor.
Dabei sind sie in der 3'-UTR der DSC3-, JUP- und PKPI-mRNA besonders hiufig, was einen
regulatorischen Einfluss wahrscheinlich macht. Von den durch Lee et al. (2010) beschriebenen
regulatorischen Sequenzen finden sich zahlreiche auch in den 3"-UTR desmosomaler Transkripte.

Welche funktionelle Bedeutung diese hier einnehmen, ist bisher nicht bekannt.
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4.3 Desmosomale mRNAs interagieren mit einer Vielzahl an RBPs

Da die Primérsequenzen sowie die Halbwertszeiten der Transkripte desmosomaler Gene eine In-
teraktion mit bzw. eine Regulation durch RNA-bindende Proteine wahrscheinlich erscheinen las-
sen, wurden im Weiteren Datenbanken in Hinblick auf beschriebene Interaktionen dieser Tran-

skripte mit RBP durchsucht, um mdogliche Regulatoren zu eruieren.

In den Datenbanken AURA, ENCORI und POSTAR?2 wird fiir insgesamt 187 verschiedene RBP
eine Interaktion mit einer oder mehreren desmosomalen mRNAs angegeben (Abb. 9A). 33 RBP
sind in allen drei Datenbanken beschrieben (Abb. 9B) aufgefiihrt, 66 RBP in jeweils zwei und
88 RBP jeweils nur in einer Datenbank. Zur néheren Charakterisierung der RBP wurden weitere
Datenbanken befragt. 81 der 187 RBP sind mit ihren RBD in der Datenbank RBPdb aufgefiihrt.
Fiir 24 RBP ist dort nur eine RBD angegeben, fiir 54 mindestens zwei RBD. Drei RBP sind in der
RBPdb ohne Angabe einer RBD gelistet. Mehr als die Hilfte der hier aufgefiihrten RBP (60,5 %)
besitzt ein oder mehrere RNA recognition motifs (RRM), 17,3 % eine K homology domain (KH)
und 11,1 % ein CCCH zinc finger-Motif (Abb. 9C). The Human Protein Atlas fihrt fiir 172 der
187 RBP deren Lokalisation innerhalb der Zelle auf. Der grofte Teil dieser 172 RBP (131 RBP,
76,2 %) lokalisiert im Zellkern, etwa die Halfte (85 RBP, 494 %) im Zytoplasma.
8 RBP (4,7 %) wurden in Mitochondrien nachgewiesen und 6 RBP (3,5 %) an der Zellmembran.
Dass ein GroBteil der RBP im Zellkern lokalisiert, ist gut vereinbar mit dem Beginn der posttran-
skriptionellen Regulation einer mRNA direkt nach Beginn ihrer Synthese. Insgesamt und auch
fiir jede einzelne desmosomale mRNA fithrt AURA die wenigsten RBP auf (Abb. 9D), was mit
der Spezifizierung der Suche auf die 3’-UTR zu begriinden ist. Im Durchschnitt finden sich hier
12 RBP je mRNA. Bei der Suche in ENCORI und POSTAR2 konnte diese Einstellung nicht
vorgenommen werden, hier fanden sich durchschnittlich 55 bzw. 40 RP je mRNA. Dabei fanden
sich in jeder Datenbank fiir die mRNA von DSC1, DSG1, DSG3 und DSG4 die wenigsten Anga-
ben, was mit der sehr geringen bzw. fehlenden Expression dieser Transkripte in den analysierten
Zelllinien (vorwiegend HeLa und HEK293, human embryonic kidney) zusammenhéngen diirfte.
Fiir die mRNA von DSC2, DSC3, DSG2, DSP, JUP, PKP2 und PKP3 werden in den Datenbanken

zahlreiche potenzielle Interaktionspartner aufgefiihrt.
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A AURA B C RBD # RBP
BUD13, CSTF2T, EIF4A3, - -
ELAVL1, EWSR1, FAM120A, RNA recognition motif 49
FMR1, FUS, FXR1, FXR2, K homology 14
GTF2F1, HNRNPA2B1, -

HNRNPC, HNRNPD, HNRNPK, CCCH zinc finger 9
IGF2BP1, IGF2BP2, IGF2BP3, RanBP2 zinc finger 5

ILF3, LARP7, LIN28A, LIN28B -
LSM11, MOV10, PCBP2, PUM2, YTH domain 4
RBFOX2, RBM47, SND1, TIA1, CCHC zinc finger 4

TIAL1, UPF1, ZC3H7B. _
ENCORI POSTAR2 : : Lupus La RNA 3
binding domain
Cold-shock domain 2
D o 120 C2H2 zinc finger 2
@ 80 CHH_C Zi_nc finger 2
= Pumillodike repeat 1
g 40 Like sm domain 1
< PUA domain 1
0

BAURA - &N M — N O <+ o Ao N TROVE 1
mENCORI 3 8 8 92 92 9 9 2 3 a a4 Q RING zinc finger 1
OPOSTARZ O O O o O O 0O a a o keine Angabe 3

Abb. 9 | RBP in Datenbanken. A) In den Datenbanken AURA, ENCORI und POSTAR2 werden fiir insgesamt 187
verschiedene RBP-Interaktionen mit der mRNA desmosomaler Proteine aufgefiihrt. Die Zahlen geben die Anzahl der
RBP an, die in den jeweiligen Datenbanken beschrieben sind. Sich tiberschneidende Fléchen reprasentieren RBP die
in mehreren Datenbanken gefunden wurden. B) Fiir diese 33 RBP wird in allen drei Datenbanken eine Interaktion mit
desmosomaler mRNA aufgefiihrt. C) 81 der 187 RBP sind mit ihren RNA-Bindungsdoménen (RBD) in der Datenbank
RBPdb aufgefiihrt. D) Fiir jede untersuchte mRNA ist die Anzahl der in der jeweiligen Datenbank gefundenen RBP
angegeben. Abkiirzungen: PUA, pseudouridine synthase and archaeosine transglycosylase; RanBP2, Ran-binding
protein 2; TROVE, Telomerase, Ro and Vault module; #, Anzahl.

Ein Vergleich der in den Datenbanken fiir die einzelnen desmosomalen mRNAs angegebenen
interagierenden RBP zeigt einige Uberschneidungen. Abb. 10 gibt die Anzahl der fiir ein Tran-
skript in den einzelnen Datenbanken aufgefiihrten RBP an. Sich liberschneidende Fldchen repré-

sentieren RBP, die in mehreren Datenbanken aufgefiihrt werden
DSC‘DSC‘
DS(‘DS‘

Abb. 10 | RBP einzelner mRNAs. In den Datenbanken finden sich fiir die einzelnen desmosomalen mRNAs zum Teil

gleiche Angaben zu moglichen Bindungspartnern.
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Innerhalb der Familien desmosomaler Gene (Desmocolline, Desmogleine, Plakophiline) wurden
die Angaben der in den Datenbanken fiir das jeweilige Transkript gefundenen RBP verglichen.
Es zeigten sich fiir die Desmocolline neun RBP, die fiir alle Vertreter dieser Familie als mogliche
Interakteure mit deren mRNA aufgefiihrt waren (Abb. 11A) und fiir die Desmogleine vier (Abb.
11B). Fiir die Plakophiline fanden sich 13 RBP, fiir die eine Interaktion mit allen drei Transkripten
beschrieben ist (Abb. 11C). Hier sind ELAVL1 und FXR2 als Interaktionspartner fiir jeweils zwei
Plakophiline beschrieben.

DSC1 DSG1 DSG2 PKP1
A B c
o
DSG3 | 6

) ‘ vy
DSC2 DSC3 DsSG4 PKP2 PKP3

Abb. 11 | Vergleich der RBP innerhalb von Genfamilien. Innerhalb der einzelnen Familien desmosomaler Gene
zeigen sich Uberschneidungen der in den Datenbanken AURA, ENCORI und POSTAR?2 als mogliche Interakteure mit
desmosomaler mRNA beschriebenen RBP.

Da die einzelnen Vertreter der DSC-, DSG, und PKP-Genfamilien differenzierungsabhédngig und
damit in verschiedenen Schichten der Epidermis exprimiert werden (Kapitel 1.1.1), wurden diese
auf der Basis ihres Expressionsmusters in funktionelle Gruppen eingeteilt. Ein Vergleich der in
den Datenbanken gefundenen RBP innerhalb dieser funktionellen Gruppen konnte zeigen, dass
Transkripte der Gene, die sowohl basal als auch suprabasal exprimiert werden (DSP, JUP, PKP3),
eine hohe Ubereinstimmung der beschriebenen potenziellen Bindungspartner aufweisen (Abb.
12A). Fir Transkripte basal exprimierter Gene (DSC2, DSC3, DSG2, DSG3, PKP2; Abb.
12B und C) zeigte sich ebenfalls eine groBe Ubereinstimmung mdglicher Bindungsproteine. Fiir
die Transkripte vorwiegend suprabasal exprimierter Gene (DSC1, DSGI1, DSG4, PKP1) fanden
sich in den Datenbanken insgesamt wenig Angaben, da diese in den untersuchten Zellen kaum

exprimiert werden. Vier dieser RBP fanden sich bei allen vier dieser Transkripte (Abb. 12D).

DSC2 DSC3 DSG1 DSG4
3§ 1
psc1/ 2 | 1
1
PKP3 DSG2 PKP2 DSG3 pkp2 KP1\21 [ 2 |1 /2

Abb. 12 | Vergleich der RBP innerhalb funktioneller Gruppen. Der Vergleich der in den Datenbanken AURA,
ENCORI und POSTARR? fiir jede einzelne mRNA aufgefiihrten moglichen Interaktionspartnern innerhalb funktioneller
Gruppen
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AURA, ENCORI und POSTAR?2 fiihren experimentell ermittelte Daten zu Interaktionen zwi-
schen Transkripten und RBP auf. Die Datenbank ATTRACT enthilt Angaben zu experimentell
ermittelten Bindungssequenzen von RBP. Die Sequenzen der 3"-UTR desmosomaler Transkripte
wurden hierin auf mogliche Bindungspartner untersucht. Es fanden sich insgesamt 150 verschie-
dene RBP. 18 dieser RBPs fanden sich ebenfalls in den drei zuvor untersuchten Datenbanken
(Tab. 17). Tab. 39 zeigt alle 279 RBP, fiir die in den Datenbanken eine Interaktion mit desmoso-

malen Transkripten angegeben war.

Tab. 17 | Potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA. Diese 18 RBP wurden in allen vier Datenbanken als po-
tenzielle Interakteure desmosomaler mRNA aufgefiihrt.

Gen Protein
EIF4A3 Eukaryotic initiation factor 4A-11l
ELAVL1 ELAV-like RNA binding protein 1
FMR1 Synaptic functional requlator FMR1
FUS FUS RNA-binding protein
FXR1, -2 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1, -2
HNRNP -A2B1, -C, -D, -K Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2B1, C, D, K
IGF2BP2, -3 Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2, -3
LIN28A Protein lin-28 homolog A
PCBP2 Poly(rC)-binding protein 2
PUM2 Pumilio homolog 2
RBFOX2 RNA binding protein fox-1 homolog 2
TIA1 Cytotoxic granule associated RNA binding protein TIA1
TIAL1 Nucleolysin TIAR
Fazit

In vier Datenbanken fanden sich insgesamt 279 verschiedene RBP, fiir die in Hochdurchsatzver-
fahren eine Bindung an mindestens eine desmosomale mRNA ermittelt oder in silico vorhergesagt
wurde. Fiir 18 der insgesamt 279 RBP fanden sich Angaben in allen vier Datenbanken. Fiir die
mRNA von DSC2, DSC3, DSG2, DSP, JUP, PKP2 und PKP3 werden in den Datenbanken
AURA, ENCORI und POSTAR?2 zahlreiche potenzielle Interakteure aufgefiihrt. Eine Regulation
dieser Transkripte durch RBP scheint bei der grolen Zahl mdoglicher Interaktionspartner sehr
wahrscheinlich. Die wenigen Angaben zu in der Epidermis vorwiegend suprabasal exprimierten
Transkripten diirften auf die Unterreprasentation dieser Transkripte in den untersuchten Zelllinien
zuriickzufiihren sein. Ein Vergleich der laut den Datenbanken moglichen Interakteure innerhalb
funktioneller Gruppen desmosomaler Gene offenbarte Gemeinsamkeiten. Dies unterstiitzt die An-

nahme einer dhnlichen Regulation der einzelnen Transkripte innerhalb dieser Gruppen.
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4.4 Der Einfluss von RBP auf Desmosomen

Von den 18 RBP, die als potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA identifiziert wurden
(Tab. 17), wurden ELAVLI1 und TIAL1 fiir anschlieende experimentelle Untersuchungen zum
Einfluss auf Desmosomen ausgewéhlt. Zusétzlich wurde G3BP1 in die Experimente mit einbe-
zogen. Fischer-KeSo et al. (2014) demonstrierten eine RNA-abhdngige Interaktion zwischen
G3BP1 und PKP1 sowie PKP3. Dariiber hinaus zeigten sie einen Einfluss auf die Expression der
mRNA von PKP2 und DSP. Eine mégliche Beteiligung von G3BP1 an dieser Regulation wurde

dabei von den Autoren nicht ausgeschlossen.

Die folgenden Experimente sollen als Pilotexperimente einer systematischen Untersuchung der
posttranskriptionellen Regulation der Expression desmosomaler Proteine verstanden werden und

einen ersten Einblick in diese Thematik sowie Anhaltspunkte fiir weiterfiihrende Analysen geben.

Als Modellsystem wurden die Zelllinien HaCaT und MCF7 aufgrund ihrer zahlreichen Desmo-
somen ausgewahlt. Diese Zelllinien zeigen eine epitheliale Morphologie mit ausgepragten Adhé-
renzkontakten. Entsprechend ihrer Herkunft (mehrschichtiges vs. einschichtiges Epithel) unter-
scheiden sich die Desmosomen der Zelllinien in ihrer Zusammensetzung, d.h. sie exprimieren
unterschiedliche Isotypen der Desmogleine, Desmocolline und der Plakophilin-Familie. Fiir eine
Uberexpression von G3BP1 wurden aufgrund der guten Transfizierbarkeit HeLa-Zellen verwen-

det.

Einige desmosomale Proteine wurden in HaCaT und MCF7 via indirekter Immunfluoreszenz
sichtbar gemacht (Abb. 13). DSC2 zeigte sich hierbei iiberwiegend an den Zellgrenzen sowie im
Zytoplasma, hier vor allem zellkernnah, was moglicherweise dem Golgi-Apparat entspricht. DSP
fand sich hauptsédchlich an den Zellgrenzen sowie punktuell in der Nahe der Zellkerne, vermutlich
perizentrosomal. Ahnliches wurde fiir PKP1 beobachtet, wobei sich PKP1 zusitzlich iiber den
Zellkern verteilt fand. In MCF7 ist PKP1 nicht exprimiert. PKP3 war fast ausschlieSlich an den

Zellgrenzen sowie diffus im Zytoplasma und nahezu nicht im Zellkern lokalisiert.
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Abb. 13 | Immunfluoreszenzfirbung desmosomaler Proteine in HaCaT und MCF7. Abgebildet sind repriasentative
Aufnahmen der Immunfluoreszenzfarbungen verschiedener desmosomaler Proteine in HaCaT und MCF7. In der Spalte
»TDAPI“ ist jeweils zusitzlich zu der Farbung des entsprechenden desmosomalen Proteins (rot) die Farbung der DNA
(blau) dargestellt. Farbungen: Fiir die Anfarbung von DSC2, DSP und PKP3 wurden die Zellen in Methanol fixiert,
fiir die Darstellung von PKP1 wurden die Zellen vor der Methanolfixierung in 0,2 % Triton X-100 in PBS extrahiert.
Die folgenden Antikorper wurden verwendet: DSC2: Kaninchen-anti-DSC2-AK (Progen), DSP: Kaninchen-anti-DSP
Serum (616, M. Hatzfeld), PKP3: Maus-anti PKP3-AK (Santa Cruz BT). PKP1: Kaninchen anti-PKP1 Serum (667, M.
Hatzfeld). Farbung DNA: DAPI (Invitrogen). MaBstabsbalken: 20 pum, fiir alle Aufnahmen. Abkiirzungen: -, Keine
Farbung erfolgt.

4.4.1 Der Einfluss von ELAVLI1 auf die Expression desmosomaler Transkripte und Pro-
teine

ELAVLI ist bekannt fiir die Regulation der Stabilitidt und Translation einer mRNA iiber AU-

reiche Elemente (Ma et al. 1996; Wang et al. 2013). Dabei wurde bereits eine direkte Interaktion

mit der 3'-UTR der CDHI-mRNA beschrieben, deren Translation ELAVLI1 fordert (Yu et al.

2016).

In der 3’-UTR der Transkripte desmosomaler Desmocolline und Desmogleine sowie DSP und
PKP?2 fanden sich zahlreiche ARE, sodass eine potenzielle Regulation durch das RBP mdglich
erschien (Kapitel 4.2). Das lediglich vereinzelte Vorkommen weniger ARE in der 3'-UTR der
JUP- und PKPI-mRNA ldsst eine Regulation iiber dieselben unwahrscheinlich erscheinen.
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Analysen der Datenbanken AURA, ENCORI, POSTAR2 sowie ATTRACT (Kapitel 4.3) deute-
ten zudem darauf hin, dass ELAVL1 an die mRNA nahezu aller desmosomalen Gene binden
konnte, mit Ausnahme von PKP3 (Tab. 18). Daher sollte ein moglicher Einfluss von ELAVLI

auf die Expression desmosomaler Gene ndher untersucht werden.

Tab. 18 | ELAVLI in Datenbanken. In den Datenbanken AURA, ENCORI, POSTAR2 und ATTRACT wird
ELAVLI als potenzieller Interaktionspartner mehrerer desmosomaler Transkripte aufgefiihrt (x). Abkiirzungen: x,
ELAVLI1 wird in der Datenbank genannt; -, ELAVL1 wird nicht als potenzieller Interaktionspartner beschrieben; leeres
Feld, fiir die entsprechende mRNA sind in der Datenbank keine RBP gefunden worden.

S O 3 b o o 3 o a Y a 8

3 &8 8 & 2 38 &8 & 3 & & ¢
AURA X X X
ENCORI X X X X X X X X X X X
POSTAR2 X X X X X X X
ATTRACT X X X X X X X X X X X

Es wurden Experimente in den Zelllinien HaCaT und MCF7 durchgefiihrt. Im Western Blot
konnte ELAVLI1 in beiden Zelllinien in etwa gleichem Mal} nachgewiesen werden (Abb. 14A).
Da bekannt ist, dass ELAVL1 sowohl die Stabilitit einer mRNA als auch deren Translation be-
einflussen kann (Myer et al. 1997), wurde sowohl ein Einfluss auf die Menge der desmosomalen
mRNAs, als auch auf die Menge und Lokalisation desmosomaler Proteine untersucht. Hierzu
wurden die Zellen mit einem gegen die ELAVL1-mRNA gerichteten siRNA-Pool (siELAVLI,
siE) transfiziert (Kapitel 3.3.2). Dies fiihrte im Vergleich zu Zellen, die mit einem unspezifischen
Kontroll-siRNA-Pool (siC) transfiziert wurden, nach 72 h zu einer Reduktion der ELAVLI-
mRNA um mehr als 80 % und in MCF7 um etwa 60 % (Abb. 14C + D). Das ELAVLI1-Protein
zeigte in beiden Zelllinien eine Reduktion um etwa zwei Drittel (Abb. 14C + D). Zunédchst wurde
der mogliche Einfluss eines ELAVL1-KD auf die Menge desmosomaler mRNA analysiert.
Hierzu wurde nach einer qPCR die relative Menge der jeweiligen mRNA ermittelt. Die Ergeb-
nisse sind in Abb. 14C und D in Relation zur Kontrolle dargestellt, welche den Wert 1,0 hat.

ELAVLI1 kann durch die Bindung an ARE entsprechende Transkripte stabilisieren (Brennan und
Steitz 2001). Die Menge einer in dieser Weise regulierten mRNA konnte nach einem ELAVLI1-
KD folglich reduziert sein. Eine Reduktion der relativen mRNA-Menge deutete sich in HaCaT
fiir DSC2, DSC3, JUP, PKP3 an. Fiir die mRNA von DSG2 und DSP zeigte sich hingegen ein
Anstieg nach ELAVL1-KD. In MCF7 deutet sich fiir die mRNA von DSP, JUP und PKP3 eine
Reduktion an. Fiir die mRNA von DSC?2 lieB sich ein diskreter Anstieg vermuten. Die Mengen
der PKPI- und PKP2-mRNA zeigten sich unverdndert.
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Abb. 14 | Desmosomale Proteine und mRNA nach ELAVL1-KD. A) ELAVLI ist in HaCaT und MCF7 in etwa
gleichem MaB exprimiert. B) 72 h nach Transfektion von siE bzw. siC in HaCaT und MCF7 erfolgte die Proteinisola-
tion mit anschlieBender SDS-PAGE und WB. C) + D) Die relativen mRNA- bzw. Proteinmengen wurden im Vergleich
zur Kontrolle bestimmt, welche den Wert 1,0 hat. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 - 6 Experimenten. Fiir Ergeb-
nisse mit n > 3 werden jeweils die Standardabweichung und Fehlerwahrscheinlichkeit (* p < 0,10; ** p < 0,05;
*kk n <0,01) gezeigt.

In einem néchsten Schritt wurde ein moglicher Einfluss von ELAVLI1 auf die Menge desmoso-
maler Proteine untersucht. Abb. 14B zeigt reprisentative Western Blots nach Anférbung des je-
weiligen desmosomalen Proteins nach ELAVL1-KD in HaCaT und MCF7 jeweils im Vergleich
zu mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen. Anhand der Western Blots wurde die relative Menge
des jeweiligen Proteins ermittelt. Diese sind in Abb. 14C und D in Bezug zur Kontrolle darge-
stellt, welche den Wert 1,0 hat. 72 h nach Transfektion von siELAVL1 zeigte sich in HaCaT ein
diskreter, aber reproduzierbarer Anstieg der Menge von DSG2 und PKP1. DSC2 und DSC3 zeig-
ten sich eher unbeeinflusst. Auch fiir JUP, PKP2 und PKP3 lieBen sich keine Anderungen erken-
nen. Die Verdnderungen in HaCaT konnten teilweise in MCF7 reproduziert werden. Hier zeigte
sich ein leichter Anstieg von DSG2 und DSC2. Fiir JUP und PKP2 zeigte sich hingegen eine
leichte Reduktion der relativen Proteinmenge. Nur in Einzelfillen zeigte sich hierbei eine Signi-
fikanz von p < 0,05. Die beschriebenen Verdnderungen werden als Hinweise auf bzw. Tendenzen

einer moglichen Regulation desmosomaler Proteine durch ELAVLI1 verstanden.
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Abb. 15 | Desmosomale Proteine in HaCaT nach ELAVL1-KD. 72 h nach Transfektion von siELAVL1 bzw. Kon-
troll-siRNA in HaCaT und MCF7 erfolgten die Fixierung der Zellen sowie das Anfdarben desmosomaler Proteine
(DSC2, DSP, PKP1, PKP3). In der Lokalisation der angeférbten Proteine sowie der Desmosomen zeigten sich nach
ELAVLI1-KD keine Unterschiede zur Kontrolle. Fairbung DSC2, DSP und PKP3: Methanolfixierung, Kaninchen-
anti-DSC2-AK (Progen), Kaninchen-anti-DSP-Serum (616, M. Hatzfeld) fiir Farbung von HaCaT, Maus-anti-DSP-AK
(Progen) fiir Farbung von MCF7, Maus-anti-PKP3-AK (Santa Cruz BT). Fiarbung PKP1: Triton-Vorextraktion, Me-
thanolfixierung, Kaninchen-anti-PKP1-Serum (667, M. Hatzfeld). MafBistabsbalken: 20 um, fiir alle Aufnahmen. Ab-
kiirzungen: -, Keine Farbung erfolgt.

Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde untersucht, ob ein ELAVL1-KD Verinderungen der
Desmosomenorganisation oder der Lokalisation desmosomaler Proteine induziert. In HaCaT und
MCEF7 ergab sich hierauf 72 h nach Transfektion der siRNA-Pools kein Hinweis (Abb. 15). DSC2
lokalisierte in HaCaT wie auch in MCF7 an den Zellgrenzen, im Zellkern wie auch diffus im
Zytoplasma, hier vor allem zellkernnah. DSP fand sich vorwiegend an den Zellgrenzen. PKP1
lieB sich an den Zellgrenzen und im Zellkern anfarben, wohingegen PKP3 im Zytoplasma und an
den Zellgrenzen darzustellen war. Unterschiede zur Kontrolle konnten durch einen ELAVL1-KD

nicht festgestellt werden, sodass auf weiterfithrende Untersuchungen verzichtet wurde.

Fazit
Eine Datenbank gestiitzte Analyse regulatorischer Elemente in den 3'-UTR der desmosomalen

Transkripte lieB eine Interaktion des RBP ELAVL1 mit nahezu allen desmosomalen Transkripten

vermuten. Darauf wies auch das Vorhandensein von ARE in den 3’-UTR der DSC2-, DSG2 und
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PKP2-mRNAs hin. Nach siRNA-vermitteltem ELAVL1-KD in HaCaT- und MCF7-Zellen deu-
teten sich leichte Verdnderungen der Transkript- und Proteinmengen an, die aber statistisch nur
teilweise signifikant waren. Ausgeprigtere Verdnderungen in den ARE-haltigen Transkripten
wurden nicht beobachtet. Hinweise auf Verdnderungen der Struktur oder Zahl der Desmosomen
bzw. der Lokalisation desmosomaler Proteine ergaben sich aus Immunfluoreszenzfarbungen
nicht. Diese Pilot-Experimente konnten Hinweise auf eine Regulation desmosomaler Transkripte

durch ELAVL sammeln, diese aber nicht bestétigen oder widerlegen.

4.4.2 Der Einfluss von G3BP1 auf die Expression desmosomaler Transkripte
und Proteine
G3BP1 ist auf vielfiltige Weise an der Stabilisierung von Transkripten sowie an der Translati-
onsinhibition beteiligt (Irvine et al. 2004; Ortega et al. 2010). Publizierte Daten zeigen eine Inter-
aktion mit PKP1 und PKP3 und lassen eine Regulation der DSP- und PKP2-mRNA vermuten
(Hofmann et al. 2006; Fischer-Keso et al. 2014). Es besteht die Annahme, G3BP1 erkenne viele
seiner targets Uiber deren Sekundérstruktur (Irvine et al. 2004; Fischer et al. 2020). Aufgrund der
iiberdurchschnittlichen Lénge der 3’-UTR desmosomaler Transkripte (Kapitel 4.1) kdnnten diese
zahlreiche Sekundirstrukturen ausbilden (Mayr 2019) und hieriiber von G3BP1 gebunden wer-

den.

In den Datenbanken AURA, ENCORI, POSTAR2 und ATTRACT fand sich keine desmosomale
mRNA als Interaktionspartner von G3BP1. Die Datenbank ATTRACT fiihrte eine Bindung des
verwandten Proteins G3BP2 an die DSC3-, DSG1- und DSG3-mRNA auf. Trotz fehlender Hin-
weise in den Datenbanken auf einen moglichen Einfluss von G3BP1 auf Desmosomen, wurde
das RBP aufgrund der erwéhnten experimentellen Indizien fiir weitere Untersuchungen ausge-

wahlt.

Um den Einfluss von G3BP1 auf die Expression desmosomaler Proteine zu untersuchen, wurden
Experimente in den Zelllinien HaCaT, MCF7 und HeLa durchgefiihrt. G3BP1 wird in jeder dieser
Zelllinien in einem etwa gleichen MaB} exprimiert (Abb. 16A). Zundchst wurden HaCaT und
MCF7 mit einem gegen die G3BPI-mRNA gerichteten siRNA-Pool (siG3BP1, siG) transfiziert
(Kapitel 3.3.2). Hierdurch konnte die G3BP/-mRNA im Vergleich zur Transfektion eines unspe-
zifischen Kontroll-siRNA-Pools (siC) nach 72 h in HaCaT um mehr als 90 % und in MCF7 um
mehr als 70 % reduziert werden (Abb. 16C + D). Das G3BP1-Protein zeigte eine Reduktion um

etwa zwel Drittel.
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Zunéchst wurde ein moglicher Einfluss des G3BP1-KD auf die Menge desmosomaler mRNA
untersucht. 72 h nach Transfektion von siG3BP1 in HaCaT war eine deutliche Tendenz zu einer
gesteigerten Expression der PKP/-mRNA festzustellen. Eine Reduktion deutete sich fiir die
DSC3-, DSP-, PKP2- und PKP3-mRNA an. Die relative Menge der DSC2-, DSG2- und JUP-
mRNA schwankte mit hoher Standardabweichung um den Wert der Kontrolle. In MCF7 zeigte
sich die DSP-mRNA unverindert. Fiir die iibrigen Transkripte deutete sich eine Reduktion an.
Eine Verdnderung der PKP/-mRNA konnte in MCF7 bei zu geringer Expression nicht untersucht

werden.
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Abb. 16 | Desmosomale Proteine und mRNA nach G3BP1-KD. A) G3BP1 ist in HaCaT, MCF7 und HeLa in etwa
gleichem Maf exprimiert. B) 72 h nach Transfektion von siG bzw. siC in HaCaT und MCF7 erfolgten die Proteiniso-
lation mit anschlieBender SDS-PAGE und WB. C) + D) Die relativen mRNA- bzw. Proteinmengen wurden im Ver-
gleich zur Kontrolle bestimmt, welche den Wert 1,0 hat. Fiir Ergebnisse mit n > 3 werden jeweils die Standardabwei-
chung und Fehlerwahrscheinlichkeit (* p <0,10; ** p <0,05; *** p <0,01) gezeigt.

Um die angedeuteten Verdnderungen der mRNA-Menge weiter zu untersuchen, wurde G3BP1 in
HeLa-Zellen via Plasmidtransfektion exprimiert. Hierzu wurden ein Vektor, der fiir ein G3BPI-
GFP Fusionsprotein codiert, transfiziert, sowie als Kontrolle ein GFP-Vektor. Uber die Fluores-
zenz des GFP konnten transfizierte Zellen detektiert werden (Abb. 17A). Durch die Transfektion
konnte die Menge der G3BP1-mRNA im Vergleich zur Kontrolle etwa 10-fach gesteigert werden
(Abb. 17B). Fiir die Transkripte von DSC2, DSG2 und PKP?2 konnte ebenfalls eine Steigerung
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um das 9- bis 17-fache beobachtet werden. Da diese Verdnderungen denen nach G3BP1-KD ent-
gegen gerichtet sind, wird die Annahme eines Einflusses von G3BP1 auf desmosomale mRNA

unterstutzt.
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Abb. 17 | Uberexpression von G3BP1 in HeLa. Es erfolgte die Transfektion eines GFP-Vektors (C) bzw. eines
G3BP1-GFP-Vektors (0eG3BP1) in HeLa-Zellen. 48 h nach Transfektion wurde ein Teil der Zellen A) in Methanol
fixiert und mit DAPI (Invitrogen) gefarbt. Die Abbildung zeigt die Aufnahme der Fluoreszenz des iiber den Vektor
exprimierten GFP (griin) und des DAPI-Farbstoffes (blau). B) Aus einem weiteren Teil der transfizierten Zellen wurde
die RNA isoliert und die Menge einiger Transkripte relativ zur Kontrolle (C = 1) ermittelt. Es zeigte sich eine Uberex-
pression der G3BP1-mRNA um etwa das 10-fache, sowie in Anstieg der Expression der DSC2-, DSG2- und PKP2-
mRNA um das 9- bis 17-fache. Mafistabsbalken: 65 um, fiir alle Aufnahmen. Abkiirzungen: Rel., Relative.

In einem néchsten Schritt wurde ein moglicher Einfluss von G3BP1 auf die Menge desmosomaler
Proteine untersucht. Abb. 16B zeigt représentative Western Blots nach Anfarbung des jeweiligen
desmosomalen Proteins nach G3BP1-KD in HaCaT und MCF7 jeweils im Vergleich zu mit Kon-
troll-siRNA behandelten Zellen. Anhand der Western Blots wurde die relative Menge des jewei-
ligen Proteins ermittelt. Diese sind in Abb. 16C und D in Bezug zur Kontrolle dargestellt, welche
den Wert 1,0 hat. In HaCaT zeigte sich 72 h nach Transfektion von siG3BP1 eine dezente, aber
reproduzierbare Reduktion von PKP2 sowie angedeutet auch von DSC3 und DSG2. Fiir DSC2,
JUP, PKP1 und PKP3 ergab sich kein Hinweis auf eine Verdnderung der Proteinmenge. Auch in
MCF7 zeigte sich fiir PKP2 tendenziell eine Reduktion. DSC2 war etwas vermindert exprimiert.
Fir DSG2 zeigt sich bei Reduktion der mRNA-Menge ein tendenzieller Anstieg der Protein-
menge. Ob G3BP1 hier Einfluss auf die Translation der mRNA nimmt oder diese gegensétzliche

Verénderung mit experimentellen Schwankungen zu begriinden ist, bleibt unklar.

Um zu priifen, ob die Menge an G3BP1 die Anzahl oder Organisation der Desmosomen bzw. die
Verteilung desmosomaler Proteine innerhalb der Zelle beeinflusst, erfolgten 72 h nach Transfek-
tion von HaCaT und MCF7 mit entsprechenden siRNAs Immunfluoreszenzfarbungen desmoso-
maler Proteine (DSC2, DSP, PKP1, PKP3) (Abb. 18). Bei einer ersten qualitativen Begutachtung
der Fiarbungen ergab sich der Verdacht, PKP1 wiirde nach G3BP1-KD in HaCaT vermehrt im
Bereich des Zellkerns lokalisieren. Fiir DSC2, DSP und PKP3 ergab sich in beiden Zelllinien
weder ein Anhalt fiir eine Anderung der Desmosomenzahl oder -struktur noch fiir eine veréinderte

Lokalisierung nach G3BP1-KD.
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Abb. 18 | Desmosomale Proteine in HaCaT nach G3BP1-KD. 72 h nach Transfektion von HaCaT bzw. MCF7 mit
siG3BP1 bzw. Kontroll-si-RNA (siC) wurden die Zellen fixiert und desmosomale Proteine angefirbt (DSC2, DSP,
PKP1, PKP3). In HaCaT lieB sich nach G3BP1-KD eine vermehrte Lokalisation von PKP1 im Zellkern vermuten. Fiir
DSC, DSP und PKP3 zeigte sich in beiden Zelllinien kein Unterschied zur Kontrolle. Farbung DSC2, DSP und PKP3:
Methanolfixierung, Kaninchen-anti-DSC2-AK (Progen), Kaninchen-anti-DSP-Serum (616, M. Hatzfeld) fiir Farbung
von HaCaT, Maus-anti-DSP-AK (Progen) fiir Farbung von MCF7, Maus-antiPKP3-AK (Santa Cruz BT). Farbung
PKP1: Triton-Vorextraktion, Methanolfixierung, Kaninchen-anti-PKP1-Serum (667, M. Hatzfeld). MaBstabsbalken:
20 um, fiir alle Aufnahmen. Abkiirzungen: -, Keine Farbung erfolgt.

Um die angedeutete Anderung der Lokalisation von PKP1 zu objektivieren, wurde die mittlere
Intensitét der Fluoreszenz im Bereich der Zellkerne bezogen auf deren GroBe mit der mittleren
Intensitét der tibrigen Bildbereiche (Zytoplasma, Zellgrenzen, Interzellularraum) in Relation ge-
setzt (Kapitel 3.3.4). Insgesamt wurden 257 (Kontrolle) bzw. 239 (G3BP1-KD) Zellkerne ausge-
wertet (Abb. 19). 72 h nach Transfektion der siRNA zeigen sich Minimalwert und 1. Quartil der
Kontrolle und nach G3BP1-KD nahezu identisch. Median, 3. Quartil sowie Maximalwert der re-
lativen Fluoreszenz der Kontrollzellen liegen hingegen deutlich iiber den Werten nach G3BP1-
KD. Dies entspricht den eingangs formulierten Erwartungen bei zunehmender Lokalisation von
PKPI1 nach G3BP1-KD im Zellkern. Durch eine einfaktorielle ANOVA wurde ein Signifikanz-
niveau von p < 0,01 ermittelt, was die Annahme eines relevanten Unterschieds unterstiitzt. Insge-
samt konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass PKP1 72 h nach G3BP1-KD vermehrt im Zellkern

oder weniger im Zytoplasma und an den Zellgrenzen lokalisiert.
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Abb. 19 | Relative Intensitéit der Fluoreszenz im Bereich der Zellkerne. Die mittlere Intensitét der Fluoreszenz der
PKP1-Féarbung im Bereich eines Zellkerns wurde mit der mittleren Intensitdt der iibrigen Bildflache (Zytoplasma, Zell-
grenzen, Interzellularraum) ins Verhéltnis gesetzt. Im Box-Plot-Diagramm dargestellt sind 1. Quartil, Median, Mittel-
wert (X), 3. Quartil sowie Minimal- und Maximalwert innerhalb der Ausreilergrenzen (1. bzw. 3. Quartil + 1,5-facher
Interquartilsabstand). Ausreif3er sind nicht abgebildet. In der nebenstehenden Tabelle sind die jeweiligen Werte aufge-
fiihrt. Abkiirzungen: Max, Maximalwert; Min, Minimalwert.

Fazit

Auch, wenn Datenbankenanalysen keine Hinweise auf eine Interaktion zwischen G3BP1 und des-
mosomalen Transkripten ergaben, legen experimentelle Indizien und bereits bekannte Funktionen
des RBP eine Beteiligung an deren Regulation nahe. In HaCaT und MCF7 ergab sich der Hinweis
auf eine Reduktion sowohl der PKP2-mRNA, als auch des PKP2-Proteins nach G3BP1-KD. Nach
Uberexpression des RBP in HeLa-Zellen deutete sich ein Anstieg der PKP2-mRNA an. Dies lisst
sich gut mit den o0.g. bereits publizierten Ergebnissen vereinbaren, in denen Komplexe aus G3BP1
und Plakophilinen beschrieben wurden, die die PKP2-mRNA enthielten (Fischer-Keso et al.
2014). Ahnliches wurde auch fiir DSC3 beobachtet. Die iibrigen desmosomalen Transkripte und
Proteine zeigten in HaCaT und MCF7 teilweise gegenldufige Verdnderungen, sodass hier keine
Vermutungen formuliert werden konnen. Eine Auswertung von Immunfluoreszenzfarbungen von
HaCaT nach G3BP1-KD ergab den Verdacht, dass die Lokalisation von PKP1 durch das RBP
beeinflusst sein konnte. Es deutete sich 72 h nach Transfektion der siRNA eine gesteigerte Loka-

lisierung im Zellkern an.

4.43 Der Einfluss von TIAL1 auf die Expression desmosomaler Transkripte
und Proteine

TIALI bindet u.a. an ARE in der 3"-UTR seiner targets und destabilisiert gebundene mRNA bzw.
inhibiert deren Translation oder reguliert alternatives splicing (Le Guiner et al. 2001; Meyer et al.
2018). Diese Bindung von TIAL1 an ARE ldsst eine Regulation der mRNA von DSC2, DSG2
und PKP2 vermuten (Kapitel 4.2) und die Betrachtung bekannter alternativer splicing-Stellen
lasst eine Regulation von JUP, DSC1, DSC2, DSC3 sowie PKP1 (Kapitel 4.2) moglich erschei-
nen. Die Auswertung der Datenbanken AURA, ENCORI und POSTAR?2 lassen TIAL1 als po-
tenziellen Interaktionspartner der mRNA von DSC2, DSC3, DSG2, DSP, JUP, PKPI und PKP2
vermuten und in der Datenbank ATTRACT fanden sich alle 12 desmosomalen Transkripte als
mogliches targets des RBP (Tab. 19).
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Tab. 19 | TIAL1 in Datenbanken. In den Datenbanken AURA, ENCORI, POSTAR2 und ATTRACT wird TIAL1
als potenzieller Interaktionspartner mehrerer desmosomaler Transkripte aufgefiihrt (x). Abkiirzungen: x, TIAL1 wird
in der Datenbank genannt; -, TIAL1 wird nicht als potenzieller Interaktionspartner beschrieben; leeres Késtchen, fiir
die entsprechende mRNA sind in der Datenbank keine RBP gefunden worden.

S O 3 b o o 3 o a Y a 8
17} 17} 17} » 17} » 17} 2 2 2 X X
o [a] [a] [m] [a] o [a] - o o o
AURA X X X - X X - X -
ENCORI - X X - X - - X X X X -
POSTAR2 X X - X - X X - - -
ATTRACT X X X X X X X X X X X X

Um den Einfluss von TIAL1 auf die Expression desmosomaler Gene zu untersuchen, wurden
Experimente in HaCaT und MCF7 durchgefiihrt. In beiden Zelllinien zeigte sich das RBP im
Western Blot in etwa gleicher Menge exprimiert (Abb. 20A). Der eingesetzte Antikorper erkennt
zwei Isoformen des RBP (42 kDa und 50 kDa). In einem siRNA-vermittelten KD in HaCaT ge-
lang die Reduktion der T/ALI-mRNA sowie des entsprechenden Proteins um etwa die Hélfte
(Abb. 20C + D). In MCF7 zeigte sich der KD jeweils weniger effizient.

Zuniéchst wurde ein Einfluss des TIAL1-KD auf die Menge desmosomaler mRNA untersucht. Es
deutete sich eine Zunahme der Menge der DSG2-, PKP1-, PKP2- und PKP3-mRNA an, was mit
bereits bekannten Funktionen von TIALT1 als negativer Regulator seiner fargets vereinbar ist. Die
Ergebnisse konnten daher einen Einfluss von TIAL1 auf die Stabilitdt dieser vier Transkripte in
HaCaT andeuten. Die relative Menge der DSC2, DSC3, DSP und JUP-mRNA zeigte einen deut-
lich geringeren Anstieg. Experimentelle Schwankungen scheinen hier wahrscheinlicher zu sein
als ein tatsdchlicher Einfluss des RBP. Eine Reduktion der mRNA-Menge deutete sich fiir keines
der desmosomalen Transkripte an. In MCF7 deutete sich eine geringe Zunahme der DSC2- und
PKP2-mRNA an, was die Beobachtungen in HaCaT unterstiitzt, sowie eine geringe Reduktion
der DSP-mRNA. Die geringe KD-Effizienz in beiden Zelllinien schrénkt dabei die Interpretation
der angedeuteten Verdnderungen ein. Ob TIAL1 alternatives splicing desmosomaler Transkripte
reguliert wurde hierbei nicht untersucht. In einem néchsten Schritt wurde ein moglicher Einfluss
von TIAL1 auf die Menge desmosomaler Proteine untersucht. Abb. 20B zeigt repréisentative Wes-
tern Blots nach Anfirbung des jeweiligen desmosomalen Proteins nach TIAL1-KD in HaCaT und
MCF7 jeweils im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen. Anhand der Western
Blots wurde die relative Menge des jeweiligen Proteins ermittelt. Diese sind in Abb. 20C und D
in Bezug zur Kontrolle dargestellt, welche den Wert 1,0 hat. In HaCaT zeigte sich nach TIALI-
KD eine Reduktion der relativen Menge des PKP1. Ebenfalls deutete sich in HaCaT eine diskrete
Reduktion der DSC2, DSC3 sowie PKP3-Menge an, welche auch in MCF7 vermutet werden
konnte. Fiir DSG2, JUP und PKP2 konnte in HaCaT keine Anderung der relativen Proteinmenge
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gezeigt werden, wohingegen sich in MCF7 fiir die Menge von JUP sowie PKP2 eine diskrete
Reduktion und fiir die Menge von DSG2 eine leichte Steigerung andeutete.
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Abb. 20 | Desmosomale Proteine und mRNA nach TIAL1-KD. A) TIAL1 ist in HaCaT und MCF7 in etwa gleichem
Mal exprimiert. B) 72 h nach Transfektion von siT bzw. siC in HaCaT und MCF7 erfolgte die Proteinisolation mit
anschliefender SDS-PAGE und WB. C) + D) Die relativen mRNA- bzw. Proteinmengen wurden im Vergleich zur
Kontrolle bestimmt, welche den Wert 1,0 hat. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 - 6 Experimenten. gezeigtwerden
jeweils die Standardabweichung und Fehlerwahrscheinlichkeit (* p < 0,10; ** p <0,05; *** p <0,01) gezeigt. Abkiir-
zungen: C, Kontrolle; T, TIAL1; x, G3BP1; y, ELAVLI.

Immunfluoreszenzfarbungen sollten Aufschluss iiber eine mogliche Verdnderung in der Organi-
sation der Desmosomen oder Lokalisation desmosomaler Proteine nach TIAL1-KD geben. So-
wohl 48 h als auch 72 h nach Transfektion von siTIAL1 in HaCaT konnte fiir DSP, PKP1 und
PKP3 keine Anderung in der Lokalisation beobachtet werden (Abb. 21). DSP lokalisierte vorwie-
gend an den Zellgrenzen, PKP1 an den Zellgrenzen sowie im Nukleus und PKP3 an den Zell-
grenzen und im Zytoplasma mit nahezu vollstdndiger Aussparung des Nukleus. 72 h nach Trans-
fektion zeigte sich bei erhohter Zelldichte eine fiir HaCaT typische ,,stachelige® Konfiguration

der Zellgrenzen.
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Abb. 21 | Desmosomale Proteine in HaCaT nach TIAL1-KD. 48 h bzw 72 h nach Transfektion von siRNA gegen
TIAL-mRNA erfolgten die Fixierung der Zellen sowie das Anfarben desmosomaler Proteine (DSP, PKP1, PKP3). In
der Lokalisation der angefdarbten Proteine zeigen sich nach TIAL1-KD keine Unterschiede zur Kontrolle. Farbung
DSP und PKP1: Vorextraktion, Methanolfixierung, Kaninchen-anti-DSP-Serum (616, M. Hatzfeld), Kaninchen-anti-
PKP1-Serum (667, M. Hatzfeld). Firbung PKP3: Methanolfixierung, Maus-anti-PKP3-AK (Santa Cruz BT). MaB-
stabsbalken: 20 um, fiir alle Aufnahmen. Abkiirzungen: h, Stunden.

Fazit

Aufgrund der Hiufung von ARE und des Vorhandenseins alternativer splicing sites in der
3’-UTR desmosomaler Transkripte sowie den Ergebnissen der Datenbankenanalyse waren zu Be-
ginn der experimentellen Untersuchungen die mRNAs von DSCI, DSC2, DSC3, DSG2, DSP,
JUP, PKPI und PKP2 als mogliche TIAL1-targets vermutet worden. Ein siRNA vermittelter
TIAL1-KD fiihrte nur zu einer méBigen Reduktion der 7/4L/-mRNA und des Proteins, was die
Interpretation der Beobachtungen einschriankt. Die Ergebnisse lassen die Annahme eines negati-
ven Einflusses von TIAL1 auf die mRNA von DSG2, PKPI, PKP2 und PKP3 zu. Hinweise auf
einen Einfluss von TIAL1 auf die Desmosomenstruktur oder Lokalisation desmosomaler Proteine

innerhalb der Zelle ergaben sich nicht.

4.4.4 Binden ELAVLI1, G3BP1 und TIAL1 direkt an desmosomale mRNA?

Die bisherigen Beobachtungen konnen eine Regulation der desmosomalen Transkripte durch
ELAVLI1, G3BP1 oder TIALI1 nicht beweisen, schlieBen eine solche aber auch nicht aus. Einer-
seits konnte die zum Teil geringe knockdown-Effizienz eine Regulation maskieren, andererseits
konnte das Zeitfenster, in dem die Analysen durchgefiihrt wurden, nicht optimal sein. Deshalb
wurde in einem weiteren experimentellen Ansatz eine mogliche Assoziation dieser RBP mit des-

mosomaler mRNA untersucht. Dazu wurden Zelllysate aus HaCaT mit an Protein A Agarose
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gekoppelten Antikorpern gegen das jeweilige RBP inkubiert und so die RBPs mit assoziierten
Proteinen und RNAs immobilisiert (je RBP eine eigene IP). Diese Komplexe wurden eluiert und
das prézipitierte RBP via Western Blot nachgewiesen (Abb. 22). Daneben wurden die Eluate mit-
tels qPCR auf enthaltene mRNA untersucht (Tab. 20). Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem
die Protein A Agarose mit einem Serum einer nicht spezifisch immunisierten Maus inkubiert

wurde.

Abb. 22 zeigt die Ergebnisse eines Western Blots zur Kontrolle der Prézipitation. Fiir den Input
zeigt sich in der Ponceau-Farbung (Abb. 22A) ein fiir das Zelllysat unbehandelter HaCaT typi-
sches Bild. Daneben wurden die Eluate nach der jeweiligen IP aufgetragen. Die prézipitierte Pro-
teinmenge im Eluat war gering. Im Eluat der Kontrolle konnte mittels Ponceau-Féarbung keine
Bande detektiert werden. Im Eluat der G3BP1-Prézipitation zeigte sich eine Bande bei etwa 70
kDa (Pfeilspitze), was der Grole von G3BP1 entspricht. In den Eluaten der ELAVLI1- bzw.
TIAL1-IP zeigte sich in der Ponceau-Firbung keine Bande. Daneben wurden die Uberstinde nach
der jeweiligen Prizipitation aufgetragen. Hier sollte sich eine dem Input vergleichbare Farbung

zeigen, was der Fall ist.

Abb. 22B zeigt dieselbe Membran wie in Abb. 22A nach simultaner Immunfirbung mit spezifi-
schen Antikorpern gegen G3BP1, ELAVLI1 und TIAL1. Es war zu erwarten, dass im Input und
in den Eluaten der IPs das jeweils prazipitierte RBP sowie (denaturierte) Antikdrper nachweisbar
sind. Im zugehérigen Uberstand sollte das prizipitierte RBP verringert sein. In lane 1 wurde jedes
dieser RBP spezifisch nachgewiesen (Pfeilspitze: G3BP1; Geschwungene Klammer: TIALI;
Pfeil: ELAVLI1). Durch die Prézipitation mit dem Kontrollserum wurden diese RBP nicht ange-
reichert. Gut zu erkennen sind in den Eluaten der Kontrolle sowie der IPs Banden bei etwa 150
kDa (Weiler Stern) sowie etwa 50 kDa und etwa 25 kDa (Schwarze Sterne). Diese entsprechen
einem intakten Antikorper bzw. dessen schwerer und leichter Kette. Nach G3BP1-IP zeigt sich
eine fiir die Prézipitation von G3BP1 zu erwartende Bande bei etwa 70 kDa (Pfeilspitze). Im
zugehorigen Uberstand ist die entsprechende Bande deutlich schwiicher. Durch die Prizipitation
ist es also gelungen, G3BP1 anzureichern. Nach ELAVLI-IP zeigt sich im Eluat eine Bande bei
etwa 35 kDa (Pfeil), was ELAVLI entspricht. Die entsprechende Bande im Uberstand ist im Ver-
gleich zur Kontrolle deutlich schwicher. Es wurde dementsprechend ein Grofiteil des ELAVLI
isoliert. Die fiir TIAL1 typische Doppelbande bei etwa 42 kDa und 50 kDa (geschwungene Klam-
mer) zeigt sich im Eluat nach TIALI-IP ebenso ausgepriagt wie im Imput, im entsprechenden
Uberstand hingegen ist sie kaum zu erkennen. Die Prézipitation von TIALI war folglich erfolg-

reich.
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Abb. 22 | Immunprizipitation von G3BP1, ELAVL1 und TIALI1. Mit Hilfe von an Protein A Agarose gekoppelter
Antikorper gegen die entsprechenden RBP wurden diese aus einem Lysat naiver HaCaT-Zellen angereichert. Als Kon-
trolle diente eine unspezifische Prézipitation. Die in den einzelnen Proben enthaltenen Proteine wurden via SDS-PAGE
und Western Blot analysiert. A) und B) zeigen Féarbungen der gleichen Membran. A) Die Ponceaufirbung zeigt den
Input, die Eluate sowie die Uberstinden nach der Prizipitation. B) Die Membran aus A) wurde zeitgleich mit Antikér-
pern gegen die drei RBP inkubiert: Maus-anti-G3BP1-AK (Santa Cruz BT), Maus-anti-ELAVL1-AK (Santa Cruz BT),
Maus-anti-TIAL1-AK (Santa Cruz BT). Es konnten G3BP1 (68 kDa, Pfeilspitze), TIAL1 (42 kDa und 50 kDa, Klam-
mer) und ELAVL1 (30 kDa, Pfeil) detektiert werden. Im Input wurden alle drei Proteine nachgewiesen. Die RBP
zeigen sich in den jeweiligen Eluaten angereichert. Zusétzlich zeigen sich intakte Antikorper (150 kDa, weifler Stern)
bzw. denaturierte Antikdrper (etwa 25 kDa und 50 kDa, schwarze Sterne). Angegeben sind Molekulargewichte
in kDa. Abkiirzungen: IP, Immunprézipitation; «, G3BP1; <, ELAVLI; }, TIALI1; *, (denaturierte) Antikorper.

Aus den Eluaten (Kontrolle, G3BP-IP, ELAVLI1-IP, TIAL1-IP) wurde jeweils RNA isoliert und
zundchst auf das Vorhandensein bekannter assoziierter mRNAs fiir das jeweilige RNP untersucht.
Tab. 20 stellt die ct-Werte der einzelnen IPs gegeniiber. Die MY C-mRNA als ein bekanntes target
aller drei RBP (Irvine et al. 2004; Liao et al. 2007; Perrone et al. 2012), war im Input als relativ
hiufige RNA nachweisbar, in der Kontrollprézipitation aber nahezu nicht vorhanden. Im Eluat
der jeweiligen RBP war sie im Vergleich zur Kontrollprézipitation jedoch deutlich angereichert.
Die stirkere Anreicherung in der G3BP1-IP hédngt vermutlich mit der groBBeren Menge des prizi-
pitierten Proteins zusammen (Abb. 22). Ebenso angereichert war die mRNA von ATP5B als be-
schriebenes Target fir G3BP1 (Ortega et al. 2010) sowie die CDHI-mRNA als Target von
ELAVLI (Yuetal. 2016). Die TNF-mRNA ist als Target fiir TIAL1 beschrieben (Gueydan et al.
1999; Piecyk et al. 2000). Trotz insgesamt niedriger Expression in HaCaT war sie in der TIAL-
IP im Gegensatz zur Kontroll-IP nachweisbar, allerdings mit grenzwertig hohem ct-Wert. Es war
also gelungen, bekannte Ziel-mRNAs der RBP durch die Prizipitation anzureichern. Deshalb

wurde im Weiteren untersucht, ob dies auch fiir desmosomale mRNAs galt.

Im Input lieBen sich alle getesteten desmosomalen mRNAs nachweisen. Die hohen ct-Werte in

der Kontrollprézipitation zeigten, dass die mRNAs nicht unspezifisch prézipitiert wurden. Nach
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Prézipitation von G3BP1 zeigte sich eine deutliche Anreicherung der mRNA von DSC3, DSG2
und PKP2, wihrend die PKPI-mRNA nicht angereichert war. Etwas geringer war die Anreiche-
rung desmosomaler mRNA nach Prazipitation von ELAVLI1, was mit der geringeren Menge an
prézipitiertem Protein korreliert (Abb. 22B). Die Anreicherung bewegte sich flir die mRNA von
DSC3 und DSG?2 auf vergleichbarem Niveau wie die Anreicherung der CDHI-mRNA. In der
TIALI-IP wurden die DSG2- und PKP2-mRNA sowie in etwas geringerem Umfang auch die
DSC3-mRNA angereichert. Die PKPI-mRNA lieB3 sich auch in den ELAVLI- und TIAL1-IPs

nicht zuverlassig nachweisen.

Tab. 20 | ct-Werte nach Immunprizipitation. Alle Proben wurden mittels qPCR auf das Vorhandensein verschie-
dener Transkripte untersucht. Bis auf die 7NF-und PKPI-mRNA waren im Input alle Transkripte exprimiert. Im Eluat
der spezifischen Prézipitationen lieen sich die jeweiligen Transkripte in deutlich héherer Konzentration nachweisen
als in der Kontrolle. Abkiirzungen: n.n., nicht nachweisbar; -, keine Daten vorhanden.

MYC ATP5B CDH1 TNF DSC3 DSG2 PKP1 PKP2
Input 18,26 16,03 16,87 27,41 18,06 16,94 28,52 19,03
Kontrolle 30,81 28,56 31,00 n.n. 33,32 32,71 n.n. 33,44
G3BP1-IP 23,21 19,02 - - 24,98 22,36 35,00 25,24
ELAVL1-IP 24,37 - 26,85 - 27,80 27,70 34,52 28,09
TIAL1-IP 24,74 - - 30,58 27,91 25,68 35,00 26,87

In einem weiteren Experiment wurde die Prazipitation von TIAL1 wiederholt. Abb. 23 zeigt einen
Western Blot zur Kontrolle der Prézipitation. Die Ponceau-Féarbung (Abb. 23A) zeigt, dass im
Input vor dem Experiment reichlich Proteine vorhanden waren. TIAL1 lieB sich im Input nach-
weisen (Abb. 23B, geschwungene Klammer) und zeigte sich im Eluat der TIAL1-Prézipitation
deutlich angereichert. Im Uberstand war TIAL1 entsprechend reduziert. In der Kontroll-IP ergab
sich der Verdacht auf eine Anreicherung der grofleren TIAL1-Isoform, ohne dass sich hier die

typische Doppelbande zeigte. In beiden Eluaten zeigten sich erneut leichte und schwere Ketten

denaturierter Antikorper.
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Abb. 23 | Immunprizipitation von TIAL1. Mit Hilfe von an Protein A Agarose gekoppelter Antikorper wurde TIALI1
aus einem Lysat aus HaCaT-Zellen isoliert. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit Serum einer nicht immunisierten Maus.
A) zeigt eine Ponceau-Farbung nach Western Blot. B) Auf der Membran aus A) wurde TIAL1 (Klammer) angefarbt:
Maus-anti-TIAL1-AK (Santa Cruz BT). Angegeben sind Molekulargewichte in kDa. Abkiirzungen: }, TIALI.
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Erneut wurden die Ansidtze auf das Vorhandensein verschiedener mRNAs untersucht. Tab. 21
stellt die ct-Werte der qPCR gegeniiber. Alle getesteten mRNAs lieBen sich im Input nachweisen.
In der TIAL1-IP wurden die mRNA von MYC, DSG2 und PKP3 angereichert, sowie in geringem
Mal auch die DSC3-mRNA. Die Anreicherung der DSC3-mRNA war vergleichbar der Anrei-
cherung des als farget beschriebenen TNF. PKPI-mRNA konnte weder in der Kontrolle noch
nach TIAL1-Prézipitation nachgewiesen werden. Somit wurde das Ergebnis der vorherigen Im-

munprézipitation bestéatigt.

Tab. 21 | ct-Werte nach TIAL1-Immunprizipitation. Alle Proben wurden mittels qPCR auf das Vorhandensein
verschiedener Transkripte untersucht. Solche von MYC, DSG2 und PKP2 zeigen sich im Input reichlich vorhanden.
Transkripte von TNF, DSC3 und PKP] sind deutlich geringer exprimiert. Durch TIAL1-Prézipitation konnten die ein-
zelnen Transkripte im Vergleich zur Kontrolle angereichert werden. PKP1-mRNA konnte weder nach TIAL1-IP noch
nach Kontroll-IP nachgewiesen werden. Abkiirzungen: n.n., nicht nachweisbar.

MYC TNF DSC3 DSG2 PKP1 PKP2
Input 17,66 26,43 26,20 16,06 28,07 18,20
Kontrolle 33,95 35,00 n.n 34,37 n.n. 33,92
TIAL1-IP 24,61 32,62 32,10 26,19 n.n. 28,21

Fazit

Eine Anreicherung der RBP G3BP1, ELAVL und TIAL1 durch Immunprézipitation ermdglichte
die Anreicherung bekannter mRNA-targets. In vergleichbarer Menge konnte durch die Prézipita-
tion die mRNA von DSC3, DSG2 sowie PKP2 angereichert werden, was die Annahme einer di-
rekten Interaktion der RBP mit diesen Transkripten unterstiitzt. Eine Anreicherung der PKPI-

mRNA konnte bei geringer Expression nicht direkt nachgewiesen werden.

4.4.5 Der Einfluss von G3BP1 und ELAVLI1 auf die Stabilitiit eines Zellverbandes

In den bisher beschriebenen Experimenten wurde der Einfluss von G3BP1, ELAVL1 und TIAL1
auf die Menge desmosomaler Transkripte und Proteine sowie auf die Desmosomenorganisation
und die Lokalisation einiger desmosomaler Proteine analysiert. Die Stérke der Zell-Zell-Adhésion
kann aber nicht nur durch eine direkte Regulation desmosomaler Proteine moduliert werden, son-
dern auch indirekt beeinflusst werden, indem die RBP Proteine der Adherens junctions und/ oder
Tight junctions beeinflussen oder Signalwege modulieren, die an der posttranslationalen Modifi-
kation desmosomaler Proteine beteiligt sind. Daher wurde ein Pilotexperiment mit einem funkti-
onellen Test durchgefiihrt, der die Stiarke des Zusammenhalts eines Zellverbandes direkt unter-
sucht. Untersucht wurden dabei die Auswirkungen des KD von G3BP1 und ELAVLI1 auf die
Stabilitit des Zellverbandes von HaCaT-Zellen (Abb. 24; Kapitel 3.3.3). TIAL1 wurde aufgrund
der geringen KD-Effizienz nicht beriicksichtigt. Hierzu wurden siRNA-Pools transfiziert und die
Zellen fiir insgesamt 72 h kultiviert (Abb. 24A). Durch Zugabe der Kollagenase Dispase konnte

der intakte Zellverband von der Kulturschale gelost werden. Die abgeldsten Monolayer wurden
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anschlieend mechanischer Belastung durch Riitteln auf einer Riittelplatte mit 550 rpm ausge-
setzt, um die Stabilitit zu liberpriifen. Getestet wurden jeweils 3 Monolayer nach ELAVL1-KD,
G3BP1-KD bzw. Transfektion des Kontroll-siRNA-Pools. Bereits nach dem Losen des Monolay-
ers zeigen sich neben einem intakten Monolayer vereinzelte kleine Fragmente (Abb. 24B). Durch
riitteln der Kulturschale mit 550 rpm wurden die Monolayer einer mechanischen Belastung aus-
gesetzt. Mit zunehmender Dauer der Belastung stieg die Anzahl der gezdhlten Fragmente an. Am
deutlichsten war dies nach ELAVL1-KD zu beobachten. Es konnten deutlich mehr Fragmente
gezdhlt werden als in der Kontrolle, nach G3BP1-KD waren es etwa nach zwei Minuten etwa so
viele Fragmente wie in der Kontrolle, nach zehn Minuten etwas weniger. Festzuhalten ist daher
die zu iiberpriifende Vermutung, dass ein KD von ELAVLI1 einen schwichenden Effekt auf den

Zusammenhalt eines Zellverbandes hat.
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Abb. 24 | HaCaT unter mechanischer Belastung nach RBP-KD. A) In einer Kulturschale werden Keratinozyten
kultiviert und anschlieend durch die Zugabe des Enzyms Dispase als Monolayer von dieser geldst. Unter mechanischer
Belastung (Riitteln der Kulturschale auf Riittelplatte bei 550 rpm) zerfallt dieser in kleinere Fragmente. B) Die Zahl
dieser Fragmente steigt mit der Dauer der Belastung. Nach ELAVL1-KD zeigen sich zu allen Zeitpunkten mehr Frag-
mente als in der Kontrolle. Es ergibt sich die Vermutung einer Destabilisierung des Zellzusammenhaltes durch die
Abwesenheit von ELAVLI1. Abkiirzungen: C, Kontrolle; E, ELAVLI1; G, G3BP1.
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5 Diskussion

5.1 Die Eigenschaften desmosomaler Transkripte liefern Indizien fiir deren posttran-
skriptionelle Regulation

5.1.1 Transkripte desmosomaler Gene haben eine lange 3'-UTR

Die Lange der 3'-UTR von neun der 12 untersuchten desmosomalen Transkripte ist grofBer als
eine durchschnittliche humane 3’-UTR (Pesole et al. 2001), was eine Vielzahl von Zielsequenzen
fiir mogliche Interaktionspartner erwarten ldsst. Alleiniger Pradiktor der Regulation eines Tran-
skripts scheint die Lange der 3"-UTR allerdings nicht zu sein (Pesole et al. 2001; Lee et al. 2010).
Lee et al. (ebd.) stellten fest, dass die Lange einer 3-UTR nur gering signifikant mit der Halb-
wertszeit der mRNA korreliert und schreiben speziellen Nukleotidsequenzen groBere regulatori-
sche Bedeutung zu. Mayr (2017) merkte an, dass mit zunehmender Lange einer 3’-UTR auch die
Zahl intramolekularer Interaktionen zunehme und potentielle Bindungsstellen hierdurch nicht zu-
génglich seien. Sie verwies auf das Potential der Expression alternativer 3"-UTRs, wodurch un-
terschiedliche Bindungspartner Zugang zur mRNA erhielten (ebd.). Fiir die 3"-UTR der JUP-,
DSCI-, DSC2-und DSC3-mRNA sind kiirzere Varianten beschrieben. In der 3'-UTR der DSG -
und DSG2-mRNA finden sich mehrere putative APAs. Eine Regulation iiber alternatives splicing
und alternative = Polyadenylierung  scheint hier eine  Moglichkeit darzustellen.
Schmidt et al. (1997) zeigten zwar, dass sich durch alternatives splicing im codierenden Bereich
entstandene [soformen des PKP1-Proteins in ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle unterscheiden
(desmosomal vs. nukleir), was eine unterschiedliche funktionelle Bedeutung nahelegt. Weiterhin
wurden fiir PKP1 zwei Transkripte mit unterschiedlichen 3’-UTR nachgewiesen (Heid et al.
1994; Hatzfeld et al. 1994). Bisher sind allerdings weder die funktionelle Bedeutung noch Ex-
pressionsunterschiede systematisch untersucht worden. Eine systematische Analyse der Expres-
sion unterschiedlicher Transkripte in verschiedenen humanen Zelllinien oder eine differenzie-
rungsabhingige Expression in der Epidermis konnten neue Erkenntnisse iiber die posttranskripti-
onelle Regulation desmosomaler Gene liefern und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen

sein.

5.1.2 Transkripte desmosomaler Gene haben eine lange HWZ

Gezielte Untersuchungen zu den HWZ desmosomaler Transkripte fehlen bislang ebenfalls. Die
aus der Datenbank AURA ermittelten HWZ, deuten fiir desmosomale Transkripte eine tiberdurch-
schnittlich lange HWZ an, was fiir eine Dominanz stabilisierender Faktoren sprechen konnte.
Zum Vergleich dienten in verschiedenen Zelllinien ermittelte durchschnittliche mRNA-HWZ.

Hierbei ist zu beachten, dass die Zellen eines epithelialen Tumors HeLa den Charakter eines phy-
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siologischen Epithels verloren haben und B-Lymphozyten sowie C2C12-Myoblasten keine Des-
mosomen ausbilden, was die Information der in den zitierten Arbeiten ermittelten durchschnittli-

chen HWZ in Bezug auf die desmosomalen Transkripte einschrinkt.

Die HWZ einer mRNA wird nicht ausschlieBlich iiber deren Lénge bestimmt, sondern ist erheb-
lich durch deren Bindungspartner wie z.B. RBP beeinflusst und damit abhéngig vom Zelltyp, der
Differenzierung einer Zelle, intra- und extrazelluldren Stressfaktoren wie z.B. Nahrstoffmangel,
mechanischer Belastung oder Entziindungen (Pesole et al. 2001). Lee et al. (2010) stellten fest,
dass sich die HWZ gleicher Transkripte in verschiedenen Zelllinien unterscheiden. So seien
mRNAs, die mit Adhdsion assoziiert sind, in C2C12-Zellen stabiler als solche, die mit Translation
assoziiert werden, wohingegen dieses Verhéltnis in murinen pluripotenten embryonalen Stamm-
zellen umgekehrt sei (ebd.). Keratinozyten durchlaufen auf ihrem Weg vom Stratum basale der
Epidermis zum Stratum corneum eine Verdnderung von einer adulten Stammzelle zu einem reifen
Keratinozyten und auch die Zusammensetzung der Desmosomen unterliegt wiahrend dieser Wan-
derung mehreren Verdnderungen (Kottke et al. 2006). Es ist daher anzunehmen, dass auch die
HWZ desmosomaler Transkripte variiert. Dazu kdnnte einerseits die differentielle Expression von
Transkripten mit unterschiedlichen 3’-UTR beitragen und andererseits auch die unterschiedliche

Expression von RBPs.

5.1.3 Transkripte desmosomaler Gene bergen zahlreiche regulatorische Sequenzen
AU-reiche Elemente

Zu den bekannten regulatorischen Sequenzen in Transkripten gehdren die ARE, welche sowohl
mit dem verstirkten Abbau eines Transkripts assoziiert sein konnen als auch mit einem Einfluss
auf dessen Translation und damit mit einer gesteigerten oder reduzierten Proteinexpression (Bar-
reau et al. 2005). Die Transkripte der Interleukine sind bekannt fiir ihre Regulation {iber ARE
(ebd.). Die in Phasen der Zellhomoostase kurzlebigen Transkripte werden unter Stressbedingun-
gen durch zahlreiche RBP iiber ARE stabilisiert (ebd.). In der 3"-UTR der /L2- und /L3-mRNA
finden sich zahlreiche, raumlich dicht beieinander gelegene Klasse-I-ARE. Eine dhnliche Hau-
fung konnte in der 3"-UTR der DSC2-mRNA gezeigt werden und deutete sich in der 3'-UTR der
DSG2-und PKP2-mRNA an. Eine Regulation dieser drei Transkripte ist daher anzunehmen. Die
geringe Zahl an ARE in der 3"-UTR der JUP- und PKPI-mRNA ldsst eine Regulation iiber diese

sehr unwahrscheinlich erscheinen.

G-Quadruplex Strukturen
Nukleotidsequenzen, die sich zu dreidimensionalen GQS zusammenlagern konnten, finden sich
in der 3'-UTR nahezu aller Transkripte desmosomaler Gene. Besonders gehéuft sind sie in der

3’-UTR der DSC3- und PKPI-mRNA. Welche Proteine mit den Transkripten desmosomaler
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Gene iiber GQS interagieren und auf welche Weise diese dadurch reguliert werden, ist bisher
noch nicht bekannt. Das den Plakophilinen 1 - 3 verwandte Protein Plakophilin 4 ist u.a. an der
Ausbildung von Adherens junctions und der Regulation der Aktivitit der GTPase RHOA (Ras
homolog family member A) beteiligt (Wolf et al. 2006). Die Translation der PKP4-mRNA wird
durch FMRP inhibiert, wobei das RBP an einen G-reichen Abschnitt in der 3'-UTR der PKP4-
mRNA bindet, welcher auch potenzielle GQS enthilt (Nolze et al. 2013). Da FMRP solche Struk-
turen mit hoher Affinitit binden kann, vermuteten die Autoren eine Interaktion des RBP mit der
PKP4-mRNA {iber eben diese (Nolze et al. 2013; Kharel et al. 2020). Auch das dem FMRP ver-
wandte FXR1 bindet GQS (Bensaid et al. 2009; Kharel et al. 2020). Auch eine Regulation der
Transkripte desmosomaler Gene durch die Bindung von RBP an GQS ist denkbar. So konnte eine
Stabilisierung der PKP2-mRNA durch FXR1 nachgewiesen werden (Hofmann et al. 2006; Fi-
scher-Keso et al. 2014). Zwar ist der genaue Mechanismus hierfiir noch nicht bekannt, in der 3"-
UTR der PKP2-mRNA finden sich allerdings auch mogliche GQS. Ebenso wird vermutet, G3BP1
erkenne seine targets strukturabhingig (Irvine et al. 2004) und es wurde gezeigt, dass es den

Abbau hoch strukturierter RNAs vermittelt (Fischer et al. 2020).

Weitere regulatorische Elemente

In der 3'-UTR dreier desmosomaler Transkripte fanden sich Alu-Elemente. Durch welche RBP
diese gebunden werden und welche funktionellen Konsequenzen sich aus moglichen Interaktio-
nen ergeben ist bisher ungeklért. Lee et al. (2010) beschrieben Nukleotidsequenzen, die mit einer
langen bzw. kurzen HWZ assoziiert waren. Trotz der iiberdurchschnittlich langen HWZ der meis-
ten Transkripte desmosomaler Gene, fanden sich in deren 3"-UTR deutlich mehr destabilisierende
als stabilisierende Elemente. Vor allem die Transkripte der desmosomalen Cadherine, DSP und
PKP?2 wiesen dabei eine dhnlich groBe Anzahl destabilisierender Elemente auf, wie die ARE in
der 3’-UTR der IL2- und IL3-mRNA. Eine regulatorische Relevanz ist daher denkbar, es bedarf

allerdings noch weiterer Untersuchungen, um diese zu bestitigen oder néher zu beschreiben.

5.2 Desmosomale Transkripte interagieren mit einer Vielzahl an RBP

Uberdurchschnittlich lange 3'-UTR, iiberdurchschnittlich lange HWZ sowie zahlreiche regulato-
rische Elemente legen eine Regulation desmosomaler Transkripte nahe. Um einen ersten Ein-
druck zu erlangen, wie viele und welche RBP potenziell mit desmosomalen Transkripten intera-
gieren, wurden die Datenbanken AURA, EONCORI, POSTAR2 und ATTRACT nach Angaben
zu entsprechenden Interaktionen durchsucht. Fiir eine Interaktion mit desmosomalen Transkrip-
ten konnten zahlreiche RBP als potenzielle Interaktionspartner eruiert werden. Dass die Daten-
banken ENCORI und POSTAR?2 dabei eine deutlich groflere Anzahl an RBP als die Datenbank
AURA auffiihren, liegt zum einen in dem deutlich groBeren Datenvolumen von ENCORI und
POSTAR gegeniiber AURA begriindet, zum anderen konnte die Befragung von AURA jeweils
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auf die 3"-UTR begrenzt werden, die Ergebnisse aus ENCORI und POSTAR?2 kénnen sich auf
Interaktionen innerhalb der gesamten mRNA beziehen. Fiir die Transkripte von DSCI, DSGI,
DSG3 und DSG4 fanden sich in allen Datenbanken kaum Angaben. Die in den Referenzen der
einzelnen Datenbanken angegebenen Untersuchungen wurden meist in HeLa- oder HEK293-Zel-
len durchgefiihrt, welche die genannten desmosomalen Cadherine nicht exprimieren
(https://www.proteinatlas.org; letzter Abruf 30.08.2020). Entsprechend kann aus dem Fehlen von
Interaktionsdaten nicht auf das Fehlen solcher Interaktionen oder einer Regulation geschlossen
werden. Erwartungsgemaf fanden sich in den Datenbanken fiir die Transkripte mit einer langen
3’-UTR zahlreiche potenzielle Bindungspartner, allerdings ebenso fiir solche mit einer ver-
gleichsweise kurzen 3’-UTR. Dass sich fiir die PKPI-mRNA trotz langer 3’-UTR kaum potenzi-
elle Bindungspartner zeigten, konnte in der fehlenden Expression des Proteins in o.g. untersuch-
ten Zelllinien begriindet sein (ebd.). Beim Vergleich potenzieller Bindungspartner innerhalb der
Genfamilien (Desmocolline, Desmogleine, Plakophiline) zeigten sich nur sehr wenige Ubereinst-
immungen. Aufgrund ihrer individuellen Expression innerhalb der Schichten der Epidermis und
einzelnen Gewebearten, wiirde man allerdings auch keine gemeinsame Regulation erwarten. Der-
selbe Vergleich innerhalb funktioneller Gruppen (Zuordnung anhand der Expression in den ver-
schiedenen Schichten der Epidermis) zeigte dagegen zahlreiche Gemeinsamkeiten. Eine dhnliche
Regulation der Transkripte innerhalb einer solchen Gruppe scheint vor allen fiir die Keratinozyten
naheliegend. Auf ihrem Weg durch die verschiedenen Schichten der Epidermis unterliegt die Zu-
sammensetzung der Desmosomen mehreren Verdnderungen (Kottke et al. 2006). Eine parallele
Hemmung bzw. Forderung der Expression mehrerer desmosomaler Gene kdnnte posttranskripti-
onell {iber spezielle Gruppen von RBP reguliert sein. Trotz der fortwdhrenden Prézisierung der
Hochdurchsatzverfahren, deren Informationen die Datenbanken sammeln, kdnnen falsch positive
Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden. Gerade durch die Induktion von Bindungen zwischen
Proteinen und benachbarten Nukleinsduren konnen auch benachbarte Strukturen ohne Bindung
unter physiologischen Bedingungen, assoziiert erscheinen (Ule et al. 2005; Zhang et al. 2015). Es
ist allerdings essenziell, die funktionelle Bedeutung einer Interaktion zwischen den potenziellen
Interaktionspartnern und einzelnen Transkripten zu validieren. Die hier vorgestellten Ergebnisse
konnen als Anregung fiir eine solche systematische Untersuchung der Regulation desmosomaler

Transkripte durch RBP verstanden werden.

5.3 Experimentelle Untersuchungen offenbaren weitere Hinweise auf eine Regulation
desmosomaler Transkripte durch RBP

Auf der Grundlage einer zu Beginn der Arbeiten durchgefiihrten Datenbankenanalyse wurden fiir

erste Pilotexperimente die RBP ELAVLI, und TIAL1 ausgewihlt, um weitere Hinweise fiir die

posttranskriptionelle Regulation desmosomaler Transkripte zu sammeln. Aufgrund publizierter

Hinweise auf eine Regulation der DSP- und PKP2-mRNA (Fischer-KeSo et al. 2014) durch
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G3BP1 wurde dieses RBP ebenfalls fiir die experimentellen Untersuchungen ausgewihlt. Die
angewandten Methoden ermdglichten eine Analyse des Einflusses der RBP auf die Menge des-
mosomaler Proteine bzw. die Menge der mRNA entsprechender Gene. Insgesamt sind die beo-
bachteten Effekte gering und erlauben daher keine eindeutigen Schlussfolgerungen. Ein Grund
konnte darin liegen, dass das Zeitfenster zwischen einer erheblichen Reduktion des RBP durch
knockdown und Einfluss auf die Ziel-RNA aufgrund einer moglicherweise langen HWZ nicht
ausreichend grof3 war. Zudem ist es moglich, dass verwandte Proteine mit iiberlappender Funktion
(ELAVLI und ELAVL2, TIALI und TIA1) sich gegenseitig ersetzen konnen und dadurch ein
moglicher Effekt weiter verringert wird (Meyer et al. 2018). Regulatorische Einfliisse ohne Aus-
wirkung auf die Menge des jeweiligen Transkripts bzw. des codierten Proteins entziehen sich
zudem den Beobachtungen. Durch die Immunfluoreszenzfirbungen konnten Anderungen der Lo-
kalisation eines Proteins innerhalb der Zelle sowie eine Verteilung der Desmosomen beobachtet
werden. Fiir die Beurteilung ultrastruktureller Verdnderungen der Desmosomen wiren z.B. elekt-
ronenmikroskopische Untersuchungen notwendig. Die Kulturbedingungen lieferten den Zellen
stets ein homdostatisches Milieu, unter dem sie eine vorwiegend einschichtige Zellkultur bildeten.
Da die Genregulation oft eine Reaktion auf intra- bzw. extrazellulare Reize darstellt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Einfliisse eines RBP unter Stressbedingungen verstirkt bzw. abge-
schwicht wiirden (Miiller et al. 2021). Von den vorwiegend in suprabasalen Zellen mehrschich-
tiger Epithelien exprimierten desmosomalen Genen wurde in den beschriebenen Experimenten
lediglich PKP1 untersucht. Doch gerade die Variation der Zusammensetzung der Desmosomen
in den einzelnen Schichten der Epidermis lésst die Komplexitit der Regulation desmosomaler
Gene erahnen. Grundsitzlich konnen humane Keratinozyten (allerdings nicht HaCaT) in einer
3D-Kultur vollstindig differenzieren, wihrend sie in einer wie hier verwendeten 2D-Kultur nur
die ersten Differenzierungsschritte durchlaufen (Rikken et al. 2020). Dadurch lésst sich die mehr-
schichtige Epidermis nachbilden (ebd.). HaCaT-Zellen sind hierzu ungeeignet (Maas-Szabowski
et al. 2003; Rikken et al. 2020). Eine solche 3D-Kultur bendtigt einen feeder layler, eine Schicht
aus bestrahlten Fibroblasten, um ein Anheften und Wachsen der Keratinozyten zu verbessern. Sie
muss auf einer hhenverstellbaren Tragerplatte erfolgen, um die Differenzierung der Keratinozy-
ten an einer Luft-Fliissigkeits-Grenze zu einem Hautmodell zu ermoglichen. In einem solchen
Modell konnten differenzierungsabhingige Prozesse der posttranskriptionellen Regulation besser

untersucht werden.

Eine Untersuchung der Auswirkungen der RBP-KD auf die Menge von DSP gelang durch die
SDS-PAGE mit anschlieBendem semidry western blotting aufgrund der GroBe des Proteins
(332 kDa) trotz mehrfacher Modifikation des Protokolls nicht.
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5.3.1 ELAVLI als moglicher Regulator desmosomaler Transkripte

Eine Datenbank gestiitzte Analyse regulatorischer Elemente in den 3"-UTR desmosomaler Tran-
skripte lieB eine Interaktion des RBP ELAVL1 mit nahezu allen desmosomalen Transkripten ver-
muten. Darauf wies auch das Vorhandensein von ARE in den 3"-UTR der DSC2-, DSG2 und
PKP2-mRNAs hin. Nach siRNA-vermitteltem ELAVL1-KD in HaCaT- und MCF7-Zellen deu-
teten sich leichte Verdnderungen der Transkript- und Proteinmengen an, die aber statistisch nur
teilweise signifikant waren. So konnten die gesteigerte Menge von DSG2-mRNA- und Protein
nach KD eine Destabilisierung der DSG2-mRNA durch ELAVLI1 andeuten. Neben den zahlrei-
chen targets, die durch ELAVLI stabilisiert werden (Schultz et al. 2020), sind auch solche be-
schrieben, die durch das RBP destabilisiert werden (Hu et al. 2020; Cammas et al. 2014). Ergeb-
nisse der Datenbankenanalyse sowie Anzahl und raumliche Haufung von ARE in der 3"-UTR der
DSG2-mRNA unterstiitzen eine mogliche Interaktion dieser mit ELAVLI. Eine tendenziell ge-
steigerte Menge des PKP1-Proteins bei minimal reduzierter mRNA-Menge konnte einerseits
durch den Wegfall eines hemmenden Einflusses auf die Translation der PKPI-mRNA nach
ELAVLI1-KD erklart werden, andererseits akkumuliert PKP1 in den Desmosomen der Kera-
tinozyten und Schwankungen in der Ausbildung von Zellkontakten etwa durch ungleiche Zell-
dichte konnen sich in Schwankungen der Proteinmenge zeigen. ELAVLI ist bekannt fiir die Bin-
dung an ARE, doch in der 3'-UTR der PKP1-mRNA findet sich kein klassisches Klasse-I-ARE
und auch die durchgefiihrte IP ergab keinen Hinweis auf eine direkte Interaktion von ELAVLI
mit der PKPI-mRNA. Allerdings enthélt die 3"-UTR zahlreiche nicht klassische AU-reiche Se-
quenzen, sowie das fiir eine ELAVL1-Bindung beschriebene U-Heptamer (Lebedeva et al. 2011).
Da auch die Datenbanken ENCORI, POSTAR2 und ATTRACT die PKPI-mRNA als potenziel-
les ELAVL1-target auffiihren, kann eine Regulation auf der Basis der vorliegenden Daten nicht

ausgeschlossen werden.

Als einziges nicht als potenzielles ELAVL1-target aufgefiihrt wird in den Datenbanken die
PKP3-mRNA. Die beobachtete leichte Reduktion dieser nach ELAVLI1-KD bei gleichbleibender
Proteinmenge war daher unerwartet und scheint daher eher auf experimentelle Schwankungen
zuriickzufiihren zu sein als auf eine tatsdchliche Regulation. Zudem erscheint eine direkte Bin-
dung durch das RBP unwahrscheinlich, da sich in der 3 -UTR der PKP3-mRNA keine ARE fin-
den. Ein indirekter Einfluss z.B. {iber die Bindung an oder die Regulation durch ein weiteres

Protein kann nicht ausgeschlossen werden.

Techasintana et al. (2015) identifizierten etwa 2000 indirekte ELAVLI1-targets in murinen
CD4+ TH2-Zellen (den CD4-Rezeptor exprimierende Typ-2-T-Helferzellen) durch Analysen der
in einer ELAVLI1-IP prézipitierten RNA. Unter den indirekten ELAVL1-targets finden sich Pkp3

und Dsp (ebd.). Unter den 271 direkten in-vivo targets findet sich kein desmosomales Gen, was
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am Ehesten durch den nichtepithelialen Charakter der Zellen und der fehlenden Desmosomenbil-

dung zu erkldren sei diirfte.

Um der Frage nachzugehen, ob einzelne Transkripte desmosomaler Gene direkt durch ELAVLI
reguliert werden, wurde das RBP aus einem HaCaT-Lysat prazipitiert. Dabei konnte eine Anrei-
cherung der bekannten targets MYC und CDH1 im Eluat nachgewiesen werden. Die Coprézipi-
tation der mRNAs von DSC3, DSG2 und PKP2 unterstiitzte die Annahme einer Regulierung die-
ser Transkripte durch ELAVLI. Fiir eine sichere Evidenz und eine statistische Auswertung der

Anreicherung bedarf es allerdings einer mehrfachen Reproduktion dieser Ergebnisse.

Ein Dispase-Assay deutete einen positiven Einfluss von ELAVL1 auf die Stabilitét eines Zellver-
bandes an. Die Limitierung dieses Experiments besteht in der exakten Bestimmung der aus dem
Monolayer gelosten Fragmente. Diese ist bei der gewidhlten Aufnahmetechnik nur ndherungs-
weise moglich. Unerkannt blieben kleinste Zellverbiande oder einzelne Zellen, die sich unter der
mechanischen Belastung ablosten. Nach ELAVL1-KD zeigte sich die Menge desmosomaler Pro-
teine weitgehend nicht signifikant veréndert, oder tendenziell gesteigert. In welchem Zusammen-
hang diese quantitativen Verdnderungen desmosomaler Proteine zu den funktionellen Verinde-
rungen stehen gilt es zu kldren. Die Beobachtungen bediirfen daher einer weiteren Validierung.
Sie werden jedoch gestiitzt durch die Untersuchungen von Yu et al. (2016), die eine herabgesetzte
Barrierefunktion eines Epithels nach ELAVL1-KD beobachteten, welche sie auf die Regulation
der CDHI-mRNA durch das RBP zuriickfiihren konnten.

Es lasst sich festhalten, dass in silico Analysen nahezu alle desmosomalen Transkripte als poten-
zielle targets des RBP ELAVLI1 beschreiben. Ein siRNA-vermittelter KD deutete Einfliisse auf
desmosomale Transkripte an. Durch Co-Prazipitation des RBP mit der mRNA von DSC3, DSC2
und PKP2 konnte die vermutete Interaktion experimentell bekraftigt werden. Neben der bereits
zuvor beschriebenen Bedeutung fiir die Barrierefunktion eines Epithels deutete sich in dieser Ar-
beit ein forderlicher Einfluss auf die Stabilitét eines Zellverbandes an. ELAVLI lokalisiert vor-
wiegend im Zellkern und wird in Phasen des Zellstress ins Zytoplasma verlagert, um dort ent-
sprechende Zieltranskripte zu binden (Kim und Gorospe 2008; Grammatikakis et al. 2017). Ein
Einfluss auf die posttranskriptionelle Regulation desmosomaler Transkripte in Keratinozyten

konnte also auch durch Verletzungen oder inflammatorische Dermatosen verstarkt werden.
5.3.2 G3BP1 als moglicher Regulator desmosomaler Transkripte

Hohe Standardabweichungen sowie geringe Unterschiede der relativen Protein- bzw. RNA-

Menge nach G3BP1-KD im Vergleich zu mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfizierten
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Zellen erschwerten eine Beurteilung der Beobachtungen. Dennoch soll versucht werden einige

Hinweise auf eine Regulation desmosomaler Gene durch G3BP1 einzuordnen.

In HaCaT und MCF7 ergab sich nach G3BP1-KD der Anhalt fiir eine Reduktion sowohl der
PKP2-mRNA als auch des PKP2-Proteins. Unterstiitzt wird die Annahme einer Regulation der
PKP2-Expression durch einen Anstieg der PKP2-mRNA nach Uberexpression des RBP in HeLa-
Zellen sowie die Anreicherung der PKP2-mRNA in der G3BP1-IP. Die PKP2-mRNA scheint
durch G3BP1 stabilisiert zu werden. In welchem Zusammenhang dies zu der bekannten Stabili-
sierung der PKP2-mRNA durch FXR1 und PKP3 steht, ist bisher ungekléart (Hofmann et al. 2006;
Fischer-Keso et al. 2014). Auch die DSG2- und DSC3-mRNA konnten in der G3BP1-IP angerei-
chert werden. In HaCaT zeigten sich DSG2-mRNA und Protein nach G3BP1-KD allerdings un-
verdndert, wihrend sich allerdings bei hohen Schwankungen eine leichte Reduktion der DSC3-
mRNA anzudeuten schien. Letzteres kdnnte tiber eine direkte Bindung und Degradation des Tran-
skripts erfolgen. Die 3'-UTR der DSC3-mRNA bietet hierzu aufgrund ihrer Linge zahlreiche
Moglichkeiten.

Bei unverdnderter Proteinmenge und geringem Anstieg der mRNA-Menge deutete sich nach
G3BP1-KD in der Immunfluoreszenzfirbung eine Akkumulation von PKP1 im Zellkern an. Eine
fehlende Anreicherung der PKP/-mRNA in der G3BP1-IP spricht gegen eine direkte Regulation
des Transkrtips. Stattdessen konnte der Einfluss von G3BP1 auf intrazellulare Signalwege (Alam
und Kennedy 2019) eine posttranslationale Modifizierung von PKP1 induzieren, welche die Lo-
kalisation des Adhérenzproteins dndert. Eine mogliche Verbindung beider Proteine konnte {liber
den PI3K/AKT-Signalweg bestehen (Phosphoinositid-3-Kinase, Proteinkinase B). Eine Phospho-
rylierung von Pkpl durch Akt2 flihrt in Mauskeratinozyten zu einer Verlagerung des PkP1 von
der Zellmembran ins Zytoplasma, was mit einer Funktionsdnderung einhergeht (Wolf et al. 2013;
Miiller et al. 2021). G3BP1 wurde als Aktivator der AKT in Magenkarzinomen beschrieben, in
denen das RBP mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Min et al. 2015; Zhao et al. 2021; Ge
et al. 2022).

5.4 TIAL1 als méglicher Regulator desmosomaler Transkripte

Aufgrund der relativen Haufung von ARE in der 3"-UTR der DSC2-, DSG2 und PKP2-mRNA
sowie dem Vorhandensein putativer alternativer splicing sites in der mRNA von JUP, DSCI,
DSC2, DSC3 und PKPI und APAs in der mRNA von DSGI und DSG2, kénnen diese Transkripte
als potenzielle TIAL1-targets angenommen werden. Die Datenbankenanalyse unterstiitzt diese
Uberlegungen und fiigt DSP als mdgliches target hinzu. Ein siRNA-vermittelter TIAL1-KD war

nicht sehr effizient und fiihrte nur zu einer méfBigen Reduktion von 77/4L/-mRNA und Protein.
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Es ist deshalb zu erwarten, dass Auswirkungen auf die Regulation eines potenziellen fargets ge-
ring ausgeprégt sind oder sich einer Beobachtung génzlich entziehen. Zudem weisen die verwand-
ten Proteine TIAL1 und TIA1 nicht nur eine hohe strukturelle Ahnlichkeit auf (Ubereinstimmung
in Primérsequenz etwa 76 %), sie teilen auch zahlreiche Funktionen. Auswirkungen zeigten sich
zum Teil erst bei einem Fehlen beider Proteine (Meyer et al. 2018). Mdogliche funktionell rele-
vante Interaktionen von TIAL1 mit Transkripten desmosomaler Gene konnten daher trotz TIAL1-
KD durch Ubernahme der Funktion durch TIA1 verschleiert werden. Die Expressionsanalysen
weisen auf einen moglichen negativen Einfluss von TIAL1 auf die mRNA von DSG2, PKPI,
PKP2 und PKP3 hin, allerdings bei unveridndertem Proteinlevel. Zahlreiche ARE in der 3" -UTR
sowie die Ergebnisse der Immunprézipitation legen eine Interaktion von TIAL1 mit der DSG2-
und PKP2-mRNA nahe. Ob die nach TIAL1-KD beobachtete Reduktion von DSC2 und DSC3
bei gleichbleibender mRNA-Menge etwa iiber einen Einfluss auf die Translation dieser Tran-
skripte vermittelt wird (Kim et al. 2007), gilt es weiter zu priifen. Datenbankenanalysen legen
beide Transkripte als potenzielle targets von TIAL1 nahe und auch das Vorhandensein putativer
alternativer splicing sites unterstiitzt diese Annahme. Es ergab sich zudem der Anhalt fiir eine

direkte Interaktion des RBP mit der DSC3-mRNA.
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6 Zusammenfassung

Desmosomen sind Multiproteinkomplexe, die Gewebestabilitit und Zellintegritit vermitteln und
deren Bestandteile dariiber hinaus an zahlreichen intrazelluliren Prozessen beteiligt sind. Dabei
unterliegen sowohl die Zusammensetzung eines Desmosoms als auch die Expression seiner Be-
standteile zahlreichen Regulierungen. Uber die posttranskriptionelle Regulation der Expression
desmosomaler Gene durch RBP ist bisher wenig bekannt. Die vorliegende Arbeit liefert einen
ersten systematischen Uberblick iiber Indizien, die fiir eine posttranskriptionelle Regulation spre-
chen. Dazu wurden (1) die 3"-UTR desmosomaler Transkripte auf regulatorische Sequenzen hin
untersucht, (2) Datenbanken nach RBPs als potenzielle Regulatoren desmosomaler Transkripte
durchsucht und (3) erste Pilotexperimente fiir drei Kandidaten RBP durchgefiihrt. Dabei konnten
Hinweise auf eine Regulation desmosomaler Transkripte durch die RBP ELAVLI1, G3BP1 und

TIAL1 gewonnen werden.

Die meist iiberdurchschnittlich langen 3"-UTR desmosomaler Transkripte enthalten zahlreiche
potenziell regulatorische Sequenzen. Aufgrund der groBen Lénge lésst sich allerdings auch eine
komplexe Sekundirstruktur vermuten, die solche Sequenzen unzugénglich machen, gleichzeitig
aber auch weitere Bindungsmotive schaffen kann. Datenbankenanalysen offenbarten eine Viel-
zahl von moglichen Assoziationen von RBP mit Transkripten desmosomaler Gene. Ahnlichkeiten
der beschriebenen potenziellen Interaktionspartner fanden sich vor allem innerhalb funktioneller
Gruppen desmosomaler Gene, was die Annahme einer dhnlichen Regulation bei dhnlichen Ex-
pressionsmustern unterstiitzt. In Pilotexperimenten deuteten sich Hinweise auf eine Regulation
desmosomaler Transkripte durch die RBP ELAVL1, G3BP1 und TIAL1 an. Aufgrund der gerin-
gen Zahl an Replikaten sowie hohen Standardabweichungen sind relevante Anderungen in der
Transkript- oder Proteinmenge nicht abschlieBend zu bewerten. Die hier erhobenen Daten bediir-
fen einer weiteren Validierung und Optimierung der Protokolle. Eine Protein-RNA-Coimmun-
prézipitation fiir die RBP ELAVL1, G3BP1 und TIAL1 lieferte weitere, unterstiitzende Hinweise.
Fir alle drei RBPs konnten bekannte Zieltranskripte im Immunprézipitat nachgewiesen werden,
wihrend sie in einer Kontroll-Immunpréizipitation mit unspezifischem Antikdrper nicht detektiert
werden konnten. DSC3, DSG2 und PKP2-Transkripte wurden mit allen drei RBPs assoziiert ge-
funden, wiahrend PKP1- Transkripte in keiner der IPs nachgewiesen wurden. Ein zuvor beschrie-
bener stidrkender Einfluss von ELAVL1 auf den Zusammenhalt eines Zellverbandes konnte nach-

vollzogen werden.

In Zusammenschau aller Ergebnisse ergeben sich aus dieser Arbeit zahlreiche Hinweise auf eine
posttranskriptionelle Regulation desmosomaler Transkripte und damit Ansatzpunkte fiir weiter-
fiihrende Untersuchungen zur posttranskriptionellen Regulation der Expression von desmosoma-

len Transkripten bzw. Proteinen.
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8 Thesen

1 - Die Expression desmosomaler Proteine unterliegt einer engen Regulation.

2 - Die Eigenschaften desmosomaler Transkripte liefern zahlreiche Indizien fiir deren posttran-

skriptionelle Regulation.

3 - Desmosomale Transkripte interagieren mit einer Vielzahl an RBP.

4 - ELAVLI, G3BP1 und TIAL1 assoziieren mit desmosomalen Transkripten.

5 - Desmosomale Gene werden posttranskriptionell durch mehrere RBPs reguliert.

6 - Die vorliegende Arbeit zeigt zahlreiche Ansatzpunkte fiir weiterfithrende systematische Un-

tersuchungen der posttranskriptionellen Regulation desmosomaler Transkripte auf.
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IIT Anhang

i Bedeutung der Desmosomen

Beteiligung desmosomaler Proteine an intrazelluliren Prozessen

Tab. 22 zeigt eine Ubersicht iiber intrazellulire Funktionen desmosomaler Proteine abseits der

Vermittlung eines Zellzusammenhaltes innerhalb der Desmosomen. Fiir einen ausfiihrlichen

Uberblick siehe z.B. Dusek et al. 2007; Miiller et al. 2021; Hegazy et al. 2022.

Tab. 22 | Auswahl an Funktionen desmosomaler Proteine abseits der Vermittlung von Adhésion. Neben der Ver-
mittlung eines stabilen Zellzusammenhalts sind desmosomale Proteine auch in zahlreichen regulatorischen Prozessen
involviert.

Protein Zellulérer Prozess Referenz
DSC2 Hemmung der Proliferation Kolegraff et al. 2011; Jiang und Wu 2020
DSC3 Hemmung der Proliferation Cui et al. 2019
DSG1 Forderung der Keratinozytendifferenzierung Harmon et al. 2013
DSG2 Positiver Einfluss auf Zellproliferation Brenna_n et al. 2007, Kamekura et al. 2014,
Overmiller et al. 2016
Einfluss auf CDH1-Menge und Lokalisation Tsang et al. 2010
DSG3 Mechanotransduktion Uttagomol et al. 2019
Positiver Einfluss auf Zellproliferation Mannan et al. 2011
JUP Hemmung der Proliferation Charpentier et al. 2000
PKP1 Stimulation von Translation und Proliferation Wolf und Hatzfeld 2010; Wolf et al. 2013
mRNA-Metabolismus Hofmann et al. 2006
PKP2 Transkription Chen et al. 2002; Mertens et al. 2001
PKP3 mRNA-Metabolismus Hofmann et al. 2006

Desmosomale Proteine in Zusammenhang mit Krankheiten und Tumoren
Veranderungen der Funktion oder Struktur desmosomaler Proteine durch Mutationen, zelluldre
oder extrazellulédre Einfliisse sind assoziiert mit einer Vielzahl von Hauterkrankungen (Dermato-

sen) und der Entstehung von Tumoren (Tab. 23 - 26).

Tab. 23 | Beispiele von in Tumorgeweben beobachtete Verinderungen desmosomaler Proteine. Sowohl eine ver-
mehrte Expression als auch eine Reduktion desmosomaler Proteine ist mit einer gesteigerten Invasivitit und Metasta-
sierung von Tumoren sowie einer schlechteren klinischen Prognose assoziiert. Symbole: |, reduzierte Expression; 1,
gesteigerte Expression.

Protein Expression = Tumorgewebe Effekt Referenz
DSC2-3 R
DSG1 - 3 Haut, oropharyngeale  Mukosa, 1 Invasivitat Wong et al. 2008; Dusek

Magen, Kolon / Rektum, Harnblase, 1 Metastasierung

DSP l . ) und Attardi 2011; Hatz-
JUP 'I\Dﬂg);tfnt:, Cervix, Endometrium, Broanose feld et al. 2014
PKP1 - 3 | Prog
Lunge, oropharyngeale Mukosa 1 Invasivitat
DSG2 -3 1 Haut ’ Magen, Kolon / Rektum’ 1 Metastasierung Hatzfeld et al. 2014;
PKP1-3 Mamma, Osophagus, Prostata Najor 2018
| Prognose
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Tab. 24 | Beispiele von Erkrankungen, die mit einer Verinderung desmosomaler Proteine assoziiert sind. Ver-
dnderungen desmosomaler Proteine durch Mutationen der entsprechenden Gene, Autoantikrper oder bakterielle
Exotoxine verursachen Krankheiten mit iberméBiger Verhornung, Erosion oder Blasenbildung von Haut und Schleim-
héuten sowie Kardiomyopathien. Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen wie Mb. Crohn sind mit einer Reduktion
desmosomaler Cadherine assoziiert. Abkiirzungen: ARVC, Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie;

Mb., Morbus.

Betroffenes

. Prozess Assoziierte Erkrankung Referenz
Protein
DSC2 Mutation ARVC Simpson et al. 2009; Onoufriadis
et al. 2020
Reduziert Mb. Crohn Gross et al. 2018
DSG1 Mutation Striare palmoplantare Keratose Rickman 1999; Hunt et al. 2001
. Pemphigus vulgaris Amagai et al. 1991; Melchionda
Antikorper Pemphigus foliaceus und Harman 2019
. Impetigo contagiosa .
Exotoxin Staphylococcal scalded skin syndrome Amagai et al. 2000
DSG2 Mutation ARVC ;'“%% et al. 2006; Christensen et
Reduziert Mb. Crohn Sg;%dler et al. 2015; Gross et al.
DSG3 Mutation (?L:ilg suprabasale Akantholyse und Blasenbil- Kim et al. 2019
Antikérper  Pemphigus vulgaris Melchionda und Harman 2019
DSG4 Mutation Gestorte Entwicklung der Haarfollikel Kljuic et al. 2003
DSP Mutation Kardiomyopathie Uzumcu 2005
Mutation Palmoplantare Keratose Armstrong et al. 1999
Mutation ;ﬁaplg:kantholytische Epidermolysis bullosa Jonkman et al. 2005
Mutation CarvajaI-Syndrpm (Wollhgare, Palmoplantare Norgett 2000
Keratose, Kardiomyopathie)
JUP Mutation ARVC McKoy et al. 2000
Mutation Naxos-Syndrom Fritsch und Schwarz 2018, S. 659
Mutation Letale akantholytische Epidermolysis bullosa Cabral et al. 2010; Fritsch und
simplex Schwarz 2018, S. 672
. . .. McGrath et al. 1997; Fritsch und
PKP1 Mutation Skin-fragility-Syndrom Schwarz 2018, S. 672
PKP2 Mutation ARVC Gerull et al. 2004




Desmosomen in knockout-Méusen

Der vollstindige Verlust desmosomaler Proteine hat zum Teil erhebliche Auswirkungen
(Tab. 25). Diese reichen von belastungsinduzierter Herzinsuffizienz (Dsc2), {iber eine gestorte
Entwicklung von Haut, Schleimhduten und Haaren (Dsc1, Dsg3, Dsg4, Pkp3) bis hin zum Ver-
sterben der Embryos bzw. der Jungen (Dsc3, Dsgl, Dsg2, Dsp, Jup, Pkpl, Pkp2). Der gezielte
knockout einzelner Gene in spezifischen Geweben zeigt die gestorte Funktion von Haut und in-

testinaler Schleimhaut durch den Verlust desmosomaler Adhésion.

Tab. 25 | Beispiele von Phiinotypen nach knockout desmosomaler Proteine in Miusen.
Abkiirzungen: h, Stunden; KO, knockout; -/-, homozygoter knockout.

Genotyp Phéanotyp Referenz
Dsc1-/- Epidermale Hyperproliferation Chidgey et al. 2001
Adhésionsdgfekte obere Epidermis
Dermatitis, Uberlebensfahig, fertil
Dsc2-/- Keine pathologischen Veranderungen von Rimpler 2014
Haut, Schleimhauten, Haaren, Nageln, Herz
Herzinsuffizienz unter Belastung
Dsc2-KO in gestdrte Erneuerung und Wundheilung der Flemming et al. 2020

intestinaler Mukosa

Dsc3-/-

Dsc3-KO in Epidermis
Dsg1-/-

Dsg2-/-

Dsg2-KO in

intestinaler Mukosa
Dsg3-/-

Mutationen des
Dsg4-Gen

Dsp-/-

Dsp-KO in Epidermis

Jup-/-

Pkp1-/-

Pkp2-/-

Pkp3-/-

intestinalen Mukosa

Embryos versterben vor Implantation

intraepidermale Blasenbildung
Haarverlust

Versterben innerhalb von 24 h
Wachstumsretardierung
Fragile Haut

Embryos versterben vor Implantation

Gesteigerte intestinale Permeabilitat

Wachstumsretardierung
Oropharyngeale Erosionen
Suprabasale Akantholyse
Haarverlust

Lanceolate hair (wenige, kurze, fragile Haare,
verschwinden nach wenigen Monaten)
Epidermale Hyperproliferation

Embryos Versterben

Gewebe sehr anfallig gegen mechanischen Stress
Lucken zwischen Zellen

Fehlerhafte Inserierung von Keratin

interzelluldre Separation
gestorte Keratin-verankerung

Embryos versterben an Herzfehler
Haut: Blasenbildung, subcorneale akantholyse
Weniger Desmosomen und veranderte Struktur

Versterben innerhalb von 24 h
Verlust desmosomaler Adhasion
Funktionsstérung der Tight junctions
Fragile Haut

Embryos versterben an Herzfehlern
Normale Entwicklung der Epidermis

Gestorte Haarentwicklung (verzdgert, strubbelig, diinn)
Gesteigerte inflammatorische Reaktionen der Haut
(Akute Dermatitis, Pruritus, Haarverlust)
Wachstumsretardierung

Den et al. 2006

Chen et al. 2008

Kugelmann et al. 2019

Eshkind et al. 2002
Gross et al. 2018

Koch et al. 1997; Koch et
al. 1998

Kljuic et al. 2003

Galllicano et al. 1998

Vasioukhin et al. 2001

Bierkamp et al. 1996; Ruiz
et al. 1996

Rietscher et al. 2016

Grossmann et al. 2004

Sklyarova et al. 2008
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ii Regulation der Expression desmosomaler Proteine

Uber die Steuerung der Transkription desmosomaler Gene sowie posttranslationale Modifizie-

rungen desmosomaler Proteine ist bereits einiges bekannt, iiber die Regulation der mRNA des-

mosomaler Gene bisher nur wenig. Tab. 26 zeigt beispielhaft verschiedene Mechanismen, durch

die die Expression desmosomaler Gene reguliert wird.

Tab. 26 | Beispiele fiir Mechanismen zur Regulation von Desmosomen.

Regulierter
Mechanismus

Gen / Protein

Referenz

Transkription

Alternatives Splicing

mRNA beeinflusst
durch miRNA, IncRNA
oder RBP

Phosphorylierung

Palmitoylierung

Ubiquitinylierung

DSC1
DSC2
DSC3
DSG1
DSG2
DSG3
DSP

JUP

PKP1
PKP2
PKP3

DSP

PKP1
PKP2
PKP3

DSP
PKP2

DSG3
DSP
JUP
PKP1
PKP2
PKP3

DSC2
DSG2
DSG3
JUP

PKP2
PKP3

DSC2
DSG2
DSP
JUP
PKP2

Smith et al. 2004

Funakoshi et al. 2008; Kurinna et al. 2014
Cui et al. 2011; Ferone et al. 2013
Ferone et al. 2013; Sherrill et al. 2014
Kume et al. 2013

Mao et al. 2017

Ferone et al. 2013; Qu et al. 2018
Bradley et al. 1993; Hinck et al. 1994
Kaz et al. 2012

Leitner et al. 2011

Aigner et al. 2007; Maynadier et al. 2012

Cabral et al. 2012

Schmidt et al. 1997
Mertens et al. 1996
Muahmer et al. 2014

Whitman et al. 2011
Fischer-Ke$o et al. 2014

Aoyama et al. 1999; Nguyen et al. 2003
Amar et al. 1999; Kroger et al. 2013
Gaudry et al. 2001; Miravet et al. 2003
Wolf et al. 2013; Lee et al. 2017

Muller 2003; Mdiller et al. 2021

Roberts et al. 2013; Neuber et al. 2015

Roberts et al. 2014; Roberts et al. 2016

Kim et al. 2011; Wagner et al. 2012
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iii Chemikalien

Puffer und Losungen

Tab. 27 | Ubersicht eingesetzter Puffer und Losungen.

Puffer / Losung

Zusammensetzung

6-fach-DNA-Ladepuffer

Blotpuffer 1

Blotpuffer 2

Blotpuffer 3

DMEM

ECL-Lésung 1
ECL-Lésung 2

Elektrophoresepuffer

IP-Lysepuffer

Mowiol

MT-Puffer

PBS

PBSE

Ponceau-Ldsung

SDS-Lysepuffer

SDS-Probenpuffer

Stripping-Puffer

TBE

0,25% (w/v) Bromophenolblau
40% (v/v) Glycerin

100 mM EDTA

0,1% (v/v) SDS

0,3 M Tris/HCI (pH 10,4)
20% (v/v) Methanol

25 mM Tris/HCI (pH 10,4)
20% (v/v) Methanol

25 mM Tris/HCI (pH 9,4)

40 mM g-Aminocapronsaure
20% (v/v) Methanol

4,5 g/l Glukose

1 mM Natriumpyruvat

1 mM L-Glutamin

100 mM Tris/HCI (pH 8,5)

25 mM Luminol

0,4 mM Cumarsaure

100 mM Tris/HCI (pH 8,5)
0,02% (v/v) H20,

25 mM Tris/HCI

19,2 mM Glycin

0,1% (v/v) SDS

10 mM Hepes

5 mM MgCl,

0,5 % (v/v) NP-40

150 mM KCI

pH 7,4

5% (w/v) Mowiol

30% (v/v) Glycerin

0,25% (w/v) 1,4-Dizabicyclo[2.2.2]octan
(DABCO)

100 mM Pipes (pH 6,9)

4 M Glycerin

2 mM EDTA

1mM EGTA

0,5% (v/v) Triton X-100

135 mM NaCl

2,5 mM KClI

10 mM Natriumhydrogenphosphat
1 mM Kaliumdihydrogenphosphat
pH7,4

135 mM NaCl

2,5 mM KClI

10 mM Natriumhydrogenphosphat
1 mM Kaliumdihydrogenphosphat
0,5 mM EDTA

pH7,4

2% (w/v) Ponceau S

30% (w/v) Trichloressigsaure
30% (w/v) Sulfosalicylsaure
20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

1% (w/v) SDS

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

1 mM Pefabloc SC®

5 mM NaF

1 mM NaVO;

250 mM TRIS/HCI (pH 6,8)

8 % (v/v) SDS

30 % (v/v) Glycerin

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0.2 M Glyzerin-HCI (pH 2.5)
0.05% (v/v) Tween20

445 mM Tris

445 mM Boronsaure

10 mM EDTA
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Fortsetzung Tab. 29 | Ubersicht eingesetzter Puffer und Losungen.

Puffer / Lésung

Zusammensetzung

TBS

TBST

Trizol

Trypsingebrauchslésung

100 mM Tris-HCI (pH 7,6)

1 mM NaCl

100 mM Tris-HCI (pH 7,6)

1 mM NaCl

0,1 % (v/v) Tween 20

0,8 M Guanidiniumthiocyanat
0,4 M Ammoniumthiocyanat
0,1 M Natriumacetat (pH 5,0)
5 % (v/v) Glycerin

48 % ROTI®-Aqua-Phenol
0,25 % (v/v) Trypsin

0,2 % (w/v) EDTA in PBS

Kits und Fertigreagenzien

Tab. 28 | Ubersicht eingesetzter Kits und Fertigreagenzien.

Kit / Fertigreagenz

Hersteller

MicroBC Assay - protein quantification kit

Xfect™ Transfection Reagent
Lipofectamine™ RNAIMAX

Uptima (Pittsburgh, USA)

Clontech (Mountain View, Kalifornien, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA)

Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele
Tab. 29 | Ubersicht iiber die Zusammensetzung der eingesetzten SDS-PAGE-Gele.

Bestandteil

Sammelgel

Trenngel 8 %

Trenngel 10 %

(Bis-)Acrylamid (1:37,5)
SDs

Tris-HCI
Tetramethylethylendiamin
Ammoniumperoxidsulfat

3,9 % (vIv)

0,1 % (viv)
0,125 M (pH 6,5)
0,025 - 0,1 % (v/v)
0,025 - 0,2 % (v/v)

8 %

0,1 % (viv)
0,375 M (pH 8,8)
0,025-0,1 % (v/v)
0,025 -0,2 % (v/v)

10 %

0,1 % (viv)
0,375 M (pH 8,8)
0,025-0,1 % (v/v)
0,025 -0,2 % (v/v)

Primérantikorper

Tab. 30 | Ubersicht der eingesetzten Primirantikorper fir WB und IF-Analysen. Abkiirzungen: mAK, mono-
klonaler Antikdrper; pAK, polyklonaler Antikorper.

Antigen Bezeichnung  Organismus, Typ Hersteller Verd‘lljvanung Verdl:lr:mung
Katalognum- . Progen (Heidelberg, .
DSC2 mer- GP542 Meerschwein, pAk Deutschiand) 1:1000
Katalognum- . Progen (Heidelberg, .
DSC2 mer: 610120 Kaninchen, pAk po iiechland) 1:1000
DSC3 U-114 Maus, mAk Progen (Heidelberg, 1:50
Deutschland)
DSG1 +2 DG3.10 Maus, mAk Progen (Heidelberg, 1:500
Deutschland)
Multiepitop Progen (Heidelberg, .
DSP1 +2 2.15217,220 Maus, mAk Deutschland) 1:100
DSP 616 Kaninchen, Serum M. Hatzfeld 1:4000
Santa Cruz Biotechnology .
ELAVLA 3A2 Maus, mAk (Dallas, Texas, USA) 1:1000
Santa Cruz Biotechnology .
G3BP1 H-10 Maus, mAk (Dallas, Texas, USA) 1:1000
Sigma Aldrich (St. Louis, .
JUP 15F11 Maus, mAk Missouri, USA) 1:250
PKP1 10B2 Maus, mAk Santa Cruz Biotechnology 1:500

(Dallas, Texas, USA)
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Fortsetzung Tab. 32 | Ubersicht der eingesetzten Priméirantikérper fiir WB und IF-Analysen.

Antigen Bezeichnung

Organismus, Typ

Hersteller Verdiinnung  Verdiinnung

WB IF

PKP1 2D6 Maus, mAk Progen (Heidelberg, 1:25

Deutschland)
PKP1 667 Kaninchen, Serum M. Hatzfeld 1:500
PKP2atb  PP2/62 Maus, mAk Progen (Heidelberg, 1:200

Deutschland)

Santa Cruz Biotechnology .
PKP3 23E3/4 Maus, mAk (Dallas, Texas, USA) 1:200
PKP3 Head-mix #2 Meerschwein, pAk ESL Peptlde Specialty La- 1:500

oratories
. Sigma Aldrich (St. Louis, .

Tubulin DM1A Maus, mAk Missouri, USA) 1:1000

BD Transduction Labora-
TIAL1 610352 Maus, mAk tories (Franklin Lakes, 1:3000

New Jersey USA)

Sekundirantikorper

Tab. 31 | Ubersicht der eingesetzten Sekundirantikérper fir WB- und IF-Analysen. Die angegebenen Sekun-
dérantikorper fiir die IF waren mit den angegebenen Farbstoffen und die Sekundérantikorper fiir den WB mit der Meer-
rettich-Peroxidase (HRP) konjugiert. Abkiirzungen: HRP, Meerrettich-Peroxidase; pAK, polyklonaler Antikorper.

Verdiinnung Verdiinnung

Antikorper Organismus, Typ Hersteller WB IE
Anti-Guinea Pig-HRP 1:20000

Anti-Guinea Pig-Alexa 488 - Yl 1:250
Anti-Maus-HRP S s3% 1:20000

Anti-Maus-Cy3 3 g £ 2 1:500
Anti-Rabbit-HRP w T a 1:20000
Anti-Rabbit-Alexa 488 1:250

IP-Antikorper

Tab. 32 | Ubersicht der Antikorper fiir Ko-Immunprizipitation von Proteinen und RNA. Als Kontrolle diente
Das unspezifische Serum einer nichtimmunisierten Maus. Abkiirzungen: mAk, monoklonaler Antikdrper.

Antigen AK-Bezeichnung Organismus, Typ Hersteller

Kontrolle unspezifisches Maus-IgG Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA)
ELAVLA 3A2 Maus, mAk Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA)
G3BP1 H-10 Maus, mAk Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA)
TIALA 610352 Maus, mAk BD Transduction Laboratories (Franklin Lakes,

New Jersey USA)

qRT-PCR-Primer

Unter Zuhilfenahme des frei zugénglichen online-tools Primer-BLAST des NCBI (National Cen-

ter for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) wurden fiir

den Nachweis verschiedener Gene PCR-Primer designt. Dabei wurden folgende Anderungen zu

den gegebenen Grundeinstellungen vorgenommen:

- Produktgréfle 75 - 200 Basen

- Optimale Schmelztemperatur 60 °C

- Primerpaar muss durch ein Intron von mindestens 500 Basenpaaren getrennt sein

- Vorhergesagte Refseq Transkripte sollen nicht in die Suche einbezogen werden
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- Primer sollen mindestens 4 - 5 mismatches zu ungewollten targets haben und davon
mindestens 3 - 4 innerhalb der letzten 5 Basenpaare am 3'- Ende
- Primer soll Splicevarianten amplifizieren kénnen
- GC-Anteil 40 - 60 %
- Maximale Anzahl sich wiederholender Mononucleotide 3
Aus den errechneten Resultaten wurden jeweils mehrere Primerpaare bei der Firma Sigma-Ald-

rich (St. Louis, Missouri, USA) bestellt.

Die bestellten Primer wurden nach kurzem Zentrifugieren (1 min; 13 000 rpm; Heraeus Pico 17)
mit DNase-freiem Wasser im vom Hersteller angegebenen Verhéltnis gelost, auf eine Konzent-
ration von 100 uM verdiinnt und leicht schiittelnd inkubiert (30 min; 37 °C). AnschlieBend wurde
ebenfalls mit DNase-freiem Wasser eine Arbeitslosung mit einer Konzentration des forward und
reverse Primers von jeweils 10 uM hergestellt. Die Losungen wurden bis zur Verwendung bei -

20 °C gelagert.

Zur Uberpriifung der Qualitit der einzelnen Primerpaare wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt (Ka-
pitel 3.4.10) und im Anschluss drei Qualititskontrollen durchgefiihrt. Hierzu wurde RNA aus
unbehandelten HaCaT isoliert und je Primerpaar zwei Verdiinnungsreihen (cDNA unverdiinnt;
1:4,1:16, 1:64, 1:256, ohne cDNA) getestet. Zur Kontrolle des einzelnen Versuchs wurden je 96-
well-Platte zwei Verdlinnungsreihen mit einem bekannten Primerpaar fiir das Gen POLR2A
(RNA polymerase II subunit A) getestet. Nur wenn folgende drei Qualititsmerkmale erfiillt wur-

den, wurde ein Primerpaar fiir weitere Experimente verwendet.

(1) Im Anschluss an die qRT-PCR wurden die jeweiligen Schmelzkurven auf das Vor-
handensein mehrerer Produkte analysiert. Fiir die spatere Verwendung durfte hier kein zweites
Produkt vorhanden sein.

(2) Aus jeder Verdiinnungsreihe wurden Proben mittels Agarosegelelektrophorese aufge-
trennt. Fiir die spitere Verwendung durfte hier nur ein Produkt in der erwarteten GroBe klar er-
kennbar sein.

(3) Die ct-Werte der einzelnen Verdiinnungsreihen wurden gegeniiber der relativen DNA -
Menge logarithmisch aufgetragen und aus dem Anstieg der entstandenen Gerade (m) die PCR-

Effizienz ermittelt (Rasmussen 2001 in Meuer et al. 2001).

-1
PCR — Effizienz [%] = 10Gwnio’

Fiir eine gute Vergleichbarkeit der spéteren Ergebnisse sollte die PCR-Effizienz moglichst 100 %
betragen, was je Zyklus eine Verdopplung der DNA-Menge anzeigt. Toleriert wurden hierbei
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90 % - 110 %, wobei jeweils das Primerpaar bevorzugt gewéhlt wurde, dessen Effizienz niher an
100 % lag. Eine von 100 % abweichende Effizienz bedeutet eine Vermehrung der DNA-Menge
je PCR-Zyklus um < bzw. > 2.

Um nach der qRT-PCR die GroBe des entstandenen PCR-Produktes zu priifen, wurden 10 pl
PCR-Produkt mit 2 ul 6-fach-DNA-LoadingDye iiber ein 1,5%iges Agarosegel aufgetrennt
(20 min; 120 V). Als GroBenvergleich diente der Marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Fiir die spitere Verwendung durfte
anschlieBenden Fluoreszenzaufnahme (Fusion-SL 3500.WL, Peqglab, Erlangen, Deutschland) nur

ein Produkt in der erwarteten Grof3e klar erkennbar sein.

Tab. 33 | Ubersicht der verwendeten qRT-PCR-Primer. Aufgefiihrt sind die Sequenzen der forward (F) und re-
verse (R) Primer, die zur Analyse der entsprechenden Transkripte eingesetzt wurden.

Zielgen Transkript Richtung Sequenz 5> 3

i NM_001686.3 R AGGOAGCTAGOAGATCGACA
psc2 NM_0244224 " COCAGAGACCAGCGTAMAGA
pscs NM_001941.4 R TGGCATGCGGTCTTOATTCT
D62 NM_001043.4 R TTTGTTGCAGCAGCACACTS
DsP NM_004415.3 R CAGAAGGCTOTCTCTTTOOTGTA
ELAVLT V001412 " AAACCOOATARAGGCAGCG
CDH! NM_0TSITIEST g CGACGTTAGOCTCATICTCA
G3eP1 NM_005754.2 R GCOTGOTTCAGCAGTOTOTAR
s NM_021991.2 R CCTGOTACAGOAGCAGOTTG
mvc NM_002467.4 . TTCTCOTCOTGATCBOAGTA.
PKP1 NM_000299.3 R COGAACAAGAGOCAGAAGCTG
PKP2 NM_O010052422 g GTCOCOTGOATTCTGATAAG
PKP3 NM_0013030291 CTTGTTGTCAGOGTTGTCOT
KP4 NM_003628.4 R TCOCTCAGTTTCATGOAGAGAT
POLR2A NM_000937.4 R TOTGTCTGTGOCAAGTGCAT
ALt NM_022173.2 R TTCTGGGCTGAGATCACOAAG
e NM_000594.3 R AGAAGATGEGOTAGAGGCTT
Plasmide

Tab. 34 | Ubersicht iiber eingesetzte Vektoren.

Vektor Exprimiertes Protein Hersteller

RGPt FNelr Dlrir errvert
pEGFP EGFP Clontech (Mountain View, Kalifornien, USA)
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iv Geriite und Software

Gerite

Tab. 35 | Ubersicht iiber die verwendeten Geriite.

Gerat Hersteller Sitz

Axio Cam Mrm Rev3 Carl Zeiss Jena, Deutschland
Axio Observer - Mikroskop Carl Zeiss Jena, Deutschland
Biometra® Standard Power Pack P25 Analytik Jena AG Jena, Deutschland

Cyro 1°C Freezing Container

Digitalkamera
Panasonic Lumix DMC-FZ45

Dry bath FB15103

Eppendorf Pipetten

Epson Perfection V6000
Photo Scanner

EVOS FL Cell Imaging System
Fusion-SL 3500.WL

GeneQuant 1300 V1.6.1

Heidolph Duomax 1030 -
Wippschuttler

Hera Safe — Sterile Arbeitsbank
Heraeus Pico 17 — Zentrifuge
Hettich Mikro 220R - Kihlzentrifuge

Impuls Sealer
Inkubatoren

Kihlschrank Profi Line
Kihlschrank Comfort NoFrost

Magnetrihrer

Mini-PROTEAN-System -
Elektrophoresekammer

Minischittler MS2

Nanodrop Spectrophotometer ND-1000

Neubauer Zahlkammer

Objektiv EC ,Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil

DIC M27

Objektiv ,Plan-Apochromat” 63x/1,40 Oil

DIC M27
pH-Meter MultiCal pH 526

Power Supply Consort EV231
Prazisionswaage SBC 51
RT-gPCR LightCycler® 480
SB3 Stuart - Drehrad
Scotsman AF103 Ice Flaker
SemiDry Blotting System
ThermoCycler T3
Thermomixer comfort

Hettich Universal 16 - Zentrifuge
UV-Tisch

Vortex Gene 2

VWR® Power Source

Wasserbad

Nalgene Nunc International
Panasonic

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Epson

Thermo Fisher Scientific
Peqglab

GE Healthcare

Schiitt Labortechnik

Kendro
Heraeus Instruments
Hettich

Burghardt GmbH

Heraeus Instruments
MMM Medcenter Einrichtungen
GmbH

Liebherr
Liebherr
IKA®

Bio-Rad
IKA®
Thermo Scientific

Marienfeld

Carl Zeiss

Carl Zeiss

WTW

Sigma Aldrich

Scaltec

Roche

Dunn Labortechnik GmbH
Scotsman Ice Systems
PeqgLab

Biometra

Eppendorf

Hettich

bts Biotech GmbH
Scientific Industries
VWR

Memmert

Rochester, New York, USA
Kadoma, Japan

Waltham, Massachusetts, USA

Hamburg, Deutschland
Suwa, Japan

Waltham, Massachusetts, USA
Erlangen, Deutschland

Munchen, Deutschland
Gottingen, Deutschland

Langenselbold, Deutschland
Hanau, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland
Stuttgart, Deutschland

Hanau, Deutschland
Planegg, Deutschland

Bulle, Schweiz
Bulle, Schweiz

Staufen, Deutschland
Minchen, Deutschland

Staufen, Deutschland
Bonn, Deutschland

Lauda-Kénigshofen, Deutschland

Jena, Deutschland

Jena, Deutschland

Weilheim, Deutschland
St. Louis, Missouri, USA
Goéttingen, Deutschland
Basel, Schweiz

Asbach, Deutschland
Mailand, Italien

Erlangen, Deutschland
Goéttingen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland
Kraichtal, Deutschland
Bohemia, New York, USA
Radnor, Pennsylvania, USA
Shanghai, China
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Software

Tab. 36 | Ubersicht iiber verwendete Software.

Software Entwickler Sitz

AxioVision 4.8.1 Carl Zeiss Jena, Deutschland

Citavi QSR International Melbourne, Australien
ImageJ Version 1.53a National Institute of Health Bethesda, Maryland, USA

MS Office 365 Word, Excel,

PowerPoint, Publisher Microsoft Redmond, Washington, USA

National Center for Biotechnology Information

PrimerBlast National Institute of Health Bethesda, Maryland, USA
Venn Diagrams VIB / UGent Bioinformatics & Evolutionary Gent, Belgien

Bagga P, D"Antonio L, Bioinformatics,
G-quadruplex-Mapper Ramapo College of New Jersey

https://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php

Vasavada N

ANOVA online tool https://astatsa.com/OneWay Anova_ with TukeyHSD

v Regulatorische Elemente in der 3’-UTR desmosomaler Transkripte

Manuelle Auswertung regulatorischer Elemente

Die dargestellten Sequenzen im FASTA-Format sind den Angaben in der Datenbank AURA ent-
lehnt (http://aura.science.unitn.it/, letzter Abruf 05.08.2020). Gekennzeichnet sind per Unterstrei-
chung Klasse-1-ARE und Varianten dieser mit mehr oder weniger U. Gl markiert sind stabili-

sierende Elemente nach Lee et al. (2010) und ., destabilisierende Elemente.

DSC1

>uc002kwm.2 3UTR

1 ACAGUAAAAGAAGGUGUAUUEHBEEGACARGAUGAGGAGCAUARACAUU
51 GUGAAGACUAC/EEEEE c GUAUAACUAUGAAGGCARAGGUUCUCUGGCC

101  GGCUCAGUAGGUUGCUGCAGCGAUCGGCAGGARGARGAGGGACUGGAGUU
151  UCUAGAUCACCUGGAACCCAAAUUUAGGACAUUAGCAAAGACAUGCAUCA
201  AGAAAUAAAUGUGCCUUUUAAUAGUGUAAUAUCCACAGAUGCAUAAGUAG
251 G ACUUGCAGAAUGUUAGCAGCAUCUGCUAA ETEEEE
301  UGGAGGUAAACUUUGUCA SN GGUAAGGGUACUAUAAAUAUGAGAUU
351  CCCCUACAUUCUCCUUGUCUGGUAUAACUUCCAUGUUCUCUAGARAUCAA
401  GGHBEEEEEEE U~ 2UUCUCUUUUAUAUGC UAUUGCCCUUUUC
451  ACGACUGUACUGUACACCUUCUUGCACCU| UGCAAACUGAUGUUA
501  ClHBEEBEEGCUGUGGAAGAGCAUUUGGGAAAGCUGGGUAUUAUAGAGGCC
551 AAUGAAAGAUGAAUUUGCAUUGUAGAUGUACGAAUUAAAUAUGUUCUUCA
601  AAAUCUUGGGGAGARUUAUGUUCUUAGAACAUAGUUGGUGCCAGAUAAUU
651  GCAUBGEEUECACCUGAGUGGUUUAAARAGGACUUUUAAGUAUUCUUCAG
701  UGCAAUCUUCAG GAUUAAGUUCAUUUCUCUUUUACACHENEEEA
751  [EOECHEAG] Gcucccace ARSIl CUUUCAGGAUCCUUCAGAG
801  CUCAGUCCCUGGACCUCUGCCCAUGUGGA HBBBBlIGUUAGGUCACUCCAA
851  CUUCUAGGGUUCUUGGARAGAUAAGGACCAGAACAAGCUCAUAGCAAAUU
901  GAGGGGCAGAGAUUUUAUGAAGAUUACAUGAGAAGAUUUCCAUGARAGAA
951  UUGCAGCCCUGAGGUCCAUGGGUUGACUUAUGCUCACAAAUAUGUUUCGU
1001 UUGCUCAACAUGGUUUACUACUAACAUUUUAAAAAUAUARARUACUUUAGC
1051 AAAAACAUUCACUCUUGAGUUUGACAUAGGCCUGCCUUAUCUGUGGUUGC
1101 CACCUGCCAUCUCCAAGCAUUUGGACAACUAGCCCUGAUGCAUUAGGCUG
1151 CAACUCUGAUAUACAGAGACUAGCACCUUGAARUAUGCCAGAARAUUGAAUU
1201 ACCAUCUGUAUUAGAACUUAAGACUCAGCCUARAUUUACAGUUACUUUAA
1251 GAAAAUGGGCAGUCAGAAUUAGGGACUAGAANEHEEEUGAGAAACCCCCA
1301 CUCUACUAAAAAUAUAAGAAAUUAGCCGGACAUGGUGGCGAAUGACUGUA
1351 AUCCCAGCUACUCAGGAGGCUGAGGCAGGAGARUCGCUUGARUCCAGGAG
1401 GCGGAGGUUGCAGUGAGCCGAGAUUGCCACUGCACUCCAGCCUGGGERAE
1451 BEGAGCGAAACUCCGUCUC

DSC2

>uc002kwk.3_3UTR

1 ACAAUGAAAGAAAGUGUAUCUGUGUAAUCAAGAUGAAARBEACAAGCAUG
51 CCCAAGACUAUGUCCUGACAUAUAACUAUGAAGGAAGAGGAUCGGUGGCU
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101  GGGUCUGUAGGUUGUUGCAGUGAACGACAAGAAGAAGAUGGGCUUGANEN
151  EEE@GAUAAUUUGGAGCCCAARUUUAGGACACUAGCAGAAGCAUGCAUGA
201  AGAGAUGAEHEHEEUCUARUAAGUCUCUGAAAGCCAGUGGCUUUAUGACU

251  UUUAAAAAAAAUUACAAACCAAGA|NEBBBEEAA 7 GCAGAAGAUGCUAUUU
301  GUGGGGEEEEEU AUUAUUUGGAUGGAAUCUCUUUGGUCARAUGCA
351 CAWCACUAUAAACAAGUACACAA-CA_C
401 Ay zmg-AUCCAAGGAGGUCUACAGAGAAAUUA
451  AAGUCUGCCUU ACAUUUGGGUAUAAUGRCARCAGCC A NS

501  AGUGCAAUAAAAUGUAAUUAAUUCAAGUCCUUAUUAUAGACUAUUUGAAG
551  CACAACCUAAUGGAAAAUUGUAGAGACCUUGCUUUAACAUUAUCUCCAGU
601  UAAUUAAGUGUUCAUGUGGUGCUUGGAAACUGHGHBNECCUGAACAUCY
651  AAAGHEEEEA G2 CUGCAUUCUUGCUAUUAUNEBEMEECUUGUARUGUGACH
701  UUUUCACUGUGCAAAGGGAGAUUUCUAGCCAGGCAUUGACUAUUACAAUU
UCAUUUUGGUGGAGUUUAGUUUUAGGU GRS U~ A AAUCCUGCA
801  CUGAAUCUGUGUEBEEUCUGUUACCUACUUUUGCCAGUGAARUUUAAGUU

851  UUAAAAUACUUUCAGAAUGU| cuacuGCAn SHBBBBEGUCUUUA
901  AAAUGUCAAGUAGC cuy| GUCUCUUUCUGUUUEHEH

951  @Ecc UUUCCAUAUGGGCUAAAGAAUCCAAA
1001 UAUUUUAAAAAUCUG UAAAGUGAAUUAUUCH
1051 [EDDEEEEEEEEE~ UcUAAG UAUUCUUA BB CUUGAAAUCA
1101  UUGUAAUGUUAACUUUGHBEBCAAAUAUCUUGGUGAUUGCUUCAUUAU
1151 TAAACcUUUAAUUUUGCCAUUGAAACUGUAGAACUAU
1201 GCCAUGCU G2 IEEEN G CUCUGUGUURRCRACRAGAAUGGUGU
1251 AAUUAGAAUUGGGAUGUGGA MBI CUGUAUGACAACACAUUUACAGUU
1301 CUGUAAUGCAAGGAUGCAGUUUAAAAAUGUGAAGUAGUGAUGEINBNNGA
1351 AAUAAGCUUUAAAAUAUAGGGAUCUUGAAGGCUCCCUGGGGUAACUAUUU
1401 UAUAACUUAGAUAAAAUGGCUAGUCAUAUCHEHCHEENEEE~ . ~cuvEil
1451 ‘UAUUUUAAGAUUACAAUUUUAACAAAUGUAGAAAUGAGCCAAA

C AAUUUUAAAACAGUAAAACAAAAUGAAACUUAAUAGCUCACAA
1551 AAUUCCAGUCCAUGUUUCAUGACUUAUUUUAGUCAAUGAAUUUUCUHENN
1601 EEACUAAACAUAUGGACAUUUUAAAUGUGUUUCUAAUNEEEEEEAUUAUC
1651 UAUAAUGUGCCUGUCUUCAAUUCACAAGAUUGGGUUAUAACAAUUAUUUG
1701 CCAGAUUAACACUAGGGAAUUAUUUGAUAACCAGCUUAUCUUAUCAGUAG
1751  UBEEEGCUGAUCAGGCAAARAUAGUUUUCCAAAGUU BB UARA
1801 GUAUAUACAAAAUUCUUAUAUAUUACUAGUCAUGAUAAAGUARAUUAAGC

1851  ABEEEEER »~cuuAGUGUGA NS c AUCACAGGUCUGAUAUGAGUU

1901 UAAGGGAUUUCGCACUCCCUGAAUCAGAGAAGUAAGACCCCUUCCUUAGA
1951  UUCCUGUUAUACHEBBEEAA ~ 2 UGUAGA SIS GGAGACAUUUUC
2001 AGUGCAUUGUUAUUGCCA NSRS UARUAUGACUAUUCUARAGGCUGU
2051 GAGGCCAUGGGGUAUUGGUUAAGUUGCUUGCUUUUGCUUUGUCCAUUUUC
2101 AUCAUUUUAAAAUGGGGGAUAAUAACAGA NENBEEBNCCUAGGGCCAUUG
2151 UAAGUCACUUGAAUAAAAAAUAGUUUUGAAGCAUGAGAGUCAUACAGAGC
2201 GGUCCACCUAAAAGGCACUCCUGAUAAUAAUAAAUGAUUUUAAAC

DSC3

>uc002kwi.3 3UUR

1 AAAUUAAACAUAAAAGAAAUUGCAUCGAUGUAAUCAGAAUGAAGACCGCA
51 UGCCAUCCCAAGAUUAUGUCCUCACUUAUAACUAUGAGGGAAGAGGAUCU
101  CCAGCUGGUUCUGUGGGCUGCUGCAGUGAAAAGCAGGAAGAAGAUGGCCU
151  UGACHEBBEEAAUARUUUGGAACCCAL MEBMONN CAUUAGCAGAAGCAU
201  GCACARAGAGAUAAUGUCACAGUGCUACAAUUAGGUCUUUGUCAGACAUU
251  CUGGAGGUUUCCAAARAUAAUAUUGUAAAGUUCAARUUUCAACAUGUANEN
301 UGAUGHEEEEEEE U CUCAAUUUUGAAUUAUGCUACUCACCA NNAUA
351 ‘AAGCAAGUUGUUGCUUAUCUUUUCCAAAAAGUGAAAAAUGUUAA
401  AACAGACAACUGGUAAAUCUCARACUCCAGCACUGGAAUUAAGGUCUCUA
451  AAGCAUCUGCUC CGGAUAUUUUAGUAAUAAAUAUGCU
501  GGAUAARAUAUUAGUC UAGCUAAGUUAUGCUAAU] UUAUU
551  AUGUAUUCACUUUAAGUGAUAGUUUAAAAAAUAAACAAGAAAUAUUGAGU
601  AUCACUAUGUGAAGAARAGUUUUGGAAAAGAAACARUGAAGACUGAAUUAA
651  AUUAARAAUGUUGCAGCUCAUAAAGAAUUGGGACUCACCCCUACUGCACU
701  ACCAAAUUCAUUUGACUUUGGAGGCAAAAUGUGUUGAAGUGCCCUAUGAA
751  GUAGCAAUUUUCUAUAGGAAUAUAGUUGGAAAUAAAEHGHENG

801  UUAUUAUUAAUCAAUGCAAEEBBEMARAUGAAAUGAGAACAAAGAGGAAA
851  AUGGUAAAAACUUGAAAUGAGGCUGGGGUAUASHNIBENCCUACARUAGAR
901  AAARGAGAGAGCUUCCUAGGCCUGGGCUCUUAAAUGCUGCAUUAUAACUG
951  AGUCUAUGAGGAAAUAGUUCCUGUCCAAUUUGUGUAZ NGB 2AAUU
1001 GUAARAUAAAUUARACUUUUCUGGUUUCUGUGGGAAGGAARUAGGGAAUCC
1051 AAUGGAACAGUAGCUUUGCUUUGCAGUCUGUUUCAAGAUUUCUGCAUCCA
1101 CAAGUUAGUAGCAAACUGGGGAARUACUCGCUGCAGCUGGGGUUCCCUGHHE
1151 EEEBGGUAGCAAGGGUCCAGAGAUGAGGH SN U CGGGGAGCUARUA
1201 ACAAAAACAUUUUAAAACUUACCUUUACUGAAGUUAAABGEUCUAUUGCU
1251 GUUUCUAUBCUCUCUUAUAGUGACCAACAUCHBBMAUUUAGAUCCAAR
1301 UAACCAUGUCCUCCUAGAGUUUAGAGGCUAGAGGGAGCUGAGGGGAGGAU
1351 CUUACUGAAAGCACCCUGGGGAGAUUGAUUGUCCUUAAACCUAAGCCCCA
1401 CAAACUUGACACCUGAUCAGGUCUGGGAGCUACAAAAUUUCHINBBBCUC
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1451 BB8rcuccCcCUBBIBCHGAGUGGCAUUGGCCUGAAUCAAGGAAAGCCAGG
1501 CCUUGUGGGCCCCCUUCUUUCGGCUUUCUGCUAAAGCAACRBEUCCAGCA
1551  GAGAUUCCCUUAAGUGACUCCAGGUUUUCCACCAUCCUUCAGCGUGAAUU
1601 UUCAGUUUGCUUUCUCCAGAGAAMAAAAUA-GA

uuuUGAA A A A GAARAAGAUCAAGUUGUCAUUUUAGA
1701 ACAGAGGGAACUUUGGGAGAAAGCAGCCCAAGUAGGUUAUUUGUACAGUC
1751 AGAGGGCAACAGGAAGAUGCAGGCCUUCAAGGGCAAGGAGAGGCCACAAG
1801 GAAUAUGGGUGGGAGUAAAAGCAACAUCGUCUGCUUCAUACUUUUUCCUA
1851 GGCUUGGCACUGCCUUUUCCUUUCUCAGGCERRUEECAACUGCCAUUUGA
1901 GUCCGGUGAGGGAUCAGCCAACEUEUUCHCUAUGGCUCACCUUAUUUGGA
1951 GUGAGAAAUCAAGGAGACAGAGCUGACUGCAUGAUGAGUCUGAAGGCAUU
2001 UGCAGGAUGAGCCUGAACUGGUUGUGCAGAACAAACAAGGCAUUCAUGGG
2051 AAUUGUUGUAUUCCUUCUGCAGCWGCACUAAGAAGGUCUA

2101 UGAAUUAAAUGCCUAUCUAAAAUUCUG CCUACAUUUUCUGUUU
2151 UCUAAUUUGACCCWA-AGACUUAGAC_GC
2201 ccceeeceececd GACGGAGUCUCGCUCUGACGCACAG
2251 GCUGGAGUGCAGUGGCUCCGAUCUCUGCUCACUGAAAGCUCCGCCUCCCG
2301 GGUUCACGCCAUUCUCCUGCCUCAG GAGUAGCUGGGACUACAGG
2351 CGCCCACCACCACGCCCGGCU UAGAGACGGGG
2401 UUUCACUGUGUUAGCCAGGAUGGUCUCGAUCUCCUGACCUCGUGAUCCGC
2451 CUGCCUCGGCCUCCCAAAGUGCUGGGAUUACAGGCAUGACCCACCGCUCC
2501 CGETCCGUUUAAAGUCG_UUUAAUGUAAUCAUUUUGA
2551 AC AAAGUUGAUCAUACGAAUUGGAUCAAUCUUGARAUACUCAA
2601 CCAAAAGACAGUCGAGAAGCCAGGGGGAGAAAGAACUCAGGGCACAAAAU
2651 AUUGGUCUGAGAAUGGAAUUCUCUGUAAGCCUAGUUGCUGAAAUUUCCUG
2701 CUGUAUCCAGAAGCCAGUUUUAUCUAACGGCUACUGAAACACCCACUGHE
2751 [EEEBGCUCACUCCCUCACUCACCGAUCAAAACCUGCUBGEUGECCARGAC
2801 UUUACUAGUGCCGAUAAACUUUCUCAAAGAGCAACCAGUAUCACUUCCCU
2851 GUUUAUAAAACCUCUAACCAUCUCHHBBEECUUUGAACAUGCUGARAACC
2901 ACCUGGUCUGCAUGUAUGCCCGAAUUUGUAAUUCUUUBEUEUEAAAUGAA
2951 AAUUUAAUUUUAGGGAUUCAUUUCUAUAUUUUCACAUAUGUAGUAUUAUU
3001 AUUUCCUUAUAUGUGUAAGGUGAA NN GGUAUUUGAGUGUGCAAGAA

3051 AAUAUEEEEEERE: ~»ccuuuCEEBlBlCCCCcAGUGAAUGAUUUAGA NN
3101 -AUGUAAAUAUACAG“CUUACUUUUAUAAGGAAGCAGCU
G

3151 GUCUARAAUGCAGUGGG canEEEE A » ~.CAGAGUUUUAG
3201 UAUUGCUAUUAAAAGAAGUUACUUUGCUUUUAAAGAAACUUGGCUGCUUA
3251 ARAUAAGCAARAAUUGGAUGCGUAAAGU CAGAUGUGGGGAGA
3301 UGUAAUAAAACAAUAUUAACUUGGUUUC olefe 1 [ehNSN
3351 UUAAAUAAUUCUAAGAUGAUCACUUUGCAAAAUUAUGCUUAUGGCUGGCA
3401 UGGAARUAGEA~UAAUUAUGUCHEEEEEGUAUUARUGGGGAAUAUUUUGG
3451 ACAAUGUUUCAUUAUCAAAUUGUCGACAUCAUUAAUAUAUAUUGUAAUGU
3501 UGGGAAGAGAUCACUAUUUUGAAGCACAGCUUUACAGAUGAGUAUCUAUG
3551 AUACAUANEEEEEAUAAAUUUUGAUUGGGUAUUAAAAGUAUUAGAAGGUG
3601 GUUAUAAUUGCAGAGUAUUCCAUGAAUAGUACACUGACACAGGGGUUUUA
3651 CUUUGAGGACCAGUGUAGUCAAGGGAAAACAUGAGUUAAAAAGAAAAGCA
3701 GGCGAUAUUGCAGUCUUGAUUCUGCCACUUACAGGARUAGAUAACGCCUGA
3751 ACUUUAAUGACAAGAUGAUCCAACCAUAAAGGUGCUCUGUGCUUCACAGU
3801 GAAUCUUUUCCCCAUGCAGGAGUGUGCUCCCCUACAAACGUUAAGACUGA
3851 UCAUUUCAARARAUCUAUUAGCUAUAUCAARAAGCCUUACAUUUUARUAUAG
3901 GUUGAACCAAAAUUUCAAUUCCAGUAACUUCUAUUGUAACCAUUNIEEEE
3951 [BUGUAUGUCUUCAAGAAUGUUCAUUGGHINNNEEENEE? 2 UAGUARRAU
3001 ACCGGAUACAUUUCACGUGUCCUUCAGUAUUGAUUUGGUUGAAUAUUGGG
3051 UCAUAAUGGUUGAGAAGCAUGGACACUAGAGCCAGAAUGCUUGGAUAUGA
3101 AUCCUGGAUCUGUCACUUACUUCHEBBBEACCUUUGAAAGGCUACUUAUU
3151 [BEEUEHEEUAGCUUUCUCAUUAAAAUCAAUGAACARUGCCAGCCUCAUGG
3201 GGUUGUUGAAUGAUUAAAUGAGUUACUAUACCUAAAGUACRUAGAACACU
3251 GCCUGCACAUAGUAAAAGAAUUAUAAGUGUGAGGUAGUUGGUAAAAUUAU
3301 GU

DSG1

>uc002kwp.2 3UTR

1 UCAGGACCCCAGCUCACUUUUUCAUAGUCAUUGUGGUUUAGAUCCAAUUC
51 CCACCACUAARRAACBRACRAUGUG AACGCACAACUUCGUGCUC
101  AGGUCAUCUAGGAGCAAGGUGAG UGAGAAAAAUAAAUGGAA

151  ACACCACUGCUAGGGGAGAGCUCUCCUUAGCAUUCAUAAACUUUUCUCUU
201  AUAUUAGGACUAAGGAACUAAAACUUGAGGCAGAGHEUUCUUUGUGCCUG
251  AGUGGCCUGUAGUCCAUCUCCAGCAUGUAACUGGCCUUACGAUGGCAAUU
301  GGCAUCAUUCUCCUUGCUCHEBBBlGCUUUUCCAUAUAGCUCGAGCARAA
351  UUCAAAAAGAACUAAAUAUGCAAUAUAUGUUCAUAUCUAUGGGAAARAUC
401  vAAAAEEEEECCAGAUGCCCUGUUGGUUUCACAGAUAACAUAARUAAAA
451  AUUCAACCACAGHIBEE? CAAGGGUUAACCHINBBUNEN? GUUUGACU
501  ACAUAGUCAAGUCCACAAGCCAUCAAGCACUCCUACCUUAAUUAUUGCAC
551  UAGAGAAAAUAAAUUCCAAAUUAGGAAGUGUUUCCUAGGAGGAAAAUUCC
601  AUU UGGCARUAGGAUGAGGUUUCUUCAGGGUAARCUAGCAAUGC

XXI



651  CUGAGCCUGAACCUUAAUGUGGGGCCUCAGUUAARUCUCCUGUGGAGUCA
701 AGGAUBEEHTEHGAUUCU 2 BHEHEIE U UUAGUGAUAGAUGUAGUCUUGACG
751  AAUAUUGCUUACUGGUGAGGUUGAGGAAURBEAGACUCGUCUUUCCCUUY
801  ACCACUGUGGUUUUGACUUAAGAAAGCAAAACUCACUAAGUUUACUUCUC
851  GAAUUGAAGCAAGUGAGGCCUGACAUGGUUGUCAUCACUAGUGGCAAAUG
901  ACCUUCCAAGUAAGCAGAUGGGAACUGRAUUG ONele o]
951  [EEBGUAGGUGAUAUUCAUUCGUAUCCAGCUC] ACAUAGCUCUGAA
1001 GUUAAAAUGAUUUACAUAGGCCGAGCUGUGGACAAAAAAAAAAGAAGCAG
1051 CAGCUUGUAGUAUGCUUAAGCUUUGGGGA BEBBBBBEIEA - GGGGAUCUA
1101 AaAAAAEEEEEEE G2 2.CAUGUAAAAUGUUUAAUGGUGAARGUUGGAAAA
1151  GAAUBGUUCUGUAAAGUARUACCAUGCUAAUUAUUCGCUUUUAGUAAGUA
1201 AAGUAGUGGUUGCUUUAGCAAACCUCUGCUGCCAUUUUGCAGGAAUCAAC
1251 CAGGAACCUUUAGCAGAAUUGACAAUAUGGUGUUGAUAAGCAUGAAAUAA
1301 UARGAGARACCUAUUCUGCUAGUUUAUCUCACCCUCUABEBBBECUCACU
1351 AGCAUAAAUUUUAAAUUCCUGAUUUGAUUUGUCAAUAAGAUCUUGGCUUA
1401 UAUAUGCUGHEBBEE? GGUAGUGUCCAAAUUAUAUAGUAUAACAUAUUUU
1451 UCUAGUUUCAAAAUUUAGUAAUGUCC SRS GAUAUAUCAUUUCHENE
1501 |[HEEEEECUAUGUAGUAUUACCCAAUUAAAAAUCUCUAARAAAGAAUUAAAG
1551 CAUUCUAAGAAAAAGGUAAAUUUACUAUUGCAUGGUACAGAA NN C
1601 UUUCUUAAAUACAAUGUUACUAUAAGCUCACUAAAAUGAAACUCUAUAUG
1651 ACAAAAUAAAAUUAGAAAAAAAUUUGCCCUGGAGUUGUGAAUUAUAUACA
1701 ACUUUUAAAGAAUUUACCCCAAUUACUCAAAUUUCCCAGGAAAUUACAAA
1751 GCCARAGAAUAUUCAACUBEEUEEACUGGUCAAAAGAGGAUAGGAGUGAA
1801 UUACUGAACCUAGAGCUAUUUUGCUCUGURRCARCAGAUAAGGCUAAUAU
1851 UUUAAAAGCCACAGUAUACABEUUCUUUUAACUCUGUAGARUAUGUAAAA
1901 UUUUGAUAGUCUGUAGUAUGCUAAAUGCAGAAGUAUAAAUAAAGUCAUUC
1951 ARAGGGAGUCUUUUCUUUUUCUGACACUUAGGGGGCCACAUUAAGGAUGG
2001 GUAAUCUUUCCAGGAAUAAAGUCAAAAGCHEBBUEEN7.GACAUACUUGA
2051 GUAUGCCUGGGUCCAGGAGUUUUAAGGAAUAG

DSG2

>uc002kwu.3 3UTR

1 ACHESREEC»GCCACAAACUGACCCAGAGUUUAAUY] GACUAAUU
51 UCAUGUUUCCAAUGUACCUGIHEBBEEICAUGAGCCUUACAG GAG
101  ACACAUACACAUUGAUCUUAAANBEBBENCUCAGUCACUGAUAUGCARAGG
151  ACCACACUGUCUCUGCUUCCAGGAGUAUUUUAGAAAUGUUCCACAAUUUA
201  CUGAAGACAUAGAGAUGAUGCUGCUGCUUAGGUGCCUUUUAGCAAGCUAU
251  GCAAACAAUCCUGAUAAAACAAGAUACAURGAGAGUCAAUCUGGCUUCUG
301  AGAAUUUACCAAGUGAACAGAGUACCUAGUUCAUCAGCCGUCCAGUARAG
351  CAACCCAGGAAACUGACUGGGUCUCUUUGCCUACCGUAUUAACAUUAAAC
401  AUUGAUGUUCUGUAUUCUGUACUUUACUGCACCCAGCAGACUUUCAACAR
451  CUCAUUGAUCCARAGAUACAUGCACAGUCUGAGCACCAGCUAUGGUGCUC
501  AUAACUUCUUUAAGACUUGAACCCUUUCAAUC/HENEEE~UUCAUUAAAUU
551  GGACCAUUGAUGAUAAGAAUACACAUUGUAUGUUUCUGUGCACAUGACAR
601 [CHEEEEEEEEE ~ccurcAvACHEEEEEGCUCUUARARAAUAGCAUUAUAC
651  UGGCCAGGGGUGGUGGCUAACGCCUGUAAUCCCAGCACUUUGGGAGGCCG
701  AGGCGGGUGGAUCAACUGUGGUCAGGAGUUUGAGAUCAGCCAGGCCAACC
751  UGGUGAAACCCCGUCUCUACUAAAAAUACAAAAAUUAGCUGGGCGUGAUG
801  GUGGGCGCCUGUAAUCCCAGCUACUUGGGAGGCUGAGGCAGGAGARUCAC
851  UUGAACCCGGGAGGCGGAGGUUGCAGUGAGCCGAGAUCGCACCAUUGCAC
901  UCCAGUCUGGGCAACAGAGUGAGAUUCCGUCUCAAAAAAAAARAGAAAAG
951  GAAAAAAAAAUAGCAUUAUACEBUEBUECUUGUCUCAACCGCCAUGAAAAU
1001 UCUGAACACUCCAARAUUCAGUUGAAUAAUCCAAAACAAANUBBEEAAGUA
1051 UAAARAUAAUUUUACUUCUUAUAGUARUAGUAUACUUUAAAAAGCCUCAGG
1101 GUAUAUU CAGCUACAAUUCAGUGCAGCUACAUUAACCAAC
1151 UAUGUUCUCUAGUUGAGRACARGUAGGCCUAUUUCACUGCUGUGUAGCCU
1201 CAGUGCCUAACAUGGGUGCCAAARUAAAUAUUCGUAGAAUUACACUGAAUU
1251 GUAAAAACCAUUCEHBNBBEEEN” C2AUUGCCAAARAUCUCAARAGGCCC
1301  UGHEBEEEEGUARUUCUUUGAAAUUAUUAY UUGAUUUCUCAGUU
1351 AUUGACUGGCUGGGUGUGACUUAGUACAUAAGUACUCAAUAUUAUAAAAA
1401 CCUCAAAUAAUUGACUUGAUUUUACAGAAGAUCCUUCCCUUUUCUACAAG
1451 PCMUCAUUUGGGUUAUCUCCUAAAUAGGUUAUAU
1501 GCUUCUAGAAACAAUGUUUCAAAAUAUAUGUGCAUUAUCAGUAAUAA
1551  UUNSEEEEA~UAUUUCCCACARGARUUUUCAUAAUUUUCARAGACUAAUU
1601 UCUUGACUGAAGAUAUUUUGCUAGGGAAGUGAAACUUU AG
1651 AUUUUAAAAAAUAUUGUUGAAUGGUGUCAUGCAAAGE AUAGUGU
1701 GCUCCCACUAACUGUACAGAUCAGGACACAUNIBBBINGACAUCUAAGUC
1751 UGUAGCUUAAAUGGAGG&_CAUCAUCUAG ACUUAG
1801  UAAUUGHEGEEECU UUAUAGACUUACUAUCAGU| uuGC
1851 CAAGUAUGCAACAGGUAUAUCACUAGUAUAUGAAAAUGUAAAUAUCHENN
1901 [EBGUACUCAAACARRAGUUGGUCUUAAGCUUCCACCUUGAGCAGCCUUGG
1951 AAACCUAACCUGCCUCUUUUAGCAUARGEACAUUUUCUAAAUGAUUUUCU
2001 UUGUUCCUGAAAAAGUGAUUUGUAUUAGUUUUACAUNNCHBUBBNGEGAAG

2051 AUUAUAUUSEEEEEUGUAUCAUCAUAAAA BB A UAAARAGUAUCUU

2101 UAGAGUG

XXII



DSG3

>uc002kws.2 3UTR

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401

DSG4

CCAGAAUGAGCUGGAAUACCACACUGACCAAAUCUGGAUCUUUGGACUAA
AGUAUUCAAAAUAGCAUAGCAAAGCUCACUGUAUUGGGCUAAUARUUUGG
CACUUAUUAGCUBEBEUEAUAAACUGAUCACGAUUAUAAAUY
BccuucauaccccAARAGCAAUAUGUUGUCACUCCUAAUUCUCAAGUACU
AUUCAAAUUGUAGUAAAUCUUAAA S CA~AACCCUARAAUCAUAUU
CGCCAGGAAAUUUUCCUAARCAUUCUUAAGCUUCUNEEBBEIECEEETECcCA
AAGGAAGGUGUUUAUCAUUUUAAAARUGCAAUGUGAUUUAGUGGAUUAAGC
AGGAGCGCUGGUUCUUGUCUCCAUUGCCUUUUCUUAUAUCAUUGAUAAUG
AUGUAAGARGEAGHA GGGGCCGGGCGCGGUGGCUCACGCCUGUARUCCCA
GCACUUUGGGAGGCCGAGGCAGGUGGAUCAUGAGGUCAGGAGAUCGAGAC
CAUCCUGGCUAACAAGGUGAAACCCCGUCUCUACUAAARAUACAAAAAAU
UAGCCGGGCGCAGUGGCGGGCGCCUGUAGUCCCAGCUACUCGGGAGGCUG
AGGCAGGAGAAUGGCAUGAACCCGGGAAGCGGAGCUUGCAGUGAGCCGAG
AUUGCGCCACUGCAGUCCGCAGUCCGGCCUGGGCGACAGAGCGAGACUCC
GUCUCAAAAAAAAARAAAAAAAAAGARUCACAAGGUAUUUGCUARAGCAU
UUUGAGCUGCUUGGAAARAGGGAAGUAGUUGCAGUAGAGUUUCUUCCAUC
UUCUUGGUGCUGGGAAGCCAUAUAUGUGUCUUUUACUCAAGCUAAGGGGU
AUAAGCUUAUGUGUUGAAUUUGCUACAUCUAUAUUUCACAUAUUCUCACA
AUAAGAGAAUUUUGARRGAGARAUAUCRUAGAACAUUUAAGAAAGUUUAG
UAUAAAUAAUA HEEEEEENEE . ». UCCCUUUGAAGGGAUCUAUCCAAA
GARAAUAUUUUACACUGAGCUCCUUCCUACACGUCUCAGUAACAGAUCCU
GUGUUAGUCUUUGAAAAUAGCUCHSBNENA » UGUCAGUGAGUAGAUGU
AGCAUACAUAUGA S~ UGACGUGUAUUAUGUUAACAAUGUCUGCAG
GGAAUACAAAACAUGGCC U2 AGCAAAACGGGCCAA
UGACUAGAAUAACACAUAGGGCAAUCUGUGAAUAUGUAUUAUAAGCAGCA
UUCCAGAARAGUAGUUGGUGAAAUAAUUUUCAAGUCAAAAAGGGAUAUGG
AAAGGGAAUUAUGAGUAACCUCUMEBEER~ GCCUUGCUUUUAAAUUAA
ACAGCUACAGCCAUUUAAGCCUUGAGGAUAAUAAAGCUUGAGAGUARUAA

UGUUAGGUUAGCAAAGGUUUAGAUGUAUCACUUCAUGCAUGCUACCAUGA
UAGUAAUWGAGUCAUUUCUGGUCAUUCAAGAUAUUCACCCU

UUUGCCC AGCACCCUACCUCACCUGCUUACUGACAUUGUCUUAG
CUGRUEACAAGAUCAUUAUCAGCCUCCAUUAUUCCUUACHEEERUAAAA
UACAGAGUUUUAUAUUUUCCUUUCUUC/EHBBBlICACCAUAUUCAAAACCU
22U SIS C 2 GAUGGARUGCARAGUAAUCAAGENENEEGCUUUC
ACCUAGAAGGGUGUGGUCCUGAAGGAAAGAGGUCCCCUAAAUAUCCCCCA
CCCUGGUGEBEEUEECUCUCCCUGGUACCCUGACUACCAGGAAGUCAGGU
GCUAGAGCAGCUGGAGAAGUGCAGGCAGCCUGUGCUUCCACAGAUGGGGG
UGCUGCUGERRCARGGCUUUCARUGUGCCCAUCUUAGGUGGGAGAAGCUA
GAUCCUGUGCAGCAGCCUGGUAAGUCCUGAGGAGGUUCCAUUGEHEUUEC
UGCUGCUGUCCUUUGCUUCUCAACGGUGGCUCGCUCUACAGUCUAGAGCA
cAUGCAGCUANBEEE GCCUCUGCUUAUGCAUGAGGGUUAAAUURACARG
CAUAACCUUCAUUUGAAGUUCAAAGGUGUAUUCAGGAUCCUCAAAGCAUU
UUAACCUUGCCGCUUARAACCCAAUUUACCGUGARRUGGGAAUUUUGCUG
CAUUGUUAAACUGUAGUGGAAACCAUGCUAUAGUAAUAAAGGUUAUAUAR
BAGAGA~AUUGARAUUAAAUGEHEEEER A UUUCAAAAAAAAAUCAAUC
UUUAGGAUGACUUAAAAAUUGAUUUGCCAUGUAAAAUGUAUCUGCANEEN
Bl c~canESEEEEEEE . . GCAUAARAUUUUAAAACUGUACUACUUGAU
GUAUUAUACAUUUUGAACCAUAUGUAUUARACCAUAAACAGUAUAAUGUU
GUUAUAAUAAAACAGGCAAUAA NI, 2 A UARAAGCUG

>uc002kwr.2 3UTR

1
51
101
151
201
251
301

DSP

GUGCUUUAUGGUCAGUAUUCUAUGUGGAGACCUUGCACCUUGUAAUCAUC
ARUACAUCCACCAAAAAUAUAUAAUGUACCAUAUAUAUUAAUAGUGARGH
BHAUACUCAGAUAUUCURAAGGUCAAUGCCAUUAUUUGAUUAUACCAUUUUG
AGGGUGAAUAUGGCUAGGCACUUUAGAUAAGCCHEEEEEARAUUCUUUCU
GAUUUUAAAUAAUGCGUCAAAAAAUGUGCAGAAAAUGUAUUGCAUCCCUU
GAUACUGUCUAACGAAUAGCACAUAACUCAUAUUGUGAAUCCUAUGGGUC
UUGAGGCCUGUAGAACCAAUCU

>uc003mxp.1 3UTR

1
51
101
151
201

UAGUCAGUUGGGAGUGGUUGCUAUACCUUGACUUCHEBEEEA UGARUUUC
Cca(] AAAUARUAGAAAAGAAAAUCCCGGUGCUUGCAGUAGAGUGA
UAGGACAUUCUAUGCUUACAGAAAAUAUAGCCAUGAUUGAAAUCAAAUAG

UAARGGCUGUUCUGGCHEBEBEUEUTCTUAGCuCcAUCUUAAAUA HETHEE

ACACUUGGAUGCAGUGCGUCUGAAGUGCUAAUCAGUUGUAACAAUAGCAC

XXIII



251 anavcGaacuUAGGAIBINVEBBCHEHOE UG UG U Uy CCHNE" UC

301 AAUUCUUUAAUUUUGGAAGCCUAUAAUACAGUUUUCUAUUCUUGGAGAUA
351 AAAAUUAAAUGGAUCACUGAUAUUUUAGUCAUUCUGCUUCUCAUCUAAAU
401 AUUUCCAUAUUCUGUAUUAGGAGAAAAUUACCCUCCCAGCACCAGCCCCC
451 CUCUCAAACCCCCAACCCAAAACCAAGCAUUUUGGAAUGAGUCUCCUUUA
501 GUUUCAGAGUGUGGAUSHEEEACCCAUAUABUEUUEGAUG

551 GGUUUGGUAUUAAUUUGACUGUGCAUGACAGCGGCAAUCUUUUCUUUGGU
601 CAAAGUUUUCUGHEBMEEUUGCUUGUCAUAUUCGAUGUACUUUAAGGUGU
651 CUUUAUGAAGUUUGCUAUUCUGGCAAUAAACUUUUAGACUUUUGAAG

701 rAAUUUAAUAUGUUUAUAAGCA-AACAUUUAGCAH
751 UCAUAGGUCUAAAAAUA BB CUAAAUACCUGUGAAGAAAU
801 ACCAUUAAAAAACUAUUUGGUUCUGAAUUCUUACU

JUP

>uc002hxs.2 3UTR

1 GCGGCCUGGCCCCAGUACGGCCCCCUCUUUGCAGGCUUUTEEUCEUCUEY
51 AGARGEUEEHUCUGUUGGAGGCCCUCCCAUCUCCCCGCUGARACCUGCGC

101  ucCHBBEEEEGGGGGAUCCUUUGCUGCUGAGCUUCCCCAAGCACGGUGUG
151  CCCUGGCCUGCCUBBBBEHUGUGUCUUUGGUGGGGAUGGGGAGGCCUAUU
201  CCUGCUGGCCCCUUCUGGGGGUGGUGGGCAGGUGACACGGAGUGGCUUGA
251  GCUUCUGGGGAUGCAGGUCCACCGAGEEECUEAEEEEUGEUCUGUCCCCGC
301  UCCCCUAACAGGUGCGGUUCCUCAUCUGAGAGGCUCUCCGUGCAGGCGAU
351  GGGGCAAGACAGAAAAGUGCCUGAGCUGGGGAAGCCGGGGUGUAACUUCC
401  UGCUGCACCCUGCGCCUCCAGAGGHEEUEEGUAGGGUCUUUCUUGGGAUA
451  GUGUUCUGCUCCUGCUUUUCUGUCCUGGGCAUGGGUCCAGGGCCUGACAC
501  CCCCUCCCCGEEEBUGEUGGCCCUGGCCACUARAGCUUCAGACUCAAGUAC
551  ccavuUCiiBElllic cCCCAGCAACGCCCCUCCARREEHEEAGCCUCCCUGU
601  CUCCAGCUGCCUGGGCCCGGAAGGGCUUUGGUUCCUUCUCUGGGUCUGAU
651  UUUCUCACUGAACUCCACCGACCAACUGCCCUAAGCCCCCAGGGCCUCCA
701 GGGCCCAGGUUCGAGACCCAAACCCCCAARAUCCARAACUUCUCUUGAAA
751  AGUUCAGGGACCGUCCAGGGGAGAUGGGGAGGAGAUAUGGAGUGAGUCAC
801  CUGCUCCAGAAGAUGCCAGCUBBUEUEUCCAGGGUGCUUAGUUGGCUUUG
851  CCCACCCCUCACUCCCCAGGGAGCUCUGGGGACAGCUUCCUCACAGEEEH
901  BucccaccBREREAGCUGCCCUAGCUGACCCCGAGAAGUGCUCUUGGCUG
951  ACCCCUCUGHIBHBEEGUGAGGGGCUUUBHEUUECCCUUCCUGUUUCAGA
1001 CCCCCCCAUUUCCCGCACAUGGUGUGGGGGGCUGGGGGAGGUCCARGCAG

1051  Ac/ NS> UU2UCGCUUUA I GUUAUUG

1101 IGACCAAAGCAAAGAAAAUAAAAAUAACACAGAUGCG

PKP1

>uc00lgwe.2 3UTR

1 GAAGAGACUGUCCAAGCAAGUUAGGCUUGCAGGAAGAUAUGACCCAGCUG
51 AGAAGCCCUCAGGCCUCGCUGGAUGGGGUUUUCUGUCCAUCCUAUGCAGU

101  AUUUGGGAAAGUUCACAAGAAACUGAGAAGAAACCUAAAAACUGUGGAUA
151  GUGGAAAGHEEEEEE -EEEEEEE U UUCCUUGGGGARACUGGCAGGERRT
201  BBGGGUUAGGGAGGUUGGGGCGGUGGGGGCUUUCUUGAGUUARAGGGGCU

251  UAUAUGUGAUGUCAAUAUUUCUBGEUCUGAGARAUGGUAUAUAUAUG
301  EBrvucUA~EHEEEEECRUGCAUGUGCGCGUGC GAG

351  UGUCUUAAAGCAUAACCACAAACUGCAAAAAGCUAGGUAAGCUANNNNEE
401  UGCAGCUCAUAAGGUGGUGAAAAGGACUCUCCUGUGUUUCUUACUCAUAG
451  GCAAGGRCARCAUGUGCHEEEEEGCUGAGCUGCUCAUAAUUCCUGAAATEN
501 [EEBGUGCCAGGGCAAGGGGGCCAUCACUGCAGUCAGGCCCUCAGAGGAGU
551  CCUGCAGGCUUCCUACCAGUGGUCUCCAGGGGUGCAGGAGUAACUGGGGC
601  UGGGCCAGCCUCCCCACUUACAAGGCUGCUUUCCAGGAAGGGAGGUCUGG
651  UGUAUCUCAUGGGAGAAUCUGGGGUGUCUGUAAUGUCACCCCUCCAGCAG
701  CGCCACAAGGACUGAGGUUGGGUAGGUGUGGGGUUCCAGAGGACAGCAGG
751  ACACUCUCGCAUACUUUGCCAAAUGAGGCCUGCUCAGAGGAGUAGGAGCU
801  GAAAGAUGGUGCCUUCCACCCUCUUGGGC HEMBEBCCCAUCAGAGCAGGC
851  UCAGCCUGCAAAGGCCCUGCAUUCAGAGGUCUUGUAAUCU| UGCA
901  GGAGAAAGAAGGUAAAAAAUGHIBBBBBEN?GAAAAGCUAY cca
951  GCUCUUUCCCAAGAGCUGUUCUGGGAAUGGCUGGUCUUCAUAUUCCCAGU
1001 GGAGAGGGGAACAAGUGGGGCUGGGCAUAUACCUAUUCCGGCUUCUAGUG
1051 GGAUGGAGUUGGGGU UUAACCAGGAAGAUGUUUCCACCAAGCC
1101 UGCUGUGAGUCAAUUGAGGGAG]HEHBIEGGGUCCCAGGAGACUUGGACGG
1151  GGGGAGUUUGGGUAGACUAGGAAAGGAAAGUGCCAUAUCAGGGUACCGGU
1201 ACCGGCAAGCUCACAUCUCAGCCAGGGGCCAUGCCCCACUUBEEEUGACC
1251 CCAGCUGUCUUGUCUCCACUCUGUGAAACCCACAGGGGAUGUGAUAAACA
1301 GGGCUAUUAGGGGUAUCAGCCACGUCGAGCCCCCAGACUCUGUGCACUUC
1351 AGACCAGCAGCAGCAGGAGGGCUCCCGAGGGCCUUAUGAGAAAACCHENE
1401 [EBGACAUCCCUUGGUGUACACUAAGACAGAGCAGAGCCCAGCGCUCCCAA
1451 GCCUBGEEEETUCCAGCUUCURBBEUCEAUGCUAGCAUUGCUGGUGUUAGA
1501 GAGGAAUUAACUUCCUGGUCUGUGCCCUUCUCUAGAAGARUAUAAGAUGC
1551 [BEEEECUECUCACCCCUUCUCAGEEHEEUEECAAGUCUTEEICUUCTGCA
1601 CCACCCCCGAGUCCAAACCCACCUCUUGCCCCAGCAUUCAGGCUGGARAA

XXIV



PKP2

CACUGAUGUGGACUCAGUAUGAUAACUGAGAUGGGGGACGCCAGACAUGU
GAGGACGCUGHEEHEECAGAGGUGUCCCCGGCUGUUAGCCAGCUGUGCUG
UGGUGCUGUGGGUCUGUCAUACCCUCCCUUGCUUCUGUUCACACUGGGAG
GCCCACUCCUGGCUCACCUCUCCCUCUCAGGGACCCACGUGGGAGCCUGG
AUCCCUGGACUGUCCUGGGCAUAGGUUUCAGGGGCECUCCUNMEENGUCAU
CAGAACCCAGAGGAAUFEHUEHCCUARARAAUACGUAUGGCAUACCAAUC
UGUGCGGGGCAGUGUCCUAAGCACUUAGACUACAUCAGGGAAGAACACAG
ACCACAUCCCUGUCCUCAUGCGGCUUAHEHMECUGGAGGARAGUGGAGA
CACAAGUCCUUGGCUUUAGGGCUCCCCCGGCUGGGGGCUGUGCAGUCCGG
UCAGGGCGGGAGGGGARAUGCACCGCUGCAUGUGAACCUUACCAGCCCAG
GCGGAUGCCCCUUCCCCUUAGCACUACCCUGGEEUEEUGCAUCCCCUCGC
CUCAUGUBEEBEECACCUUCAAAGARUGAAGAGCCCCAUGGGCCCAGEEE
BB6CCCUGGGAACCAGGCAGCCUUCCAGACCUCAGGGGCUGAGGCAGACU
AUUAGGGCAGGGCUGACUUUGGUGACACUGCCCAUUCCCUCUCAGGCCAG
CUCAGGUCACCCGGGCCUCUGACCCAGGCCUGUCACUUUGAGAGGGGCAA
AACUGAGAGGGGCUUUUCCUAGAGAAAGAGAACAAGGAGCUUGCCAGGCU
UCAUGUAGCCGREREAEGUCUCAGGAUUUUAAGUCCACAUUGGCCUCACA
CUACCAGGGCCAAUGCCCAAAAUAAGGAGUUCCAAUUUGGGGCCARAUGA
GGAAGGACACAGACUCUGCCCUGGGAUCUCCUGUGCUAGCGGCCAAUGAC
AAAUCCAGUCAUUGGCCACCAGCCACCUCUGCAGUGGGGACCACACUAGC
AGCCCUGACUCCACABBEEUEEUGGGGACCCARGAGGCAGUGUUGCUGUC
UGCAUGUCCACCUUGGAAUCUGGCUGAACUGGCUGGCAGGACCAAGACUG
CGGCUGGGGUGGGCAGGGAAGGGAAGCCGGGGGCUGCUGUGAGGGAUCUU
GGAGCUUCCCUGUAGCCCACCUUCCCCUUGCUUCA g~ GAGGAAC
CUUGUGCCGGCCAGGCCCAGUUUCCU|HEEEEAUACACUAAUGUAUUUGH
BEEEEEEE c~ 2 ~UAGAGAAAAUCAAUAAAUUGCUAGUGUUUCUUUG

>uc001rlk.3_3UTR

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901

PKP3

GGRAAAUGACARAGUAUUCUCGGCUGCAARRAUCCCCAARGGAAAACACC
U v~ CUACCCAGCCCARGAAACCUCAARAGCAUGCCINEEEECU
AUCCUUCUCUAUUUCCGUGGUEEEEUEAAUCCAGARAACARARUAGAACAY
AAUUUUAUGAGUCUUCCAGAAGACCUUUGCAAGUUUGCCACCAGUAGAUA
CCGGCCACAGGCUCGACAAAUAGUGGUC] UUAGGGCUUAUGGUA
CAUGGCUUCCUGGAAUCAAAARUGUGAAUUCAUGUGGAAGGGACAUUAAUC
CARUARAUAAGGARAGAAGCUGUUGCAUUACUGGGAUUUUAAAAGUUUGA
vuuACHEEEERE vuccuuuucuceuuccC ENNEE C 2 CUCAUGUGCA
CAUUGCUUCGCCAUUGGGCCUCCAGUGUAUUGUUCUGCAGUGUUGAAACA
GARUGGAAAUGACAAGAAAUAUCUGCAGUUAUCCAGGAGARAGUAUAAUG
GCAAAAUUAUUGGUUUCUUUCUUUACUUUGUGC IR UCCcCcCuuG
GGIINEEEEEE c U UGEEEEEEA". » U2 AACUUAAGAAAUUUAGAUUACAGA
GUAUGCAUGACUGUAAGAAARAGAAAUUGAGAGGAAGUGAUCAUAGCARA
UUAAAGAAGUCUUUBEEUEECAGAACUUAAAGUAAAAUAAAAAAUAAAUA
AAUAAAUAAAAUCUUUUCCACAGAGAAAGGCAACUGUGAUGAUAARAUUY
AACGUUCCCCCAAACACUGAGUCAAUGAGEEBEENCUCAGGAGAUACUUU
ACCUAUBRGARGGCCGUUAAAUCCAAAUBUCUUCUAAACGAUGGCAUUCU
AUGUAAUGCCUUUCCUGGAC BB GCCACUGCCCUGGACUAGUGARA
GARUGGACUCUAUCUUUAUCUGCAAGAGGAACURAAGGCCUBGUCUCAGAC
UGCCUGGCCAGCCUGGGGCACUGARAAUACGGCUCAUGUUARUGAGUUAC
AUUAUCAGCCAGCCCAGCCUUGCCCACCAUUUAAGAAAURBCACAGAGCC
ACUAGAUCUCAUAUGABEUUEEUCAAGCCAUUAUUUUAACUCAAGARAAC
UCUAGAGAAGARAAGUGAAGAAGUCAUGUUGAAGAAGAUGUARGAAUGUG
UCAAGACCAUCCAGAAAUGAUAUGAGAAAUACUGAUAUUUUAAAUGGUUG
ACAUCAUCCAGCGAAAUGAAUCUACAUUAAAUGHEBHEEEA 2. CUGCGCUA
UGAUUAAAACCAUUCAUAUAGAGUUAGUCUUUACAACUACUAUUCUGUUR
UCUGAGARGAUUUGUCCUAAGUAAGAUAAGCARAAAA
AUUCUUCAACUCCUUUUGGCAAGAARACUGUAACAGAARAUAAAUUUUGA
AUGUGUACUUAAGUCHEEEE~ vAUUUGAAGCANEEEEEUUC2AUUUUA
AAAGCUGAAUGAAGACAACUUAGGUUGCUAACCUAGUUCAAAAUGAAAUY
AUUUAGAUACCANEEEEH » ~u2cUCEACACAREEERE UcUuCUUUUUC
CAGAGUUCUGAUGAUAAGCAUUUGGAGUGC BEIBBMBUCCUEEAGAUARUA
ucacarcl NSNS - GCAUUAAUAAAGCCUUC
GAUAAUAUUAARUACAAAAUGAGACC

>uc001llpc.2_ 3UTR

1
51
101
151
201
251
301

GUGAAGCCUUCUGGAGGAGAAGGUGACGUGGCCCAGCGUCCAAGGGACAG
ACUCAGCUCCAGGCUGCUUGGCAGCCCAGCCUGGAGGAGAAGGCUAAUGA
CGGAGGGGCCCCUCGCUGGGGEEEEUCHBIECAUCUUUGAGGGUCCUGGG
CCACCAGGAGGGGCAGGGUCUUAUAGCUGGGGACUUGGCUUCCGCAGGGC
AGGGGGUGGGGCAGGGCUCAAGGCUGCUCUGGUGUAUGGGGUGGUGACCC
AGUCACAUUGGCAGAGGUGGGGGUUGGCUGUGGCCUGGCAGUAUCUUGGG
AUAGCCAGCACUGGGAAUAAAGAUGGCCAUGAACAGUC
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Regulatorische Elemente nach Lee et al. (2010) in der 3"-UTR desmosomaler Transkripte

10 30

y = 0,0546x + 4,3278 ®
R2=0,018

y =-0,1224x+ 12,461
R2=0,0152

0 5 10 15 20
HWZ inh HWZ in h

Anteil nt in SE in %
°®
°

Anteil nt in DE in %
‘®

Abb. 25 | Korrelation der HWZ mit SE und DE nach Lee et al. (2010). Durch eine einfache lineare Regression
konnte eine Korrelation des Anteils von Nukleotiden die SE bzw. DE bilden an der Gesamtzahl von Nukleotiden der
jeweiligen 3'-UTR und der HWZ des entsprechenden Transkripts nicht eindeutig festgestellt werden. Abkiirzungen:
DE, Destabilisierende Elemente; h, Stunden; nt, Nukleotide; R?, Korrelationskoeffizient; SE, Stabilisierende Elemente.

Tab. 37 | Stabilisierende Elemente nach Lee et al. (2010) in der 3'-UTR desmosomaler Transkripte. Gezeigt ist
die Anzahl der einzelnen stabilisierenden Elemente (SE) in der 3’-UTR des jeweiligen Transkripts. Bei sich iiberschnei-
denden Elementen wurde jeweils das erste vollstindige Element, die Angaben in Klammern geben das Ergebnis der
Zdhlung aller sich iiberschneidender Elemente an.

SE DSC1_DSC2_ DSC3_DSG1_DSG2 _DSG3 _DSG4 _DSP___JUP___PKP1_PKP2_PKP3 Summe Motiv
CACACA 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 2
ACACAC 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 2
cuccuc 1 1 1 0 0 1 0 0 1 3() 0 0 8 (9)
uccuce 0 0 1 1 0 1 0 0 2 6(7) 2 0 13 (14)
AGAGAG 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 5
cucucu 0 4 2 0 0 0 0 0 2 0 0 0 8
ucucuc 1 5 2 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1
GAGAGA 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 4
ACAACA 0 3 0 1 2 0 0 0 0 1 1 0 8
ccuccu 0 0 3 0 0 0 0 0 2 6(7) 0 0 11 (12)
CAAUGG 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2
cucuuc 0 1 1 0 2 2 0 2 1 1 1 0 1
CCCCUG 0 0 0 0 0 1 0 0 4 2 1 1 9
AACAAC 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 5
AUCACA 0 2 1 2 1 3 0 0 0 0 1 0 10
AUAGAA 0 0 5 1 0 3 0 1 0 1 1 0 12
CAACAA 1 2 1 1 2 1 1 0 0 0 0 0 9
ucuucu 0 2 3 4 1 0 0 2 1 2 2 0 17
uccucu 0 1 2 0 0 0 0 0 1 2 0 0 6
ACCUUC 0 0 2 0 0 0 0 0 2 1 0 0 5
Summe 3 24 27 12 12 16 1 5 18 27 (30) 12 1 158 (161)
Elemente

Tab. 38 | Destabilisierende Elemente nach Lee et al. (2010) in der 3"-UTR desmosomaler Transkripte. Gezeigt
ist die Anzahl der einzelnen destabilisierenden Elemente (DE) in der 3'-UTR des jeweiligen Transkripts. Bei sich
iiberschneidenden Elementen wurde jeweils das erste vollstindige Element, die Angaben in Klammern geben das Er-
gebnis der Zahlung aller sich iiberschneidender Elemente an.

DE DSC1 DSC2 DSC3 DSG1 DSG2 DSG3 DSG4 DSP JUP PKP1 PKP2 PKP3 Summe Motiv
TITTT1T 0O 6(18) 8(14) 3@ 2(5) 4 0 0 2@ 309 411 0 32 (72)
TIGTTT 3 5 5 1 4 2 0 3 0 0 4 0 27
TTTGTT 4 5 5 1 2 1 0 2 0 1 1 0 22
TITTTA 0 9 8 4 2 5 1 2 0 2 5 0 38
TITTIGT 5 1 2 1 2 2 0 0 1 1 2 0 17
TITTTG 2 5 5 0 2 1 0 1 3 2 2 0 23
GTTTIT 1 6 3 2 2 4 0 0 2 0 3 0 23
GTGTGT 0 3 1 1 1(5) 1 0 0 1 3(8) 1 0 12 (21)
ATTTTT 0 10 11 4 4 3 0 2 0 3 6 0 43
TGTTTT 2 3 8 3 1 4 0 1 3 1 5 0 31
GTTTGT 2 3 3 0 0 1 0 1 0 1 0 0 11
ACTTGT 0 1 0 0 1 2 0 1 0 1 0 0 6
CTTTTIT 1 2 7 2 0 1 1 1 1 2 3 0 21
AGCAGT 1 1 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 5
TGTTTG 1 1 1 1 0 2 0 1 0 2 0 0 9
TATTTA 0 3 3 2 2 0 0 0 0 0 0 0 10
TGTATA 3 2 4 0 3 2 0 2 1 1 0 0 18
TGTGTG 1 1 3(5) 3 3(5 1 0 0 1 7 (8) 1 1 22 (27)
TTTATT 2 4 3 2 4 0 0 2 1 1 2 0 21
ATTTAT 1 3 4 5 3 1 0 1 0 0 3 0 21
Summe

Elemente 29 74 (86) 84 (92) 35 (40) 40 (55) 37 2 21 16 (17) 31 (43) 42 (49) 1 412 (466)
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vi Potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA laut Datenbankenanalyse

Tab. 39 | Potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA laut Datenbankenanalyse. Die Datenbankenanalyse er-
mittelte fiir insgesamt 279 verschiedene RBP eine mdgliche Interaktion mit bzw. Regulation von desmosomalen Tran-
skripten. Die Ergebnisse der Auswertung der einzelnen Datenbankenbanken sind hier vergleichend dargestellt. Die in
den Spalten 3 bis 14 angegebenen Abkiirzungen verdeutlichen eine in der jeweiligen Datenbank angegebene mdgliche
Interaktion eines RBP mit dem jeweiligen Transkript. Abkiirzungen: A, AURA; E, ENCORI; P, POSTAR2; T, AT-
TRACT; #, laufende Nummer.

Gen-Symbol DSC1 DSC2 DSC3 DSG1 DSG2 DSG3 DSG4 DSP JUP PKP1 PKP2 PKP3
A1CF T T T T T

AARS P P P P
ACIN1 E E E E
ACO1 T T T T T T T T

ADAR E E E T E T E T E E T E T E T

ADART1 A A

AGGF1 P P
AGO1 TA A TA T A TA A TA T

9 AGO2 T T T A A A

10 AIFM1 E E E E E

11 AKAP1 T T T

12 AKAPSL A P
13 ALKBH5 P P P E

14 ALYREF E E E

15 ATXN2 A P A P A P P B A P

16 AUH E E E E E E

17 BCCIP E E E E E E

18 BUD13 E EP EP AEP E AEP
19 CAPRIN1 P P EP EP P P P

20 CBX7 E E E

21 CDC40 P

22 CELF1
23 CELF2
24 CELF4
25 CELF5
26 CELF6
27 CMTR1
28 CNBP E E E E E E P
29 CNOT4

30 CPEB1 T

31 CPEB2

32 CPEB4 T

33 CPSF1

34 CPSF2

35 CPSF3

36 CPSF4

37 CPSF6 E
38 CPSF7

39 CSTF2 PT T P T
40 CSTF2T EP
41 DAZAP1 T T T T T T T T T T T

42 DDX19B T T T T T T T T

43 DDX24 A P A P
44 DDX3X EP P EP P EP EP EP
45 DDX42 E E E E
46 DDX54 E E E E E E E
47 DDX55 P A P A A P
48 DDX58 T T T T T T

49 DDX59 P P
50 DDX6 P P A P A P A P
51 DGCR8 E E P EP E E EP EP E EP E
52 DHX30 P
53 DHX58 T T

54 DHX9 E T E T T E

55 DICER1 E EP E EP E E

56 DKC1 E E E E EP E

57 DROSHA P A P P
58 EFTUD2
59 EIF3A P P
60 EIF3B B
61 EIF3D

62 EIF3G

63 EIF3H
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Fortsetzung Tab. 41 | Potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA laut Datenbankenanalyse.

# Gen-Symbol DSC1 DSC2 DSC3 DSG1 DSG2 DSG3 DSG4 DSP JUP PKP1 PKP2 PKP3
64 EIF4A3 E T E T E T E T T EP AEPT E T E TAEP
65 EIF4B T T T T T T T

66 EIF4G1 E E

67 EIF4G2 E E E

68 ELAVL1 E T EPT EPT EPT EPT T TAEPTAEPT EPTAEPT

69 ELAVL2 T T T T T T T T T T T

70 ELAVL3 T E T T T T T T T T E T

71 ELAVL4 T T T T T T T T T T T

72 ENOX1 T T T T T T T T

73 ERN T T T T T T T T T T T T
74 ESRP1 T T T T

75 ESRP2 T T T T T T T
76 EWSR1 EP P E EP AEP EP AEP P
77 F2 T T T T T T T T T T T
78 FAM120A EP AEP E AEP EP AEP
79 FASTKD2 P P A P
80 FBL E E E E E E E E E E

81 FIP1L1 P B P P B P P

82 FKBP4 E E E E E

83 FMR1 TAEPTAEPT TAEPT T AEP AEPT TAEPT EPT
84 FTO E P E E

85 FUBP3 P P P

86 FUS E T EPT EPT E T EPT T TAEPT EPT E T EPT E T
87 FXR1 E T T T EPT T AEPT E T E T E T
88 FXR2 T EP EPT TAEP AEP EPT TAEPTAEPT
89 G3BP2 T T T

90 GEMINS P B P
91 GNL3 E EP E

92 GPKOW P P
93 GRSF1 T T T T PT T T T T T TA PT
94 GRWD1 P A

95 GTF2F1 EP EP EP E E AEP
96 HNRNPAO T T T T T T T T T T T

97 HNRNPA1 E T E T EPT T EPT T T EPT EPT T EPT E T
98 HNRNPA1L2 T T T T T

99 HNRNPA2B1 T E T PT TA T T T T E T T T

100 HNRNPAB T T T T T T

101 HNRNPC T EPT EPT E T EPT T T EPT EPTA T EPT

102 HNRNPCL1 T T T T T T T T T T

103 HNRNPD TAEPTAEPT T EPT T T PT T PT T

104 HNRNPDL T T T T T T T T T T T

105 HNRNPF T PT PT T T T T T T T T T
106 HNRNPH1 T T T T PT T T T PT T T T
107 HNRNPH2 T T T T T T T T T T T T
108 HNRNPH3 T T T T T T T T T T T T
109 HNRNPK T E T E T T E T T TAE TAEPT T E T EPT
110 HNRNPL E T T T E T E T T T E T E T E T E T E T
111 HNRNPLL T T T T T

112 HNRNPM E T T E T EP E E E

113 HNRNPU E T PT T EPT T EP E T T EPT E
114 HNRNPUL1 E E EP E E

115 IFIH1 T T T T T T T T
116 IGF2BP1 AEP AEP AEP AEP AEP AEP E
117 IGF2BP2 E TAEPTAEPT TAEPT T TAEPTAEPT TAEPT E
118 IGF2BP3 TAEPTAEPT TAEPT T TAEPTAEPT TAEPT E T
119 IGHMBP2 T T T T T

120 ILF3 E AEP E

121 KHDRBS1 T E T E T T E T T T E T E T T E T E

122 KHDRBS2 E T E T T E T T E T E T T E T

123 KHDRBS3 T E T E T T T T T E T T T E T T
124 KHSRP T E T T T E T T T T E T T T E T
125 LARP4 A P A P A P
126 LARP4B AE AE AE AE

127 LARP7 E EP AE AEP
128 LIN28 E E E E E E

129 LIN28A T EP AEP AEPT T AEPT T T EPT T
130 LIN28B EP AEP AEP AEP AEP P EP E
131 LSM11 E E A E AEP
132 MATR3 T T T T

133 MBNL1 T T T T T T T T T T T E T
134 MBNL2 E E E

135 METAP2 A P A P
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Fortsetzung Tab. 41 | Potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA laut Datenbankenanalyse.

#

Gen-Symbol

DSC2 DSC3

DSG2

DSG3

DSG4 DSP JUP PKP1 PKP2 PKP3
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Fortsetzung Tab. 41 | Potenzielle Regulatoren desmosomaler mRNA laut Datenbankenanalyse.

# Gen-Symbol DSC1

DSC2 DSC3

DSG2

DSG3

DSG4

DSP JUP

PKP1  PKP2

PKP3

208 SBDS
209 SERBP1
210 SF1

211 SF3A3
212 SF3B1
213 SF3B4
214 SFPQ
215 SLBP
216 SLT™M
217 SMNDC1
218 SND1
219 SNRNP70
220 SNRPA
221 SRP14
222 SRP19
223 SRP54
224 SRP68
225 SRRv4
226 SRSF1
227 SRSF10
228 SRSF11
229 SRSF2
230 SRSF3
231 SRSF4
232 SRSF5
233 SRSF6
234 SRSF7
235 SRSF9
236 SSB
237 STAU1
238 SUB1
239 SUGP2
240 SUPV3L1
241 SYNCRIP
242 TAF15 E
243 TARBP2
244 TARDBP
245 TBRG4
246 TIA1
247 TIAL1
248 TNRC6A
249 TRA2A
250 TRA2B
251 TROVE2
252 TUT1
253 U2AF1
254 U2AF2 E
255 UCHLS
256 UPF1 E
257 VIM
258 WDR33
259 WTAP
260 XPO5
261 XRCC6
262 XRN2
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264 YBX2
265 YBX3
266 YTHDC1
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vii Relative mRNA- und Proteinmengen nach RBP-KD

Tab. 40 | Relative Menge desmosomaler mRNA und Proteine nach ELAVL1-KD. Die Tabelle zeigt die Werte der
in Abb. 14 dargestellten Daten. Genannt sind die Ergebnisse der Ermittlung der relativen mRNA- bzw. Protein-Menge
in Relation zur Kontrolle, die den Wert 1,0 hat. Angegeben sind bei n > 3 zudem eine Standardabweichung sowie das
Signifikanzniveau p, berechnet nach einem studentischen t-Test. Abkiirzungen: -, keine Daten vorhanden.

Relative Relative Relative Relative
mRNA-Menge Proteinmenge mRNA-Menge Proteinmenge
0,12 £ 0,06 0,27 £ 0,11 0,37 £ 0,22 0,38 £+ 0,07
ELAVLA b <0,01 0 <0,01 b =0,02 0 <0,01
DSC2 0,75+0,30 0,92+0,13 1,12+ 0,21 1,15+ 0,02
p=10,31 p =0,33 p=10,48 p <0,01
0,80+ 0,38 0,94 + 0,07
DSC3 b= 0,51 b =032 - -
DSG2 1,55+ 0,74 1,21 0,11 0,92 £ 0,41 1,16 £ 0,22
p=0,35 p =0,06 p=0,75 p=0,36
1,57 £ 0,70 0,82 +0,30
DSP p=0,32 B p=0,34 )
JUP 0,65+0,43 1,08 £ 0,05 0,86 + 0,15 0,86 + 0,12
p=0,32 p=0,07 p=0,14 p=0,16
0,90 + 0,53 1,27 £0,16
PKP1 b=0,79 0 =003 - -
PKP2 1,04 £ 0,45 1,05+0,19 0,97 + 0,32 0,81 + 0,09
p=0,90 p=0,57 p=0,89 p =0,04
PKP3 0,76 + 0,36 1,07 £0,12 0,88 + 0,24 1,02
p=0,40 p=0,24 p=0,43 n=2

Tab. 41 | Relative Menge desmosomaler mRNA und Proteine nach G3BP1-KD. Die Tabelle zeigt die Werte der in
Abb. 16 dargestellten Daten. Genannt sind die Ergebnisse der Ermittlung der relativen mRNA- bzw. Protein-Menge in
Relation zur Kontrolle, die den Wert 1,0 hat. Angegeben sind bei n > 3 zudem eine Standardabweichung sowie das
Signifikanzniveau p, berechnet nach einem studentischen t-Test. Abkiirzungen: -, keine Daten vorhanden.

Relative Relative Relative Relative
mRNA-Menge Proteinmenge mRNA-Menge Proteinmenge
G3BP1 0,04 + 0,02 0,30+0,17 0,23+0,18 0,37 £ 0,11
p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p <0,01
DSC2 0,91+0,43 1,00 £ 0,08 0,60 + 0,20 0,76
p=072 p=094 p =0,05 n=2
0,81+0,48 0,82 +0,32
DSC3 b =051 b=0,89 - -
1,05 £ 0,36 0,86 £ 0,12 0,67 £ 0,22 1,21
DSG2 p=0,80 =016 =011 n=2
0,82+0,34 1,02 £ 0,30
DSP b=0,38 - p=0,91 -
JUP 1,14 £ 0,62 1,09 £0,15 0,80 +0,10 0,95
p=0,71 p=0,45 p=0,04 n=1
1,38 £ 0,31 0,95+0,14
PKP1 b =008 0 =053 - -
PKP2 0,72 +0,36 0,85+ 0,09 0,78 £ 0,20 0,90 £ 0,11
p=0,23 p < 0,01 p=0,19 p=0,18
PKP3 0,72+0,28 0,97 £+ 0,17 0,90 + 0,34 0,82
p=0,13 p=0,71 p=0,71 n=1
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Tab. 42 | Relative Menge desmosomaler mRNA und Proteine nach TIAL1-KD. Die Tabelle zeigt die Werte der in
ADbb. 20 dargestellten Daten. Genannt sind die Ergebnisse der Ermittlung der relativen mRNA- bzw. Protein-Menge in
Relation zur Kontrolle, die den Wert 1,0 hat. Angegeben sind bei n > 3 zudem eine Standardabweichung sowie das
Signifikanzniveau p, berechnet nach einem studentischen t-Test. Abkiirzungen: -, keine Daten vorhanden.

Relative Relative Relative Relative
mRNA-Menge Proteinmenge mRNA-Menge Proteinmenge
TIAL1 0,49 +0,10 0,42 + 0,05 0,67 £ 0,25 0,64 +0,12
p <0,01 p <0,01 p =0,06 p <0,01
DSC2 1,11 £ 0,09 0,82 £0,35 1,14 £ 0,25 0,91+0,18
p=0,07 p=0,50 p=0,36 p=0,54
1,16 £ 0,15 0,87 +0,16
DSC3 b =0,11 =015 - -
DSG2 1,33+0,14 1,03 £ 0,07 1,06 £ 0,27 1,29 £ 0,30
p=0,01 p=0,70 p=0,70 p=0,24
1,07 £0,13 0,87 £ 0,15
DSP p=0,41 ) p=0,21 .
JUP 1,07 £0,15 0,98 £ 0,06 0,96 £ 0,20 0,78 £ 0,11
p=0,49 p=0,82 p=0,62 p =0,05
1,58 £ 0,65 0,82 + 0,06
PKP1 p=0,17 p =0,01 ) .
PKP2 1,39 £ 0,02 1,02 £0,19 1,14 £ 0,41 0,89 + 0,22
p <0,01 p=0,80 p=0,57 p=0,41
PKP3 1,24 £ 0,19 0,92 +0,10 0,98 + 0,15 0,81
p =0,07 p=0,18 p=0,84 n=2
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