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Einfluss der tRNA Modifikation i6A37 auf die Translation in
Sdugern und deren Mitochondrien

ZUSAMMENFASSUNG

Modifizierte Basen in tRNA-Anticodonschleifen iben einen direkten Einfluss auf die
Translationsmaschinerie aus. N°-Isopentenyladenosin (i°A) ist die ilteste bekannte tRNA-
Modifikation. Jedoch war ihre Signifikanz in Siugetieren bisher unbekannt. In dieser Ar-
beit wurden die Effekte fehlender Isopentenylierung an Base 37 von tRNAs in Siugetie-
ren und deren Mitochondrien untersucht. Die im Cytoplasma lokalisierten tRNA"(UCN)
und tRNABSe sowie die mitochondriale tRNAY, sind mit i°A modifiziert. Die mito-
chondrialen tRNAs tRNAT, (RNAT, tRNA™ und tRNAS"(UCN) werden zu ms*i°A
(2-Methylthio-N®-Isopentenyladenosin) weiter thiomethyliert.

Tritl (tRNA:Isopentenyltransferase 1), die einzige Isopentenyltransferase in Siugetieren,
wurde konditional in Maushepatozyten und -neuronen inaktiviert. Ribosomales Profiling
nukleirer Transkripte in Lebergewebe offenbarte eine erhShte Rate an Leserahmenverschie-
bungen. Eine verstirkte Stopcodon Suppression konnte durch erhéhte Mengen von in-frame
Ribosomen im 3’-UTR Bereich nachgewiesen werden. Akkumulation von out-of-frame Ri-
bosomen auf Stopcodons innerhalb codierender Sequenzen begriinden die Aktivierung des
non-sense mediated decay. Die Recodierung des UGA/Sec Codons scheint nicht signifikant
gestort zu sein. Die Besetzzeiten von Codons, welche Wobble-Basenpaarungen benétigen,
unterscheiden sich signifikant in den Mitochondrien. Durch gestérte Expression der Unter-
einheiten der mitochondrialen Elektronen-Transportkette ist die Enzymaktivitit verringert.
Der Stressmechanismus mitochondrial integrated stress response wird ausgel6st, was die Phos-
phorylierung des eukaryotischen Initiationsfaktors eIF2« zur Folge hat. Neuron-spezifische
Trit1-defiziente Miuse zeigen Mikrozephalie und epileptische Anfille. Ebenso werden Schliis-
seltranskripte der unfolded protein response induziert.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit erstmalig codonspezifische Effekte fehlender
tRNA N°¢-Isopentenylierung an Adenosin 37 in der cytoplasmatischen und der mitochon-
drialen Translation von Siugetieren beschrieben. Es wurde gezeigt, dass gestorte mitochon-
driale Aktivitit einen negativen Einfluss auf die Translation im Cytoplasma austibt. Schlief3-
lich konnte die fundamentale Rolle von i°A in der Biologie von Siugetieren demonstriert
werden.
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In der vorliegenden Arbeit wird nachfolgende Nomenklatur von Genen und Prote-
inen verwendet: Kursiv geschriebene Gensymbole bezeichnen die Gene, wihrend nicht
kursiv geschriebene Gensymbole fiir Proteine verwendet werden. Des Weiteren werden
menschliche Gene/Proteine groff (7RI71/TRIT1) und Gene/Proteine anderer Spezies
klein (77zt1/ Tritr) geschrieben.
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The scientist is not a person who gives the right answers,

he’s one who asks the right questions.

Claude Lévi-Strauss

Einleitung

TRANSFER RIBONUKLEINSAUREN (tRNA) sind zentrale Komponenten der Proteinbiosyn-
these, die Aminosiuren (AS) zu den Ribosomen transportieren. Durch Basenpaarung zwi-
schen einem Codon auf der messenger RNA (mRNA) und dem Anticodon der korrespon-
dierenden tRNA ermdglichen diese Molekiile den spezifischen Einbau von AS in Peptidket-

ten wihrend der Translation. Zum Start der Translation bindet die Initiator-tRNA in die



Peptidyl-tRNA-Stelle (P-Stelle) des Ribosoms, wihrend tRNAs zur Elongation mit dem Ri-

bosom tiber die Aminoacyl-tRNA-Stelle (A-Stelle) interagieren (Ramakrishnan, 2002).

0.1 DASsZENTRALE DoGMA DER MOLEKULARBIOLOGIE

Das seit fast SO Jahren postulierte zentrale Dogma der Molekularbiologie ist noch immer
nicht in allen Details aufgeklirt (Crick, 1970). Aus Desoxyribonukleinsiure (DNA) wird im
Zellkern mRNA transkribiert. Diese wird in das Cytoplasma transportiert, um in Proteine
translatiert zu werden. Ziel ist es, durch ein stetiges Gleichgewicht zwischen Bildung und
Degradierung die benétigte Menge jedes Proteins bereitzustellen, um die optimale Funkti-
on in der Zelle zu gewihrleisten (Dekel and Alon, 2005; Scott et al., 20105 Li et al., 2014).
Das zentrale Dogma wurde tiber die Jahre aufgeweicht und gilt heute nicht mehr in dieser
unidirektionalen Urform (Koonin, 2012). Mitte der 1980er Jahre wurde z.B. durch die Ent-
deckung der reversen Transkription in eukaryotischen Zellen die Richtung der Informati-
onsweitergabe von RNA zu DNA gezeigt (Temin, 1985). Moderne Methoden erlaubten die
Identifizierung von weiteren, kleinen Molekiilen, welche mafigeblich an der Steuerung der

Genexpression beteiligt sind (Schneider-Poetsch and Yoshida, 2018).

0.2 TRANSKRIPTION

Das Ziel der Transkription ist es, die in der DNA gespeicherte Information in RNA zu tiber-
setzen. Transkriptionsfaktoren iiben hierbei kontrollierenden Einfluss auf die Transkription

aus. Es wird zwischen zwei Gruppen von RNAs unterschieden. Codierende mRNA enthilt



die Information zur Bildung von Proteinen und wird aus dem Zellkern portiert, um spiter
in ein Protein translatiert zu werden (Neriec and Percipalle, 2018). Nicht-codierende RNAs,
wie z.B. tRNA oder ribosomale RNA (rRNA), sind eine grofSe und heterogene Gruppe von
RNA-Molekiilen mit unterschiedlichen Aufgaben in der Zelle. Unter anderem wird die Re-

gulation von Transkription und Translation beeinflusst (Cech and Steitz, 2014).

Die Bildung der mRNA erfolgt mit Hilfe der RNA-Polymerase, die doppelstringige
DNA als Matrize zur Synthese einzelstringiger pri-mRNA nutzt. Anders als in DNA fin-
det man in RNA die Base Uracil (U) anstelle von Thymin (T). U ist energetisch gesechen
weniger kostspielig als T. U kann jedoch durch Desaminierung von Cytosin (C) entstehen.
In der langlebigen DNA wiirde dies zu einer erh6hten Mutationsrate fithren. Deshalb wird T
verwendet, das durch die zusitzliche Methylgruppe Mutationen detektierbar macht und so-
mit Reparaturen erlaubt. Adenin (A), Guanin (G) und C bleiben bestehen. Die pri-mRNA
wird cotranskriptionell modifiziert. Am 5’-Ende wird sie mit einem modifizierten Guanin
tiber eine 5’-5’-Phosphodiesterbindung verbunden (m”G-Cap) (Abb. 1). Am 3’-Ende kata-
lysiert das Enzym Poly(A)-Polymerase das Anheften eines Poly(A)-Schwanzes. Beide Struk-
turen sind wichtig fiir die Stabilitit der mRNA, da sie einen Abbau durch Exonukleasen
verhindern. Die Linge des Poly(A)-Schwanzes bestimmt dabei tiber die Halbwertszeit der
mRNA. Die m”G-Cap wird zum Transport aus dem Zellkern benétigt und vermeidet ein 5’
Triphosphat wie in prokaryotischen mRNAs, welches vom angeborenen Immunsystem er-

kannt wird. Weitergehend finden beide Strukturen Verwendung bei der Initiation der Trans-
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Abbildung 1: Schema des Spleiens. Die am 5’-Ende mit einer m’G Cap modifizierten und am 3'-Ende polyadenylierten
pra-mRNA wird durch das SpleiBosom prozessiert (rote Kreuze). Durch alternatives SpleiBen besteht die Moglichkeit der
Produktion verschiedener Isoformen durch Entfernung unterschiedlicher Introns (orange). Ubrig gebliebene Exons (blau)
beinhalten die Information liber die Aminosdurenabfolge des spateren Proteins.

lation. Die pri-mRNA zeichnet sich in der Regel durch nicht codierende Bereiche (Introns)
innerhalb der codierenden Bereiche (Exons) aus. Intronbereiche werden auf der DNA z.B.

zur Regulation der Transkription benétigt.

Die prozessierte nRNA wird in Eukaryoten anschlieffend aus dem Zellkern ins Cytoplas-
ma transportiert, um translatiert zu werden. Eine mRNA enthilt eine codierende Sequenz
(CDS), sowie Bereiche 5’ und 3’ der CDS, welche regulatorische Funktionen ausiiben und
nicht translatiert werden (#ntranslated regions, UTR). Die codierende Sequenz zeichnet sich
dadurch aus, dass sie mit dem Startcodon AUG startet und durch eines der drei Stopcodons
UGA, UAA oder UAG terminiert wird. Vom Startcodon beginnend bilden jeweils drei Basen

ein Codon. Das Ribosom bewegt sich wihrend der Translation in dieser Triplett Periodizitit



bis zum Stopcodon iiber die mRNA. Neben der codierenden Sequenz kénnen auch noch
weitere Bereiche auf einer mRNA vorhanden sein, die der Definition einer codierenden Se-
quenz entsprechen, jedoch kein Protein codieren (untransiated open reading frame, uORF).

Die uORFs kénnen regulatorische Funktionen wihrend der Translation iibernehmen.

0.3 TRANSLATION

Ribosomen bestehen aus zwei Untereinheiten (UE), der groffen 60S UE in Eukaryoten (50S
in Prokaryoten) und der kleinen 40S UE (30S in Prokaryoten), welche unterschiedliche Funk-
tionen ausiiben (Abb. 2). Die Benennung der UE erfolgt historisch bedingt tiber die Sedi-
mentationskoeffizienten in der Ultrazentrifuge, welche von der Masse der UE abhingen. Das
aktive Zentrum der Peptidyltransferase befindet sich in der grofSen UE, wihrend die kleine
UE die Codon:Anticodon Interaktion vermittelt und an die mRNA bindet (Green and Nol-
ler, 1997). Die Codon:Anticodon Interaktion ist essentiell fiir eine korrekte Translation. Das
Zusammenspiel verschiedener Bindungsenergien ermdglicht Einfluss auf die Elongationsge-
schwindigkeit zu nehmen (Grosjean and Westhof, 2016; Zhao et al., 2017). Interessanter-
weise iiben Teile der rRNA die katalytische Funktion des Peptidyltransfers aus (Moore and
Steitz, 2011). Die Struktur der rRNA legt nahe, dass diese universell konserviert ist (Ben-
Shem et al., 2010, 2011; Klinge et al., 2011). Beide UE haben drei Positionen, welche Bin-
dungsstellen fiir tRNAs bieten: die A-Stelle (Aminoacyl-Stelle), die P-Stelle (Peptidyltranste-
rase-Stelle) und die E-Stelle (Ex7z-Stelle), aus welcher deacetylierte tRNAs aus dem Ribosom

entfernt werden (Abb. 2). Die Translation wird in drei Schritte eingeteilt: Initiation, Elon-



Abbildung 2: Schema eines Ribosoms. Das Ribosom besteht aus einer groBen und kleinen Untereinheit (60S bzw. 40S in
Eukaryoten) und liest die mRNA (blau) von 5’ nach 3’. Aminosauren (griin) werden von tRNAs (gelb) zur A-Stelle gebracht.
Nach erfolgtem Peptidyltransfer von der P- zur A-Stelle verlasst die tRNA das Ribosom Uber die E-Stelle.

gation und Termination, wobei jeder Schritt selbst aus komplexen Unterprozessen besteht

(Ramakrishnan, 2002).

0.3.1 INITIATION

Die Initiation besteht aus acht verschiedenen Phasen und benétigt bei Eukaryoten mindes-
tens neun verschiedene eukaryotische Initiationsfaktoren (eIF1-5S mit Untereinheiten) (Jack-
son et al., 2010). Als Initiation wird der Vorgang der Basenpaarung der Initiator-tRNA Me-
thionin (Met-tRNAM®,) mit dem Startcodon in der 80S P-Stelle des Ribosoms bezeichnet.
In der A-Stelle des Ribosoms wird durch weitere Initiationsfaktoren besetzt. Die Initiation
wird durch die Bildung des 43S-Priinitiationskomplexes eingeleitet. Der 43S-Priinitiations-
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komplex besteht u.a. aus der kleinen 40S-UE und einem Dreifachkomplex aus elF2, an eIF2
gebundenem GTP sowie der Met-tRNAM<;. Der 43S-Priinitiationskomplex bindet in ei-
nem ersten Schritt an die m”G-Cap Struktur der mRNA, welche durch weitere Faktoren
entspannt wird. Das erméglicht dem 43S- Priinitiationskomplex die mRNA in Richtung
Startcodon entlang zu gleiten (Pestova et al., 2001). Sobald das Startcodon erkannt wird,
wird das an eIF2 gebundene Guanosintriphosphat (GTP) hydrolysiert. In Prokaryoten dient
dieser Erkennung die Shine-Dalgarno Sequenz auf der mRNA, die komplementir zur 16S
rRINA ist und sich in der Nihe des Startcodons befindet (Shine and Dalgarno, 1974). Die
Konsensussequenz in Eukaryoten wird Kozak-Sequenz genannt, die Einfluss auf die Initiati-
onseffizienz nimmt (Kozak, 1984, 1987). Die GTP-Hydrolyse fithrt zur Ablésung aller weite-
ren Initiationsfaktoren des 43S-Priinitiationskomplexes und der mRINA, was das Signal der
Anlagerung der grofien 60S UE gibt. Mit der Anlagerung der grofien 60S UE entsteht das
translationsbereite Ribosom. In diesem Ribosom ist die P-Stelle mit der tRNAM; besetzt.
Das zweite Codon der codierenden Sequenz befindet sich in der leeren A-Stelle, wo auf die

Bindung der passenden Aminoacyl-tRNA gewartet wird.

0.3.2 ELONGATION

Im ersten Schritt der Elongation bindet der Elongationsfaktor eEF1A GTP-abhingig an eine
mit einer AS beladene tRNA (aminoacylierte tRNA), um diese zur A-Seite des Ribosoms
zu leiten (Dever and Green, 2012). Die Aminoacylierung von tRNAs wird in Kapitel 0.9 de-

tailliert erklirt. Ist das Anticodon der tRNA passend zum Codon in der A-Stelle, wird GTP
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Abbildung 3: Elongationszyklus. Eine aminoacylierte tRNA lagert sich in der freien A-Stelle an, wahrend die leere tRNA
in der E-Stelle das Ribosom mit Hilfe von eEF1-GTP verlasst (1.). Der Peptidyltransfer findet statt, indem die AS-Kette
der P-Stelle auf die AS in der A-Stelle tibertragen wird (2.). Spontane Translokation in 60S UE mit A/P und P/E Hybrid-
zustanden wird durch Bindung von eEF2-GTP stabilisiert (3.). Die komplette Translokation erfolgt durch Hydrolyse von
eEF2-GTP und der einhergehenden Konformationsanderung (4.). Der gesamte Ribosomkomplex ist nun ein Codon wei-
ter gewandert, wobei sich die leere A-Stelle nun auf dem folgenden Codon befindet. Adaptiert von Frank et al. (2007).

durch eEF1A hydrolysiert, was zur Entfernung des Faktors fithrt und der tRNA erlaubt sich
der A-Stelle anzupassen und zu binden (Abb. 3). Die Ubertragung der AS auf die wachsende
Peptidkette wird durch das Peptidyltransferasezentrum der groflen UE katalysiert, wobei die
Peptidbindung schnell und ohne Energieeinsatz entsteht und das Peptid von der P- auf die
A-Stelle tibertragen wird (Pape et al., 1998; Schmeing et al., 2002).

Die anschlieffende Translokation des Ribosoms wird in Pri- und Posttranslokation ein-
geteilt (Moazed and Noller, 1989). An erster Stelle steht die spontane Bildung von A/P und
P/E Hybridzustinden, bei denen die Anticodonschleifen in der A- bzw. P-Stelle der kleinen

UE verbleiben, wihrend die Akzeptorarme in die P- bzw. E-Stelle der grofien UE wandern



(Wasserman et al., 2016). Anschlieflend bindet die GTPase eEF2 im Komplex mit GTP an
das im Hybridzustand befindliche Ribosom (Dorner et al., 2006). Einerseits fithrt dies zu
einer Stabilisierung des Hybridzustands, andererseits wird GTP schnell hydrolysiert und P;
sowie eEF2 entfernt. Dies fiihrt zu einer Anderung der Konformation des Ribosoms und
ermoglicht der mRNA sowie den Anticodonschleifen in die P- bzw. E-Stelle der kleinen UE
zu wandern (Joseph, 2003). eEF2 verhindert wihrend des gedffneten Zustands des Ribosoms
ein Zurtickschnellen der tRNAs in den Ausgangszustand (Gao et al., 2009).

Das Ribosom geht nun in die Phase der Posttranslokation tber. Hier liegt die deacety-
lierte tRNA in der E-Stelle und die Peptidyl-tRNA in der P-Stelle beider ribosomalen UE
vor. Die A-Stelle beinhaltet das noch unbesetzte folgende Codon. Die Freisetzung der tRNA
in der E-Stelle scheint von zuvor durchgefithrten Menge an Translokationen des Ribosoms
abzuhingen. Je hiufiger elongiert wurde, desto spontaner und unabhingiger wird die tRNA
aus der E-Stelle freigesetzt (Chen etal., 2011). Die Schritte der Elongation werden wiederholt
durchgeftihrt bis das Ribosom eines der drei Stopcodons UGA, UAA oder UAG erreicht, die

Translation terminiert und das Protein freisetzt (Dever and Green, 2012).

0.3.3 TERMINATION

Bei der Termination in Eukaryoten sind die zwei Faktoren eRF1 und eRFE3 (eukaryotic re-
leasing factor 1 (ETF1) und 3) beteiligt, welche das Ribosom trennen und das Protein aus
dem Ribsomenkomplex lésen (Frolova et al., 1996; Kisselev et al., 2003; Dever and Green,

2012). Die Termination liuft gekoppelt mit dem Recycling der Ribosomen ab (Shoemaker



and Green, 2011). Der Faktor eRF1 besitzt die Form einer tRNA und decodiert alle drei Stop-
codons. Die Bindung von eRF1 in der A-Stelle induziert die Hydrolyse der Esterbindung der
Peptidyl-tRNA im Peptidyl-Transferasezentrum der P-Stelle (Song et al., 2000). Die Hydro-
lyse geschieht in Zusammenarbeit mit der GTPase eRF3, die nach der Reaktion dissoziiert.
(Zhouravleva et al., 1995; Alkalaeva et al., 2006). Im Postterminationskomplex befindet sich
die deacylierte tRNA in der P-Stelle, wihrend eRF1 in der A-Stelle verbleibt. Das Recycling
des Postterminationskomplexes ist in Prokaryoten detaillierter aufgeldst als in Eukaryoten
(Graf et al., 2018). Die ATPase ABCE1 (AT P-binding cassette sub-family E member 1) kata-
lysiert die Dissoziation der 60S und der 40S ribosomalen UE, sowie von eRF1 im Posttermi-
nationskomplex. Die 40S UE ist weiterhin an tRNA und mRNA gebunden (Pisarev et al.,
2007). Der eukaryotische Initiationsfaktoren eIF3 fordert die Dissoziation. Durch eIF1 wird
die deacylierte tRNA aus der P-Stelle gelost. Die eIF3 Untereinheit eIF3j 16st anschliefSend
die mRNA von der 40S ribosomalen UE, womit die beiden ribosomalen UE wieder fiir die

erneute Initiation bereit stehen (Pisarev et al., 2007).

0.3.4 BILDUNGSRATE VON PROTEINEN

Die Menge eines Proteins hingt von verschiedenen Faktoren ab und kann tiber unterschiedli-
che Mechanismen kontrolliert werden. So kann die Proteinmenge auf transkriptioneller Ebe-
ne iber die Menge an mRINA Molekiilen reguliert werden. Auf translationaler Ebene ist die
Regulation iiber die Menge an Ribosomen pro mRNA Molekiil, sowie tiber die Menge an

bereitgestellter tRNA méglich. Verdiinnung und Abbau der RNA und der Proteine fiihrt
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zu einem komplexen und hochdynamischen Netzwerk aus verschiedenen Bildungs- und Ab-

bauraten, welche sich am Ende auf die Proteinmenge auswirken (Hausser et al., 2019).

0.4 QUALITATSKONTROLLE DER TRANSLATION

Wihrend der Translation besteht eine Fehleranfilligkeit, welche kontrolliert werden muss
(Atkinson et al., 2008; Shoemaker and Green, 20125 Graille and Séraphin, 2012; Hershey
etal., 2012). Auf mRNA Ebene wurden mehrere Kontrollmechanismen beschrieben. Unter
anderem no-go decay (NGD), non-sense mediated decay (NMD) und non-stop mediated decay
(NSD) (Doma and Parker, 2006; Hug et al., 2016; van Hoof et al., 2002). Eine zentrale Rolle
spielt hierbei ein Komplex aus PELO (Pelota mRINA surveillance and ribosome rescue factor),
HBSIL (HBS'1 like translational GTPase) und ABCEL, welcher zur Dissoziation der riboso-
malen UE fthrt (Pisareva et al,, 2011). In Eukaryoten wurde eine weitere GTPase namens
GTPBP2 (GTP Bindungsprotein 2) identifiziert, die mit PELO Co-immunoprizipiziert (Is-

himuraetal, 2014).

0.4.1 INON-STOP MEDIATED DECAY

NSD degradiert mRNAs ohne Stopcodons und erkennt diese tiber die wihrend der Transla-
tion des Poly(A)-Schwanzes in diesem Bereich stehen gebliebenen Ribosomen (Frischmeyer
etal., 2002; Ito-Harashima et al,, 2007). Die Degradation der mRNA erfolgt iber einen Exo-
somenkomplex (Anderson and Parker, 1998; Mitchell et al., 1997; Chlebowski et al., 2013).
Der Exosomenkomplex wird durch den sogenannten SKI-Komplex zur mRNA gefiithrt, um
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diese von 3’ nach 5’ zu verdauen. Beide Komplexe sind in Hefen durch das Protein Ski7
(Superkiller Protein 7) verbunden. In Menschen wurde kiirzlich eine kleinere Isoform von
HBSIL entdeckt, die diese Funktion tibernimmt (Kalisiak et al., 2017). Die E3 Ubiquitin-
Ligase Listerin als Teil eines ribosomalen Qualititskontrollen-Komplexes ubiquitinyliert da-
bei die Peptidyl-tRNA in der 60S ribosomalen UE (Bengtson and Joazeiro, 2010). Die AAA-
ATPase CDCS48 extrahiert anschlieend die ubiquitinylierte Peptidyl-tRNA aus der 60S
UE und fijhrt diese zum Proteasom, wo das Peptid degradiert wird (Brandman et al., 2012;
Defenouilleére et al., 2013). Dies fithrt neben reduzierten mRNA Leveln auch zu einer redu-

zierten Proteinmenge (Wilson et al., 2007).

0.4.2 NO-GO DECAY

NGD zieltauf die mRNAs ab, auf welchen Ribosomen z.B. durch stabile Schleifen, in-frame
Poly(A)-Bereiche (mind. 18) oder beschidigten Basen in der A-Stelle aufgehalten werden und
nicht wie vorgesehen translatieren knnen (Doma and Parker, 2006). Anders als beim NSD
bindet ein Komplex, bestehend aus PELO (ein Ortholog von Dom34 in Hefe) und HBSIL,
in die unbesetzte A-Stelle des Ribosoms (Becker et al., 2011). PELO imitiert hierbei eRF1
und HBSIL dementsprechend eRF3 (Inagaki et al., 2003; Alkalaeva et al., 2006). Der Verdau
der freigesetzten mRNA findet anschliefend durch eine Endonuklease statt (Lebreton et al.,
2008; Doma and Parker, 2006). Interessanterweise wurde eine Beteiligung dieses Komplexes
auch bei Ribosomen des NSD gefunden, welche am 3” Ende der mRNA aufgelaufen sind
(Tsuboi et al., 2012).
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0.4.3 INON-SENSE MEDIATED DECAY

NMD ist ein vielschichtiger Prozess, der einerseits der Eliminierung von mRNAs mit vor-
zeitigen Stopcodons (PTC, premature termination codons) und andererseits der Regulation
von zelluliren RNAs dient (Baker and Parker, 2004; Kervestin and Jacobson, 2012; He and
Jacobson, 2015; Hug et al., 2016; Kurosaki et al., 2019). Eine negative Riickkopplung tibt
hierbei einen Einfluss auf den NMD aus (Huang et al., 201 1). Weitergehend wird eine Auto-
regulation des NMD angenommen, da die meisten Transkripte, die am NMD beteiligt sind,
selbst auch NMD-sensitiv sind. Die NMD Sensitivitit korreliert mit der Linge der 3’UTR
und dem Vorhandensein von uORF (Yepiskoposyan et al., 2011). Bei der Eliminierung von
mRNA mit PTC in Siugetieren ist der NMD Mechanismus eng mit dem Spleiflen von pri-
mRNAs verbunden. Hierbei werden mRNAs mit PTC abgebaut, welche 50 - 55 Nukleotide
entfernt vom 5’-Ende des finalen Exon-Junction-Komplexes (EJC) liegen (Zhang et al., 1998;
Thermann et al., 1998). E]JC werden zur Bildung von mRNA aus pri-mRNA benétigt und
bleiben nach dem Spleifien auf der mRNA sitzen, bis ein Ribosom die Komplexe mit Hilfe
von PYML1 (PYM homolog 1, Exon Junction Complex associated factor) entternt (Le Hir et al.,

2001; Le Hir and Séraphin, 2008; Gehring et al., 2009).

Pausiert das translatierende Ribosom auf einem PTC, da aufgrund der Umgebung nicht
effektiv terminiert werden kann, lagert sich UPF1 (UPFr RNA helicase and ATPase) mit
der assoziierten Kinase SMG1 (SMGr1 nonsense mediated mRNA decay associated PI3K re-

lated kinase) an die schon an das Ribosom gebundenen Terminationsfaktoren an und bil-
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det den SURF Komplex (surveillance complex). UPF2 (UPFz regulator of nonsense mediated
mRNA decay) und UPF3b (UPF3.A4 regulator of nonsense mediated mRNA decay) lagern
sich an den auf das PTC folgende EJC an. Die Bindung mit dem SURF Komplex fithrt dann
zu einer Phosphorylierung von UPFI, was die Dissoziation der Terminationsfaktoren eERF1
und eERF3 zur Folge hat (Kashima et al., 2006). Die damit folgende Konformationsinde-
rung fithrt zur Aktivierung der Helicaseaktivitit von UPFI, die Sekundirstrukturen und auf
der mRNA sitzende Proteine in Richtung des EJC entfernt. Der Verdau der mRNA wird

somit ermoglicht (Chakrabarti et al., 2011; Schoenberg and Maquat, 2012).

0.5 BILDUNG DER PROTEINSTRUKTUR

Da Proteine eine komplexe Sekundir- und Tertidrstruktur besitzen, welche essentiell fir die
korrekte Funktion ist, muss schon wihrend der Translation sichergestellt werden, dass sich
das Protein fehlerfrei faltet (Dobson, 2003; Zhang and Ignatova, 2011). Hierfiir wird ein
komplexes Netzwerk aus Chaperonen bereitgestellt, welche cotranslational an die wachsen-
de Polypeptidkette binden (de-novo Faltung) und dabei helfen, die dreidimensionale Struktur
auszubilden (Hartl, 1996; Hartl et al,, 2011; Kim et al., 2013). Die Translationsgeschwindig-
keit iibt einen groflen Einfluss auf die Ausbildung der Strukturen aus (Zhang et al., 2009;
Siller et al., 2010; Cabrita et al., 2010; Nedialkova and Leidel, 2015). Fehlgefaltete Proteine
aggregieren innerhalb des Cytoplasmas aufgrund hydrophober Krifte (Eichner et al.,, 2011).
Die de-novo Faltung ist ein Adenosintriphosphat (ATP) abhingiger Mechanismus, bei dem

sich die Chaperone der 70 Kilodalton (kDa) HSP70 (Heat shock protein 70) Familie (z.B.
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HSPAS8) an hydrophobe Regionen der wachsenden Polypeptidkette anlagern. Ebenfalls wer-
den Mitglieder dieser Familie bei Stress induziert, um toxische Proteinaggregation zu verhin-

dern (Auluck et al., 20025 Hartl et al., 2011).

0.6 SELENOPROTEINE

Selenoproteine sind eine kleine Gruppe von Proteinen (in der Maus 24, im Menschen 25), die
meist einmalig die 21. proteinogene Aminosiure Selenocystein (Sec) tragen (Labunskyy etal.,
2014). Der Sec Einbau erfolgt iiber einen speziellen Mechanismus an internen UGA Codons.
Sec wird von der tRNASerlSe transportiert, welche ein zum UGA passendes Anticodon be-
sitzt (Lee et al,, 1989). Im 3’-UTR Bereich von Selenoprotein mRNAs in Eukaryoten findet
sich bei allen Selenoproteinen eine regulatorische Struktur, das SECIS-Element (selenocystei-
ne insertion sequence) (Low and Berry, 1996). Mit Hilfe dieser cis-wirkenden Struktur und
den trans-wirkenden Faktoren SECISBP2 (Secis binding protein 2) und eEFSec (enkaryotic
elongation factor, selenocysteine-t RINA specific), konnen UGA Codons von Stopcodons zu Sec
Codons recodiert werden (Copeland et al., 2000; Tujebajeva et al., 2000). Es wurde gezeigt,
dass Anderungen dieser speziellen Translationsmaschinerie zu Reduktion der Recodierung
von UGA Codons fihrt, mit einer einhergehenden Reduktion des mRNA- und Protein-

Spiegels (Fradejas et al., 2013; Fradejas-Villar et al., 2017).
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0.7 REGULATORISCHE EINFLUSSE AUF DIE GENEXPRESSION

Die Qualitit reifer Proteine untersteht ebenfalls einer Kontrolle (Creppe et al., 2015). Fehl-
gefaltete Proteine fithren zu Stresssignalen am endoplasmatischen Retikulum (ER), die ei-
ne Kaskade verschiedener Mechanismen auslésen (u.a. Autophagie), um die normale Zell-
funktion wieder herzustellen. Dieses ER-Stresssignal kann tiber verschiedene integrale ER
Proteine ausgelost werden. Diese sind unter anderem Atf6 (activating transcription factor
6), Irela (Inositol-requiring enzyme 1) und Perk (double-stranded RINA-dependent protein
kinase-like ER kinase) (Wang and Kaufman, 2014). So fithrt z.B. die Perk-induzierte Kaskade
zu einer Phosphorylierung des Initiationsfaktors eIF2«, welches wiederum zu einer Aktivie-
rung von Atf4 fithrt (Kouroku et al., 2007). Diese Aktivierung steht unter der Kontrolle der
Translation durch elF2« und dem Vorkommen von uORF in Atf4 (Andreev et al., 2015).
Atf4 besitzt zwei uORFs, die vor der eigentlichen codierenden Sequenz liegen. Das erste
uORF dient als positiver Regulator, der dazu fiihrt, dass durchlaufende Ribosomen bei der
nichsten codierenden Sequenz, dem zweiten uORF, reinitiieren und elongieren. Das zweite
uOREF tiberlappt hierbei in einem anderen Leserahmen mit dem Startcodon, was zum Uber-
lesen des Startcodons der CDS fiihrt. Bei geringerem eIF2-GTP Level findet die Reinitiation
nicht schnell genug statt, weshalb die Ribosomen dann vermehrt am Startcodon der CDS die
Translation initiieren (Vattem and Wek, 2004). Weitere, durch uORF regulierte Transkripte
wie Ddit3 (Chop, DNA damage inducible transcript 3) werden ebenfalls verstirkt exprimiert
(Palam et al., 201 1; Harding et al., 2000).
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Eine weitere Kontrolle der Funktionalitit von Proteinen ist die integrierte Stressantwort
(ISR, integrated stress response), welche ebenfalls zu einer Phosphorylierung von eIF2« fithrt
(Abb. 4). Die Folge ist eine globale Hemmung der Translation, was unter anderem vor oxida-
tivem Stress schiitzt (Harding et al., 2003; Pakos-Zebrucka et al., 2016). Verschiedene Stress-
signale (Mangel an Aminosiuren, Virusinfektionen, Himverlust und ER Stress) fithren hier-
bei zur Aktivierung der ISR Regulatoren. Die verminderte Translation erlaubt der Zelle fehl-

gefaltete Proteine abzubauen und so die Zellintegritit wieder herzustellen.

Die Regulation des ISR erfolgt iiber genspezifische Reinitiation der Ribosomen an co-
dierenden Sequenzen regulatorischer Transkripte. Hierbei regulieren vor allem PPPIR1SA
(Protein phosphatase 1 regulatory subunit 154, auch als GADD34 bekannt) und PPP1R15B
(Protein phosphatase 1 regulatory subunit 158, auch als CReP bekannt) die Dephosphorylie-
rung von elF22 und die damit einhergehende Wiederherstellung der Translation (Lee et al.,

2009; Young et al., 2015).

Eine Antwort auf den Mangel einer AS in Prokaryoten ist z.B. die Attenuation, die die
Expression von des an der Biosynthese der AS beteiligten Operons reguliert. In E. coli wurde
dieser Mechanismus fiir das Trypthophan-Operon erstmalig beschrieben (Yanofsky, 1981).
Hier fithrt Tryptophan-Defizienz zu einer lingeren Aufenthaltszeit von Ribosomen im At-
tenuatorbereich des Tryptophan-Operons, da dort verstirkt Tryptophan-Codons lokalisiert
sind. Aufgrund der Ribosomen kann keine mRNA-Haarnadelstruktur mehr ausgebildet

werden, was die weitere Transkription des Operons ermdglicht. Die Ausbildung der Haar-
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nadelstruktur fuhrt ansonsten zur Termination der Transkription.

0.8 TRNA-STRUKTUR

tRNAs besitzen eine Nukleotidlinge von 72 - 95 Nukleotiden und eine grof8e Sequenzvaria-
bilitit. Trotz dieser Variabilitit besitzen alle tRNAs eine konservierte Kleeblatt-artige Sekun-
didrstruktur, welche aus finf verschiedenen Regionen besteht: Anticodon-Schleife (ASL),
Akzeptorstamm am 5’ und 3’ Ende der tRNA, D-Arm, T'WC-Schleife und variabler Schleife
(Abb. 5) (Giegé et al., 2012). Erstmalig wurde die Struktur der tRNA 1965 anhand der Ala-
nin tRNAAR aus Hefe gezeigt (HOLLEY et al., 1965). Intramolekulare Wechselwirkungen
der Basen fiihren zu der Ausbildung einer tertidren dreidimensionalen L-férmigen Struktur
der tRNA, was anhand der Phenylalanin tRNA* in Hefe beschrieben wurde (Kim et al.,
1974).

Nach der Modifizierung verschiedener Basen (siche Kap. 0.12) wird eine CCA-Sequenz
an die Diskriminatorbase am 3’-Ende angefiigt, die in der Regel keine Basenpaarung eingeht.
Die CCA-Sequenz dient einerseits als Markierung zur Aminoacylierung und andererseits tibt
sie Einfluss auf die Termination der Translation und der Positionierung im Ribosom aus
(Sprinzl and Cramer, 1979; Simonovi¢ and Steitz, 2008; Betat et al., 2010). Die L-Form fiihrt
zu einer maximalen Entfernung von CCA-Ende und ASL, was die optimale Erkennung der
tRNA durch verschiedene Enzyme erlaubt. Die tRNA-Modifikationen beeinflussen einer-
seits das Decodierungspotential wihrend der Translation und andererseits die Struktur und

Thermostabilitit (Lorenz et al., 2017).
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Abbildung 5: Sekundar- und Tertidrstruktur von tRNA. tRNAs besitzen eine konservierte Sekundar- (links) und Terti-
arstruktur (rechts) mit verschiedenen Bereichen. In der Tertiarstruktur wird gezeigt, wie die D-Schleife (Dihydrouridin
Schleife) und die TYC-Schleife zur Ausbildung der Struktur interagieren. Die Anticodon-Schleife ist in blau dargestellt.

Adaptiert von Pang et al. (2014).
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0.9 TRNA-AMINOACYLIERUNG

Bevor eine tRNA tiberhaupt zur Translation beitragen kann, muss sie mit der ihrem Anti-
codon entsprechenden AS beladen werden. Bis hierhin wurde das Zusammenspiel der tRNA,
mRNA und rRNA mechanistisch beschrieben. Jedoch sollte bei der Betrachtung der ver-
schiedenen Prozesse, welche im Ganzen die Translation beschreiben, die Aminoacylierung

der tRNAs, also der erste Schritt der Proteinbiosynthese, nicht aufSer Acht gelassen werden.

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (aaRS) sind eine Familie essentieller Enzyme, welche, ne-
ben der kovalenten Bindung einer AS zu entsprechenden tRNA Isoakzeptoren, auch weitere
metabolische Prozesse beeinflussen (Guo et al., 2010; Pang et al., 2014). Ihre fundamenta-
le Rolle ist aber die Etablierung des genetischen Codes. Die aaRS teilen sich in zwei Grup-
pen auf, welche unter anderem durch konservierte Sequenzmotive und der Bindungsstelle
der AS mit der Ribose unterschieden werden (Eriani et al., 1990; Burbaum and Schimmel,
1991). Klasse I aaRS sind meist monomerisch, wihrend Klasse IT aaRS meist dimerisch vor-
kommen. Es findet sich sowohl ein eigener Satz an aaRS im Cytosol und den Mitochondrien
als auch in den Plastiden der Pflanzen. In der Regel ist eine aaR$S pro AS-Spezies vorhan-
den (und nicht pro tRNA). Meist erfolgt die Erkennung von tRNAs durch aaRS iiber die
ASL und den AS-Akzeptorarm, sowie durch die Diskriminatorbase (Abb. s). Eine Ausnah-
me bilden Leucyl-aaRS, Seryl-aaRS und Alanyl-aaRS, die tiber andere Bereiche identifiziert
werden (Hou and Schimmel, 1988; Giegé et al., 1998). Eine konservierte zweistufige Reakti-
on aktiviert die Aminosiure durch Reaktion mit ATP unter Bildung eines Amino-Adenylats
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(AS-AMP). In einem zweiten Schritt wird die aktivierte AS auf das 3>-CCA Ende der tRNA
tibertragen (Schimmel, 1987).

ATP+ AS = AS — AMP + PP,

AS — AMP + tRNA™ — AS — tRNA™ + AMP

Die aaR S besitzen einen Korrekturlesemechanismus, welcher gewihrleistet, dass tRNAs,
die mit falschen AS beladen werden, wieder hydrolysiert werden. Falsch beladene tRNAs wer-
den durch eine Editierungsstelle erkannt und die AS durch Hydrolyse entfernt. Die aktiven
Zentren fur die Synthese und die Editierung sind rdumlich voneinander getrennt. Hierbei
kann ein falsch beladenes aminoacyliertes CCA-Ende aus der Aminoacylierungsstelle heraus
schwingen und dadurch in die Editierungsstelle gelangen. Einen dhnlichen Mechanismus fin-
det man auch bei der DNA-Polymerase. Die tRNA bleibt bei der Editierung an die aaRS
gebunden, weshalb dieser Mechanismus schnell und energiesparend ist. Dies fithrt zu einer
Fehlerrate von nur 1:10 - 1:105. Das CCA-Ende ist nicht essentiell fiir die Aminoacylierung,

spielt aber eine wichtige Rolle bei der tRNA Qualititskontrolle (Wellner et al., 2018).

0.10 MITOCHONDRIALE TRANSLATION

Mitochondrien sind die Kraftwerke der eukaryotischen Zelle. Diese Organellen bestehen aus
einer Doppelmembran und produzieren das energiereiche ATP durch die oxidative Phospho-
rylierung (OXPHOS), deren Bestandteile an der inneren Membran lokalisiert sind. Die OX-
PHOS besteht aus fiinf verschiedenen Komplexen, welche jeweils aus mehreren Enzymen
zusammen gesetzt sind. Das 16.5 Kilobasen (kb) umfassende mitochondriale Genom codiert
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neun monocistronische und zwei bicistronische mitochondriale mRNAs (mt-mRNA), wel-
che 13 Proteine codieren, zwei mitochondriale rRNAs (mt-rRNA) und 22 mitochondriale
tRNAs (mt-tRNA) (Anderson et al., 1981). Alle 13 mitochondrial codierten Proteine sind

Bestandteile der OXPHOS-Komplexe.

Das Mitochondrium hat eine eigene Translationsmaschinerie mit eigenen Ribosomen
(Mitoribosom), die bei 555 sedimentieren (im Gegensatz zu 80S in Eukaryoten und 70S in
Prokaryoten). Das Mitoribosom unterscheidet sich dementsprechend vor allem durch einen
hoheren Proteinanteil von eukaryotischen und prokaryotischen Ribosomen (O’Brien, 1971;
Greber and Ban, 2016). Die Entwicklung des héheren Proteinanteils wird mit dem Schutz
vor erh6htem oxidativen Stress durch reaktive Sauerstoftspezies innerhalb der Mitochondri-
en erklirt (Lightowlers et al., 2014). Das Mitoribosom besteht aus der kleinen 285 UE und
der grofSen 39S UE (Amunts et al.,, 2015). Die Unterschiede der Mitoribosomen zu cytoso-
lischen Ribosomen und die Verkleinerung des mitochondrialen Genoms kénnte ein Grund

fiir verinderte mt-tRNAs sein (Mai et al., 2017).

Mitochondriale tRNAs sind im Vergleich zu cytosolischen tRNAs (cy-tRNAs) kiirzer
und nicht alle mt-tRNAs bilden eine D-Schleife aus (Suzuki et al., 2011). Die mt-tRNAs
besitzen, wie die cy-tRNAs, ebenfalls modifizierte Nukleotide (Suzuki and Suzuki, 2014;
Salinas-Giegé et al., 2015). Nach erfolgter Basenmodifikation wird das CCA-Ende 3’ ange-
fugt (Nagaike et al., 2001). Anschlieend werden die mt-tRNAs mit den entsprechenden

AS beladen (Diodato et al., 2014). Die 22 mt-tRNAs konnen alle Codons decodieren. Tat-
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sichlich decodiert eine mt-tRNA jeweils die ganze Codonbox bzw. Halbbox (Suzuki and
Suzuki, 2014). Ein weiterer Unterschied zu cy-tRNAs ist, dass Formylmethionin—tRNAMet
(fF-Met-tRNAM) zur Initiation ben&tigt wird, wobei die Bindung an Initiations- und Elon-
gationsfaktoren lediglich durch die Formylierung der Aminosiure vermittelt wird (Tucker
et al., 2011). Die meisten mitochondrialen Proteine werden im Kerngenom codiert und in
Mitochondrien importiert (Neupert, 2015).

Stérungen in der mitochondrialen Translation mit folgender mitochondrialer Dysfunk-
tion haben eine zur ISR 4hnliche Stressantwort zur Folge (mitochondriale ISR, ISRmt). Die
mitochondriale Stressantwort wird tiber den mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) Kom-
plex 1 (mTORCI) reguliert und resultiert ebenfalls in der Phosphorylierung von cytosoli-
schem eIF2« (Khan et al., 2017). Dariiber hinaus wird bei mitochondrialer Dysfunktion das

Cytokin FGF21 (Fibroblast growth factor 21) ausgeschiittet (Restelli et al., 2018).

o.11 DIE TRNA:DIMETHYLALLYL-ISOPENTENYLTRANSFERASEN

Tritl (tRNA:Dimethylallyl-Isopentenyltransferase 1) ist ein tRNA-modifizierendes Enzym
in Wirbeltieren (Abb. 6). Isopentenylierung wird spezifisch durch tRNA:Dimethylallyl-Iso-
pentenyltransferasen vermittelt und existiert in allen drei Formen des Lebens (Abb. 7). Ho-
mologe von Tritl/TRIT1 sind in Bakterien (MiaA), Hefe (Mod5 und Titl in S. cerevisiae
und S. pombe), C. elegans (gro-1) und 4. thaliana (Atipt2) identifiziert. In vielen tRNAs, de-
ren Codons mit U starten, ist Adenosin 37 mit N°-Isopentenyladenosin (i°A) modifiziert

(Schweizer et al., 2017). Ein in tRNAs zur Isopentenylierung benétigtes Motif ist die Ba-
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Abbildung 6: Reaktion der Isopentenylierung und Methylthiolierung durch TRIT1 und CDKSRAPI. Ein Isopentenylrest

wird durch das Enzym TRIT1 von Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) auf Adenine an Position 37 in tRNAs (ibertragen.
2.
i

Dieses isopentenylierte Adenin kann dann durch das Enzym CDKSRAPI1 zu ms %A weiter modifiziert werden.

senabfolge A36-A37-A38, welches jedoch auch nicht zwingend zur Isopentenylierung fithrt
(Lamichhane et al., 2013). Isopentylierte Adenosine werden durch das Enzym CDKSR AP1
(CDK5 regulatory subunit-associated protein 1), einem Homolog des bakteriellen MiaB, zu 2-
Methylthio-i°A (ms*i®A) in Siugetieren und Bakterien weiter modifiziert (Reiter et al., 2012;

Weietal., 2015).

1972 wurde das Enzym MiaA in E. col? isoliert und beschrieben (Rosenbaum and Gefter,
1972). Eine zur Isopentenyltransferase dhnliche Aktivitit wurde in verschiedenen Pflanzenge-
weben auch schon Mitte bis Ende der 1970er Jahre nachgewiesen (Horgan, 1975; Taya et al.,
1978; Chen and Melitz, 1979). In A. thaliana wurden neun verschiedene Isopentenyltransfe-
rase-codierende Gene identifiziert, wobei nur Atipt2 und Atipt9 als tRNA Isopentenyltrans-
ferasen fungieren (Kakimoto, 2001; Miyawaki et al., 2004). Die durch Atipt2 katalysierte
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tRNA-Isopentenylierung wurde 2002 durch Komplementierung von Mods-defizienten S.
cerevisiae mit Atipt2 beschrieben (Golovko et al., 2002). Im Gegensatz zu Hefen und Siu-
getieren wurden in 4. thaliana jedoch bisher keine tRNAs mit alleiniger i® A-Modifikation,
aber mit der weiter hydroxylierten und thiomethylierten Form N°®-(cis-hydroxyisopentenyl)-
Adenosin (ms*io®A), identifiziert (Chen etal., 2010). Interessanterweise liegt i° A nicht nurin
tRNAs eingebaut vor, sondern wird durch die sieben anderen Isopentenyltransferasen Azipt 1
und Atzpt3-8 durch die Isopentenylierung von ATP und ADP erzeugt (Miyawaki et al., 2006).
Die Isopentenyltransferasen in 4. thaliana sind in allen Geweben exprimiert (Miyawaki etal.,
2004). In der freien Form wirkt i°A als Cytokinin (Phytohormon) in Pflanzen (Jameson and
Song, 2016). Cytokinine iiben unter anderem einen Einfluss auf die Proliferation und Difte-
renzierung von Pflanzenzellen aus (Mok and Mok, 2001). Ebenfalls ist i°A in Pflanzen an der
Signaltransduktion zwischen den verschiedenen Organen tiber membrangebundene Histid-

inkinasen beteiligt (Aoyama and Oka, 2003).

Die eukaryotischen Gene codieren sowohl cytoplasmatische als auch mitochondriale Iso-
formen (Dihanich et al., 1987). Eine mitochondriale Importsequenz erlaubt den Transport
von Tritl in das Mitochondrium, um dort tRNAs zu isopentenylieren (Abb. 7). Trotz rela-
tiv geringer Sequenzidentitit der Homologe sind die funktionellen Strukturen konserviert

(Schweizer et al., 2017).

Es wurde ein Patient mit einer homozygoten p.Arg323 Gln-Mutation in TRIT7T identi-
fiziert, welche sich in einem Bereich des Gens befindet, der an der Bindung mit der ASL

26



Aktive Stelle Sequenzidentitat

MiaA u
P-Schisife A37 Interaktion Zink-Finger 19 %
Mod5
. NLS
alternativer Start y
ASL-Bindung
mitochondriale Zielsequenz p.Arg323G|n 29 %

TRIT1, Trit1 ﬂ ﬂ L L ﬁ -

Abbildung 7: Sequenz von Trit1/TRIT1 Homologen. Dargestellt sind die Proteinsequenzen mit den funktionellen Regio-
nen von MiaA (E. coli), Mod5 (S. cerevisiae) und Trit1/TRIT1 (Sdugetiere). Die Sequenzidentitat zwischen den Homologen
ist relativ gering. Die funktionellen Regionen sind jedoch konserviert. Die aktive Stelle (hellblau), sowie die Bereiche, die
mit der Base A37 interagieren (dunkelblau), sind in allen Homologen konserviert. Mod5 und Trit1 besitzen noch einen zu-
satzliche Bindung mit der Anticodon-Schleife (dunkelblau). Ebenfalls besitzen beide Homologe eine mitochondriale Ziel-
sequenz (dunkelgrau), die bei Mod5 nicht vollstandig ausgepragt ist. Die P-Schleife (gelb) ist in allen drei dargestellten
Homologen vorhanden und dient der Bindung von DMAPP. In Mod5 ist zuséatzlich eine nukleére Lokalisationssequenz
(weiB) vorhanden. Adaptiert von (Schweizer et al., 2017).

beteiligt ist (Abb. 7) (Yarham et al., 2014). Dies fiihrt zu mangelhafter Isopentenylierung
cytosolischer und mitochondrialer tRINAs im Patienten, welche mit einem Defekt der mito-

chondrialen Atmungskette einhergeht.
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0.12 TRNA-MODIFIKATIONEN IN DER ANTICODON-SCHLEIFE

Die i®A-Modifikation wurde im Jahr 1966 identifiziert und ist somit so lange bekannt wie
der genetische Code selbst (Hall et al., 1966; Zachau et al., 1966). Bis heute sind mehr als 100
modifizierte Nukleotide in tRNAs tiber alle Bereiche des Lebens beschrieben (Bjork et al.,
1987; El Yacoubi et al., 2012). Viele dieser Modifikation sind fiir die Aufrechterhaltung der
Genauigkeit und Effizienz der ribosomalen Dekodierung verantwortlich, und somit essenti-
ell fir die Proteomintegritit (Nedialkova and Leidel, 2015). Im Besonderen sollen Modifi-
kationen an Base 34 (erste Base des Anticodons) und an Base 37, die sich direkt neben dem
Anticodon befindet, das Dekodierungspotential von tRNAs beeinflussen. Dies gilt speziell
fiir tRNAs, die mehr als ein Codon dekodieren (eine Codonbox), so wie es z.B. in Mito-
chondrien tiblich ist (Grosjean and Westhof, 2016). Aus diesem Grund fithren Mutationen
in Genen, die tRNA modifizierende Enzyme kodieren, hiufig zu mitochondrialen Funkti-

onsstérungen (Torres et al., 2014).

Jiingst wurde gezeigt, dass tRNA-Modifikationen nicht so statisch vorliegen wie bisher
geglaubt, sondern die metabolische Aktivitit der Zelle dynamisch reflektieren konnen. Die
metabolische Aktivitit der Zelle kann unter anderem durch Stressantwort oder Ernihrungs-
umstellung verindert werden (Tuorto et al., 2018). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass beein-
trichtigte mitochondrialen Respiration zu einer Verminderung von N¢-Threonylcarbamoyl-
adenosin (t°A) an Basenposition 37 mitochondrialer tRNAs fiihrt. Wihrend der Respiration
wird HCO,/CO, produziert, das zur Bildung von t°A benétigt wird (Lin et al., 2018).
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Codons mit weniger energiereichen Codon:Anticodon-Bindungen sind besonders ab-
hingig von Modifikationen in der Anticodonschleife (Grosjean and Westhof, 2016). So ist
die Dekodierung von Lysin AAA Codons mit einer tRNA, welche ein UUU Anticodon be-
sitzt, durch die relativ schwache Codon:Anticodon-Bindungsenergie besonders fehleranfil-
lig. Eine Verschiebung des Leserahmens kann so verhiltnismifig einfach eintreten, wenn ein
Codon mit einem A an erster Position direkt auf das Lysincodon folgt. Der Einfluss von Mo-
difikationen in der Anticodonschleife bakterieller tRNA™* wurde im strukturellen Detail
studiert (Murphy et al., 2004). Genetische Defekte im Stoffwechselweg der t°A Bildung fiih-
ren zu einer beeintrichtigten Translation mit Leserahmenverschiebung in S. cerevisiae (Gla-

vicetal., 2015).

In Wirbeltieren wird cy-tRNA*(UUU) durch das Enzym CDKALIL (CDKs Regulatory
Subunit Associated Protein 1 Like 1) zu 2-Methylthio-t6A (ms*t° A) weiter modifiziert. Muta-
tionen in CDKALI sind mit der Entwicklung einer Insulinresistenz im Menschen assoziiert
(van Vliet-Ostaptchouk et al., 2007). Weiterfithrend wurde die Wichtigkeit der vollen Modi-
fikation von tRNAY* durch abweichende Proinsulinsynthese und Sekretion, einhergehend

mit Glukoseintoleranz in Cdkalr-defizienten Miusen, beschrieben (Wei et al., 2011).

Wihrend viele tRNAs, die Codons mit A an Position 34 dekodieren, mit t°A oder dessen
Derivaten an Base 37 modifiziert sind, tragen tRNAs, die Codons mit U an Position 36 de-
kodieren, andere Modifikationen an Base 37. So ist z.B. die cy-tRNAP"(UUY) einmalig mit

Wybutosin (yW) an Position 36 modifiziert. Der Einbau dieses modifizierten Nukleosids be-
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notigt einen, aus vier Genen bestehenden, komplexen Stoftwechselweg (Perche-Letuvée etal.,
2014).

In Siugetieren tragen die cy-tRNAs Serin (cy-tRNA%*(UCN)) und Selenocystein (cy-
tRNABIS(UGA)) i°A, wobei Letztere exklusiv zur Translation von einem Satz von 24 Se-
lenoproteingenen verwendet wird (Fradejas et al., 2013; Warner et al., 2002, 2000; Jithling
et al., 2009; Lamichhane et al., 2013). Die in Mitochondrien i® A modifizierten mt-tRNAs
sind Serin (Ser) (UCN), Tryptophan (Trp), Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr) und Cystein
(Cys). Ser, Trp, Phe und Tyr werden zu ms*i® A weiter modifiziert (Suzuki and Suzuki, 2014).

Cdksrap1-defiziente Miuse zeigen eine mitochondriale Dysfunktion und eine Induk-
tion der Marker fiir oxidativen Stress (Wei et al., 2015). Ausschaltung von MiaA in . colz, Titl
in S. pombe, ModS in S. cerevisiae und Gro-1in C. elegans fihrt allgemein zu einem langsam
wachsenden Phinotypen, was im Falle der Rundwiirmer durch mitochondriumspezifische
Komplementierung vollstindig gerettet werden kann (Schweizer et al., 2017; Lamichhane
etal., 2013; Lemieux et al., 2001). Kiirzlich wurden MzaA- und MiaB-defiziente S. albicans
mit einem Wachstumsdefekt beschrieben, welcher bei M7a.A-Defizienz stirker als bei A74B-
Defizienz ausgeprigt ist (Koshla etal., 2019). Es wurden ftinf Patienten mit bi-allelischer Mu-
tation in 7RITT (Genbank Eintrag NM_017646.4) berichtet, welche durch myoklonische
Epilepsie charakterisierte klinische Merkmale mitochondrialer Krankheiten zeigten (Yarham
et al,, 2014; Kernohan et al,, 2017). Dies deutet darauf hin, dass Wirbeltiere empfinglicher

fur beeintrichtigte tRNA Isopentenylierung sind als Mikroben.
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A fact acquires its true and full value only through the

idea which is developed from it.

Justus von Liebig

Zielsetzung

IN DIESER ARBEIT soll der Einfluss fehlender N®-Isopentenylierung an Base A, in tRNAs
auf die Translation im Cytoplasma und den Mitochondrien von Miusen untersucht wer-
den. Hierftr sollen Algorithmen zur Analyse und Interpretation von Sequenzierungsdaten
entwickelt werden. Ebenfalls werden biochemische und molekularbiologische Methoden an-

gewandt, um 7z vitro kinetische Untersuchungen der Isopentenyltransferasereaktion durch-
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zufiihren.

Zur organspezifischen Untersuchung der Effekte auf Zellen und Mitochondrien wer-
den hepatozyten- und neuronspezifische 77t 1-defiziente Miuse verwendet. Diese Miuse be-
sitzen keine i°A Modifikation in cy-tRNAS(UCN), cy-tRNA%] ynd me-tRNA®, so-
wie keine ms*i®A Modifikation in mt-tRNAS(UCN), mt-tRNAT, mt-tRNA und mt-
tRNAD",

Mit Hilfe von Ribosomalem Profiling soll der Zustand und die Position von Ribosomen
in Subcodon-Auflésung untersucht werden. Die Kartierung mitochondrialer Ribosomen
soll Einblicke tiber Verinderungen in der mitochondrialen Translationsmaschinerie geben.
Weiterfithrend sollen biochemische Analysen durchgefiihrt werden, um den Expressionszu-
stand einzelner Transkripte zu validieren. Messungen der mitochondrialen Komplexaktiviti-

ten sollen Auskunft tiber die Funktion der Mitochondrien geben.
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1f your experiment needs statistics, you ought to have done

a better experiment.

Ernest Rutherford

Material und Methoden

DIE VERWENDETEN METHODEN und Materialien sind in diesem Kapitel aufgefihrt. Die
Analyse von Sequenzierungsdaten wird im Detail erldutert. Ebenso wird niher auf die Ent-

wicklung und Verwendung der Algorithmen eingegangen.
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2.1 MATERIALIEN

2.1.1 REAGENZIEN
Reagenz Hindler Artikelnummer
Pyridoxal-5-Phosphat Hydrat (PLP) Sigma P3657
NADH Sigma N8129
L-Alanin Applichem A3690,0050
L-Lactose-Dehydrogenase Typ II Sigma L2500
a-Ketoglutarat Sigma 75890
Cycloheximid VWR 97064-722
Chloramphenicol Sigma C0378
DNAse ThermoFisher AM2222
RNAse I ThermoFisher AM2294
Superase In ThermoFisher AM2696
Riboblock RNase Inhibitor ThermoFisher EO0382
T4 Polynukleotid-Kinase NEB MO0201L
Pyrophosphatase Genecraft GC-006-0100
Ethidiumbromid Lésung Sigma 46067-SOML-F
“C-DMAPP Hartmann Analytic ARC0797
TEMED Applichem A1148,0100
Acrylamid (40 %) 29:1 Mix Applichem A0385,1000
HDGreen Plus DNA Stain Intas
Ni-NTA Agarose Qiagen 30210
LB-Briihe, Miller Sigma L3152-1KG
Ampicillin Na-Salz Applichem A0839,0025
Taq Polymerase BioTherm Genecraft GC-002-5000
Isopropyl-(-D-thiogalactopyranosid (IPTG) ~ ThermoFisher R0392
Bromphenolblau Sigma B0126

Tabelle 2.1: Verwendete Reagenzien.
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2.1.2 KOMMERZIELLE REAGENZIENSYSTEME

Reagenziensystem Hindler Artikelnummer
Ribo-Zero Gold rRNA Removal Kit Illumina MRZG12324
NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina NEB E7330L
QuantSeq 3’ mRNASeq Library Prep Kit FWD Lexogen 015.96
iScript cDNA Synthesis Bio-Rad 1708891
Absolute qPCR SYBR Green Fluorescein Mix ThermoFisher AB-1219/B
TRIzol ThermoFisher 15596026
Pierce BCA Protein ThermoFisher 23225
Albumin Standard ThermoFisher 23209
miRNEasy Mini Kit Qiagen 217004
RNeasy Mini Kit Qiagen 74104

Tabelle 2.2: Verwendete kommerziellen Reagenziensysteme.

2.1.3 REKOMBINANTE DNA UND BAKTERIEN

Quelle Artikelnummer

pETS2(+) Novagen 71554-3
pETS2(+) TRIT: WT Labor
pETS52(+) TRIT:1 R323Q Labor
BL21Star E.coli ThermoFisher C601003

Tabelle 2.3: Verwendete Bakterien und Plasmide.
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2.1.4 GERATE

Produkt Hersteller

Pipette Eppendorf research (0.1- 2.5 ul, 0.5 -10 I, 10 - 100  Eppendorf

1l 20 - 200 g1, 100 - 1000 l)

Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific
pH-Elektrode SenTix 41 Xylem Analytics
pH-Meter 761 Calimatic Knick

Ultraschallgerit Branson Sonifier 250 Emerson Germany Office
Magnetrithrer IKA RCT classic IKA Werke

Plate Reader Infinite 200 PRO Tecan

Mastercycler ep realpex2 Eppendorf

Zentrifuge Optima TLX-120K

Pippin Prep

LS 6500 Szintillationszihler
Elektrophorese System Mini PROTEAN 3
Classic Gel Dokumentation
Plattformschiittler IKA Rocker 3D digital
Vortex IKA VF2

Thermomixer comfort

Zentrifuge 5417 R

Rotor FA-45-24-11

Waage BP 2100 S

Spektrometer Genesys 10 UV

Netzteil PHER O-stab. 500

Agarose Gelelektrophoresesystem Owl

Schiittelinkubator New Brunswick Innova 40

Zentrifuge 5810 R
Schwingrotor A-4-62
Rotor TLA-110

Beckman Coulter
Sage Science
Beckman Coulter
BioRad

Intas

Janke & Kunkel
Janke & Kunkel
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Sartorius
ThermoFisher
Biotec-Fischer
ThermoFisher
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Beckman Coulter

Tabelle 2.4: Verwendete Gerite.
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2.1.5 UTENSILIEN

Produkt Hindler Artikelnummer
Mikrotestplatte 96 Well Sarstedt 82.1581
Dickwandige Polycarbonat Réhrchen Beckman Coulter 362305

Amicon Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten Merck C7719
Filterspitzen Biosphere 100 Sarstedt 70.760.212
Filterspitzen Biosphere 1000 Sarstedt 70.762.211
Filterspitzen Biosphere 10 Sarstedt 70.1130.210
Reaktionsgefifle Biopur sterile 1.5 ml Eppendorf 0030121589
Econo-Pac Chromatographie Siule, 10 ml BioRad 732-1010

PCR Reagenziengefif3e Biozym Scientific 710988

Tabelle 2.5: Verwendete Utensilien.

37



2.1.6 SOFTWARE UND DATENBANKEN

Software

Quelle

RWTH Aachen Compute Cluster

RStudio 1.2.1335

R 3.6.0

GraphPad Prism 7
Office 2016 16.16.9
Texmaker 5.0.2
MiKTeX 2.9.7050
Adobe Illustrator CS7
IBS

STAR Aligner 2.7
FastQC 0.11.8

TrimGalore 0.6.1
Cutadapt 2.3

Samtools 1.9
HTSeq0.11.1

Pubmed
UCSC Tablebrowser

Ensembl Biomart
Ensembl FTP-Server

DAVID 6.8

https://doc.itc.rwth-aachen.de/display/
CC/Home

https://www.rstudio.com/
http://cran.cnr.berkeley.edu/
https://www.graphpad.com/

http://www.xmImath.net/texmaker/

http://https://miktex.org/

http://ibs.biocuckoo.org/ (Liuetal., 2015)
https://github.com/alexdobin/STAR
https://www.bioinformatics.babraham.ac.
uk/projects/fastqc/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.
uk/projects/trim_galore/
https://cutadapt.readthedocs.io/en/
stable/installation.html
http://www.htslib.org/
https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.
11.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/
hgTables
https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ensembl.org/info/data/ftp/
index.html

https://david.ncifcrf.gov/home.jsp

Tabelle 2.6: Verwendete Software und Datenbanken.
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2.2 TRANSGENE MAUSE

2.2.1 ERZEUGUNG TRANSGENER MAUSE

Die in dieser Arbeit verwendeten Miuse, sowie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Be-
dingungen und Primer zur Genotypisierung, wurden von Frau Dr. Noelia Fradejas Villar
erzeugt und durften, mit freundlicher Genehmigung, fir die vorliegende Studie verwendet
werden. Ein kurzer Uberblick iiber die fiir die Erzeugung erforderlichen Schritte und den
verwendeten Vektor soll hier, zum besseren Verstindnis, gegeben werden. Der verwendete
Vektor von EUCOMM trigt ein bakterielles LzcZ- und ein Neomycinresistenzgen, flankiert
von zwei FR T-Stellen. Exons 3 und 4 wurden von JoxP-Stellen flankiert (Abb. 2.4). Der li-
nearisierte Vektor wurde in HM1-Stammzellen zur homologen Rekombination verwendet.
Nach Elektroporation wurden die neomycinresistenten ES-Klone per Southern-Blot iiber-
prift. Resistente Klone wurden karyotypisiert und ein korrekter Klon in eine Blastozyste
mikroinjiziert. Mehrere Chimiren wurden mit C57BL6/6] Weibchen zur Keimbahniiber-
tragung zuriick gekreuzt, was mittels PCR tiberpriift wurde. Die Neomycinkassette wurde
entfernt, indem die erzeugten 7rit1-Miuse mit FIL Pe-positiven Miusen verpaart wurden. Die
FL Pe-Rekombinase katalysiert die Rekombination zwischen zwei FR T-Stellen, was zur end-
giiltigen Produktion eines 777z1 Allels fithrt, bei dem Exon 3 und Exon 4 innerhalb zweier
loxP-Stellen flankiert vorliegen. Da die JoxP-Stellen in Intronbereichen liegen, wirken sich
diese nicht auf die Expression des 77:¢1-Gens aus. Durch Verpaarung mit Cre-Rekombinase

exprimierenden Miusen wird der Bereich zwischen den JoxP-Stellen rekombiniert, was zu
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Abbildung 2.1: Verwendeter Vektor zur Erzeugung von transgenen Tritl Mausen. Verschiedene Primer zur Analyse der
Rekombination sind mit Hilfe von Halbpfeilen eingezeichnet. Das LacZ- und das Neomycinresistenz-Gen ist in blau bzw.
pink dargestellt. Durch Rekombination mit FLPe- bzw. Cre-Rekombinase entfernte Bereiche sind durch gestrichelte
Linien eingezeichnet. Die FRT- und loxP-Stellen sind mit griinen bzw. roten Dreiecken aufgetragen. Mit freundlicher
Genehmigung von Frau Dr. Noelia Fradejas Villar.

einer Entfernung von Exon 3 und Exon 4 - und somit zur Ausschaltung der Funktion - fithrt

(Sternberg and Hamilton, 1981).

Mittels quantitativer Echtzeit-PCR (RT-PCR) wurde die Abwesenheit von Exon 3 in
der Tritr-mRNA nachgewiesen. Eine genaue Beschreibung der Methode ist in Kapitel 2.3.1
zu finden. Hierbei wurden die Primer so erstellt, dass der fw. (forward) Primer in Exon 2

und der rv. (reverse) Primer in Exon 3 lokalisiert ist. Bei erfolgreicher Rekombination kann
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durch RT-PCR. Dargestellt sind die RT-PCR Ergebnisse von
Lebergewebe hepatozytenspezifischer Trit1-defizienter
Miuse mit den zugehérigen Mittelwerten = Standardab-
weichung. Ctl = Kontrolle, KO = Trit1 knock-out. Signifi-
kante Unterschiede (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern
gekennzeichnet (n = 3).
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der rv. Primer in Exon 3 nicht mehr binden, was zu einem Verlust des Signals fithrt (Abb.
2.2). Eine Western-Blot Analyse zur Uberpriifung des Proteingehalts war aus Ermangelung
eines geeigneten murinen Tritl-Antikorpers nicht méglich. Die gestorte Funktion von Tritl
wurde jedoch, in Kollaboration mit der Gruppe von Prof. Mark Helm in Mainz, mit Hil-
fe von Massenspektrometrie nachgewiesen. Hierbei wurde tRNA mittels Gelelektrophorese
von grofleren RNA Spezies getrennt, um anschlieffend die Menge an isopentenylierten Ade-

nosinen zu bestimmen (Abb. 2.3).

2.2.2  GENOTYPISIERUNGEN

Zur Genotypisierung wurde die DNA der transgenen Miuse durch alkalische Lyse aus den
Gewebestiicken von Ohr- und Schwanzbiopsien extrahiert. Hierftir wurden die Gewebestii-
cke fir 60 Minuten bei 95 °C in 100 ¢l NaOH-Pufter (25 mM NaOH, 0.2 mM EDTA)

inkubiert. Anschlieffend wurde mit 100 1 HCI-Puffer (0.04 mM Tris-HCL, 22 mM HCI)
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Abbildung 2.3: Massenspektrometische Bestimmung der (ms?)i®A Menge in tRNAs. Mit freundlicher Genehmigung von
Frau Dr. Noelia Fradejas Villar.

neutralisiert. Jeweils 1 ¢l der DNA-Losung wurden mittels PCR nach den Protokollen in
Tabellen 2.7, 2.8 und 2.9 analysiert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2. 10 aufgelistet.
Die PCR fur Tritr wird verwendet, um das Vorhandensein der ersten JoxP-Stelle zu tiberprii-
fen, welches auf beiden Allelen bei der Kontrolle und den jeweiligen deletierten Miusen vor-
handen sein muss. Das entsprechende Fragment besitzt 898 Basenpaare. Bei einem Wildtyp
Allel fehlt diese Sequenz, was zu einem kleineren Fragment mit 807 Basenpaaren fithrt (Abb.
2.4). Die Fragmente wurden durch 2 % Agarosegele (2 g Agarose in 100 mL 1 x TBE-Pufter
(0.1 M Tris, 0.1 M Borsiure, 2 mM EDTA Na-Salz), 3 pl HDGreen Plus DNA Stain) aufge-
trennt. Hierfiir wurden die PCR-Produkte mit entsprechender Menge 6x Ladungspufter (3
ml Glycerol (30 %), 25 mg Bromphenolblau, H,O auf 10 ml) versetzt und 20 xl der Proben
aufgetragen. Die Gele wurden fiir 45 Minuten bei 110 Volt aufgetrennt. Die Banden wurden

in einer Intas Geldokumentation mittels UV-Strahlung detektiert.
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Zeit Temperatur Wiederholung

3 min 95 °C

30s 95 °C

30s 60 °C 35x

60s 72°C

S min 72 °C

Losung Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen

H,0 18.250 zl

Puffer 10x 1x 2.500 pl

MgCl, 50 mM 2 mM 1.000 gl

dNTDPs S mM 0.2 mM 1.000 gl

Primer fwd 10 uM 0.2uM 0.500 pl

Primer rv 10 uM 0.2uM 0.500 gl

Taq Polymerase SU/ul 0.05U/ul 0.250 pl

DNA 1.000 4l
25 ul

Tabelle 2.7: PCR Programm fiir Trit1.
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Zeit Temperatur Wiederholung

3 min 94 °C

30s 94 °C

30s 64 °C 35x

45's 72°C

3 min 72°C

Losung Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen
H,0 17.380 ¢l
Puffer 10 x 1x 3.000 gl
MgCl, 50 mM 2 mM 1.000 gl
dNTPs S mM 0.2 mM 1.500 gl
Primer fwd 110 kM 0.2uM 1.000 gl
Primer rv 110 uM 0.2uM 1.000 gl
Primer fwd 210 uM 0.2 uM 2.000 gl
Primer rv 210 uM 0.2uM 2.000 pl
Taq Polymerase S U/ul 0.01U/ul 0.125 ul
DNA 1.000 gl

30 ul

Tabelle 2.8: PCR Programm fiir Alb-Cre.
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Zeit Temperatur Wiederholung

S min 95 °C

30s 95 °C

45s 63°C 35x

60s 72°C

3 min 72 °C

Losung Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen

H,O 22.380 4l

Puffer 10 x 1x 3.000 gl

MgCl, 50 mM 2 mM 1.000 gl

dNTDPs S mM 0.2 mM 1.000 gl

Primer fwd 1 10 uM 0.2 uM 0.500 gl

Primer rv1 10 uM 0.2uM 0.500 gl

Primerrv 2 10 uM 0.2 uM 0.500 gl

Taq Polymerase S U/ul 0.01U/ul 0.125 ul

DNA 1.000 ¢l

30 ul
Tabelle 2.9: PCR Programm fiir Camk-Cre.

Gen Sequenz Strang

Tritl TCT-CGA-GTG-GCT-GAA-CTG-AG fw
GGT-AGT-AAT-AAG-AAC-TTT-CCA-GAG-CAG v

Alb-Cre GCG-GTC-TGG-CAG-TAA-AAA-CTA-TC fwl
GTG-AAA-CAG-CAT-TGC-TGT-CAC-TT rvl
CTA-GGC-CAC-AGA-ATT-GAA-AGA-TCT fw2
GTA-GGT-GGA-AAT-TCT-AGC-ATC-ATC-C rv2

Camk-Cre GGT-TCT-CCG-TTT-GCA-CTC-AGG-A fw
CCT-GTT-GTT-CAG-CTT-GCA-CCA-G rvl
CTG-CAT-GCA-CGG-GAC-AGC-TCT rv2

Tabelle 2.10: Verwendete Primer zur Genotypisierung.
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2.2.3 PROBENENTNAHME

Die Miuse wurden morgens zur gleichen Zeit in einem Alter von 6-12 Wochen durch zervi-
kale Dislokation getétet. Der Tod wurde durch fehlende Schmerz- und Druckreflexe gepriift.
Die Proben wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Entnahme bei -80 °C gelagert und
zuvor in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Zur Leberentnahme wurde zuerst das Abdomen geéftnet. Die Leber wurde im ganzen
heraus genommen und direkt in 4 °C kaltem 1 x PBS-Puffer (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10
mM Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,) gewaschen. Die Leber wurde danach mit Zellulosepapier
getrocknet. Anschlieend wurde sie mit einem Skalpell in kleine Stticke geschnitten und in
einem 2 ml Reaktionsgefifl in fliissigem Stickstoft schockgefroren.

Die Gehirnentnahme erfolgte durch Offnung der Schideldecke. Hierzu wurde der Kopf
abgetrennt und die Haut entfernt. Die Schideldecke wurde vom Hinterkopf her vorsichtig
gedftnet und entfernt. Anschlielend wurden die Riechkolben durchgeschnitten und das Ge-
hirn heraus genommen. Der Cortex wurde danach vom Hirn getrennt und in einem 1.5 ml

Reaktionsgefifl in flissigem Stickstoft gefroren.

2.3 IN VITRO METHODEN

2.3.1  QUANTITATIVE RT-PCR

Zur quantitativen Messung von RNA wurde diese mit TRIzol Reagenz, nach Herstellerpro-
tokoll, aus dem Gewebe extrahiert. Anschlieflend wurde die RN A-Konzentration mittels
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Nanodrop bestimmt und 1 g RNA mit dem iScript cDNA Synthese Reagenzsystem, nach
Herstellerprotokoll, zu cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde, nach erfolgter Reaktion,
1:10 mit H,O verdiinnt. Zur quantitativen RT-PCR Analyse wurden Triplikate vermessen.
Da die Wahl der Housekeeping-Gene einen starken Einfluss auf die Ergebnisse nehmen kann,
wurden 18s rRNA sowie Gapdh (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) verwendet
und verglichen (Gong et al., 2016). Jeweils 5 ul cDNA (ca. 500 ng cDNA) wurden in RT-
PCR-Platten vorgelegt und anschlieend 20 ul Reaktionsmix, bestehend aus 7 ul H,O, je
0.25 ul fw. und rv. Primer (10 #M) sowie 12.5 ul 2x Syber Green, zugegeben. Es wurde 3x
mit der Pipette in jeder Probenkammer auf und abgezogen um zu mischen. AnschliefSend
wurde die Platte mit einer Folie versiegelt und fiir 30 Sekunden bei 1000 x g zentrifugiert,
um entstandene Luftblasen zu entfernen. Die Primer wurden dahingehend erstellt, dass sie
eine dhnliche Schmelztemperatur besitzen und somit mit dem gleichen Programm vermessen
werden kénnen (Tab. 2.11, Tab. 2.12). Die Spezifizitit der Primer wurde mittels anschliefien-
der Schmelzkurvenanalyse tiberpriift (Abb. A.1). Die Produkte wurden durch Gelelektro-
phorese auf einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid markiert, um

eventuell vorhandene Nebenprodukte zu erkennen, was nicht der Fall war.

Zeit Temperatur Wiederholung

15min 95°C
Tabelle 2.11: RT-PCR Programm. 30s 95 °C
4Ss 60 °C 40x
30s 72°C
3min 72°C
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Gen Sequenz Strang
18srRNA TTG-ACG-GAA-GGG-CAC-CAC-CAG fw
GCA-CCA-CCA-CCC-ACG-GAA-TCG rv
Gapdh TGC-ACC-ACC-AAC-TGC-TTA-G fw
GGA-TGC-AGG-GAT-GAT-GTT-C rv
Tritl ATA-ATT-GGT-TVV-TCC-CAC-CA fw
CCG-TGG-TGG-ACT-TTA-GGA-AC rv
Asns CGC-TTT-GAG-AAT-GTC-AAT-GGA-T fw
AAC-AGA-GCC-ACA-AAT-AAG-GGT-A rv
Fgf21 CTG-GGG-GTC-TAC-CAA-GCA-TA fw
CAC-CCA-GGA-TTT-GAA-TGA-CC rv
Nuprl ACC-AAG-AGA-GAA-GCT-GCT-GC fw
CTC-CCT-CTC-CAG-AAC-CTC-ACT v
Hspa8 CTA-CCC-AGA-GGA-AGT-GTC-C fw
TTG-GTA-ACG-GTC-TTT-CCG-A rv
Hspa9 AGC-AAC-AGA-TTG-TAA-TCC-AGT-C fw
CTC-AGC-GTA-CTT-CTC-TGC-A v
Lonpl TCT-GAG-TTC-AAT-GTC-ACT-CG fw
GTC-CAA-GTT-CTC-ATC-ACT-CTG rv
Mthtdil CGA-ACG-ACC-GAT-TTC-TGA-G fw
AAT-GTC-AAA-CTG-TGC-CTG-C rv
Mthfd2 CTT-GGA-CCA-GTA-CTC-TAT-GC fw
CCT-AAG-GTT-GGA-ATG-CCT-G rv
Mthfd2l GGC-GGG-AAG-ATC-CAA-GAA-CG fw
CGC-TAT-CGT-CAC-CGT-TGC-AT rv
Etfl GCT-ACA-CTA-GAA-ATT-GTC-ACA-G fw
GCA-AGA-TAC-CTC-CAA-TTC-CA rv
Gtpbp2 GTT-GGC-GGC-TCT-GTG-TGT-TA fw
CAC-TGC-CCT-GAA-CCG-TCT-TC rv
Pelota CAT-CGA-ACT-GGA-GCC-CAA-CC fw
CAT-GAC-CAC-AGC-TGC-CAC-AT v
Psatl TTG-TGA-GGG-AAT-TGC-TAG-CT fw
CGT-AGT-CAG-CAC-TCC-TTC-C rv
Psph CCG-TCA-TCA-GAG-AAG-AAG-GA fw
CTC-TCC-GTG-TCA-TTT-CAG-AC rv
Shmt2 GGC-AAG-AGA-TAC-TAC-GGA-GG fw

ATC-CAG-GTC-AAA-GGC-TTC-C

v

Tabelle 2.12: Verwendete RT-PCR Primer.
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2.3.2 AKTIVITATSMESSUNG VON TRANSAMINASEN

Die Transaminaseaktivitit wurde im Blutserum bestimmt. Hierfiir wurde wihrend der Or-
ganentnahme frisches Vollblut von Miusen in einem 1.5 ml Reaktionsgefif$ gesammelt und
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden die Proben fir 15 Mi-
nuten bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das gelb-orangene Serum wurde in ein neues

Reaktionsgefifl tiberfiihrt.

Zur Aktivititsmessung wurde ein gekoppelter enzymatischer Test verwendet. Pyruvat,
das Produkt der Alanin-Aminotransferase (ALT, GPT) aus L-Alanin und «-Ketoglutarat,
wird mit Hilfe des Cofaktors NADH durch LDH (Laktat-Dehydrogenase) reduziert. Die
Aktivitit kann anhand des verbrauchten NADH (Nicotinamidadenindinukleotid) gemes-

sen werden. Die NADH Menge wird durch Messung der Absorption bei 340 nm bestimmt.

Es wurden 8 ml Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCl pH 7.8,10 mM NaHCO,, 0.1 mM
Pyridoxal-5-Phosphat, 0.105 mM NADH, 1.2 U/mL LDH) auf Eis hergestellt. Die Proben
wurden in Triplikaten in einer 96-Well Mikrotiterplatte vermessen, wobei 10 ul Probe pro
Probekammer vorgelegt wurde. Es wurde aulerdem von jeder Probe zusitzlich 10 ¢l in eine
weitere Probekammer zur Bestimmung des Leerwertes gegeben. In jede Probekammer wur-
den 144 ul Reaktionspufter pipettiert. Anschliefend wurde 36 xl Wasser zu den Leerwerten
und 36 gl 1 M L-Alanin Lésung zu den Proben gegeben und fiir 15 Minuten bei 37 °C in-
kubiert. Zum Start der Reaktion wurde 20 ul a-Ketoglutarat als Starter hinzugegeben und

direkt die Absorption tiber S Minuten alle 30 Sekunden bei 340 nm in einem Infinite 200
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PRO Plattenlesegerit von Tecan gemessen.

Die Absorption sollte idealerweise im Bereich von 0.5 bis 0.9 liegen. Zur Auswertung
werden die Absorptionswerte gegen die Zeit in Minuten aufgetragen. Mit Hilfe einer Trend-
linie und der Geradengleichung y = m * x + ¢ kann die Differenz der Absportion A A340
zwischen Minute 2 und Minute 3 berechnet werden, indem diese Werte fiir x eingesetzt wer-
den. Der erhaltene A A340-Wert wird mit folgender Formel zur Berechnung der Aktivitit

verwendet:

__ A A340min—'%0.21ml
ALT(U/MZ) T 3.5mM1%0.01m/

Der Extinktionskoeffizient von NADH betrigt 6.22 mM ' cm ™" und muss an die Ho-
he der Flissigkeit im Well angepasst werden. In den in dieser Arbeit verwendeten Platten
ist die Hohe der Fliissigkeit 0.562 cm, was einem Extinktionskoeffizienten von 3.50 mM™!

entspricht.

2.3.3 PROTEINAUFREINIGUNG

Zur Uberexpression des jeweiligen Proteins wurden BL21Star E. colf Stimme mit den ent-
sprechenden Vektoren transformiert (Tab. 2.3, Abb. 2.4). Anschlieflend wurden die Bakte-
rien auf ampicillinhaltigen LB-Agar Platten (100 pg/ml) ausplattiert und tiber Nacht bei 37
°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde eine Kolonie gestochen und in 10 ml ampicillinhalti-
ges LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) gegeben. Diese Vorkultur wurde tiber Nacht bei 37
°C und 120 rpm inkubiert. Tags darauf wurde 11 ampicillinhaltiges LB-Medium (100 ug/ml
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Ampicillin) mit der Vorkultur versetzt und die Translation des TRIT1 Proteins bei OD600
= 0.6 mit IPTG (1 mM) gestartet. Nach 12 h Inkubation bei 37 °C und 120 rpm wurden
die Bakterien bei 6000 x g und 4 °C fiir 15 Minuten pelletiert und in Waschpufter I (50
mM NaH,PO,, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol und 10 % Glycerol) resuspendiert. Nach
Ultraschallbehandlung (auf Eis, 5 x 10 Sekunden St6f3e, 30 Sekunden Pause zwischen den
Stofen zur Abkiihlung) wurde die Suspension bei 4 °C und 12000 x g fiir 15 Minuten zentri-
fugiert. Zwischenzeitlich wurden 2 ml Ni-NTA Lésung in eine Siule gegeben, das Ethanol
entfernt, und die Siule zweimal mit Waschpuffer I gewaschen. Der Uberstand der Suspen-
sion wurde anschlieend auf die gewaschene Ni-NTA Siule geladen und tiber Nacht bei 4
°C bei langsamer Rotation inkubiert. Am nichsten Tag wurde mit 30 ml Waschpufter I und
anschlieffend mit 10 ml Waschpufter II (wie Waschpuffer I mit 60 mM Imidazol) gewaschen.
Nachfolgend wurde mit 10 ml Elutionspufter (50 mM NaH,PO,, 250 mM Imidazol und
10 % Glycerol) in verschiedenen Fraktionen eluiert. Ein 12 % Polyacrylamidgel wurde mit 20
wl der Proben beladen und eine Stunde bei 200 aufgetrennt. Anschlieffend wurde das Poly-
acrylamidgel mit Commassie-Brillant-Blau angefirbt (Abb. 3.1 und Abb. 3.2). Die reinsten
Elutionsfraktionen wurden vereint und mit Hilfe von Amicon Ultra Sdulen in 1 x PBS umge-
puftert und auf ein Gesamtvolumen von 400 ul aufkonzentriert (jeweils S Minuten bei 7500
x g und 4 °C, mehrmals wiederholt). Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem
Pierce-BCA Reagenzsystem wurde das Protein in je 10 ul pro Reaktionsgefifd aliquotiert und

nach Schockfrostung in fliissigem Stickstoff bei -80 °C gelagert.
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- TRIT1 - His-tag (10)

Ncol

Avrll

Abbildung 2.4: Schema des rekombinanten Tritl. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Noelia Fradejas Villar.

2.3.4 ENzZYMKINETIK vON TRTIT1

Bei der Isopentenylreaktion wird eine Isopentenylgruppe von Dimethylallylpyrophosphat
durch TRIT1 auf Adenosin an Position 6 der Base tibertragen (Abb. 6). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ein in unserem Labor bereits bestehende Methode dahingehend erweitert, dass
die Enzymkinetik gemessen werden kann. Die Messung der Menge isopentenylierter Adeno-
sine wird durch radioaktiv '#*C markiertes DMAPP erméglicht. Als Substrate dienen einer-
seits "*C DMAPP und andererseits verschiedene RNA-Oligonukleotide, welche identisch
mit den Anticodonschleifen verschiedener tRNAs sind (Tab. 2.13). Als Negativkontrolle
wurde ein tRNABS<(UCA)-ASL mit einem Basentausch von A zu G an Position 37 ver-

wendet.

Zur Messung der Kinetik wurden die Bedingungen so gewihlt, dass die ASL als limi-
tierender Faktor vorliegen. DMAPP und TRIT1 sind im Uberschuss vorhanden. Die ASL
wurden in neun verschiedenen Konzentrationen im Bereich von 100 pM bis 10 M in Tripli-
katen vermessen. Zuerst wurde der Reaktionspufter, bestehend aus SO mM Tris-HClpH 7.5,
S mM MgCl,, 1 mM DTT, 2.5 U/ml Pyrophosphatase (zur Verhinderung einer méglichen

Riickreaktion) und 20 U/ml Riboblock RNAse Inhibitor hergestellt. Anschlieflend wurden
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ASL Sequenz Zellkopartiment

Ser (UGA) GA-UGG-ACU-UGA-AAU-CCA-UU

Ser (AGA) GA-UGG-ACU-AGA-AAU-CCA-UU

Ser (CGA) GU-UGG-ACU-CGA-AAU-CCA-AU  Cytoplasma

Sec (UCA) UG-CAG-GCU-UCA-AAC-CUG-UA

Sec (UCA A37G) UG-CAG-GCU-UCA-GAC-CUG-UA

Cys (CGA) AU-UGA-AUU-GCA-AAU-UCG-AA

Ser (UGA) GG-UUG-GCU-UGA-AAC-CAG-CU

Trp (UCA) AA-GAG-CCU-UCA-AAG-CCC-UC Mitochondrium
Phe (GAA) AA-UAC-ACU-GAA-AAU-GUU-UA

Tyr (GUA) AU-UGG-ACU-GUA-AAU-CUA-AA

Tabelle 2.13: Zur Aktivititsmessung von TRIT1 verwendete Anticodonschleifen.

die verschiedenen Konzentrationen ASL in jeweils 5 ul Reaktionspuffer in 1.5 ml Reaktions-
gefifle vorgelegt, mit 0.6 nmol (12 uM) TRIT1 Enzym versetzt sowie mit Reaktionspuffer
auf 50 ul aufgefillt. In einem 2 ml Reaktionsgefifl wurden 49.5 ul Reaktionspufter pro Pro-

be vorgelegt, und mit 0.5 ul C**-DMAPP (9.1 uM) pro Probe versetzt.

Die Proben wurden im Thermoblock fir 5 min auf 37 °C vorgewirmt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 50 ¢l DMAPP-Lésung und 30 Sekunden schiitteln bei 700 rpm
gestartet und bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde 100 gl eiskalte 10 %
wissrige TCA-Losung zugegeben und der gesamte Inhalt jedes Reaktionsgefifles auf ein 3
cm x 3 cm grofes Stiick 0.83 mm Whatman-Filterpapier gegeben und 10 Minuten an der
Luft getrocknet. Anschliefend wurden die Filterpapiere jeweils zweimal fiir 10 Minuten in
10 % TCA-Lésung, zweimal fir 10 Minuten in 95 % Ethanol und einmal fiir 10 Minuten
in Diethylether gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten wurde 10 Minuten an

der Luft getrocknet. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Proben nach 30-mintitiger
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Lufttrocknung mit 5 ml Szintillationsfliissigkeit in einem Counterréhrchen versetzt und die
Radioaktivitit mit einem Beckmann LS 6500 Szintillationszihler gemessen. Das verwendete

Programm misst die Radioaktivitit jeweils 10 Minuten pro Rohrchen.

2.3.5 ISOLATION DER MITOCHONDRIEN UND MESSUNG DER KOMPLEXAKTIVITAT

Die Priparation und Analyse der Mitochondrien wurde in Kollaboration mit Arbeitsgruppe
von Prof. Wolfram Kunz von Dr. Alexei Kudin in Bonn durchgefiithrt. Mitochondrien aus
der Leber wurden, mit kleinen Abweichungen, nach dem Protokoll von Steinbrecht und
Kunz pripariert (Steinbrecht and Kunz, 1970). Hierbei wurden die Miuse mit Chloroform
anisthesiert und durch Enthauptung get6tet. Die Leber wurde direkt in eiskalte Losung A
(0.3 M Sucrose, 3 mM EGTA pH 7.4) gegeben und das Blut durch leichtes schiitteln entfernt.
Anschlieflend wurde die Leber in 30 ml Lésung A gegeben und bei 600 U/s mit einem Potter
Homogenisator homogenisiert. Das Homogenat wurde danach fir S Minuten mit 900 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch ein Seihtuch gepresst und fiir 10 Minuten bei
12000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml eiskalter Lésung B (0.3 M Sucrose pH
7.4, eingestellt mit kleiner Menge Tris-Base) gelst und in einen kleinen Glashomogenisator
tberfithrt und 10-12 x manuell zu einer homogenen Suspension homogenisiert. Zum Schluss
wurde die Suspension 10 Minuten bei 12000 x g zentrifugiert und das Pellet in Losung B
gelost, wobei 160 ul Losung pro 1 Gramm Pellet verwendet wurde.

Enzymaktivititen der Enzyme der Atmungskette (rotenonsensitive NADH-CoQI Ox-

idoreduktase (Komplex I), Cytochom-c-Oxidase (COX, Komplex IV) und Citrat-Synthase
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wurden spektrophotometrisch im Homogenat nach Standardmethoden gemessen (Wiede-
mann et al., 2000). Um mdgliche Effekte durch mitochondriale Proliferation zu negieren,

wurden die Daten gegen den mitochondrialen Marker Citrat-Synthase normalisiert.

2.3.6 3’-SEQUENZIERUNG

Die RNA wurde mit Hilfe von TRIzol Reagenz, nach Herstellerprotokoll, aus dem Gewebe
extrahiert. Die weitere Bearbeitung, wie die Erstellung der Bibliothek und die anschlieflen-
de Sequenzierung, wurde durch die zentrale Einrichtung Next Generation Sequencing der
medizinischen Fakultit der Universitit Bonn, mit freundlicher Hilfe von Dr. André Heim-
bach, durchgefiihrt. Die Bibliothek wurde mit dem QuantSeq 3>’ mRNASeq Library Prep Kit
FWD von Lexogen erstellt und mit einer Illumina HiSeq 2500 Sequenziermaschine fiir SO

Zyklen im Einzelende-Modus sequenziert.

2.3.7 RNA-SEQUENZIERUNG

Es wurden 30 mg Gewebe in 1.5 ml Qiazol Reagenz homogenisiert und die RNA mit dem
RNeasy Mini Kit nach Herstellerprotokoll extrahiert. Die anschliefende Bearbeitung der
Proben wurde von Dr. Brian Dalley, Mitarbeiter der Sequenziereinrichtung der Universitit
von Utah (USA), durchgefiihrt. Die rRNA wurde mit dem Rzbo-Zero Gold rRINA Removal
Kit von Illumina aus den Proben entfernt. Die Proben wurden anschliefSend durch Zugabe
von 30 mM MgCl, und 8 Minuten bei 94 °C fragmentiert. Anschliefend wurden die frag-

mentierten RNA-Oligonukleotide mit T4 Polynukleotid-Kinase und ATP behandelt, um
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die Enden fiir die Ligationsreaktion vorzubereiten. Die Bibliothek wurde mit dem NEBNext
Small RNA Library Prep Set fur Illumina Sequenziermaschinen erstellt. Nach der Erstel-
lung der Bibliothek wurde ein Pippin Prep zur GrofSenselektion der Fragmente verwendet,
wobei Fragmente zwischen 20 und 40 Nukleotide extrahiert wurden. Die selektierten Frag-
mente wurden anschlieflend 50 Zyklen auf einer Illumina HiSeq 2000 Sequenziermaschine

im Einzelende-Modus sequenziert.

2.3.8 RIBOSOMALES PROFILING

Ribosomales Profiling erlaubt eine genomweite, nukleotidgenaue Aufnahme der Position al-
ler mRNA-besetzenden Ribosomen (Ingolia et al., 2009). Es ist dabei unerheblich ob diese
Ribosomen translatierend sind oder sich in den UTR Bereichen authalten. Mitochondriale
Ribosomen kénnen ebenfalls erfasst werden (Rooijers et al., 2013). Aufgrund des detaillier-
ten und umfassenden Einblickes und sinkender Kosten fiir Sequenzierungen wird diese Me-
thode immer populirer (Abb. 2.5). Durch den Einsatz von RNAsen werden alle freien RNA
Bereiche, welche nicht von Ribosomen geschiitzt werden, verdaut. Die geschiitzten mRNA-
Oligonukleotide (RPFs, Ribosome Protected Fragments) werden anschliefend aufgereinigt,
extrahiert und sequenziert. Je nach verwendeter RN Ase werden, durch unterschiedlich effek-
tiven Verdau in verschiedenen Organismen und Geweben, verschiedene Lingenverteilungen
beobachtet (Gerashchenko and Gladyshev, 2017). Ebenso unterscheiden sich die RNAsen
bei den bevorzugten Schnittstellen (DelCardayré and Raines, 1995). RN Ase Ischneidet jedes
Nukleotid gleichmiflig, wihrend z.B. Nuklease T1 nur nach Guaninen schneiden kann (Ge-
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Anzahlder Publikationen mit dem Suchterm "ribosome profiling"
140
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Abbildung 2.5: Anzahl der Veroffentlichungen tiber Ribosomales Profiling seit Erstpublikation der Methode.

rashchenko and Gladyshev, 2017). RNAse I wird als Standard RNAse bei Lebergewebe von
Miusen verwendet. Die Lingen cytoplasmatischer RPFs liegen normalverteilt vor und besit-
zen ein Maximum bei 28 Nukleotiden (Gerashchenko and Gladyshev, 2017). Mitochondria-
le RPFs hingegen zeigen eine bimodale Verteilung mit Maxima bei 27 und 33 Nukleotiden

(Rooijers et al.,, 2013).

Die Ribosomen konnen, je nach Fragestellung, mit verschiedenen Translationsinhibito-
ren arretiert werden. So fithrt die Inhibierung der Translation mit Cycloheximid (CHX) zu
einem Arretieren translatierender Ribosomen durch das Blockieren der Translokation nach
erfolgtem Peptidyltransfer. Cycloheximid bindet dabei an die E-Stelle der 60s ribosomalen
Untereinheit und interagiert mit der deacetylierten tRNA in der E-Stelle, was in einem Ver-
drehen der tRNA resultiert (Juetal., 2010). Dies fithrt dazu, dass die A-Stelle von einer neuen

tRNA besetzt werden kann, welche jedoch nicht mehr von der A-Stelle in die P-Stelle trans-
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lokiert, da die tRNA in der E-Stelle den Komplex nicht mehr verlassen kann. Eine Auswir-
kung auf die Transkription konnte nur bei sehr hohen Dosen CHX gezeigt werden (Ju et al.,
2010). Der Einsatz von Harringtonin erlaubt die Arretierung der Ribosomen direkt bei der
Initiierung. Durch das Zusammenspiel beider Inhibitoren kann so z.B. die Geschwindigkeit
der Translation bestimmt werden, die in Mauszellen ungefihr sechs Nukleotide pro Sekunde
betrigt (Ingolia et al., 2011). In Hefe wurde gezeigt, dass sich der Einsatz von Translationsin-
hibitoren auf die Verteilung und den Zustand der Ribosomen auswirkt (Lareau et al., 2014;
Hussmann et al., 2015; Gerashchenko and Gladyshev, 2014). So wurde in Hefe eine neue,
kleinere Konformation von Ribosomen mit Lingen um 20 Nukleotide gezeigt, welche ohne
CHX Behandlung auftreten (Lareau et al., 2014). Dies wurde darauf zuriick gefithre, dass die
inhibierte Translokation bei CHX Behandlung das Ribosom im grofien Zustand ,.einfriert®.
Chloramphenicol kann zur Inhibierung mitochondrialer Ribosomen verwendet werden. In

der vorliegenden Arbeit wurden dem Lysepuffer CHX und Chloramphenicol zugesetzt.

PrROTOKOLL ZUR GEWINNUNG VON RPFs

Losung Konzentration

Tris-HCI pH 75 50 mM :I'eltil:legllle 2.14: 5 x Polysomenpuffer zum Ribosomalen Pro-
KCl 1500 mM

MgCl, 50 mM

Die folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Es wurden 40 mg Gewebe in 1.5 ml
Reaktionsgefifle abgewogen und mit 1 ml Lysepuffer versetzt (Tab. 2.15). AnschlieSend wur-
den die Proben 2 x 1 Minute mit einem Handhomogenisator homogenisiert. Mit einer 1000
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Losung Konzentration

Sx Polysompufter 1x

10 % TX-100 1% Tabelle 2.15: Lysepuffer zum Ribosomalen Profiling.
DTT 1mM
DNAse 10 U/ml

Cycloheximid 200 ug/ul
Chloramphenicol 100 pg/pl

ul Pipette wurde zum Schluss eine Minute durch auf- und abziehen weiter homogenisiert.
Der Verdau wurde durch Zugabe von 10 ul RN Ase I gestartet und 60 Minuten bei Raum-
temperatur und leichtem schiitteln inkubiert. Anschlieflend wurde der Verdau durch Zuga-
be von 10 xl SUPERase In gestoppt und fiir 10 Minuten bei 4 °C und 15000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefifl iiberfithrt und direkt wieder auf

Eis gestellt.

Losung Konzentration

S5x Polysompufter 1x

77 % Sucrose 50 9% Tabelle 2.16: 50 % Sucrosepuffer zum Ribosomalen Profiling.
MgCl, 3.3 uM % o ‘
SUPERase In 20 U/ml
DTT 0.5 mM

Cycloheximid 200 ug/ul
Chloramphenicol 100 pg/ul

Wihrend des Verdaus wurde der Sucrosepufter fiir die Ultrazentrifugation vorbereitet
(Tab. 2.16). Es wurden 220 ul verdautes Lysat in dickwandige Polycarbonatréhrchen zur Ul-
trazentrifugation vorgelegt. Anschliefend wurde das Lysat mit 660 gl des Sucrosepufters vor-
sichtig und langsam unterlegt. Jede Probe wurde in zwei RShrchen pripariert. Die Rhrchen

wurden mit einem TLA-110 Rotor in einer Beckman-Coulter Tischzentrifuge bei 100000
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rpm und 4 °C fiir 1 Stunde zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde die Flussigkeit mit einer 1000 wl Pipette aus den Réhr-
chen entfernt, bevor diese aus dem Rotor genommen wurden. Die Ribosomenfraktion ist
durch ein weifilich, durchsichtiges Pellet an der Innenwand des Réhrchens zu erkennen. Zur
Extraktion der RNA wurden die Pellets in 700 I Quiazol resuspendiert. Die kleinen RNA
Fragmente wurden mit dem 7R Neasy Mini Kit von Qiagen extrahiert. Es wurde in 30 pl
RNAse freiem Wasser eluiert. Anschliefend wurde die RNA Menge und Reinheit mittels
Nanodrop bestimmt (Tab. 3.1). Die Proben wurden in flissigem Stickstoft schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.

QUALITATSKONTROLLE DES VERDAUS

Die Verdauqualitit wurde anhand der Auftrennung der verschieden groflen RNA Fragmen-

ten auf einem 15 % Polyacrylamid TBE-Urea Gel bestimmt (Tab. 2.17).

Reagenz Konzentration

Urea 7.2¢g

10 x TBE 1x Tabelle 2.17: 15 % Polyacrylamid TBE-Urea Gel.
40 % Acrylamid (29:1) 15 %

10 % APS 1%

TEMED 1%

Das Gel wurde gegossen und nach Aushirtung (mind. 30 Minuten) in 1 x TBE Puffer
eine Stunde bei 200 V ohne Proben laufen gelassen. Das tiberschiissige Urea in den Kam-
mern wurde anschliefend mit einer 200 I Pipette und 1 x TBE Puffer entfernt. Es wurden
insgesamt 900 ng RNA pro Probe mit 2 x Ladungspufter versetzt und mit H, O ein Gesamt-
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volumen von 20 ml hergestellt (Tab. 2.18). Nach zweimintitigem Erhitzen bei 95 °C wurden
die Proben direket auf Eis gestellt. Das gesamte Volumen wurde geladen und 1.5 Stunden bei
200 V aufgetrennt. Das Gel wurde fiir 5 Minuten in S0 ml 1 x TBE Puffer, versetzt mit 5 ul

Ethidiumbromid, eingelegt um die Banden mit Hilfe von UV-Strahlung zu visualisieren.

Losung Konzentration
Formamid 98 % V/V Tabelle 2.18: 2x Ladungspuffer fiir RNA-Gele.
EDTA 10 mM

Bromphenolblau 300 ug/ml

SEQUENZIERUNG VON RPFs

Die anschliefSende Bearbeitung der Proben wurde von Dr. Brian Dalley, Mitarbeiter der Se-
quenziereinrichtung der Universitit von Utah (USA), durchgefiihrt. Die rRNA wurde mit
dem Ribo-Zero Gold rRNA Removal Kit von Illumina aus den Proben entfernt. Die frag-
mentierten RNA-Oligonukleotide wurden mit T4 Polynukleotid-Kinase und ATP behan-
delt, um die Enden fir die Ligationsreaktion vorzubereiten. Die Bibliothek wurde mit dem
NEBNext Small RNA Library Prep Set tiir Illumina Sequenziermaschinen erstellt. Nach der
Erstellung der Bibliothek wurde ein Pippin Prep zur Groflenselektion der Fragmente verwen-
det, wobei Fragmente mit einer Linge zwischen 20 und 40 Nukleotiden extrahiert wurden.
Die selektierten Fragmente wurden anschlieend S0 Zyklen auf einer Illumina HiSeq 2000
Sequenziermaschine im Einzelende-Modus sequenziert.
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2.4 IN SILICO METHODEN

In diesem Absatz werden die verwendeten computergestiitzen Methoden und das generel-
le Vorgehen einer Sequenzierungsanalyse behandelt (Conesa et al., 2016). Es wird die ver-
wendete Software, sowie die Programmiersprachen mit den verwendeten Paketen aufgelis-
tet. Ein Fokus liegt auf der Beschreibung der Prozessierung von Sequenzierungsdaten und
einer detaillierten Erklirung der dafiir selbst geschriebenen Programme. Die Unterschiede
in der Prozessierung der Daten von Ribo-seq (Ribosomales Profiling), RNA-Seq (RNA-
Sequenzierung) und 3’-Sequenzierung (Poly(A) 3’-RNA-Sequenzierung) ist in Abbildung
2.6 dargestellt. Fiir die Sequenzierungen werden verschiedene Programme zur Kartierung ver-
wendet. Alle Sequenzierungsdaten wurden in der vorliegenden Arbeit mit dem Programm

STAR kartiert (Dobin et al., 2013).

2.4.1 ERHALT UND PRAPROZESSIERUNG VON REFERENZSEQUENZEN

Die Qualitit der prozessierten Daten steigt mit der Qualitit des verwendeten Genoms ge-
gen welches die Daten kartiert werden. Zur Analyse der Daten von RNA-Seq und der 3’-
Sequenzierung wurde das Ensemble Mausgenom GRCm3 8 verwendet, um eine moglichst
breite Abdeckung des gesamten Genoms zu erhalten (Zerbino et al., 2018). Dieses wird tiber
die BioMart-Plattform, oder direkt tiber den FTP-Server bereitgestellt. Die Qualitit des Ge-
noms hingt direkt von der ebenso bereit gestellten Qualitit der GTF-Datei ab, in welcher
die Informationen zu den einzelnen Genannotationen zu finden sind. Fiir RNA-Seq gentigt
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Abbildung 2.6: Schema zur Analyse von Sequenzierungsdaten. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Schritte ist in
Kapitel 2.4.1 zu finden.

dies schon zur Analyse.

Ribo-Seq Daten hingegen sollten nicht gegen das gesamte Genom kartiert werden, da die
kleinen Oligonukleotidstiicke an multiplen Stellen Gibereinstimmen - auch in Intron Berei-
chen. Deshalb wurde hierfiir ein selbst erstelltes UCSC GRCm3 8/ mm1 o RefSeq-Transkriptom
verwendet, welches tiber den NCBI Tablebrowser erstellt und herunter geladen wurde (Kent
et al., 2002; Karolchik et al., 2004). Die Besonderheit des erstellten Transkriptoms besteht
darin, dass neben den codierenden Sequenzen ebenfalls die annotierten 3’- und 5’-UTR Be-
reiche ausgegeben werden. Fiir jedes Transkript wurden alle bekannten Isoformen extrahiert.
Zum Erhalt der Daten miissen die Einstellungen aus Tabelle 2.19 im NCBI Tablebrowser ver-
wendet werden.

Anschlieffend erhilt man ein Transkriptom im Fasta-Format, welches neben den codie-
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Feld Eingabe
clade: Mammal
genome: Mouse
assembly: GRCm38/mmi1o
group: Genes and Gene Pre-
dictions
track: NCBI RefSeq
table: UCSC RefSeq (ret- '
Gene) Ta'\belle 2.19: Eln.stellungen des UC'SC Tabl'ebrow'ser um
die Sequenzen eines Maustranskriptoms inklusive UTR
clade: Mammal Bereiche zu erhalten.
region: genome
output format: sequence
output file: transcriptome.fasta
anklicken get output
auswihlen genomic
auswihlen CDS in upper case,
UTR in lower case
abwihlen introns
anlicken get sequence

renden Sequenzen (Grofibuchstaben) ebenfalls die UTR Bereiche (Kleinbuchstaben) ent-
hilt. Fasta-Dateien sind so aufgebaut, dass jede Zeile, die mit ,,>“ beginnt, Informationen
(ablicherweise Bezeichner und genomische Koordinaten) tiber die nachfolgende Sequenz
in den nichsten Zeilen enthilt. Dies ermdglicht eine grofSe Menge Informationen platzspa-
rend zu erhalten. In der Natur des Transkriptoms liegt selbstverstindlich, dass verschiedene
Isoformen eines Transkripts vorkommen kénnen. Um multiple Treffer fur ein RPF zu ver-
meiden, wird das Transkriptom dahingehend verindert, dass nur Isoformen mit der lings-
ten codierenden Sequenz eines Transkripts verwendet werden. Ebenso werden die NCBI-
Zugangsnummern durch die entsprechenden Gensymbole ersetzt. Hierftir wurden, aufgrund
der groflen Menge an Informationen, im Rahmen dieser Arbeit ein Skript zur Automati-
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sierung geschrieben. Intern wird das Programmpaket bzomaRt verwendet, um den NCBI-
Zugangsnummern die richtigen Gensymbole zuzuordnen. Das Skript kann iiber die Konsole

in UNIX-Systemen gestartet werden.

RScript ——vanilla change_transcriptome.R input.fasta output.fasta

Dain dem so erhaltenen Transkriptom keine Information tiber die mitochondrial codier-
ten Transkripte vorhanden ist, wurden diese hindisch in eine eigene Datei eingefiigt. Hierftr
wurde tiber NCBI das mitochondriale Genom als Fasta-Datei herunter geladen. Anschlie-
8end wurden die codierenden Sequenzen der 13 mitochondrial codierten Proteine in eine
Textdatei Gibertragen und als Fasta-Datei gespeichert. Bei mt-NDI1-4, mt-Co3, mt-Atp6 und
mt-Cytb mussten, um das Stopcodon zu vervollstindigen, ein oder zwei zusitzliche “A* an-
geftigt werden, was im Mitochondrium durch Polyadenylierung bewerkstelligt wird und des-

halb nicht in den Daten zu sehen ist (Temperley et al., 2010).

Durch die Methodik des Ribosomalen Profiling werden nicht nur RPFs sequenziert, son-
dern auch Verunreinigungen durch hauptsichlich ribosomale RNA, aber auch weiteren klei-
neren RNA Spezies wie tRNA, miRNA und snoRNA. Zwar wird die rRNA vor der Sequen-
zierung wihrend der Priparation entfernt, was jedoch nicht vollstindig gelingt. Je nach Spezi-
es konnen zwischen 30 % bis 70 % der sequenzierten Oligonukleotide rRNA sein (McGlincy
and Ingolia, 2017). Deshalb ist es auflerordentlich wichtig die Daten vor der eigentlichen
Transkriptomkartierung zuerst von rRNA und anderen, kleinen RNA Spezies bioinforma-
tisch zu reinigen. Hierfiir wurde die RNACentral-Datenbank verwendet, welche vom Euro-
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pdischen Bioinformatischen Institut (EMBL-EBI) entwickelt wurde und koordiniert wird.
Die Datenbank enthilt Informationen tiber nicht codierende RNA Spezies. Sequenzen von
rRNA, tRNA, snoRNA, miRNA und snRNA wurden im Fasta-Format herunter geladen.

Um dies zu bewerkstelligen wurde folgender Befehl in der Suchleiste verwendet:

RNA AND TAXONOMY:"10090” AND (rna_type:"tRNA” OR rna_type:"rRNA” OR

rma_type:"snoRNA” OR rna_type:"miRNA”)

Durch die Verbindung der einzelnen Suchbegrifte durch logische Operatoren werden
nur Sequenzen angezeigt, welche RNA Spezies sind und in der Maus vorkommen und ent-
weder tRNA, rRNA, snoRNA oder miRNA zugeordnet sind. Insgesamt werden mit dieser

Konfiguration 8633 Sequenzen im Fasta-Format bereitgestellt.

2.4.2. INDEXIERUNG VON REFERENZDATEN

Um eine schnelle und effiziente Kartierung zu gewihrleisten, miissen die Fasta-Dateien ein-

malig mit den entsprechenden Kartierungsprogrammen indexiert werden.

STAR Indexierung der Transkriptomdateien

STAR ——runThreadN 8 ——runMode genomeGenerate ——genomeDir path/to/output

- —genomeFastaFiles path/to/transcriptome.fasta

STAR ——runThreadN 8 ——runMode genomeGenerate ——genomeDir path/to/output

——genomeFastaFiles path/to/ncRNAs.fasta
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STAR ——runThreadN 8 ——runMode genomeGenerate ——genomeDir path/to/output

——genomeFastaFiles path/to/chrM.fasta — —genomeSAindexNbases §

STAR Indexierung des Genoms

STAR ——runThreadN 64 ——runMode genomeGenerate ——genomeDir path/to/genome
——genomeFastaFiles path/to/genome/genome.fa ——sjdbGTFfile path/to/gtf/genome.gtf

——sjdbOverhang 49

Je nach Stirke des verwendeten Rechners kann die Option runThreadN angepasst wer-
den. Die Zahl gibt die Anzahl zu verwendeter Kerne an und wird durch den Rechner limitiert.
Da STAR bei Verwendung des Genoms auch Exon-Exon Junctions erkennen kann, muss die
Option sjdbOverbang an die entsprechende Nukleotidlinge, welche bei der Sequenzierung
verwendet wurde, angepasst werden (Nukleotidlinge -1). Sollten andere Daten mit anderer
Nukleotidlinge analysiert werden, muss das verwendete Genom nochmals mit dem gednder-

ten Wert indexiert werden, da sonst Einbuflen der Kartierungsqualitit zu erwarten sind.

Durch die, im Vergleich zum Transkriptom, immens groflere Informationsdichte des Ge-
nomes ist es empfehlenswert, die Indexierung und Kartierung mit SZAR auf einem geeigne-
ten Server zu berechnen. Es werden, je nach Gréfle des Genoms, bis zu 100 GB Arbeitsspei-
cher verwendet. Die Berechnungen wurden deshalb auf dem R W TH Compute Cluster in Aa-
chen durchgefiihrt. Aufgrund der geringeren Grofle des Transkriptoms und der damit ein-
hergehenden Verringerung der benétigten Rechenleistung kann ein handelsiiblicher Desk-
top PC mit mindestens 16 GB Arbeitsspeicher verwendet werden. Im Rahmen dieser Arbeit
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wurde die Berechnungen und nachfolgende Analysen auf einem Mac Mini (Late 2014) mit

16 GB Arbeitsspeicher durchgefiihrt.

2.4.3 QUALITATSKONTROLLE VON SE QUENZIERUNGSDATEN

Nach der Sequenzierung wird zuerst die Qualtitit der Rohdaten tiberpriift. Zur Qualitits-

kontrolle wurde das Programm FastQC verwendet (Andrews, 2010).

fastqc input.fq.gz —o /fastqc

Dieses Programm untersucht die Qualitit der Rohdaten nach verschiedenen Aspekten,
um anschliefend eine Ubersichtdatei zu erstellen. Hierbei werden unter anderem die Gro-
Benverteilung der Reads, der GC-Gehalt, die Qualitit der einzelnen Basen sowie der Anteil
von Adaptersequenzen dargestellt. Ebenso konnen die Ergebnisse Hinweise auf Probleme bei
der Priparation der Sequenzbibliothek geben, wie etwa einen erhéhten Wert an duplizierten
Sequenzen, was auf zu geringe Probenmenge und zu oft wiederholte PCR-Amplifikation
hindeutet. Dies erlaubt eine erste Abschitzung der Qualitit der Sequenzierung. Hierbei gilt
zu beachten, dass Ribo-Seq Daten eine scheinbar schlechtere Qualitit im Vergleich zu RNA-
Seq Daten besitzen. So kann z.B. der GC-Gehalt vom Optimum abweichen, was aber nicht
unbedingt eine schlechte Qualitit der Daten zu bedeuten hat. Die Anzahl duplizierter Se-
quenzen ist ebenfalls erh6ht, was an der geringeren Linge der Sequenzen liegt.

68



2.4.4 PRAPROZESSIERUNG VON SEQUENZIERUNGSDATEN

Bevor die Rohdaten kartiert werden kénnen, mussen diese von Adaptern, tiberstehenden
Basen und Verunreinigungen befreit werden. Ebenso werden Sequenzen entfernt, die sich
unterhalb eines bestimmten Qualititslimits befinden. Die Rohdaten werden i.d.R. im Fastqg-
Format gespeichert. In diesem Format ist die Sequenzierungsqualitit fiir jede einzelne Base
dargestellt. Diese Qualititsinformation wird in einen sogenannten Phred-Score umgerechnet,
der sich in einer Skala zwischen 0 und 100 bewegt. Ein Phred-Score von 10 bedeutet, dass
die Base mit einer Wahrscheinlichkeit von 90 % richtig sequenziert wurde. Standardmifig

werden Reads mit einem Phred-Score kleiner 20 (99 % Chance) entfernt.

Anschlieffend werden die Daten nach Adaptersequenzen untersucht, welche ebenfalls
entfernt werden. Zuletzt werden nur Reads behalten, welche eine MindestgrofSe besitzen. Bei
Ribo-Seq Daten wurde die Mindestgrofle auf 17 Nukleotide, bei RNA-Seq Daten auf 20 Nu-
kleotide festgelegt. Zur Priprozessierung wurden, je nach verwendeter Sequenzierungsme-
thode, verschiedene Anwendungen genutzt. 3’-Sequenzierungsdaten wurden mit dem Pro-
gramm bbduk anhand der Vorgabe des QuantSeq Reagenzsystem Herstellers Lexogen pripro-
zessiert (Bushnell, 2014). Fir RNA-Seq und Ribo-Seq Daten wurde hingegen TrimGalore
mit Cutadapt verwendet (Martin, 2014). Dieses Programm bietet die Méglichkeit, verschie-
dene Adapter automatisch zu erkennen und zu entfernen. Cutadapt bietet des Weiteren die
Maglichkeit einer Multiprozessorunterstiitzung. Ebenso werden weitere Optionen geboten.
stringency gibt an, wie viele Basen mit der Adaptersequenz tibereinstimmen miissen, bis die-
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se Teilequenz als Adapter erkannt und somit entfernt wird. Nach Beendigung des Prozesses
wird eine Statistik mit Anzahl der entfernten Basen und Adapter ausgegeben. Ubrig bleibt
dann die Sequenz von 5’ bis zur letzten Base 3’ vor der identifizierten Adaptersequenz. Es
werden nicht nur Adapter geschnitten, sondern auch Basen mit erhohter Wahrscheinlich-
keit eines Sequenzierfehlers entfernt. Die Programme erlauben die Bearbeitung von kompri-
mierten Fastq-Dateien, was an der Dateiendung .f7.¢z zu erkennen ist. Dies vermindert den

benétigten Speicherplatz immens.

3’-Sequenzierung

sh bbduk.sh in=input.fq.gz out=output.fq.gz int=f ref=polyA.fa.gz,truseq_rna.fa.gz k=13 kerim=r

useshortkmers=t mink=5 qtrim=r trimg=20 minlength=20 —Xmx20g

RNA-Seq

trim_galore input.fq.gz ——output_dir ——length 20 ——stringency s ——quality 20 ——cores 4

Ribo-Seq

trim_galore input.fq.gz ——output_dir ——length 17 ——stringency 5 ——quality 20 ——cores 4

2.4.5 KARTIERUNG VON SEQUENZIERUNGSDATEN GEGEN REFERENZSEQUENZEN

Die priprozessierten Daten wurden anschliefend zur Kartierung gegen die Referenzdatei-
en verwendet. Wie bereits erwihnt wurde, ist es essentiell wichtig Ribo-Seq Daten vor der

eigentlichen Kartierung von vorhandener, nicht-codierender RNA zu reinigen. Hierbei wer-
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den alle Sequenzen, welche mindestens einmal gegen eine Sequenz der nicht kodierenden
RNA Spezies kartieren, herausgefiltert. Die tibrig gebliebenen Sequenzen sind dementspre-
chend anderen Ursprungs und wurden zur weiteren Bearbeitung gespeichert. In einem zwei-
ten Schritt wurden diese echten RPFs gegen das Referenztranskriptom kartiert. STAR hat ei-
ne grofle Auswahl an Optionen, die eine Feinabstimmung der Kartierung erméglichen. Die
Schnelligkeit von STAR beruht auf dem zugrunde liegenden Algorithmus, der sogenannten
multiseed-Heuristik. Hier werden alle Sequenzen in kleinere Sequenzen geteilt und diese ge-
gen die Referenzsequenzen kartiert. Je kleiner hierbei die Sequenz ist, desto schneller kann
die Kartierung erfolgen. Hierbei kommt es selbstverstindlich zu einer Abwigung zwischen
Geschwindigkeit und Genauigkeit, auf welche tiber verschiedene Parameter eingegriffen wer-
denkann. Wie bereits erwihnt, spielt die Linge der Untersequenz eine tragende Rolle, ebenso

wie die Anzahl an Nichttiberinstimmungen einzelner Basen.

Eine weitere wichtige Option ist die Auswahl des Kartierungsalgorithmus. STAR erlaubt
die Auswahl zwischen lokaler und Ende-zu-Ende Kartierung. Der Unterschied besteht darin,
dass bei einer lokalen Kartierung die Basen an den 5’- und 3’-Enden nicht unbedingt perfekt
kartiert werden mussen um den héchsten Kartierungswert zu erhalten. Im Gegensatz dazu
ist STAR bei der Ende-zu-Ende Kartierung gezwungen, immer die gesamte Sequenz von der
ersten bis zur letzten Base zur Berechnung des Kartierungswertes zu verwenden. Die Nutzung
der lokalen Kartierung negiert ein wenig Ungenauigkeiten bei der Adapterentfernung und

Sequenzierung. Fiir RNA Sequenzierungen kann, aufgrund der Linge der Sequenzen, der
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Kartierungsalgorithmus weniger stringent eingestellt werden als bei den RPFs, wo es tiberaus

wichtig ist den nukleotidgenauen Ursprung zu ermitteln.

Ribo-Seq

### KARTIERUNG GEGEN KLEINE RNA SPEZIES

STAR ——runThreadN 4 ——genomeLoad LoadAndKeep ——genomeDir path/to/ncRNA/index
——readFilesIn input_unmapped.fq.gz ——readFilesCommand zcat
——outFilterMismatchNoverLmax o.05 ——outFilterScoreMinOverLread o
——outFilterMatchNminOverLread o ——alignIntronMax 1 ——scoreGap 1000000
——alignEndsType EndToEnd ——seedSearchStartLmax 15 ——outFileNamePrefix
outfile_ncRNA ——outSAMtype BAM Unsorted ——outReadsUnmapped Fastx

### KOMPRESSION DER UNKARTIERTEN SEQUENZEN VON .fq ZU .fq.gz

pigz —p 8 input_unmapped.fq ——fast

### QUALITATSKONTROLLE

fastqc input_unmapped.fq.gz —o /fastqc

### KARTIERUNG GEGEN TRANSCRIPTOM

STAR ——runThreadN 4 ——genomeLoad LoadAndKeep ——genomeDir path/to/transcriptome/index
——readFilesIn input_unmapped.fq.gz ——readFilesCommand zcat
——outFilterMismatchNoverLmax o.05 ——outFilterScoreMinOverLread o
——outFilterMatchNminOverLread o ——alignIntronMax 1 ——scoreGap 1000000
——alignEndsType EndToEnd ——seedSearchStartLmax 15 ——outFileNamePrefix outfile_CDS

——outSAMtype BAM Unsorted

Um mehrere Proben schnell nacheinander kartieren zu kénnen bietet STAR die Opti-

on genomeLoad, welche es erlaubt das Genom im Zwischenspeicher zu behalten. Mit read-
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FilesCommand zcat teilt man dem Programm mit, dass komprimierte Dateien zur Bearbei-
tung verwendet werden. Die eigentlichen Kartierungseinstellungen finden sich in den sie-
ben Optionen outFilterMismatchNoverLmazx o.5, outFilterScoreMinOverLread o, outFilter-
MatchNminOverLread o, alignIntronMax 1,scoreGap 1000000, alignEndsType End ToEnd

und seedSearchStartLmax 15.

Die Anzahl an erlaubten Nichtiibereinstimmungen wird hier flexibel in Abhingigkeit
der entsprechenden Sequenzlinge festgelegt. Der Wert bei outFilterMismatchNoverLmax
gibt das hochste erlaubte Verhiltnis von Nichtiibereinstimmungen zur Gesamtzahl der Nu-
kleotide der kartierten Sequenzan. So ist ab einer Linge von 20 Nukleotiden eine Nichtiiber-
einstimmungen erlaubt. Mit outFilterScoreMin OverLread und outFilterMatchNminOverL-
read konnen Qualititsfilter der Kartierung angelegt werden, welche ebenfalls in Abhingig-
keit der Sequenzlinge stehen. Bei 0 werden alle Sequenzen mit den zugehdrigen Qualitits-

werten ausgegeben. Diese konnen auch noch nachtriglich entfernt werden.

alignintronMax 1 fihrt zur Nichtbeachtung von Kartierungen, die sich tiber ein Intron
spannen. Im Falle der RPFs wird gegen ein Transkriptom kartiert, welches keine Introns ent-
hilt, weshalb diese Option in diesem Fall nicht zwingend notwendig ist. Bei Kartierungen
gegen das Genom sollte dieser Option jedoch Beachtung geschenkt werden, weshalb sie hier

auch genannt wird.

Bei der Berechnung des Qualititswerts gibt es verschiedene Faktoren, die sich negativ aus-

wirken. Einerseits Nichtiibereinstimmungen, welche wie oben gezeigt definiert wurden. Ein
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weiterer Faktor ist die Anzahl an erstellten Liicken, um eine bestmdgliche Kartierung mit
mdglichst vielen Ubereinstimmung zu erhalten. Je nach Anwendung, wie z.B. bei der Suche
nach SNPs, macht es Sinn, Liicken zu erlauben. Durch die benétigte nukleotidgenaue Auflo-
sung wurde bei der Kartierung von RPFs auf die M6glichkeit von Liicken verzichtet. Deshalb
wurde die Strafe zum Eréffnen einer Liicke mit scoreGap 1000000 extrem hoch gesetzt um
diese zu verhindern.

Eine ebenfalls sehr konservative Herangehensweise wurde bei der Option des Kartierungs-
algorithmus gewihlt. STAR erlaubt die Auswahl zwischen verschiedenen Modi. So kann be-
stimmt werden, dass Sequenzen immer vom ersten Nukleotid bis zum letzten Nukleotid be-
achtet werden missen. Diese Methode wurde hier auch mit der Option alignEnds Type End-
ToEnd gewihlt. Es besteht aber auch die Méglichkeit diesen Zwang zu lockern um so z.B.
die 5’- und 3’-Enden nicht beachten zu missen, welche hiufiger von Sequenzierungsfehlern
betroften sind.

Die letzte Einstellung, seedSearchStartLmax 15, wirkt sich auf die Genauigkeit des Kar-
tierungsalgorithmus aus, indem die Sequenzen zur Kartierung in gleich grof3e Stiicke geteilt
werden. Je grofier die zu kartierenden Sequenzen sind, desto grofSer kann dieser Wert gewihlt
werden.

RNA-Seq

STAR ——genomeLoad LoadAndKeep ——genomeDir /path/to/StarIndex ——readFilesIn
input_trimmed.fq.gz ——outFileNamePrefix alignment.bam ——runThreadN 64 ——outSAMtype

BAM Unsorted — —readFilesCommand zcat
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Die Kartierung von RNA-Seq Daten kann mit den Standardeinstellungen von STAR
durchgefithrt werden. Da gegen das ganze Genom kartiert wird und STA4R auch tiber Introns
hinweg kartieren kann, konnen Informationen tiber z.B. Spleifivarianten ebenfalls erhalten
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Daten zur einfachen Expressionsanalyse ver-

wendet.

3’-Sequenzierung

STAR ——genomeLoad LoadAndKeep ——genomeDir /path/to/StarIndex ——runThreadN 64
——readFilesIn input_trimmed.fq.gz ——outFilterType BySJout ——outFilterMultimapNmax 20
——alignSJoverhangMin 8 ——alignSJDBoverhangMin 1 ——outFilterMismatchNmax 999
——outFilterMismatchNoverLmax o.1 ——alignIntronMin 20 ——alignIntronMax 1000000
——outSAMattributes NH HI NM MD ——outSAMtype BAM Unsorted ——outFileNamePrefix

alignment.bam ——readFilesCommand zcat

Durch die unterschiedliche Priparation der Bibliothek vor der Sequenzierung muss fiir
die Kartierung der 3’-Sequenzierungsdaten von den Standardeinstellungen abgewichen wer-
den. Da aufgrund der Sequenzierungsmethode keine Exon-Junctions zu erwarten sind, wer-
den alle Sequenzen mit outFilter Type BySjout herausgefiltert, die solche Eigenschaften zeigen.

outFilterMultimapNmax 20 stellt den Filter fiir multiple Kartierungen einer Sequenz
dar. Wenn eine Sequenz mehr als 20 verschiedene Kartierungen im Genom besitzt, wird diese
nicht ausgegeben.

Auch hier werden mitoutFilterMismatch NoverLmax 0.1 Nichtiibereinstimmungen von

Nukleotiden als variabler Filter in Abhingigkeit der Sequenzlinge verwendet.
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Introns werden mit alignlntronMin 20 (minimale Nukleotidlinge die ein Intron ha-
ben muss, um als Intron und nicht als Deletion definiert zu werden) und alignintronMax

1000000 (maximale Linge eines Introns) definiert.

2.4.6 POSTPROZESSIERUNG KARTIERTER SEQUENZEN

Die ausgegeben Kartierungsdaten werden von STAR im BAM-Format gespeichert, welches
von dem Programm samtools gelesen werden kann (Li et al., 2009). In diesem Format wer-
den alle Informationen jeder kartierten Sequenz zeilenweise dargestellt. Informationen sind
unter anderem das entsprechende Gen, die Position der Kartierung im Genom oder Tran-
skriptom, die Sequenz und die Qualitit der Kartierung. Samtools erlaubt verschiedene Bear-
beitungen an den Kartierungsdaten durchzufiihren, wie z.B. filtern und sortieren. Ebenfalls
kann die Qualitit der Kartierung jeder einzelnen Sequenz (MapQ-Werte) ausgelesen werden.
Diese MapQ-Werte setzen sich aus verschiedenen Qualititsmarkern zusammen: u.a. aus den
Phred-Scores jeder einzelnen Base der Kartierung, der Anzahl an Liicken zum Erreichen des
besten Wertes, der Anzahl an Nichtiibereinstimmungen und der Anzahl der verschiedenen
Kartierungsmaoglichkeiten einer einzelnen Sequenz in den Referenzsequenzen. Je 6fter eine
Sequenz gleichzeitig an mehrere Sequenzen in der Referenz kartiert, desto schlechter wird

dieser Wert. Vor der eigentlichen Filterung wurden die Daten mit samtzools sortiert.

samtools sort —o output_sorted.bam input.bam

Kartierungen von RNA-Seq und 3’-Sequenzierungsdaten konnen anschlieflend direkt
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mit dem Programm H7Seq gezihlt werden, um eine anschliefende differentielle Analyse
durchzuftihren (Anders et al., 2015). Hierbei erkennt das Programm, ob kartierte Elemen-

te eindeutig einem Gen zugeordnet werden kénnen.

htseq—count —a 10 ——nonunique none —f bam input_sorted.bam /path/to/genome.gtf > counts.txt

HTSeq bietet durch verschiedene Optionen die Moglichkeit, auf die Zahlung Einfluss zu
nehmen. Wichtig ist hierbei, wie H7Seq Sequenzen mit multiplen Kartierungen behandelt.
Mit der Standardoption nonunique none werden nur Sequenzen mit eindeutiger Kartierung
zu einer Referenzsequenz gezihlt. Kartierungen zu multiplen Referenzen oder Kartierungen,
welche sich iiber zwei Referenzsequenzen ausbreiten, werden nicht berticksichtigt. Ebenso
werden alle Sequenzen mit einem MapQ-Score kleiner 10 nicht berticksichtigt. Die Expressi-
onstirke des entsprechenden Gens wird mit der Anzahl der kartierten Elemente gleichgesetzt.
Das Programm liefert am Ende jedes Durchlaufs eine statistische Ubersicht der Zuordnung
aller Kartierungen, sowie die Anzahl aller Sequenzen, die eindeutig einem Gen zugeordnet
werden konnten. Diese Zihlung wurde spiter fiir die differentielle Analyse von RNA-Seq

und 3’-Sequenzierung verwendet.

Ribo-Seq Daten miissen vor der Zihlung weiter bearbeitet werden, da nur die Gréflen
verwendet werden sollen, welche eindeutig als Ribosomen identifiziert wurden (siche Kap.
2.4.9). Durch sogenannte FLAG-Stats beinhaltet jede Sequenz in der Kartierungsdatei die
Information, ob diese nur an eine Stelle oder an mehrere Stellen im Genom kartiert wurde.

Falls eine multiple Kartierung besteht, wird die Kartierung mit der héchsten Kartierungs-
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qualitit (und somit der héchsten Wahrscheinlichkeit) als primire Kartierung, die anderen
als sekundire Kartierungen bezeichnet. Samtools bietet die Option -F, mit welcher alle Se-
quenzen extrahiert werden, die dem entsprechenden FLAG-Stat zugeordnet sind. Wichtige
FLAG-Stats sind u.a. 4 (alle Sequenzen mit einer eindeutigen Kartierung) und 256 (primire
Transkripte). Die Werte konnen durch Addition kombiniert werden um alle Sequenzen zu
extrahieren, welche entweder primir oder eindeutig sind. Unkartierte Reads und sekundire

Kartierungen wurden so aussortiert.

samtools view input_sorted.bam —q 10 —F 260 | awk *{print $3 "\t” $4 "\t” $10}’ > output_cut.sam

Es wurden alle kartierten Sequenzen mit einer Kartierungsqualitit kleiner 10 heraus ge-
filtert (-9 10). Bei einem Wert von 255 werden nur eindeutige Kartierungen extrahiert. Bei
3 oder grofier ist eine Sequenz, welche an maximal zwei Stellen kartiert werden konnte, mit

einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % an einer Stelle kartiert.

Da Ribo-Seq Daten direkt gegen mRNA Sequenzen kartiert wurden und weiter detail-
liert analysiert werden sollten, wurden, aus Speicherplatzgriinden, die wichtigsten Informa-
tion aus den Ergebnissdateien der Kartierungen mit Hilfe einfacher Konsolenbefehle heraus
extrahiert. Die sortierte BAM-Datei wurde in einem ersten Schritt nach den oben beschrie-
ben Parametern gefiltert. Anschlieflend wurden die Informationen Genname (Spalte 3), Posi-
tion der 5’-Base auf der entsprechenden Sequenz (Spalte 4) und die Sequenz des RPF (Spalte
10) in einer neuen Datei gespeichert, welche als Ausgangsdatei fiir weitergehende Analysen

verwendet wurde.
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Alle folgenden Analysen wurden in R durchgefiihrt. R ist eine objektorientierte hohere
Programmiersprache, welche eine schnelle und elegante Bearbeitung von strukturierten Da-
ten erlaubt. Durch eine sehr grofie aktive Gemeinschaft werden viele verschiedene Programm-
pakete zu verschiedenen Problemlésungen angeboten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
verschiedenen Fragestellungen durch selbst geschriebene Funktionen analysiert. Selbstver-
stindlich wurden auch Funktionen verschiedener veroffentlichter Pakete verwendet, welche

bei Nutzung hervorgehoben werden.

2.4.7 DIFFERENTIELLE ANALYSE VON SEQUENZIERUNGSDATEN MIT HILFE voN R

Zur differentiellen Analyse, also des statistischen Vergleichs der Menge kartierter Sequen-
zen pro Gen zwischen zwei Gruppen, wurde das Paket DESeqz in R verwendet (Love et al.,
2014). Dieses Paket bietet verschiedene statistische Modelle zur Berechnung der Signifikanz
an. Ebenso wird eine Normalisierung der Daten durchgefiihrt, was u.a. aufgrund unterschied-
licher Sequenzierungstiefen nétig ist. DESeq2 verwendet hier eine erweiterte negative bino-
miale Verteilung (Pascal-Verteilung, Poisson-Gamma-Verteilung) als Modell (Anders and Hu-
ber, 2010). Die Angleichung der Daten an das Modell erfolgt tiber die drei Parameter Sequen-
ziertiefe, Expressionsstirke und Glittung der Abhingigkeit der Varianzen an die erwarteten
Mittelwerte. Aus diesem Grund ist es wichtig, dass einfach gezihlte Werte - wie H7Seq diese
ausgibt - als Eingabedaten fur die Analyse verwendet werden, um eine doppelte Normali-
sierung zu vermeiden, was zu falschen Ergebnissen fithren kann. Dies sei an dieser Stelle er-

wihnt, da es neben STAR und HTSeq weitere Programme gibt, welche zur Kartierung und
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Zihlung verwendet werden kénnen. Manche dieser Programme bieten auch schon norma-
lisierte Ausgaben der Zihlung an, welche dann nicht noch einmal mit DESeq2 normalisiert
werden sollten.

Erstellung des zentralen Objekts von DESeq2

countFiles.path = ”path/to/count/files/”
sampleTable = data.frame(sampleName = metadata$libraryName,
fileName = metadata$countFile,
condition = metadata$condition,
sampleNO = metadata$sampleNO
)
DESeqz2 Table = DESeqDataSetFromHTSeqCount(sampleTable = sampleTable,
directory = countFiles.path,

design = ~ condition)

Um eine differentielle Analyse durchfiithren zu kénnen, benotigt DESeq2 Informationen
tiber die Ausgabedateien von H7Seq in einem Tabellenformat. Diese Annotation wird von
DESeq:z verwendet, um die Daten einzulesen und in dem Objekt DESeqz Table zu speichern.

Die Spaltenbezeichner sind:

1. Name der Probe

2. Name der Datei mit den Zihlungen

3. Gruppenzugehorigkeit
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4. Nummer der Probe innerhalb der Gruppe

Wie bereits erwihnt, werden in einem ersten Schritt die Proben an das negative binomiale
Verteilungsmodell angeglichen. Zuerst werden GrofSenfaktoren der Sequenziertiefe berech-
net, welche auch in dem Objekt DESeq2 Table gespeichert werden. Anschlielend wird eine
Abschitzung der Streuung der Werte jedes einzelnen Gens berechnet um einen Streuungspa-
rameter zu erhalten, welcher fiir spitere Test verwendet wird.

Normalisierung und Berechnung der Statistik mi DESeq2

# NORMALISIERUNG

DESeq2Table = estimateSizeFactors(DESeqa Table)
DESeq2Table = estimateDispersions(DESeq2Table)
# STATISTISCHE ANALYSE

DESeq2Table = nbinomWald Test(DESeq2Table)

DESeqzRes = results(DESeq2Table, pAdjustMethod = "BH”)

Nach Normalisierung der Daten wird die statistische Analyse durchgefiihrt. Hierzu ver-
wendet DESeqz einen Wald-Test. Durch die grofie Anzahl an Beobachtungen wird von einer
Normalverteilung der Zahlen ausgegangen. Ein wichtiges Augenmerk sollte hierbei auf das
multiple Testproblem gelegt werden. Viele Vergleiche fithren zu einer 2-Fehler Kumulierung,
was dazu fiihrt, dass p-Werte nur noch eine geringe Aussagekraft tiber die Signifikanz besit-
zen. Einfacher ausgedriickt: bei 100 Vergleichen und einem « von 0.05 fiir jeden Vergleich
besteht die Wahrscheinlichkeit, dass fiinf Vergleiche falsch positiv sind. Bei 10000 Verglei-
chen liegt die Rate an falsch positiven Vergleichen somit schon bei 500. Da Analysen von
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p-Werte 0,51 0,93 0,04 0,002 0,30

geordnete p-Werte 0,002 0,04 0,30 0,51 0,93
Rang 1 2 3 4 5
FDR 0,01 0,10 0,50 0,64 0,93

Abbildung 2.7: Berechnung der FDR nach Benjamini und Hochberg. In einem ersten Schritt werden die ermittelten p-
Werte der GréBe nach von klein nach groR geordnet. AnschlieBend wird jedem p-Wert anhand dieser Ordnung ein Rang

zugewiesen. Der grolte p-Wert bleibt bestehen. Alle weiteren Werte werden durch die Formel FDR = p-Wert *
( Anzahl aller p-Werte

Rang des p-Wertes ) angepasst.

Genexpressionen, je nach Groéf8e des Genoms und der Anzahl der Gruppen, fiinfstellige Ver-
gleiche durchfiihren, entsteht einer grofSen Anzahl falsch positiver Ergebnisse. Aus diesem
Grund gibt es verschiedene Verfahren zur Korrektur der a-Fehler Kumulierung, wie etwa die
Bonferroni-Korrektur oder auch die hier verwendete FDR (False Discovery Rate) nach Ben-
jamini und Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995).

Hierbei werden alle p-Werte mathematisch so angepasst, dass falsch positive Werte heraus
gefiltert werden. Zuerst werden die p-Werte der Grofe nach von klein nach grof$ geordnet
(Abb. 2.7). Anschlielend wird jeder p-Wert einem Rang zugeordnet. Aus dem gréfiten p-
Wert wird der grofSte angepasste p-Wert. Die Berechnung aller anderen angepassten p-Werte

. : Anzahl aller p-Wi
wird durch die Formel FDR = p-Wert * (W) berechnet.
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Korrektur der Nullhypothese und Extraktion signifikanter Ergebnisse mit DESeq2

# KORREKTUR DES MODELS DER NULL HYPOTHESE
FDR.DESeq2Res = fdrtool(DESeq2Res$stat, statistic= “normal”, plot = F)
FDR.DESeq2Res$param][1, ”sd”]

DESeqzRes[,”padj”] = p.adjust(FDR.DESeq2Res$pval, method = "BH”)
# EXTRAKTION DER SIGNIFIKANTEN GENE

sigGenes = rownames(subset(DESeq2Res, padj < 0.05))

sigTable = DESeq2Res[rownames(DESeq2Res) %in% sigGenes, ]

# SPEICHERUNG DER TABELLE

write.table(x = sigTable, file = “sigtable.csv”, col.names = NA, sep = "\t”)

Zur Uberpriifung der Anwendung des richtigen Models der Nullhypothese sind die Ver-
teilung der p-Werte in Form eines Histogramms dargestellt (Abb. 2.8). Da die zugrunde lie-
genden statistischen Modelle auf einer Normalverteilung der Daten beruhen, muss die An-
zahl der p-Werte bei einem Vergleich zweier identischer Gruppen in jedem Rang in etwa
gleich sein. Das bedeutet, dass bei 50000 vergleichen und 10 Ringen in etwa 500 p-Werte
in jeden Rang fallen sollten. Bei Expressionsanalysen unterschiedlicher Gruppen wird eine
spezifische Antwort auf einen Reiz erwartet, sei es z.B. das Fehlen eines Gens oder die Behand-
lung mit einem neuen Medikament. Die Mehrzahl der Gene sollte nicht verindert vorliegen,
weshalb sich die p-Werte, wie bereits oben erwihnt, verteilen. Tatsichlich verinderte Gene
jedoch werden mit sehr kleinen p-Werten erwartet. Der kleinste Rang im Histogramm muss
also stirker reprisentiert sein als die anderen Ringe, wihrend diese in etwa gleich stark ver-
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Abbildung 2.8: Verteilung der p-Werte vor und nach Korrektur des Models der Null Hypothese Die Verteilung der p-
Werte ist fiir alle p-Wert Range im Bereich zwischen 0 und 1 als Histogramm vor (links) und nach (rechts) der Korrektur
der Null Hypothese dargestellt.

treten sind. Eine Korrektur der p-Werte anhand des neuen Null-Hypothesen Modells kann
nachtriglich mit dem Paket fdrtool vorgenommen werden (Strimmer, 2008). Die Berech-
nung wird anhand der z-Werte (Anzahl der Standardabweichungen, die ein Wert von sei-
nem Mittelwert entfernt ist) durchgefiihrt. Anschlieffend werden die p-Werte wieder mit der
FDR korrigiert, die Gene mit signifikanten Unterschieden extrahiert und in Tabellenform

abgespeichert.

2.4.8 PROGRAMMSTRUKTUR ZUR ANALYSE VON RI1BO-SEQ DATEN INR

Zur Analyse der Ribo-Seq Daten in R wurden die kartierten Daten verwendet, welche einen
MapQ-Wert > 10 haben und einmalig kartieren oder die primire Kartierung bei multipler

Kartierung sind (siche Kap. 2.4.6). Diese Daten wurden in R eingelesen und in dem zen-

84



tralen Objekt /R7boCounts gespeichert, welches fiir alle weiteren Analysen verwendet wurde
(Abb. 2.9). Zuvor wurde eine Metadatei erstellt, welche im Tabellenformat die Informatio-
nen Probennummer, Gruppe und Dateinamen enthilt. Die zusitzlichen Pakete data.table

und stringr werden zum Bearbeiten und Einlesen benétigt.

Erstellung des Zentralen Objekts zur Bearbeitung von Ribo-Seq Daten in R

library(data.table)

library(stringr)

ribofiles.path = ”/path/to/ribo—seq/files/”

files = list.files(ribofiles.path, pattern = ”*_s—cut.sam”)

sampleNO = str_sub(files, 1,—11)

condition = c(rep("KO”,2), rep("WT?,2))

metadata = data.frame(sampleNO = sampleNO,
condition = condition,
files = files)

IRiboCounts = list()

for(i in 1:length(files)){

IRiboCounts[[as.character(sampleNO[i])]] = fread(pasteo(ribofiles.path, files[i]), sep = *\t”)

Fiir verschiedene Analysen werden auch Informationen aus der Transkriptomdatei, wel-
che zur Kartierung verwendet wurde, benétigt. Diese Datei wurde mit der Funktion build-
TranscriptomeAnnotation() eingelesen und durch die jeweiligen Start und Stop Positionen
der Gene erweitert. Innerhalb der Funktion wird das Paket microseq verwendet, welches fiir
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Abbildung 2.9: Schema zur Analyse von Ribo-Seq Daten in R. Das zentrale Objekt beinhaltet die Informationen (Tran-

skript, Position und Sequenz) der kartierten Sequenzen (orange). Ausgehend von diesem Objekt kdnnen die weiteren
Analysen durchgefiihrt werden.

das Einlesen und Speichern von FASTA-Dateien dient. Hierbei wird die Datei in ein tabel-
lenartiges Objekt gespeichert, bei welchem in der ersten Spalte die Genbezeichner (¢7anscrip-
tomeSHeader) und in der zweiten Spalte die Sequenzen (transcriptomeSSequences) zu finden
sind. Dieses Objekt kann durch weitere Spalten erweitert werden. Da die CDS in GrofSbuch-
staben und die UTR in Kleinbuchstaben codiert sind, wurden die Start und Stop Positionen
tir jedes Gen durch die Suche nach dem ersten und letzten Groflbuchstaben bestimmt und

angefligt (transcriptome§Start bzw. transcriptome§Stop).

buildTranscriptomeAnnotation = function(transcriptomeFile = NULL)
{
require(microseq)

transcriptome = microseq::readFasta(transcriptomeFile)

86



transcriptome$symbol = transcriptome$Header
transcriptome$Start = as.numeric(sapply(transcriptome$Sequence, function(x) grep(”[A—Z]”,

unlist(strsplit(x,””)))[1]))
transcriptome$Stop = as.numeric(sapply(transcriptome$Sequence, function(x) tail(grep(”[A—Z]”,

unlist(strsplit(x,””))), n=1)))

return(transcriptome)

2.4.9 IDENTIFIZIERUNG TRANSLATIERENDER RPFs

Im Gegensatzzu RNA-Seq Fragmenten haben RPFs eine relativ fixe Grofle, welche zwischen
26 und 34 Basen liegt (Ingolia et al., 2009). Diese Gréfien konnen, wie zuvor schon erwihnt,
durch verschiedene duflere Einfliisse und Spezieszugehorigkeit unterschiedlich sein (siehe
Kap. 2.3.8). Ebenso zeigen die mitochondrialen RPFs eine breitere Verteilung sowie eine
groflere mittlere Grofie (Pearce et al,, 2017). Um translatierende RPFs zu identifizieren wur-
den nur Groflen verwendet, welche sich innerhalb der Mittelwerte 4= Standardabweichung
der Groflenverteilung befinden. AnschlieSend wurden alle RPFs dieser GrofSen, welche sich
im Startbereich eines Transkripts befinden, zur Berechnung der Abstinde vom 5’-Ende zur
ersten Base der P-Stelle verwendet. Translatierende Ribosomen besitzen eine erhohte Dich-
te auf dem Startcodon, da die Initiation der Translation mehr Zeit in Anspruch nimmt als
die Elongation. Als drittes Merkmal zeigen translatierende Ribosomen eine Codon Triplett-

Periodizitit, was zu einer erhéhten RPF-Dichte im Abstand von jeweils drei Nukleotiden
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fihrt.

Berechnung der Groflenverteilung von RPFs

sizes = getSizeDistribution(alignment = IRiboCounts,
readlength = ¢(20,40),

mitochondria = ¢c(TRUE, FALSE))

Zur Berechnung der Groflenverteilung wurde die Funktion gezSize Distribution geschrie-
ben. Diese Funktion berechnet die Gréflenverteilung aller Sequenzen und erstellt ein His-
togramm fur jede Probe. Ebenso werden die Mittelwerte der Verteilung + Standardabwei-
chungen berechnet und als Vorschlag der zu verwendenden Gréflen angegeben. Die finale
Bestimmung translatierender Ribosomen findet durch die Berechnung der Abstinde zur P-
Stelle und der Triplett-Periodizitit der verschiedenen Lingen durch die Funktion gerOffsets

statt.

Berechnung der Abstinde zur P-Stelle

offsets = getOffsets(alignment = IRiboCounts,
transcriptome = transcriptome,
window = ¢(—20,60),
readlength = sizes,

mitochondria = ¢(TRUE, FALSE))

Diese Funktion gibt die Anzahl der Nukleotide vom 5’-Ende eines RPF zur ersten Ba-
se der P-Stelle wieder. Jede RPF Grof8e wird hierbei separat berechnet. Die Option window
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erlaubt ein Fenster zu definieren, in welchem die Periodizitit begutachtet werden soll. Als
Standard wurde ein Fenster von 20 Nukleotiden 5’ des Startcodons bis 60 Nukleotiden 3’
des Startcodons festgelegt. Zur Berechnung werden in einem ersten Schritt die Startpositio-
nen von allen RPFs transkriptspezifisch subtrahiert. Dies fithrt dazu, dass das Startcodon fiir
alle Transkripte an der Position 0 zu finden ist. Somit kénnen die Informationen von allen
Transkripten in einem zweiten Schritt zusammen gefasst werden. Anschliefflend wird fiir jede
Position innerhalb des Fensters die Anzahl an RPFs, welche an dieser Postion kartiert wurden,
bestimmt. Die grofite Anzahl an RPFs vor dem Startcodon wird als die Fraktion betrachtet,
welche sich gerade bei der Initiation und somit mit der P-Stelle auf dem Startcodon befin-
det. In einem zweiten Schritt wird die Menge an Ribosomen pro Position und Grofie fir
jede Probe in einer Tabelle gespeichert. Mit Hilfe eines Programms zur Tabellenkalkulation
wurde die Anzahl RPFs gegen die Positionen aufgetragen. Das typische Muster fiir transla-
tierende Ribosomen wurde hierbei fur jede verwendete RPF GrofSe separat untersucht (Abb.

2.10). Durch die Periodizitit wird diese Fraktion als translatierende Ribosomen definiert.

Mitochondriale Ribosomen unterscheiden sich nicht nur in der Gréflenverteilung von
cytoplasmatischen Ribosomen, sondern auch in der Bestimmung des Abstands zur P-Stelle.
Da keine 5’-UTR Regionen bei den mitochondrialen Transkripten vorkommen, ist es nicht
moglich den Abstand zur P-Stelle nach der oben genannten Methode zu berechnen. Die un-
terschiedliche Natur der RPFs fithrt auch dazu, dass die genaue Position der P-Stelle nicht

absolut korrekt anhand cytoplasmatischer RPFs bestimmt werden kann. Verschiedene Grup-
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Abbildung 2.10: Bestimmung des Abstands vom 5’-Ende eines RPF zur P-Stelle. Die Anzahl an RPFs sind positionsspezi-

fisch im Initiationsbereich aufgetragen. Das h6chste Maximum vor dem Startcodon gibt den Abstand vom 5'-Ende eines
RPF zum ersten Nukleotid der P-Stelle wieder.

pen beschiftigen sich mit der Losung dieses Problems (wie z.B. die Bestimmung der P-Stelle
vom 3’-Ende von RPFs in Bakterien) und schlagen bisher einen Abstand von 17 Nukleoti-
den vom 5’-Ende aller mitochondrialen RPFs der Grofle von 31-35 Nukleotiden zur A-Stelle
vor (Pearce et al., 2017; Mohammad et al., 2019). Der Abstand von 17 Nukleotiden wurde
fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Groflen mitochondrialer RPFs als Abstand zur A-Stelle
definiert.

Die RPFs der Groflen, die als translatierende Ribosomen definiert wurden, wurden fiir
die differentielle Analyse verwendet. Hierzu wurden alle RPFs entfernt, welche nicht einer

der definierten Grofie angehoren. Die zu verwendenden Daten wurden in Tabellenform ab-
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gespeichert. Hierbei ist darauf zu achten, dass das Trennzeichen ein Leerzeichen ist und dass
in jeder Probe die gleichen Transkripte in der gleichen Reihenfolge vorkommen. Transkrip-
te, welche in einer Probe nicht existieren, werden mit einem Wert von 0 hinzugeftgt. Die
differentielle Analyse wurde anschliefSend, wie in Kapitel 2.4.7 bereits erklirt, durchgefiihrt.

Extraktion translatierender RPFs zur differentiellen Analyse

# ENTFERNUNG VON RPF
1Alignment = sapply(names(IRiboCounts), function(x) IRiboCounts|[x]] [nchar(IRiboCounts[[x]]$V3)
%in% sizes[[x]],], simplify = FALSE)

# BESTIMMUNG DER ANZAHL AN RPF PRO TRANSKRIPT

|Alignment = sapply(lAlignment, function(x) table(x$V1))

# EXTRAKTION ALLER VERWENDETER GENBEZEICHNER

vTranscripts = transcriptome$Header

# HINZUFUGEN FEHLENDER TR ANSKRIPTE MIT DEM WERT o

1Alignment = lapply(lAlignment, function(x) {
missingGenes = vTranscripts[which(vTranscripts %in% names(x) == FALSE)]
missingGenes = rep(o, length(missingGenes))
names(missingGenes) = vTranscripts[which(vTranscripts %in% names(x) == FALSE)]
x = append(x, missingGenes)
x = x[order(names(x))]

1)

# SPEICHERN DER TABELLEN

lapply(names(1Alignment), function(x) {

write.table(IAlignment[[x]], file = pasteo(x,”_clean—RPF_counts.csv”), sep =7 ”)

)
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2.4.10 ERSTELLUNG VON RIBOSOMENPROFILEN

Eine weitere, namensgebende Betrachtung von Ribo-Seq Daten ist, neben der differentiel-
len Analyse, die Verteilung der RPFs tiber die Transkripte. Diese Profile bieten verschiedene
Maglichkeiten zur Interpretation von Ribo-Seq Daten. Wenn etwa eine bestimme tRNA in
einem untersuchten Modell deletiert wird, ist eine Verinderung der Profile an der Stelle der
korrespondierenden Codons erwartbar (Fradejas-Villar et al., 2017). Die Profile liefern auch
weitergehende Informationen, u.a. tiber die Dynamik der Translation und den Einfluss des
Codon Kontext, sowie das Aufkommen von neuen Translationsstartpunkten in den untrans-

latierten Bereichen (Brar, 2016).

ITranscriptOccupancy = getTranscriptOccupancy(alignment = IRiboCounts,
metadata = metadata,
transcriptome = transcriptome,
offsets = offsets,
cores = 4,
transcripts = NULL,

RPM = ¢(TRUE, FALSE))

Die Funktion get Transcript Occupancy bildet fiir jedes Transkript einen Vektor mit der Ge-
samtzahl der Basen des Transkripts als Linge. Fiir jede Position wird die Anzahl aller RPFs

bestimmt, welche mit dem ersten Nukleotid der A-Stelle (welche mit Hilfe des Objekts offsets
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fir jedes RPF bestimmt wird) auf dieser Position liegen. AnschlieSend werden diese Werte ge-
gen die Sequenziertiefe normalisiert, um die verschiedenen Proben miteinander vergleichen
zu konnen. Es werden dabei RPM (reads per million mapped reads) gebildet, indem die An-
zahl RPFs pro Position mit der Gesamtzahl kartierter Sequenzen dividiert und mit 1000000
multipliziert wird. Mit Hilfe des Pakets doParallel wurden die Berechnungen dieser Funk-
tion parallelisiert. Dies fiihrt, insbesondere bei groflen Datenmengen, zu einer signifikanten
schnelleren Berechnungszeit. Durch die Option cores kann die Anzahl zu verwendender Ker-
ne zur Berechnung angegeben werden. Jeder Kern berechnet hierbei eine Probe, weshalb
keine schnellere Berechnungszeit zu erwarten ist, wenn mehr Kerne als Proben angegeben
werden. Die Option transcripts erlaubt, die Berechnung auf die angegeben Transkripte zu

beschrinken, welche mit den Gensymbolen wie folgt angegeben werden: ¢(, 416 , Tritz

»Asns, usw.). NULL bedeutet hier, alle Transkripte zu berechnen.

Das Objekt [ TranscriptOccupancy kann nun fur die Darstellung von Profilen verwendet

werden. Hierzu wurde die Funktion plot TranscriptOccupancy() geschrieben.

plotTranscriptOccupancy(transcriptOccupancys = I TranscriptOccupancy,
transcriptome = transcriptome,
CDS = ¢(TRUE, FALSE),

selenoproteins = ¢(TRUE, FALSE))

Die Funktion erlaubt durch die Option CDS die Auswahl, das ganze Transkript (FAL-

SE) oder nur die codierende Sequenz (7R UE) darzustellen. Ebenso kann ausgewihlt werden,
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Abbildung 2.11: Profil von Selenoprotein F. Dargestellt sind die Ribosomenprofile der codierenden Sequenz von Selen-
of Trit1-defizienter Proben (orange) und deren Kontrollen (blau). Die Position des UGA/Sec Codons ist durch ein rotes
Kreuz markiert. Aufgetragen sind die Mittelwerte der normalisierten RPFs (RPM) von jeweils zwei Replikaten pro Grup-

pe.

ob das UGA/Sec Codon in Selenoproteinen markiert werden soll (selenoproteins), wenn das

Profil von Selenoproteinen erstellt wird (Abb. 2.11).

2.4.11 BERECHNUNG VON RIBOSOMALEN CODONBESETZZEITEN

Ribo-Seq erméglicht eine codongenaue Betrachtung aller Ribosomen. Dies erlaubt, Aussa-
gen tiber die Menge an Ribosomen auf spezifischen Codons treffen zu kénnen und somit
deren Translationsverhalten festzustellen. So ist z.B. bekannt, dass fehlende tRNA-Modifika-
tionen Codonbesetzzeiten entsprechender Codons verindern kénnen. Zur Untersuchung

der Codonbesetzzeiten wurde die Funktion gerCodonOccupancy geschrieben.

codonOccupancyMatrix = getOccupancyMatrix(alignment = IRiboCounts,

metadata = metadata,
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transcriptome = transcriptome,
offsets = offsets,

cores = 4,

RPM = ¢(TRUE, FALSE),
correctFrame = ¢(TRUE, FALSE),

mitos = c(TRUE, FALSE))

Die Funktion wurde, wie in Kapitel 2.4.10 erliutert, mit dem Paket doParallel paralleli-
siert. Die Option RPM bestimmt, ob RPM berechnet werden sollen oder die nicht normali-
sierte Anzahl gefundener RPFs ausgegeben wird. Die Funktion erlaubt die Korrektur des Le-
serahmens aller RPFs, die sich nicht im Leserahmen 0 befinden. Diese Option (correctFrame)
sollte jedoch mit Vorsicht genossen und nur unter speziellen Fragestellungen verwendet wer-

den, da ein reeller Unterschied zwischen zwei Gruppen negiert werden kann.

Der Parameter mitos gibtan, ob die Codonbesetzzeiten von mitochondrialen RPFs analy-
siert werden sollen. Hierbei wird der Algorithmus, aufgrund der in Kapitel 2.4.9 erwihnten
ungenauen Bestimmung der P-Stelle von mitochondrialen Ribosomen, modifiziert. Hierbei
wird nicht die exakte Position der gewiinschten Seite bestimmt, sondern eine Wahrschein-
lichkeit des Aufenthalts der mitochondrialen RPFs ermittelt. Es wird in einem ersten Schritt
der Leserahmen betrachtet, in welchem sich das untersuchte RPF befindet. Hochste Wahr-
scheinlichkeit sollte immer der Leserahmen 0 haben, da nur in diesem die richtigen Codons
codiert sind. Befindet sich das RPF im Leserahmen 0, wird eine Wahrscheinlichkeit von 2:3

angenommen, dass dies der korrekte Aufenthaltsort ist. Entsprechend liegt die Wahrschein-
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lichkeit ftir eine 41 Verschiebung und eine —1 Verschiebung bei jeweils 1:6. Sollte das RPF
in einem +1 oder —1 Leserahmen gefunden werden, so wird die Richtigkeit mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 2:3 angenommen. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich dieses RPF eigentlich
im Leserahmen 0 befindet, wird dabei mit 1:3 festgelegt. Diese Berechnungen ftihren zu ei-
ner Fokussierung auf Codons im korrekten Leserahmen 0, wobei die biologische Variabilitit

durch Verschiebungen des Leserahmens nicht negiert wird.

2.4.12 GLOBALE LESERAHMENANALYSE TRANSLATIERENDER RIBOSOMEN

Zur Subcodonanalyse des Leserahmens wird das Objekt /R:boCounts verwendet. Zuerst wer-
den jene RPFs extrahiert und zur Berechnung verwendet, welche, wie in Kapitel 2.4.9 be-
schrieben, als translatierende Ribosomen identifiziert wurden. Anschlieflend werden die Po-
sitionen der einzelnen RPFs, mit Hilfe der jeweils gefundenen Abstinde, auf die erste Base
der A-Stelle adjustiert. Um Einfltisse der Initiation oder Termination zu vermeiden, wurden
alle RPFs zur Berechnung verwendet, welche sich im Bereich von fiinf Codons nach dem
Startcodon bis fiinf Codons vor dem Stopcodon befinden. Alle Positionen wurden wie zu-
vor beschrieben mit der Startposition des zugehorigen Transkripts subtrahiert. Dies ermdg-
licht alle RPFs, unabhingig der urspriinglichen Position, zur Berechnung zusammenfassen
zu kénnen, was eine wesentliche Verkiirzung der Rechenzeit mit sich bringt.

Daein Codon aus drei Basen besteht, gibt es drei mégliche Positionen, auf denen sich das
Ribosom befinden kann. Sitzt das Ribosom auf der ersten Base des Codons, befindet es sich
im Leserahmen 0. Auf der zweiten Base sitzt das Ribosom dementsprechend im Leserahmen
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Leserahmen O .

E p A
5 AUGUCU|GAC 3’
Start Serin Aspartat
Leserahmen +1 .
E P A
5° AUGUCUGAC 3
Valin Stop
Leserahmen -1 . I
E P | A
5 AUGUCUGIAC 3

Start | Leucin

Abbildung 2.12: Darstellung der Leserahmen 0, +1 und -1. Die E-, P- und A-Stellen des RPF (orange) sind bekannt. Bei
bekannter Position des Startcodons kann ermittelt werden, ob das RPF im korrekten oder falschen Leserahmen auf der
mRNA (blau) translatiert.

+1. Befindet sich das Ribosom auf der dritten Base des vorhergehenden Codons, ist dies der

Leserahmen —1 (Abb. 2.12).

Da durch die Normalisierung der Positionen gegen das jeweilige Startcodon die erste Ba-
se des Startcodons in jedem Transkript 0 ist, kann dies zu einer einfachen Suche nach dem
Leserahmen aller RPFs genutzt werden. Hierfiir wird eine Zahlensequenz nach der Formel
a, = (3 * n) verwendet, wobei der obere Grenzwert dem Wert der grofiten Position al-
ler RPFs entspricht. Zur Suche nach allen RPFs im Leserahmen 0 wird die Zahlensequenz
[0,3,6,9,...] genutzt. Die Anzahl aller RPFs, deren Position einer der Zahlen der Zahlen-
sequenz entspricht, wird ermittelt. Fir die Leserahmen +1 und —1 wird entsprechend ver-

fahren, in dem die Formel durch (3 * 7) + 1 oder (3 * #) — 1 angepasst wird. Diese Berech-
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nung wurde fir alle Proben und alle verwendeten RPF Gréfien separat durchgefithrt und in
Tabellenform zur weiteren Bearbeitung mittels eines Tabellenkalkulationsprogramms abge-
speichert.

Die Berechnung kann nicht nur fiir die Gesamtanzahl RPFs pro Leserahmen verwendet
werden, sondern auch zur Bestimmung der Anzahl an RPFs pro Position innerhalb der Zah-
lenreihen. Da die Zahlenreihen die Positionen einzelner Nukleotide eines Codons darstellen,
kénnen jeweils drei Einzelwerte an der gleichen Stelle der Zahlenreihe zu einem Codon zu-
sammen gefasst werden. Genauer gesagt bedeutet dies fiir vereinfachte beispielhafte Zahlen-
reihen der drei Leserahmen (—1, 0 und +1) entsprechend [—1, 2], [0, 3] und [1, 4], womit
jeweils die erste und die zweite Position zu einem Codon zusammen gefasst werden kénnen.
Das erste Codon entspricht damit den Werten fur die Positionen [—1, 0, +1] und das zweite
Codon dementsprechend den Werten fiir die Positionen [2, 3, 4]. Dies erméglicht den Anteil
von +1 und —1 Leserahmenverschiebungen fiir jedes Codon tiber alle Transkripte normali-

siert zu berechnen.

2.4.13 BERECHNUNG DER STOPCODON SUPPRESSION

Um die Suppression von Stopcodons zu untersuchen, wurden alle RPFs im Bereich von 10
Codons vor und nach den Stopcodons aller Transkripte extrahiert. Anschliefend wurden
die Positionen durch Subtraktion der Position des Stopcodons auf einen Bereich von —30
bis 30, wobei 0 die Position des Stopcodons ist, normiert. Die Durchlesewahrscheinlichkeit

von Stopcodons wurde definiert als die Anzahl von RPFs 3’ dividiert durch die Anzahl RPFs
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n(3' RPM)
n(5'RPM) "

5’ von Stopcodons: Durchlesewabrscheinlichkeit =

Analog zur Leserahmenbestimmung in Kapitel 2.4.12 wurde der Leserahmen aller RPFs
in dem oben definierten Bereich bestimmt. Da RPFs, die sich 5’ des Stopcodons nicht im
korrekten Leserahmen befinden das Stopcodon nicht als solches decodieren, wurde die Be-

rechnung fiir jeden Leserahmen separat durchgefiihrt.

2.4.14 EFF1Z1ENZ DER RECODIERUNG VvON UGA/SECc CODONS

Die Berechnung der Effizienz der UGA-Recodierung (URE, UGA recoding efficiency) wur-
de, analog zu Kapitel 2.4.13, fur Selenoproteine, welche ein UGA im mittleren Teil der co-
dierenden Sequenz aufweisen, durchgefiihrt. Verwendete Selenoproteine sind: Diol, Dio2,
Dio3, Gpxl, Gpx2, Gpx3, Gpx4, Msrbl, Selenof, Selenoh, Selenom, Selenon, Selenop, Sele-
not, Selenow, und Sephs2. Hierbei wurde nicht nur der Bereich von 4= 20 Nukleotide um das
UGA Codon gewihlt, sondern alle RPFs auf der codierenden Sequenz 5’ und 3 des UGA
Codons verwendet. Die Berechnung wurde ebenfalls fiir alle Leserahmen separat durchge-

fithrt, um eventuelle Einfliisse auf den Leserahmen zu negjeren.

2.4.15 BESTIMMUNG DER DICHTE vON RPFs AN AUSGEWAHLTEN CODONS

Um den direkten Einfluss verschiedener Codons auf fehlende Modifikationen bei tRNAs zu

messen, wurde die Funktion gezFirstCodon Density geschrieben.

getFirstCodonDensity(alignment = IRiboCounts,

metadata = metadata,
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transcriptome = transcriptome,
window = ¢(—40,40),
offsets = offsets,

codon ="TGA”)

Diese Funktion erlaubt die Bestimmung der RPF Dichte im Bereich des ersten Erschei-
nens des gesuchten Codons in allen Transkripten. Hierbei wird in einem ersten Schritt die
Position des Codons fiir jedes Transkript bestimmt. Anschlieflend wird in einem Fenster von
80 Basen um das entsprechende Codon die Anzahl aller RPFs positionsspezifisch bestimmt
und in Tabellenform, zur weiteren Bearbeitung mit Hilfe eines Programms zur Tabellenkal-
kulation, gespeichert. Bei Betrachtung von mitochondrialen RPFs wurde hierbei, aufgrund

der ungenauen Bestimmung der A-Stelle, die Menge an Ribosomen bestimmt, welche auf

dem Codon = 1 Nukleotid sitzen.
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Progress is made by trial and failure; the failures are
generally a bundred times more numerous than the

successes; yet they are usually left unchronicled.

William Ramsay

Ergebnisse

3.1 IN VITRO BESTIMMUNG DER KINETIK VON REKOMBINANTEM TRIT1

Um den Einfluss der R323Q Mutation auf die Aktivitit von humanem TRIT1 zu bestim-
men wurde eine 7z vitro Versuchsanordnung etabliert (siche Kap. 2.3.4). Es fanden ASL von
bekannten tRNAs mit i°A,, Modifikation als Substrate Verwendung. BL21star E. coli wur-
den mit einem pET52b(+) Vektor transformiert und TRIT1 mit einem Poly-Histidin-Ende
tiberexprimiert (siche Kap. 2.3.3). Das Protein wurde tiber eine Nickel-NTA Siule aufgerei-
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Abbildung 3.1: Commassie Farbung einer SDS-PAGE der Fraktionen der Ni-NTA Aufreinigung des TRIT1 Wildtyp Prote-
ins. TRIT1 hat eine GréBe von ungefdhr 55 kDa.

nigt und anschlielend im 77 vitro Reaktionssystem verwendet, um die spezifische Aktivitit
mit den verschiedenen ASL Substraten zu bestimmen. Eine Endpunktanalyse erlaubt den

Vergleich der Aktivitit zwischen Wildeyp TRIT1 und der TRIT1 R323Q Mutanten.

3.1.1 PROTEINHERSTELLUNG UND -AUFREINIGUNG

Rekombinantes Tritl wurde, wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben, exprimiert und aufgereinigt.
Unspezifisch gebundene Proteine wurden in Waschschritten mit steigender Imidazolkonzen-
tration entfernt. Elutionsfraktionen 1-6 wurden mit 150 mM Imidazol eluiert. TRITI mit
Poly-Histidin-Schwanz besitzt eine Grofe von ungefihr 5SS kDa. Die Elutionsfraktionen 1-
3 des Wildtypproteins und die Elutionsfraktionen 2-4 der Mutante wurden jeweils vereint
(Abb. 3.1 und Abb. 3.2). Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die Proben aliquo-
tiert und nach Schockfrosten in fliissigem Stickstoft bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 3.2: Commassie Farbung einer SDS-PAGE der Fraktionen der Ni-NTA Aufreinigung des TRIT1 R323Q Prote-
ins. TRIT1 hat eine GroRe von ungefihr 55 kDa.

3.1.2 MUTIERTES TRIT] BESITZT EINE GERINGERE SPEZIFISCHE AKTIVITAT

Fir die Bestimmung der spezifischen Aktivititen wurde ein 7%z vitro Reaktionssystem mit '#C
radioaktiv markiertem DMAPP als Isopentenyl-Donor etabliert (siche Kap. 2.3.4). Hierbei
wurde DMAPP im Uberschuss verwendet, um dem Protein zu jeder Zeit ausreichend zur
Verfugung zu stehen. Die Konzentration der ASL wurde titriert, um die Kinetik zwischen
ASL und Protein messen zu konnen. Zuerst wurden die ky-Werte der einzelnen ASL mit
dem Wildtyp-Enzym bestimmt.

Unterschiede in der maximalen Geschwindigkeit und den ky-Werten der einzelnen ASL
cytoplasmatischer tRNAs sind erkennbar (Abb. 3.3). V y ist bei tRNAS(UGA) am Grof-
ten, gefolgt von tRNAST(AGA). Der ky-Wert ist bei tRNASI« am Geringsten und bei

tRNAS(UGA) am Hochsten.
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Abbildung 3.3: Kinetik cytoplasmatischer ASL. Die Darstellung zeigt die Menge an umgesetzten Isopentenylresten pro
Minute pro mg Protein Uiber verschiedene Konzentrationen der ASL. Der Regressionskoeffizient und die ermittelten ki-
netischen Werte sind in den Darstellungen zu finden. Die Werte wurden fiir die cytoplasmatischen ASL der tRNARerlsec
tRNA®" (CGA), tRNA" (UGA) und tRNA®®" (AGA) bestimmt. Es wurden Triplikate vermessen. Dargestellt sind die Mittel-
werte &= Standardabweichung.
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Abbildung 3.4: Kinetik mitochondrialer ASL. Die Darstellung zeigt die Menge an umgesetzten Isopentenylresten pro
Minute pro mg Protein Uiber verschiedene Konzentrationen der ASL. Der Regressionskoeffizient und die ermittelten ki-
netischen Werte sind in den Darstellungen zu finden. Die Werte wurden fiir die mitochondrialen ASL der tRNAser(UGA),
tRNAT(GUA), tRNATP(UCA) und tRNAP"®(GAA) bestimmt. Es wurden Triplikate vermessen. Dargestellt sind die Mittel-
werte £ Standardabweichung.
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Die ASL von mt-tRNAS"(UGA), mt-tRNATP(UCA) und mt-tRNAT(GUA) besitzen
geringere V., und hohere ky-Werte als cytoplasmatische ASL (Abb. 3.4). Die geringste ma-
ximale Geschwindigkeit zeigt mt-tRNA(GAA). Fiir mt-tRNA“*(GCA) wurde, neben

des geringeren V,,,, Wertes, der hochste ky-Wert im Vergleich zu den anderen ASL gefun-
den (Abb. 3.5).

Zur Messung der spezifischen Aktivitit wurde eine Endpunktanalyse durchgefiihrt. Hier-
bei wurde die Reaktion fiir alle ASL sowohl mit dem Wildtyp- als auch dem R323Q-Mutan-
tenprotein durchgefiihrt. Dies erlaubt die spezifische Aktivitit beider Proteine miteinander
zu vergleichen (Abb. 3.6). Die R323Q Mutation fithrt zu einer Erniedrigung der spezifischen
Aktivitdt bei allen ASL. Eine Aktivitit konnte 7z vitro jedoch fiir alle ASL, mit Ausnahme
der ASL von cy-tRNAB ynd me-tRNA(GAA) gezeigt werden, wobei auch keine Ak-
tivitit fiir mt-tRNA™(GAA) in der Kontrolle unter den gewihlten Bedingungen gemessen
werden konnte. Dieses Experiment legt dar, dass die R323Q Mutation 7% vitro zu einer Re-
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Abbildung 3.6: Spezifische Aktivititen von TRIT1 WT und RQ. Die Darstellung zeigt die Menge an umgesetzten Isopen-
tenylresten pro Minute pro mg Protein. Die Konzentration der eingesetzten ASL betrug jeweils die zuvor ermittelten
km-Werte. Die Reaktion wurde nach 5 Minuten gestoppt und die (ibertragene Radioaktivitat gemessen. Fir den ASL von
mt-tRNAP™ konnte nach 5 Minuten kein Signal detektiert werden. Es wurden Triplikate vermessen. Dargestellt sind die
Mittelwerte &= Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet.

duktion der spezifischen Aktivitit von TRIT1 fithrt. Die Aktivitit ist jedoch nicht vollstin-

dig verloren.
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3.2 TRITl MAUSMODELLE

Zur Untersuchung des Einflusses fehlender tRNA-Isopentenylierung auf Siugetiere wur-
de ein konditionales knock-ont Mausmodell verwendet (siche Kap. 2.2). Hierfiir wurde das
Cre/loxP-System verwendet, um 77:t1 spezifisch in Hepatozyten und corticalen Neuronen
zu deletieren. Die zellspezifische Deletion erlaubt die Betrachtung organspezifischer Anwor-
ten auf fehlende Isopentenylierung. Dies hat zum Einen den Vorteil, dass unerwiinschte Kom-
pensationen anderer Organe vermindert werden und zum Anderen, dass die Versuchstiere
weniger stark ausgeprigte Phinotypen vorweisen. Globale 7r7t1-Defizienz fiihrt bereits im
Embryonalstadium zum Tod der Versuchstiere. Hepatozytenspezifische knock-out Miuse zei-
gen hingegen keinen sichtbaren Phinotypen, wihrend in Neuronen deletiertes 7r2¢1 zu Mi-
krozephalie, auditorisch induzierten epileptischen Anfillen und vermindertem Korper- so-
wie Gehirngewicht fithrt. In den folgenden Abschnitten werden die verschiedenen Mausmo-

delle beschrieben und phinotypisiert.

3.2.1 IN DER KEIMBAHN INAKTIVIERTES 7RITI IST EMBRYONAL LETAL

Trotz konditionalem knock-out besteht durch eine Phosphoglyceratkinase (PgK1) kontrollier-
te Cre-Rekombinase die Moglichkeit einer globalen Rekombination. Hierbei wird die Cre-
Rekombinase, welche im Muttertier vorhanden ist, wihrend der Schwangerschaft in der di-
ploiden Phase exprimiert. Dies fiithrt zur Rekombination /oxP-flankierter Bereiche in allen
Zellen des Nachwuchses, was zu einer globalen Deletion des Gens in den Embryonen fihrt.
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Abbildung 3.7: Embryos im Stadium E8.5. Es sind zwei Em-
bryos (links Trit1"YWE PE&* rechts Trit1™M PE<*) im Alter von

E8.5 dargestellt. Der Kontrollembryo ist normal entwickelt,

111 Pk

wahrend der Embryosack des Trit Embryos stark

500 um

verkleinert ist.

Es wurden keine Trzzr/% P85+ Miuse geboren. Inspektionen der Embryos im Stadium
E8.5 demonstrieren eine normale Entwicklung der Kontrollen, wihrend die Trir /% Pek+

Embryos stark verkleinert sind (Abb. 3.7). Dies unterstiitzt die Annahme, dass globale 7r7¢1-

Deletion bereits im Embryostadium mortal ist.

3.2.2% DERPHANOTYP IST ORGANSPEZIFISCH UNTERSCHIEDLICH STARK AUSGEPRAGT.

Aufgrund embryonaler Mortalitit von 7ritr-Inaktivierung in der Keimbahn von Miusen
wurde ein hepatozyten- und neuronspezifisches Mausmodell verwendet (siche Kap. 2.2). Hier-
bei steht die Cre-Rekombinase unter Einfluss des Albumin (Alb) bzw. des Ca**/Calmodulin-
abhingigen Proteinkinase II (Camk) Promotors. Alb wird spezifisch in Hepatozyten expri-
miert, wihrend Camk spezifisch in corticalen Neuronen des Vorderhirns exprimiert wird.
Trit 1% A% Miuse besitzen keinen augenscheinlichen Phinotypen. Gréfe und Gewicht
unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant (Abb. 3.8). Ebenso konnten keine sichtbaren
Unterschiede der Leber erkannt werden. Die Trizr/%€amk+ Miuse hingegen demonstrieren
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Abbildung 3.8: Kérper- und Hirngewicht von Trit1-deletierten Mausen und Kontrollen. Links dargestellt ist das Korper-
gewicht von ausgewachsenen Trit17% A* M3usen (n = 20) mit einem Alter von mindestens 60 Tagen. Die Genotypen
sind jeweils in Mannchen und Weibchen unterteilt. Rechts ist das Kérper- und Hirngewicht von Trit17/f Camk+ M3nnchen
(n = 10) in einem Alter von 50 Tagen aufgetragen. Dargestellt sind die Mediane mit oberem und unterem Quartil (links)
sowie die Mittelwerte (rechts) &= Standardabweichung. Signifikante Ergebnisse (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern
gekennzeichnet.

auditorisch induzierte epileptische Anfille mit einem ausgeprigten Phinotypen. Das Korper-
und das Hirngewicht sind signifikant reduziert.

Im Blutplasma hepatozytenspezifischer 7r:t1-defizienter Mause wurde eine leicht erhoh-
te Transaminaseaktivitit (Alanin-Aminotransferase, ALAT) gemessen, die sich jedoch in ei-
nem nicht pathologischen Normalbereich befindet und keinen signifikanten Unterschied zu
der Aktivitit in den Kontrollen besitzt (Abb. 3.9). Dies lisst darauf schliefSen, dass die Zell-

integritit der Leber nicht gestort ist.
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Abbildung 3.9: Aktivitdt der Alanin-Aminotransferase im
Blutplasma von hepatozytenspezifischen Trit1-defizienten
Maéusen. Die Darstellung zeigt die ALAT-Aktivitat im Blut-
plasma hepatozytenspezifischer Trit1-defizienter Mause und
zugehoriger Kontrollen (n = 5). Dargestellt sind die Mittel-
werte & Standardabweichung. Es wurde kein signifikanter
Unterschied (t-Test, p < 0.05) gemessen.



3.3 RIBOSOMALES PROFILING

Mégliche Einfliisse auf die Translationsmaschinerie durch nicht vorhandenes i® A wurde mit-
tels Ribo-Seq untersucht. Ribo-Seq erméglicht den Aufenthaltsort der Ribosomen auf den
translatierten mRNAs auf das Nukleotid genau zu bestimmen (siche Kap. 2.3.8). Um dies
zu bewerkstelligen wird die RNA mit RNAse I verdaut. Bereiche der mRNA, die sich wih-
rend des Verdaus zwischen den ribosomalen UE befinden, sind vor dem Verdau geschiitzt.
Diese Oligonukleotide (RPFs), im Mittel zwischen 28 und 30 Basen lang, werden aufger-
einigt und anschlieffend sequenziert. Die so erhaltenen Daten werden, nach verschiedenen
Prozessierungsschritten, gegen ein Transkriptom kartiert, um das sequenzierte RPF auf der
zugehorigen mRNA nukleotidgenau ausrichten zu kénnen. So ist es moglich verschiedene
Faktoren, wie z.B. die Besetzzeit von bestimmten Codons oder das Leseraster, zu bestimmen.
Eine detaillierte Erliuterung der Prozessierung der Daten und der selbst entwickelten Algo-

rithmen zur Analyse ist in Kapitel 2.4 zu finden.

3.3.1 DIE OPTIMALE VERDAUZEIT FUR LEBERGEWEBE BETRAGT 60 MINUTEN

Die Proben wurden, wie in Kaptiel 2.3.8 beschrieben, mit einem speziellen Lysepuffer be-
handelt, um eine Denaturierung der ribosomalen Proteine zu verhindern. Der anschliefSende
RNAse I Verdau hat einen starken Einfluss auf die Qualitit der Sequenzierungsdaten. Des-
halb wurde zuerst ein Test mit verschieden langen Verdauzeiten durchgefiihrt, um die opti-

male Inkubationszeit zu bestimmen. Die nach dem Verdau per Ultrazentrifugation aufgerei-
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Abbildung 3.10: Test der RNAse | Verdauzeit. Dargestellt
sind funf Proben mit unterschiedlicher Verdauzeit. Es
wurden 900 ng RNA pro Probe aufgetragen. Mit lange-

rer Verdauzeit nimmt die Fragmentierung der RNA zu. Die
unverdaute Probe zeigt klare ribosomale RNA Banden. Zur
GroRenbestimmung wurden RNA Oligonukleotide verschie-
dener Langen als Marker verwendet.

nigten RPFs wurden durch ein denaturierendes 15 % Urea Polyacrylamid Gel aufgetrennt
(Abb. 3.10). Mit lingerer Verdauzeit steigt die Anzahl der Fragmente mit der Grofle von
27 - 30 Nukleotiden. Nach 80 Minuten ist eine Schwichung des Signals gegentiber einer
Verdauzeit von 60 Minuten erkennbar, was auf einen Uberverdau hindeutet. Aufgrund des
Ergebnisses wurde sich dazu entschieden, eine Verdauzeit von 60 Minuten fiir die zu analy-

sierenden Leberproben zu verwenden.

Die Proben besitzen ein gleichmifSiges Muster nach dem Verdau mit RNAse I (Abb.
3.11). Ebenso sind die RPFs, die sich im Bereich zwischen 34 und 17 Nukleotiden befinden,
fiir alle Proben in einer scharfen Bande zu sehen. Die RNA Konzentration und Reinheit
wurde mittels Nanodrop bestimmt und die Fragmente zwischen 20 und 40 Nukleotiden

anschlieffend zur Sequenzierung verwendet (Tab. 3.1).
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Abbildung 3.11: Verdau der Proben fiir Ribo-Seq. Das Gel
wurde mit 900 ng RNA pro Probe beladen. Es wurden je
zwei Kontrollen (Ctl) und zwei Trit1-defiziente (KO) Proben
verdaut. Das Fragmentmuster aller Proben ist dhnlich, was
auf gleichmaBigen Verdau hindeutet. Der Marker erlaubt
die Identifizierung von Fragmenten zwischen 17 und 34
Nukleotiden, was der Bereich ist, in welchem die RPFs
erwartet sind.

34 nt

17 nt

Probe Konzentration 260/280

[ng/f’-l] Tabelle’ 3.1:'Konzentration und Qualitét der RPFs. Darge-
stellt sind die Nanodrop Ergebnisse der verdauten RNA-
Ctl 1 43 6_7 2.07 Proben. Die Reinheit der RNA wurde tber den 260/280-
Ct2 369,5 2.06 Wert bestimmt. 260/280 > 2.0 deutet auf reine RNA hin.
KO1 6499 2.13
KO2 632 2.13
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Abbildung 3.12: GréBenverteilung cytoplasmatischer RPFs. Es ist die Verteilung der Menge von RPFs gegen die ent-
sprechende Nukleotidlange aufgetragen. Die Langenverteilung der RPFs von Kontrollen (links) zeigen ein Maximum im
Bereich von 28-30 Basen und eine schmale Verteilung. Die RPF GroRen der Trit1-defizienten Proben (rechts) sind breiter
verteilt und besitzen eine mittlere Gro3e von 31-33 Basen.

3.3.2  DIE GROSSENVERTEILUNG VON RPFs 1ST HETEROGEN

Da es technische und biologische Variation der Nukleotidlinge der RPFs geben kann, wur-
de in einem ersten Schritt die Grofenverteilung ermittelt (siehe Kap. 2.4.9). Zur weiteren
Analyse wurden die RPFs mit den Groflen verwendet, die sich im Bereich des Mittelwerts 4
Standardabweichung der Verteilung befinden. Dies erméglicht eine objektive probenspezifi-
sche Betrachtung der Verteilungen und zu verwendenden RPF Gréfien (Abb. 3.12).

Die Verteilung der Replikate innerhalb einer Gruppe ist dhnlich. Es ist ein Unterschied
zwischen der Verteilung der Kontrollgruppe und der deletierten Gruppe zu erkennen. Die
Linge der RPFs der Tritr-defizienten Gruppe ist im Mittel grofer und besitzt eine breitere
Verteilung als die Kontrollgruppe. Die fiir weitere Analysen verwendeten Gréf8en sind in
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Tabelle 3.2 dargestellt.

Probe RPF Groflen

Tabelle 3.2: Zur Analyse verwendete Gro3en cytoplasma-

Ct1 28,29, 30, 31, 32 tischer RPFs. Verwendete RPF GréRen, welche sich im
Ctl 2 28, 29,30, 31, 32 Bereich des Mittelwerts &= Standardabweichung der Gré-
KO Benverteilung cytoplasmatischer RPFs befinden.

I 29,30,31,32,33,34

KO 2 29,30,31, 32,33, 34

Die Groflenverteilung mitochondrialer Ribosomen ist breiter als bei den cytoplasmati-
schen Ribosomen mit Maxima bei lingeren RPFs (Abb. 3.13). Es ist jedoch das gleiche Ver-
halten zu beobachten wie bei den cytoplasmatischen RPFs: die Maxima der Verteilung mito-
chondrialer RPFs von den 7r7t1-defizienten Proben sind weiter in den Bereich der lingeren
RPFs verschoben. Die fiir mitochondriale RPFs verwendeten GrofSen sind in Tabelle 3.3 auf-

gelistet.

Probe RPF Groflen

Tabelle 3.3: Zur Analyse verwendete Gré3en mitochondria-
Ct1 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 ler RPFs. Verwendete RPF GréBen, welche sich im Bereich
Ctl 2 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 des Mittelwerts & Standardabweichung der GréRenvertei-

KO 1 32,33, 345 35, 36, 37, 38 lung mitochondrialer RPFs befinden.
KO2  32,33,34,35,36,37,38
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Abbildung 3.13: GréBenverteilung mitochondrialer RPFs. Es ist die Verteilung der Menge von RPFs gegen die entspre-
chende Nukleotidlidnge aufgetragen. Die Lingenverteilung der RPFs von Kontrollen (links) zeigen eine mittlere GroRe
von 32-33 Basen. Die RPF GroRen der deletierten Proben (rechts) sind breiter verteilt und besitzen eine mittlere GréRe
von 35-36 Basen.

3.3.3 DERABSTAND ZURP-STELLE IN CYTOPLASMATISCHEN RPFS 1ST ABHANGIG VON

DER RPF LANGE

Um eine Aussage Giber den Translationszustand einzelner Codons treffen zu konnen, ist es
unerlisslich die genaue Position der P-Stelle - und somit auch der A-Stelle - jedes RPF zu
berechnen (siche Kap. 2.4.9). Alle im Initiationsbereich befindlichen RPFs wurden mit ih-
ren 5’-Enden relativ zum Startcodon auf die zugehorigen Transkripte kartiert. Nach der Be-
stimmung der positionsspezifischen Summen aller 5’-Enden in der Startregion wurden diese
in Abhingigkeit der Entfernung zum Startcodon dargestellt (Abb. 3.14). Die Berechnung
wurde gruppenspezifisch fiir die jeweils zu verwendenden Groflen durchgefiihre. Fir jede

verwendete Grofle wurde das grofite Maximum vor dem Startcodon als der Abstand zur P-
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Abbildung 3.14: Abstand zur P-Stelle cytoplasmatischer RPFs. Dargestellt ist die Menge an RPFs pro Nukleotid im Initia-
tionsbereich fir die zuvor ermittelten zu verwendenden RPF GréBen cytoplasmatischer RPFs (28-34 Nukleotide). Das
erste Nukleotid des Startcodons ist an der Stelle 0. Die Periodizitit der Kontrollen (links) ist starker ausgepragt als bei
den Trit1-defizienten Proben (rechts).

Stelle definiert (Tab. 3.4). Im gleichen Zuge wurde auch untersucht, ob es sich bei den ver-
wendeten GrofSen um RPFs handelt, da translatierende Ribosomen eine Triplett-Periodizitit
aufweisen.

Es ldsst sich bei jeder verwendeten Grofe eine Triplett-Periodizitit erkennen, weshalb
diese als RPFs definiert - und somit fiir die weiteren Analysen verwendet - werden. Jedoch ist
auch klar ersichtlich, dass die Periodizitit in den Kontrollen besser ausgeprigt ist als in den
Trit1-defizienten Proben, was auf eine Beeinflussung der Translationsmaschinerie hindeutet.

Wie bereits in Kapitel 2.4.9 erldutert, ist eine Berechnung des Abstands zur P-Stelle fur
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RPF 27 28 29 30 3I 32 33 34 Tabelle 3.4: Gr6Benspezifischer Abstand

- zur P-Stelle cytoplasmatischer RPFs. Auf-
Grofle: A j
gestellt sind die ermittelten Abstande zur
Ct1 - 12 I2 12 13 13 - - ribosomalen P-Stelle cytoplasmatischer
Ctl 2 _ 12 12 12 13 13 - _ RPFs. Die aufgelisteten Gré3en mit er-
mitteltem Abstand wurden zur weiteren
KO 1 - - 12 12 13 13 I3 I3

Analyse verwendet.

KO 2 - - 12 12 13 13 13 I3

mitochondriale RPFs mit dieser Methode nicht méoglich. Es wurde daher fiir alle mitochon-

drialen RPFs ein Abstand von 14 Nukleotiden zur P-Stelle festgelegt (Pearce et al., 2017).

3.3.4 RPFs MIT EINER LANGE VON 31 BASEN BESTEHEN AUS ZWEI SPEZIES

Bei der Bestimmung der Abstinde zur P-Stelle ist ein Plateau bei den RPFs mit der Grofle
von 31 Nukleotiden erkennbar (Abb. 3.14). Dies bedeutet, dass fast S0 % dieser RPFs einen
Abstand von 12 bzw. 13 Nukleotiden vom 5’-Ende zur P-Stelle besitzen. Zur Uberpriifung,
ob dieser Unterschied natiirlich bedingt ist oder durch einen unterschiedlichen Verdau ent-
steht, wurden auch die Abstinde vom 3’-Ende der RPFs zum Startcodon berechnet. Der
Abstand zwischen den Maxima der Groflen am 3’-Ende und den Maxima an den 5’-Enden
gleicher RPFs erméglicht den Verdau der Nukleotide der verschiedenen GrofSen zu verglei-
chen (Abb. 3.15).

RPFs mit einer Linge von 32 Basen sind am 5’- und am 3’-Ende ein Nukleotid linger
als RPFs mit der Linge von 30 Basen. Der groflere Anteil von RPFs mit 31 Basen ist 5’ um
ein Nukleotid linger als die Spezies mit 30 Basen. Ein nicht unerheblicher Anteil ist jedoch
am 3’-Ende um eine Base weniger verdaut als RPFs mit einer Gréfle von 30 Basen. Durch

das Aufkommen zweier unterschiedlicher Spezies wurden RPFs mit der Gréf3e 31 nicht fiir
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Abbildung 3.15: Analyse des spezifischen Verdaus von RPFs und der Einfluss auf den Abstand zur P-Stelle. Die RPFs
wurden mit den S’- und 3’-Enden im Bereich des Startcodons kartiert und aufsummiert. Die GréRBen 30 (griin), 31 (oran-
ge) und 32 (blau) sind dargestellt. Die Position 0 ist das erste Nukleotid des Startcodons.
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subcodon- und codongenaue Analysen verwendet, da die exakte Bestimmung des Leserah-

mens aufgrund der Unterschiede des Verdaus nicht méglich ist.
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3.4 FEHLENDEISOPENTENYLIERUNG FUHRT ZU VERANDERTER EXPREssTON IM CYTO-

PLASMA UND DEN MITOCHONDRIEN: ISR UND UPR SIND AKTIVIERT.

3.4.1 ENZYME DES FOLAT-ZYKLUS SIND VERSTARKT EXPRIMIERT

Durch RT-PCR Analysen wurde verstirkte Exprimierung von Markergenen des Folatzyklus
gezeigt (Abb. 3.16 und Abb. 3.17). Auflerhalb des Mitochondriums lokalisiertes Psatl (Phos-
phoserin-Aminotransferase) ist hierbei mit 15 - 20-facher Erh6hung am stirksten verindert.
Psph (Phosphoserin-Phosphatase) weist ebenfalls eine Induktion auf. Innerhalb des Mito-
chondriums ist das Transkriptlevel des Enzyms des letzten Schrittes des Folat-Zyklus, Mthfd1l
(Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase 1 like), auch erhoht. Die Enzyme der Zwischen-
schritte des Folat-Zyklus sind in der Leber nicht verindert. In den Cortexproben neuron-
spezifischer Trit1-defizienter Proben ist zusitzlich im Mitochondrium lokalisiertes Mthfd2l

(Methylentetrahydrofolat-Dehydrogenase 2 like) induziert.

3.4.2 DIFFERENTIELLE EXPRESSION 7RITI-DEFIZIENTER LEBERPROBEN

RNA-Sequenzierung hepatozytenspezifischer 7r7¢1-defizienter Miuse offenbart eine Induk-
tion der ISR. Die Transkriptlevel von Asns (Asparaginsynthetase), Sars (Seryl-tRNA-Synthe-
tase), Fgf21 (Fibroblasten Wachstumsfaktor 21) und Mthfd2 (Methylentetrahydrofolat De-
hydrogenase 2) sind erhoht (Abb. 3.18). Ctsl und Ctsz (Cathespin L und Cathepsin Z (frither
Ctsx)) spielen eine zentrale Rolle im Proteinkatabolismus und sind ebenfalls induziert. Fgf21
wird als Marker bei Mitochondriopathien verwendet und wird selbst durch den transkriptio-
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Abbildung 3.16: Transkriptlevel von am Folatzyklus beteiligter Enzyme. Dargestellt sind die RT-PCR Ergebnisse von Le-
bergewebe hepatozytenspezifischer Trit1-defizienter Mause mit den zugehérigen Mittelwerten + Standardabweichung.
Ctl = Kontrolle, KO = Trit1 knock-out. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet
(n=3).
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Abbildung 3.17: Transkriptlevel von am Folatzyklus beteiligter Enzyme. Dargestellt sind die RT-PCR Ergebnisse von
Cortexgewebe neuronspezifischer Trit1-defizienter Mause mit den zugehdrigen Mittelwerten &+ Standardabweichung.
Ctl = Kontrolle, KO = Trit1 knock-out. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet
(n=3).
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nalen Regulator Nuprl (Nukleires Protein 1) aktiviert. Psatl, ein zentrales Protein im Serin
und Folatstoffwechsel, liegt ebenfalls verstirkt exprimiert vor.

Auffillig ist, dass die mitochondrial codierten tRNAs Glutamin (mt-Tq), Prolin (mt-Tp),
Alanin (mt-Ta), Cystein (mt-TIc), Valin (mt-Tv), Isoleucin (mt-Ti), Leucin 2 (mt-T12), Serin

2 (mt-Ts2), Threonin (mt-Tt) und Phenylalanin (mt-Tf) induziert sind.
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Abbildung 3.18: Vulkandarstellung differentiell exprimierter Transkripte in Lebergewebe. Bei der Vulkandarstellung

ist das Signifikanzniveau gegen die Anderung der Expression aufgetragen. Dargestellt sind die signifikant exprimier-
ten Transkripte. Mitglieder des Folatzyklus (blau), des ISR (orange), mitochondriale tRNAs (grau) und Cathepsine (griin)
sind markiert. Die Signifikanz (q < 0.05) wurde mittels Wald-Test mit multipler Testkorrektur nach Benjamini-Hochberg
berechnet (n = 2).
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Abbildung 3.19: Ribosomenprofil von Atf4. Dargestellt ist das gesamte Atf4 Transkript, inklusive 5- und 3-UTR Berei-
che. Das Ribosomenprofil von Atf4 zeigt ein erhéhtes Vorkommen von Ribosomen auf der codierenden Sequenz der
mRNA bei den Trit1-defizienten Leberproben (orange). Die Kontrollen (blau) besitzen mehr Ribosomen im Bereich des
zweiten uORF (schwarzer Balken), welcher mit dem Startcodon (erstes rotes Kreuz) Giberlappt. Das Stopcodon ist eben-
falls mit einem roten Kreuz gekennzeichnet. Dargestellt sind die Mittelwerte der normalisierten RPFs (RPM) aus je zwei
Replikaten pro Gruppe.

Das Ribosomenprofil des Schliisseltranskripts des ISR, Att4 (Activating transcription fac-
tor 4), wird durch Supression des zweiten uORF translational aktiviert (siche Kap. 0.7, Abb.
3.19). Weitere Transkripte des ISR weisen ebenfalls eine vermehrte Menge an Ribosomen
auf. So sind, u.a. Asns und Trib3 (Tribbles Pseudokinase 3) in den 7rz¢1-defizienten Proben

deutlich stirker mit Ribosomen besetzt als die Kontrollen (Abb. 3.20).

Die genomweite Ermittlung der Anzahl von RPFs, die auf jedes Gen kartieren, zeichnet
ein dhnliches Bild wie die Transkriptomanalyse. Die cytoplasmatischen Proteasen Ctsl und
Ctsz, sowie die mitochondriale Protease Lonpl (Lon-Protease 1), sind verstirkt translatiert.
Phgdh (Phosphoglycerat-Dehydrogenase), das zentrale Protein des L-Serin Biosynthesewegs,
besitzt wie Sars (Serin-tRNA Synthetase) eine erhéhte Ribosomenmenge auf der codieren-
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Abbildung 3.20: Ribosomenprofil von Transkripten der ISR. Dargestellt sind die RPM pro Position auf den codierenden
Sequenzen von ISR Transkripten. Die Ribosomenprofile von Asns und Trib3 zeigen ein erhéhtes Vorkommen von Riboso-
men auf der codierenden Sequenz der mRNA bei den Trit1-defizienten Proben (orange). Die Kontrollen (blau) zeichnen
sich durch deutlich weniger Ribosomen auf den Transkripten aus. Dargestellt sind die Mittelwerte der normalisierten
RPFs (RPM) aus je zwei Replikaten pro Gruppe.
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Abbildung 3.21: Signifikant differentielle Mengen von Ribosomen auf Transkripten. Die Ribo-Seq Daten von Leberpro-
ben wurden nach differentiellen Mengen von RPFs pro Transkript untersucht. Gezeigt sind signifikant erhéhte Ribo-
somenmengen auf codierender Sequenenzen von Transkripten in Trit1-defizienten Proben (links). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (Wald-Test mit BH-Korrektur, g < 0.05) sind mit einem
Stern gekennzeichnet (n = 2). Die funktionelle Analyse (rechts) zeigt die Eingruppierung von Transkripten mit signifikant
weniger RPFs in den Trit1-defizienten Proben in gene ontology (GO) Gruppen. Die signifikanten Gruppen (FDR < 0.05)
sind mit der Anzahl der Gene innerhalb der Gruppe aufgetragen (n = 2).

den Sequenz (Abb. 3.21). Die funktionelle Analyse herunter regulierter Transkripte ergibt
differentielle Eingruppierungen biologischer Prozesse in einer gene ontology-Analyse (Abb.
3.21). Auffillig ist, dass die Lipidsynthese, sowie die Steroidsynthese, stark betroffen sind.

Des Weiteren liegt die Biosynthese von Isopentenylresten ebenfalls reduziert vor.

3.4.3 DIFFERENTIELLE EXPRESSION 7RITI-DEFIZIENTER CORTEXPROBEN

Die transkriptionelle Antwort neuronspezifischer 777t1-defizienter Miuse ist, wie beim Phi-
notypen schon zu beobachten, stirker ausgeprigt als bei hepatozytenspezifischer Tr7¢1-defizi-
enter Miuse. Die Neurofilamente Nefl, Nefm und Nefh sind herunter reguliert, wihrend die
nukleir codierten mitochondrialen Untereinheiten Sdhd (Succinatdehydrogenase D, Kom-

plex II), Cyb5Srl und CybSr2 (NADH-Cytochrome BS Reductase 1/2, Komplex I), sowie
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Abbildung 3.22: Transkriptlevel von Neurofilamenten und
mitochondrialen Untereinheiten des OXPHOS-Komplexe
in Cortexproben. Poly(A) RNA-Sequenzierung von Cortex-
proben wurde nach differentiell exprimierten Transkripten
untersucht. Unter anderem sind Neurofilamente und nu-
kledr codierte mitochondriale Untereinheiten signifikant
verindert. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardab-
weichung der Anderung von Trit1-defizienten Proben (n

= 4) zu den Kontrollen (n = 2). Signifikante Unterschiede
(Wald-Test mit BH-Korrektur, g < 0.05) sind mit einem Stern
gekennzeichnet.

log2 Veréanderung (Mittelwert £ STABW.)

Cox6a2 (Cytochrome C Oxidase Untereinheit VIa Polypeptid 2, Komplex IV) induziert wer-

den (3.22).

Atf4 liegt hier schon auf transkriptioneller Ebene induziert vor. Ebenfalls sind cytolso-

plasmatisch und mitochondrial lokalisierte Mitglieder des Folatzyklus (Psph, Shmt2, Mthfd2

und Mthfdl1l) iiberexprimiert. Mitglieder der UPR, wie z.B. Ddit3 (auch Chop, DNA Da-

mage Inducible Transcript 3) und Hspa9 (Heat Shock Protein Family A (Hsp7o) Member 9),

sowie Aminosiure-Transporter und -tRNA Synthetasen, sind ebenfalls aktiviert (3.23).
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Abbildung 3.23: Transkriptlevel ISR- und UPR-abhangiger
Transkripte in Cortexproben. Poly(A) RNA-Sequenzierung
von Cortexproben wurde nach differentiell exprimierten
Transkripten zwischen Trit1-defizienter Proben (n = 4) und
Kontrollen (n = 2) untersucht. Schlissel- und Zieltranskrip-
te der ISR, der UPR und des Folatzyklus sind induziert.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standardabweichung
signifikant differentiell exprimierter Transkripte. Die Signi-
fikanz (q < 0.05) wurde mit einem Wald-Test und darauf
folgender multipler Testkorrektur (BH-Korrektur) berechnet.

0 2 4 6
log2 Veranderung (Mittelwert + STABW.)
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innerhalb codierender Sequenzen wurde bestimmt. Riboso-
men mit einer Lange von 31 Basen wurden nicht verwendet
(siehe Kap. 3.3.4). Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05)
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3.5 FEHLENDE ISOPENTENYLIERUNG BEEINFLUSST DIE GLOBALE TRANSLATION

3.5.1 GLOBALER ANSTIEG VON LESERAHMENVERSCHIEBUNGEN

Fir die korrekte Translation ist die Einhaltung der Codon Triplett-Periodizitit von héchster
Wichtigkeit. Verschiedene Einfliisse konnen sich auf die Aufrechterhaltung auswirken, was
zu einem Verschieben des Ribosoms um eine Base nach vorne (+1 Verschiebung) oder nach
hinten (-1 Verschiebung) fithren kann. Diese Ribosomen befinden sich dann in einem fal-
schen Leserahmen (oxt-of-frame) und somit nicht mehr 7n-frame. Der falsche Leserahmen
der Ribosomen fiihrt zur Decodierung von falschen Aminosiuren und ebenfalls, bei Deco-
dierung eines out-of-frame Stopcodons, zu PTCs (vorzeitige Stopcodons). Eine detaillierte
Erklirung der verwendeten Algorithmen ist in Kapitel 2.4.12 zu finden.
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Fehlende Isopentenylierung von tRNAs fiihrt zu einer genomweiten Zunahme von +1
und -1 Verschiebungen des Leserahmens (Abb. 3.24). Die Abnahme der 7z-frame Riboso-
men liegt bei 20 % im Vergleich zu der Kontrollgruppe.

Um lokale Einfliisse auf die Leserahmenverschiebung bewerten zu kénnen, wurde die
Analyse des Leserahmens nicht nur genomweit absolut berechnet, sondern auch positions-
spezifisch analysiert (siche Kap. 2.4.12). Hierbei ist zu erkennen, dass die Ribosomen vor
dem Startcodon keinen Leserahmen besitzen, weshalb die Anteile von +1 und -1 Verschiebun-
gen ungefihr bei 2:3 liegen (Abb. 3.25). Das Verhalten beider Gruppen vor dem Startcodon
ist sehr dhnlich. Unmittelbar ab dem Startcodon sind Leserahmenverschiebungen in beide
Richtungen sichtbar. In den Ti4¢1-defizienten Proben sind diese Verschiebungen stirker aus-
geprigt als in den Kontrollen. Die Leserahmenverschiebungen steigen und fallen lokal tiber
die Lange des Transkripts, scheinen sich jedoch auf einem Level einzupendeln. Die Maxima
und Minima in den 7rzt7-defizienten Proben sind aulerdem stirker ausgeprigt als in den

Kontrollen.
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Abbildung 3.25: Positionsspezifische Leserahmenverteilung der Ribosomen. Dargestellt sind die positionsspezifischen
Mittelwerte (n = 2) der Verhiltnisse von +1 und -1 verschobener RPFs, die sich mit der P-Stelle innerhalb des Bereichs
von Codon -25 bis zu Codon 100 befinden. Die Position O ist das Startcodon. Die Kontrollen (blau, Ctl) haben deutlich
geringere Anteile verschobener RPFs, im Gegensatz zu den Trit1-defizienten Proben (orange, KO).
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3.5.2 I°A-ABHANGIGE CODONS SIND NICHT DIREKT VERANTWORTLICH FUR LESERAH-

MENVERSCHIEBUNGEN

Um den Einfluss verschiedener Codons auf die Verschiebung des Leserahmens zu ermitteln,
wurde obige Analyse mit allen Transkripten, welche keine der gesuchten Codons beinhalten,
durchgefiihrt. Da im Cytoplasma nur die drei tRNAS(UCN), sowie die tRNASrlS« 6 A
modifiziert sind, wurde der Leserahmen aller RPFs auf Transkripten ohne UCN Codons
analysiert (Abb. 3.26). Das Verhiltnis der Leserahmenverschiebungen dndert sich nicht. Es
ist wie bei der globalen Leserahmenanalyse eine erh6hte Menge an RPFs im +1 und -1 Lese-

rahmen erkennbar, sowie eine signifikant reduzierte Menge von zn-frame RPFs.
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Abbildung 3.27: Besetzzeiten von UCN und AAR Codons im Cytoplasma durch A-Stellen von in-frame Ribosomen. Men-
ge an in-frame Ribosomen, die mit der A-Stelle auf UCN Codons (links) oder AAR Codons (rechts) sitzen, im Verhaltnis
zu den Kontrollen. Dargestellt sind die Mittelwerte &= Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05)
sind mit einem Stern gekennzeichnet (n = 2).

3.5.3 DIE BESETZZEIT vVON UCN UND AAR CODONS IST BEEINFLUSST

Durch die exakte Bestimmung der A-Stelle ist es moglich, das entsprechende Codon zu be-
stimmen. Dies erlaubt eine Aussage dartiber zu treffen, ob sich die Besetzzeiten der Codons
verindert haben. Beim Vergleich zweier Gruppen erscheinen Codons, die in einer Gruppe
langsamer gelesen werden, tiberproportional oftin dieser Gruppe. Schneller gelesene Codons
verhalten sich gegensitzlich. Zur Analyse der Besetzzeit wurden alle RPFs verwendet, die sich
innerhalb codierender Sequenzen befinden. Die detaillierte Beschreibung des Algorithmus
istin Kapitel 2.4.11 zu finden. Durch die erh6hte Anzahl an Leserahmenverschiebungen wur-

den in einer ersten Analyse nur diejenigen RPFs verwendet, welche sich 7n-frame befinden.
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Der Grof$teil der Codons liegt ausgeglichen vor und vorhandene Unterschiede sind re-
lativ gering. Codons, die von den drei tRNA>"(UCN) abhingig sind, sind in den 7T7itz-de-
fizienten Proben weniger stark besetzt als in den Kontrollen (Abb. 3.27). Die Unterschiede
bei den UCR Codons (UCA und UCG) sind hierbei stirker und signifikant, wihrend das
Signifikanzniveau der UCY Codons (UCU und UCC) unter 0.1 liegt.

AutfFilligwaren auch Unterschiede innerhalb der Lysin AAR Codonbox. Die cy-tRNAD*
besitzt ebenfalls eine Modifikation an A, eine N' 6—Methylthio—Threonylc:arbamoylierung
(ms*t°A). Das AAA Codon ist unterreprisentiert, wihrend die Ribosomen mit der A-Stelle

hiufiger AAG Codons besetzen.
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Abbildung 3.28: Besetzzeiten von Stopcodons im Cytoplasma. Ribosomen (links in-frame, rechts in-frame und out-of-
frame kombiniert), die mit der A-Stelle auf Stopcodons sitzen, im Verhiltnis zu den Kontrollen. Dargestellt sind die Mit-
telwerte & Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet (n =
2).

3.5.4 PTCs SIND VERMEHRT VORHANDEN

Bei Betrachtung der Besetzzeiten war auftillig, dass Stopcodons in den 777¢1-defizienten Pro-
ben tiberreprisentiert sind (Abb. 3.28). Bei Kombination mit ox#-of-frame Ribosomen sind
die Stopcodons UGA und UAG verstirkt in den ribosomalen A-Stellen vorhanden. Dies deu-

tet auf vermehrt PTCs in 777¢1-defizienten Proben hin.
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Abbildung 3.29: RT-PCR Analyse von Terminationsspezies. Dargestellt sind die RT-PCR Ergebnisse von hepatozyten-
spezifischen (links) und neuronspezifischen Trit1-defizienten Mausen (rechts) mit den zugehdrigen Mittelwerten =+
Standardabweichung. Signifikante Ergebnisse (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet (n = 3).

3.5.5 RIBOSOMALE RETTUNGSFAKTOREN UND TERMINATIONSFAKTOREN SIND INDU-

ZIERT

Hepatozyten- und neuronspezifische Tr7t1-defiziente Miuse reagieren unterschiedlich auf
fehlendes i6A. In der Leber wird Gtpbp?2 verstirkt exprimiert, wihrend im Gehirn vermehrt

Etfl gebildet wird (Abb. 3.29, siche Kap. 0.3.3).
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3.5.6 ANZAHL DER R1BOSOMEN 1M 3’-UTR BEREICH IST ERHOHT

Im Hinblick auf eine mégliche Austitrierung von Terminationsfaktoren wurde die Men-
ge an Ribosomen im 3’-UTR Bereich von Transkripten in hepatozytenspezifischen 7rit1-
defizienten Miusen ermittelt (sieche Kap. 2.4.13). Hierbei liegen Ribosomen im richtigen Le-
serahmen signifikant erhéhtim 3’-UTR Bereich vor, wihrend Ribosomen im -1 Leserahmen
keinen Unterschied zeigen und im +1 Leserahmen signifikant reduziert sind. Dies kénnte auf

eine Suppression von Stopcodons hindeuten (Abb. 3.30).
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3.6 SELENOPROTEINE SIND NICHT SYSTEMISCH BETROFFEN

Da das UGA/Sec Codon von tRNABISec decodiert wird, welche eine i® A-Modifikation
trigt, wurde ein Einfluss auf die Decodierung von Selenoproteinen bei 777¢1-defizienten Miu-
sen erwartet. Uberraschenderweise konnte kein systemischer Einfluss auf die UGA/Sec Reco-
dierung gefunden werden. Das RNA Level in Leber ist bei keinem Selenoprotein signifikant
verindert. Die Anzahl der Ribosomen ist in den leberspezifischen 77:¢1-defizienten Proben
bei Diol, Selenok und Sephs2 signifikant reduziert. Die Ribosomenprofile von in Leber ex-
primierter Selenoproteine zeigen ein differenziertes Bild im Bereich des UGA/Sec Codons
(Abb. 3.31).

Es ist eine verminderte RPF Dichte im Bereich des UGA/Sec Codons bei den Seleno-
proteinen Diol und Sephs2 erkennbar. Jedoch werden auch RPFs 3’ des UGA/Sec Codons
detektiert, was auf funktionierende UGA/Sec Recodierung hindeutet. Das in Leber stark
exprimierte Selenoprotein Gpxl hingegen lisst keinen groflen Unterschied im Bereich des
UGA/Sec Codons erkennen. Selenok, bei dem das UGA/Sec Codon am 3’-Ende sitzt, zeigt
tiber die ganze codierende Sequenz eine reduzierte Menge RPFs. Diese Ambivalenz existiert

tiber alle Selenoproteine hinweg.
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Abbildung 3.31: Ribosomenprofile ausgewahlter in Leber exprimierter Selenoproteine. Dargestellt sind die Ribosomen-
profile der codierenden Sequenzen von Dio1, Selenok, Sephs2 und Gpx1 Trit1-defizienter Proben (orange) und deren
Kontrollen (blau) (n = 2). Die jeweilige Position des UGA/Sec Codons ist durch ein rotes Kreuz markiert. Aufgetragen
sind die Mittelwerte der normalisierten RPFs (RPM).
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Abbildung 3.32: Effizienz der UGA/Sec Recodierung. Dargestellt ist die URE von in der Leber exprimierter Selenopro-
teine (links alle RPFs, recht in-frame RPFs) mit den zugehérigen Mittelwerten == Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet (n = 2).

3.6.1  DI1E RECODIERUNG DES UGA/SECc CODONS IST UNTERSCHIEDLICH STARK MO-

DULIERT

Zur objektiven Einschitzung des Einflusses von fehlendem i°A auf die UGA/Sec Recodie-
rung wurde die Anzahl der RPFs 5’ und 3’ des UGA/Sec Codons bestimmt (Abb. 3.32). Das
Verhiltnis von 3’-RPFs zu 5’-RPFs hilft eine Aussage tiber die Effizienz der Recodierung tref-
fen zu konnen (siehe Kap. 2.4.14). Wie schon bei den Profilen zu erkennen war, ergeben die
genauen Zahlen der RPFs ein differenziertes Bild. Bei Betrachtung aller Leserahmen besitzt
Gpxl eine signifikant geringere URE (UGA Recodierungs-Effizienz), wihrend Sephs2 und
Diol keine signifikanten Unterschiede zeigen. Bei isolierter Verwendung von in-frame RPFs
ergibtsich ein dhnliches Bild, was darauf hindeutet, dass eine eventuelle Leserahmenverschie-
bung am UGA/Sec Codon eine untergeordnete Rolle spielt und Einfliisse nicht aufgrund

von Leserahmenverscheibungen am UGA/Sec Codon stattfinden.
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3.6.2 DIERECODIERUNG DES UGA/SEC CODONS BEEINFLUSST NICHT DEN LESERAH-

MEN

Um den Einfluss des UGA/Sec Codons auf Leserahmenverschiebungen zu tiberpriifen, wur-
den die Leserahmen der RPFs im Bereich des UGA/Sec Codons (4= 10 Codons) bestimmt
(Abb. 3.33, siche Kap. 2.4.14). Die Tritr-defizienten Proben weisen in keinem der drei Le-
serahmen einen signifikanten Unterschied auf. Aufgrund der erhaltenen Daten kann kein

Einfluss des UGA/Sec Codons auf die Verschiebung des Leserahmen nachgewiesen werden.
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3.7 DIE MITOCHONDRIALE TRANSLATION IST GESTORT.

3.7.1 RIBOSOMENDICHTE NIMMT AUF MITOCHONDRIALEN TRANSKRIPTEN RICHTUNG

S’-ENDE AB

Mit einem Fokus auf mitochondriale Ribosomen kann die mitochondriale Translation im
Detail beobachtet werden. Vor allem UE von Komplex I und Komplex IV zeigen auffillige
Unterschiede in der Menge der Ribosomen (Abb. 3.34). In der Startregion der codierenden
Sequenz ist eine erhhte Anzahl RPFs in den 774¢1-defizienten Proben erkennbear, die jedoch

tber die Linge des Transkripts, im Vergleich zu den Kontrollen, immer stirker abnimmt.

3.7.2 RIBOSOMEN PAUSIEREN AUF I°’A- UND T°A-ABHANGIGEN CODONS IN MITOCHON-

DRIEN

Entsprechend der bei der Messung der Besetzzeiten cytoplasmatischer Codons gemachten
Beobachtung, sind auch i°A-und téA-abhingige Codons mitochondrialer Transkripte durch
Trit1-Defizienz betroffen (Abb. 3.35). Es ist ebenfalls ersichtlich, dass die Codons innerhalb
einer Codonbox nicht gleich stark betroffen sind. So ist bei mt-tRNA™® das UGG Codon
stirker beeinflusst als das UGA Codon. In der Codonbox der mt-tRNAS (UCN) sind die
UCY Codons betroffen, wihrend die UCR Codons keine Anderung zeigen. Die t°A mo-
difizierte mt-tRNAAP, welche AAY Codons liest, ist betroffen, wihrend die Besetzzeit des
mt-tRNAD* Codons AAA nicht verindert vorliegt. Fiir AAG kann keine Aussage getroffen

werden, da keine RPFs im Bereich des Codons gefunden wurden und dieses Codon nur in
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Abbildung 3.34: Ribosomenprofil mitochondrial codierter Transkripte von Komplex | und Komplex IV. Dargestellt sind
die Mittelwerte der normalisierten RPFs (RPM) fiir leberspezifische Trit1-defiziente Proben (orange) und deren Kontrol-
len (blau) auf den codierenden Sequenzen von mt-Nd5 (NADH:Ubiquinon-Oxidoreduktase Kernuntereinheit 5, UE von
Komplex 1) und mt-Co1 (Cytochrom-C-Oxidase I, UE von Komplex IV).
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den mitochondrialen Transkripten mt-Cytb und mt-Atp6 vorkommt.

3.7.3 FEHLGEFALTETE PROTEINE IM MITOCHONDRIUM FUHREN ZUR INDUKTION DER

UPR

Die im Zellkern gebildete und ins Mitochondrium transportierte Protease Lonpl liegt auf
transkriptioneller und translationaler Ebene induziert vor (Abb. 3.36). Ebenfalls wird das

mitochondrienspezifische Chaperon Hspa9 tiberexprimiert.
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Abbildung 3.35: Ribosomendichte auf i°A- und t6A-abh§ngigen mitochondrialen Codons. Dargestellt sind die Mittel-
werte + Standardabweichung der Anderung der Codonbesetzzeit von Ribosomen, welche mit der A-Stelle auf ms2i¢A-
abhingigen Codons (oben) und tf’A-abhéngigen Codons (unten) lokalisiert sind. Signifikante Unterschiede (t-Test, p <
0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet (n = 2).
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Abbildung 3.36: Expression mitochondrienspezifischer
Proteine zur Stabilisierung der Proteinhomdostase im Mi-
tochondrium. Dargestellt sind die RT-PCR Ergebnisse von
Trit1-defizienten Mausen (links) mit den zugehérigen Mit-
telwerten & Standardabweichung. Signifikante Ergebnisse
(t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet (n =
3). Das Ribosomenprofil von Lonp1 (oben) stellt die Mittel-
werte der normalisierten RPFs (RPM) aus je zwei Replikaten
der Trit1-defizienten Proben (orange), sowie der Kontrollen
(blau) dar (n = 2).
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Abbildung 3.37: Ribosomenprofil Nuprl und Fgf21. Dargestellt sind die Mittelwerte der normalisierten RPFs (RPM) fiir
leberspezifische Trit1-defiziente Mause (orange) und deren Kontrollen (blau) auf den codierenden Sequenzen von Nuprl
(oben) und Fgf21 (unten) (n = 2).

3.8 DIE MITOCHONDRIALE HOMOOSTASE IST GESTORT

Die Mitochondrien wurden aufgrund der beeintrichtigten Translation weitergehend auf
korrekte Funktion untersucht. Die Induktion der Faktoren Nuprl und Fgf21 deuten auf

mitochondriale Dysfunktion hin (Abb. 3.37).

3.8.1 D1 OXPHOS-KOMPLEXAKTIVITAT IST REDUZIERT

In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Wolfram Kunz wurde von Dr. Alexei Kudin

die Komplexaktivitit der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) in Lebermitochondri-

149



1.25-

H Ctl
~ O ko
= |
g 1.00
=
(/)
+l
g 0.754 Abbildung 3.38: OXPHOS Komplexaktivitat Dargestellt sind
% die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Ergeb-
= . nisse (t-Test, p < 0.05) sind mit einem Stern gekennzeichnet
S 50 * (n=23).
:‘E : I
=
it
x
<
= 0.254
g
0.00- T T
Komplex | Komplex IV

en von hepatozytenspezifischen 7rit1-defizienten Miusen bestimmt (siche Kap. 2.3.5). Es
konnte gezeigt werden, dass durch fehlende (ms*)i®A Modifikation ausgeldste gestdrte mito-

chondriale Translation die Komplexaktivitit der mitochondrialen OXPHOS reduziert (Abb.

3.38).
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3.9 Das (MS*)T°A LEVEL IST GLOBAL VERMINDERT

Die Beantwortung einer wichtigen Frage blieb bisher aus: warum sind neben (ms?)i® A-abhin-
gige Codons auch (ms?)t®A-abhingige Codons im Cytoplasma sowie den Mitochondrien be-
troften? Bei der massenspetkrometrischen Bestimmung des i° A-Levels von tRNAs wurden,
im Hinblick auf die vorgelegten Ergebnisse der Codonbesetzzeiten im Cytoplasma und den
Mitochondrien und der Leserahmenverschiebung direkt ab Inititation, auch die (ms*)t°A-
Level der tRNAs bestimmt. Hierbei wurde eine 25 % Reduktion des t°A- sowie des (ms*)t®A-

Levels in tRNAs detektiert (Abb. 3.39).






Valid criticism does you a favor.

Carl Edward Sagan

Diskussion

Bakterien und Hefen, die durch Mutationen nicht in der Lage sind tRNAs mit i°A zu mo-
difizieren, leiden im Allgemeinen an einem Wachstumsdefekt. Das Gleiche gilt fiir das bis-
her einzige Tiermodell, C. elegans mit mutiertem gro-1 (Lemieux et al., 2001). Die Komple-
mentierung von gro-1 fithrte mit einem Gen, das eine mitochondriale Zielsequenz beinhal-
tet, zum Erfolg. Dies zeigt, dass tRNA-Isopentenylierung von mt-tRNAs iiberaus wichtig

fiir den Phinotypen ist (Lemieux et al., 2001). Die Daten dieser Arbeit sind konsistent mit
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der Annahme, dass das Triz7-Gen als einziges Gen eine tRNA-Isopentenyltransferase in Siu-
getieren codiert. Ebenso codiert das selbe Gen die zytoplasmatische als auch die mitochon-
driale Form. Passend dazu lassen Patienten mit einer bi-allelischen Mutation in der tRNA-
Isopentenyltransferase mitochondriale Dysfunktionen erkennen, die durch einen neurologi-

schen Phinotypen charakterisiert sind (Yarham et al., 2014; Kernohan et al., 2017).

Die mod5 Mutante in Bickerhefe neigt zu keinem Wachstums-Phinotypen, jedoch zu ei-
ner reduzierten Effizienz der tRNAT" UAA Suppression (Laten et al., 1978). 77¢1-Defizienz
in S. cerevisiae fihrt zu vermehrten Leserahmenverschiebungen und Atmungskettendefek-
ten (Cherkasova et al., 2013; Lamichhane et al., 2016). Hefen kénnten jedoch nicht das opti-
male Modell sein, um die Pathologie von pathogenen TRI71 Varianten zu untersuchen, da
die i°A Modifikation nicht weiter thiomethyliert wird (Schweizer et al., 2017). Diese Hyper-
modifikation scheint jedoch laut kristallographischen Studien von groffer Wichtigkeit fiir die

Stabilisierung von Codon:Anticodon Interaktionen zu sein (Jenner et al., 2010).

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Rolle der tRNA-Isopentenylierung in
Miusen untersucht. Durch nukleotidgenaue Positionsbestimmung von Ribosomen mittels
Ribosomalem Profiling konnte eine detaillierte Analyse der Translation in Miusen durchge-
fithrt werden (siche Kap. 3.5). Wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben, wurden vermehrt Leserah-
menverschiebungen detektiert. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass eine erhéhte Anzahl
RPFs - sowohl im korrekten als auch im falschen Leserahmen - 3’ von Stopcodons lokali-

siert sind (siehe Kap. 3.5.4). Die Hochregulation zentraler Proteine der ISR deuten auf ei-
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ne beeintrichtigte Translation im Zytosol und den Mitochondrien hin. Ebenfalls wird eine
Stressantwort durch falsch gefaltete Proteine (UPR) ausgel6st (siche Kap. 3.4). Funktionelle
Untersuchungen der Mitochondrien zeigen eine klare Beeintrichtigung der oxidativen Phos-
phorylierung (siche Kap. 3.8.1). Kiirzlich wurde in Drosopholia eine Verbindung zwischen
mitochondrialer Translation und mitochondrialem DNA Level gefunden, welche auf der
Bindung von SLIMP (ein Analog der seryl-tRNA Synthetase (SerRS2)) mit mt-tRNAs be-
ruht (Picchioni et al., 2019). Dieses SLIMP ist sowohl essentiell fiir Aminoacylierung der mt-
tRNA%" durch SerRS2, als auch bei der Verhinderung der Akkumulation mitochondrialer
DNA beteiligt (Picchioni et al., 2019). Da tRNAs in den Mitochondrien als Introns verwen-
det werden, konnte eine gesteigerte Expression der mt-tRNAs auf eine gesteigerte Expression

mitochondrial codierter Gene hindeuten.

Wihrend in Hefe der GCN4-abhingige Weg durch den Mangel von Aminosiuren durch
die Phosphorylierung von elF2z induziert ist, zeigen Miuse die Aktivierung einer dhnlichen
Stressantwort durch die Aktivierung von Atf4 (Vattem and Wek, 2004; Lu etal., 2004). In bei-
den Fillen liegt die initiale Regulation auf dem Level der Translation durch kleine uORF Be-
reicheim 5’-UTR der mRNA (siche Kap. 0.7, Abb. 3.19). Weiterfiithrend induzieren nachge-
schaltete Transkriptionsfaktoren die Expression von Aminosiuretransportern, Enzymen der
Aminosiure-Biosynthese und Aminoacyl-tRNA Synthetasen. Die Induktion der genannten
Gruppen ist konsistent mit den bisher in der Literatur beschriebenen Funden (siche Kap.

3.4). Es wurde eine Verbindung von GCN4 und verlingerter Lebenserwartung in S. cerevi-
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siae nachgewiesen (Mittal et al., 2017). Da die in dieser Arbeit verwendeten Miuse keine
spezielle Didt hatten, kann von ausreichender Versorgung mit Aminosiuren ausgegangen
werden. Die Stressantwort miisste in diesem Fall entweder auf der Ebene der Biosynthese
von spezifischen Aminosiuren liegen, oder in einem fehlerhaften Signal, welches aktivierend
wirkt. Durch Mangel an Aminosiuren steigt die Konzentration unbeladener tRNAs an, was
mittels Microarray-Studien in E. coli gezeigt wurde (Dittmar et al., 2005). In Hefen und
Miusen phosphoryliert die Proteinkinase GCN2 (in Miusen auch Eif2ak4) elF22 und wird
selbst durch unbeladene tRNAs aktiviert (Ramirez et al., 1992; Dong et al., 2000; Zhang
et al., 2002). In einer vor Kurzem verdffentlichten Studie wurden die Effekte durch Man-
gel einzelner Aminosiuren auf die Translation in HEK293T Zellen untersucht (Mazor et al.,
2018). Ein Methionin-Mangel hatte hierbei den gréfiten Eftekt auf die Herunterregulation
der Translation, wobei bemerkenswerterweise jedoch kein Effekt von Methionin-Mangel auf
die Phosphorylierung von eiF2a nachgewiesen werden konnte. Dies konnte darauf zuriickzu-
fithren sein, dass durch die geringe Menge Methionin die Translation ohnehin nur in geringer
Rate initifert werden kann. Ribo-Seq Analysen ergaben, dass Methionin-Mangel primir die
Erkennung des Startcodons beeintrichtigt, wobei sich die Ribosomen in Anwesenheit von
Cycloheximid auf dem Startcodon vermehrt im -1 Leseraster befinden (Mazor et al., 2018).
In einer weiteren Studie wurde eine Gcnz-defiziente Mauslinie erzeugt, welche bei normaler
Diit keinen Phinotypen ausbildet (Zhang et al., 2002). Die pri- und neonatale Mortalitit

des Nachwuchses korreliert negativ mit nicht ausreichender Versorgung der Muttertiere mit



Leucin, Tryptophan oder Glycin. Die Genz-defizienten Miuse sind jedoch nicht in der Lage
elF2a zu phosphorylieren (Zhang et al., 2002). In Hefe wurde nachgewiesen, dass GCN2 zur
Aktivierung die direkte Interaktion mit einem GCNI-GCN20 Komplex an elongierenden
Ribosomen benétigt (Marton et al., 1997; Sattlegger and Hinnebusch, 2005). Das in Bakte-
rien vorkommende Protein relA, welches durch unbeladene tRNAs in der A-Stelle aktiviert
wird, wurde in einer Studie durch Kryoelektronenmikroskopie ebenfalls als Bindungspartner
von Ribosomen und unbeladenen tRNAs nachgewiesen (Haseltine and Block, 1973; Agir-

rezabala et al., 2013).

An diesem Punkt muss die unterschiedliche Natur der RPFs in den 7rs¢1-defizienten
Proben angesprochen werden. Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die RPFs eine weitere
GrofSenverteilung aufweisen und eine groflere mittlere Linge besitzen (siche Kap. 3.3.2). Auf-
gelaufene RPFs sind in embryonalen Stammzellen von Miusen mit einer grofieren Linge als
nicht aufgelaufene RPFs beschrieben (Ingolia et al., 2011). Ebenfalls wurden 7z vitro grofiere
RPFs auf Stopcodons gefunden (Alkalaeva et al., 2006). Aufgrund der erhhten Leserahmen-
verschiebungen und damit einhergehenden PTCs liegt die Vermutung nahe, dass die linge-
ren RPFs durch Auflaufen entstehen. Jedoch wurden die lingeren RPFs tiber alle Transkrip-
te und Positionen verteilt gefunden, weshalb die Erklirung durch aufgelaufenen Ribosomen
in der vorliegenden Arbeit nicht Stand hilt. Aus diesem Grund kénnten andere Einfliisse vor-
liegen. Wie vorgehend bereits erwihnt, binden verschiedene, am ISR beteiligte Faktoren, zur

Erkennung nicht beladener tRNAs an die Ribosomen. Also kénnte auch die Aktivierung
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der ISR zu grofleren RPFs fithren. Humane Zellen, bei denen die ISR durch Behandlungen
mit NaAsO, aktiviert wurde, besitzen keinen Unterschied in der Grofe der RPFs zwischen
behandelten und unbehandelten Zellen (Andreev et al., 2015). Dies legt nahe, dass die Ak-
tivierung des ISR durch oxidativen Stress keine Auswirkung auf die Ribosomengrofie hat.
Der Verdacht, dass die ISR Einfluss auf die Grofe der RPFs nehmen konnte, muss deshalb
jedoch noch nicht verworfen werden. Wie bereits in Kapitel 0.7 beschrieben, fithren auch
andere Stresssignale zur Aktivierung. Die Induzierung von tRNA-Synthetasen kénnten so
auf einen Mangel an Aminosiuren oder unbeladene tRNAs hindeuten, was einen Grofiteil
der Ribosomen betreffen wiirde (siche Kap. 3.4). Zur Uberpriifung dieser Hypothese wur-
den die 6ffentlich zuginglichen Daten des Ribosomalen Profiling (GEO: GSE112643) von
Mazor et al. (2018), welche mit verschiedenen AS-Defizienzen behandelt wurden, im Hin-
blick auf die Gréflenverteilung von RPFs untersucht. Es konnte jedoch kein Unterschied in
der Grofenverteilung zwischen der Kontrollgruppe und den einzelnen AS-defizienten Grup-
pen gezeigt werden. Ebenfalls konnten auch keine Unterschiede in der mittleren Grof8e von
RPFs auf ISR-Transkripten im Vergleich zu allen RPFs gefunden werden (Abb. A.2). Da die
Proben in der vorliegenden Arbeit gemeinsam und in der gleichen Weise pripariert wurden,
ist es duflerst unwahrscheinlich, dass die heterogene GrofSenverteilung durch ungleichmafii-
gen Verdau entstanden ist (siche Kap. 3.3.2). Im Besonderen wire es noch umso bemerkens-
werter, da die Grofenverteilung innerhalb der Gruppen homogen ist. Neuere Studien zeigten

auch eine verinderte Proteinzusammensetzung translatierender Ribosomen, abhingig von



der zu translatierenden mRNA (Shi et al., 2017). Ebenfalls wurden hunderte verschiedene
ribosomal-assoziierte Proteine gefunden, welche zu einer Diversifikation eukaryotischer Ri-
bosomen fithren (Simsek et al., 2017). Es sollte auch nicht aufSer Acht gelassen werden, dass
die rRNA selbst posttranskritpional modifiziert wird (Simsek and Barna, 2017). Weiterge-
hende Analysen zur Identifizierung ribosomal gebundener Faktoren kénnten in Zukunft da-
her weitere Einblicke auf den Zustand von Ribosomen bei 777¢1-Defizienz geben. Zukiinftig
konnte auch die rRNA auf Unterschiede im Modifikationslevel hinsichtlich der unterschied-

lichen Groflen untersucht werden.

Bei der Bestimmung der Abstinde vom 5’-Ende eines RPFs zur der entsprechenden P-
Stelle wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Spezies bei einer Linge von 31 Nukleo-
tiden gefunden (siehe Kap. 3.3.4). Ein Teil besitzt ein Nukleotid mehr am 5’-Ende und der
andere Teil ein zusitzliches Nukleotid am 3’-Ende. Es wurde bis jetzt keine Moglichkeit ge-
funden, RPFs mit der Grof8e von 31 Basen, welche sich auf der codierenden Sequenz befin-
den, einer der beiden Spezies zuzuordnen. Zur Bestimmung wird ein Anhaltspunke, wie z.B.
das Startcodon, benétigt. Somit kann nicht zugeordnet werden, ob die zusitzliche Base am
5’-Ende oder am 3’-Ende sitzt, ob sich das Ribosom also im korrekten Leserahmen befindet,
oder eine Verschiebung vorliegt. Aus diesem Grund wurden RPFs mit der Grof3e von 31 Ba-

sen nicht fiir subcodon-spezifische Analysen verwendet.

Doch was ist die grundlegende Signifikanz der tRNA Isopentenylierung auf die Trans-

lation in Sdugern? Es wurde gezeigt, dass tRNA-Modifikationen die Genauigkeit und Ge-
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schwindigkeit der Translation beeinflussen. Die unerwartete Verringerung der Besetzzeit von
A-Stellen auf betroffenen Codons in den 7rit1-defizienten cytoplasmatischen Ribosomen
koénnte auf eine weniger stringente Ablehnung von nicht passenden tRNAs hindeuten, was
eine erhéhte Decodierung von hypomodifizierten tRNAs zur Folge hitte. Fehlende tRNA-
Modifikationen hatten erhéhte UPR durch falsch gefaltete Proteine zur Folge (Nedialkova
and Leidel, 2015). Die cytoplasmatische Translation ist ein relativ einfaches System fiir Studi-
en zum Einfluss der tRNA-Isopentenylierung, da nur cy—tRNAsS“(UCN) und c:y-tRNA[S“]sec
in Miusen isopentenyliert sind. Folglich sollte die Annahme sein, dass alle Eftfekte fehlender
Isopentenylierung von tRNAs auf die cytoplasmatische Translation von diesen tRNAs aus-
geht. Mittels Reportergenen wurde eine erhdhte Verschiebung des Leserahmens in MzaA-
und MiaB-defizienten E. coli gezeigt (Urbonavicius et al., 2001). In dieser Arbeit wurde dar-
gelegt, dass Leserahmenverschiebungen nicht spezifisch durch hypomodifizierte tRNASerlSee
induziert werden, da sich die Fraktionen von verschobenen RPFs 5’ und 3’ des UGA/Sec
Codons nicht unterscheiden (siche Kap. 3.6.2). Dariiber hinaus tritt eine Leserahmenver-
schiebung auch bei Transkripten ein, die keine UGA/Sec Codons beinhalten. Zusitzlich
zeigen Transkripte ohne cy-tRNAS(VN)_abhingige Codons ebenfalls Leserahmenverschie-
bungen in gleicher Stirke wie Transkripte mit diesen Codons (siche Kap. 3.5.2). Aus diesem
Grund misste der Effekt auf den Leserahmen in der cytoplasmatischen Translation indirekt

sein. Ein Einfluss bedingt durch Adaption der Ribosomen oder zusitzlicher Faktoren kann

nicht ausgeschlossen werden. Ein Mdglicher Mechanismus konnten tRNAs sein, die keine
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Substrate von Tritl sind. Die Hypothese wird durch die verminderte Besetzzeit der A-Stelle

durch AAA Codons gestiitzt (siche Kap. 2.4.11).

Das AAA Codon ist fehleranfillig fiir Leserahmenverschiebungen und wird durch die
tRNAD* gelesen, die mit ms*t6A,, modifiziert ist. Diese Befunde zeigen viele Gemeinsam-
keiten mit den Ergebnissen, die fiir Hefen bei beeintrichtigter t°A Formierung gefunden
wurden. So fihrt die Mutation von Sua$ und Tsc2, welche in der Bildung von t°A involviert
sind, zu einer Verschiebung des Leserahmens, zur Suppression von Stopcodons und zur Ak-
tivierung der UPR (Lin et al., 2009; Glavic et al., 2015). Um die Hypothese zu untermauern
wurde die Menge an t°A und ms*t°A modifizerter tRNAs bestimmt und eine signifikante
Reduktion in 7rit1-defizienten Lebern gefunden (siehe Kap. 3.9). Durch die gestérte mito-
chondriale Funktion in T7t1-defizienten Miusen konnte eine Reduktion des CO, Levels zu
einer Verminderung der t°A Formierung fithren, welche vom CO, Level abhingt (Lin et al.,
2018). Der ky-Wert von CO, fur die Threonyl-Carbamoylierungsreaktion ist im Bereich der
zelluldren CO,-Konzentration und somit empfindlich gegentiber der mitochondrialen Ak-
tivitit (Lin et al., 2018). Ein Einfluss von mt-tRNAs auf cytoplasmatische Prozesse wurde
bereits fiir mt-tRNA™ in Menschen beschrieben, welche an der Induktion der Apoptose
beteilig ist (Marnef et al., 2016). Dies untermauert die Vermutung, dass Mitochondrien auch

einen direkten Effekt auf die cytosplasmatische Translation haben kénnen.

In Mitochondrien sind modifizierte tRNAs tiberaus wichtig, da nur eine tRNA pro
Codon verwendet wird und die mt-tRNAs dementsprechend eine hohere Flexibilitit in der
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Decodierung der Wobble-Base bendtigen (Suzuki et al., 2011; Torres et al., 2014; Wei et al.,
2015; Lin et al., 2018). So miissen die mt-tRINAs bis zu vier verschiedene Wobble-Basen er-
kennen kdénnen. Mehrere mt-tRNAs sind mit i°A modifiziert und werden weitergehend zu
ms*i®A thiomethyliert. Cdksrapr-defizienten Miusen fehlt diese Hypermodifikation, wes-
halb eine mitochondriale Dysfunktion ausgebildet wird (Wei et al., 2015). Die stirker aus-
geprigte Pathologie von Trit1-Defizienz im Vergleich zu Cdks rap1-Defizienz illustriert, dass
i®A eine wichtige Funktion iiber die Thiomethylierung hinaus hat. Ribosomales Profiling
von mitochondrialen Transkripten zeigte verinderte Besetzzeiten der ribosomalen A-Stellen
fir Codons, die von isopentenylierten mt-tRNAs gelesen werden (siche Kap. 3.7.2). Im All-
gemeinen wurde demonstriert, dass die Besetzzeiten von Codons, die eine Wobble-Basenpaa-
rung bendtigen, stirker betroffen sind als das alternative Codon, welches durch eine Watson-
Crick Basenpaarung an der Wobble-Position decodiert wird. So werden im Mitochondrium
die Serin (UCN) Codons durch nur eine tRNA mit dem Anticodon AGU decodiert. Die
Watson-Crick Basenpaarung A:U sowie G:U sind von Natur aus méglich und brauchen dem-
entsprechend keine regulatorischen Einfliisse zur Basenpaarung an der Wobble-Position. Die
Wobble-Paarungen U:U und C:U hingegen, werden durch fehlende Isopentenylierung stir-
ker beeinflusst. Alles in allem konnte gezeigt werden, dass der Verlust der i® A-Modifikation
an Position 37 in mt-tRNAs klar die Codon:Anticodon Interaktion in den Mitochondrien

von Siugetieren beeinflusst.

Die mitochondrialen Translation istin 777t1-defiziente Hepatozyten gestort. Unregelmi-
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Rige Translation der mitochondrial codierten integralen Membranproteine oder der Verlust
des korrekten Leserahmens, was zu PTCs fiihrt, ist mit der Beobachtung konsistent, dass die
RPF Dichte zum 3’-Ende der mt-mRNA hin abnimmt (siche Kap. 3.7.1). Diese Interpre-
tation wird weiterhin durch die Induktion des Chaperons Hspa9 und der Protease Lonpl
gestiitzt, da diese Proteine Marker der mitochondrialen UPR sind, was auf Proteinstress und
der damit einhergehenden Degradierung fehlerhafter Proteine in den Mitochondrien hin-
deutet (siche Kap. 3.7.3) (Bezawork-Geleta et al., 2015). Mitochondriale Dysfunktion wur-
de bereits in Cdks rap1-defizienten Miusen beobachtet (Wei et al., 2015). Jedoch kénnen die
in dieser Arbeit gefundenen Effekte nicht ausschliefSlich auf fehlendem ms*i°A beruhen, da
auch das t°A-Level in Ti7¢1-defizienten Lebern verringert ist. Anders als bei mt-tRNAs die
ms*i°A tragen, zeigten mt-tRNAs mit fehlender t® A-Modifikation einen stirkeren Effekt auf
Codons, die eine Watson-Crick Basenpaarung an der Wobble-Position eingehen (siche Kap.
3.7.2). Ein Unterschied in den betroffenen tRNAs besteht darin, dass isopentenylierte mt-
tRNAs ein A an Position 36 tragen, wihrend t® A-modifizierte tRNAs ein U an der gleichen
Position tragen. Die in dieser Arbeit gefundenen erhéhten mt-tRNA Level kénnen auch auf
eine verstirkte mitochondriale Transkription hindeuten, da mt-tRNAs auch als Introns im

mitochondrialen Genom dienen und damit verstirkt gebildet werden (siche Kap. 3.4.2).

Die Erhéhung von Mthfd2 und Mthfdll kénnte auf einen erhéhten Bedarf an fMet-
tRNAM<, in den Mitochondrien hindeuten. Diese Idee wird durch die Induktion der En-
zyme der Serin-Biosynthese gestiitzt, da Serin als Methyl-Donor fiir Folat dient (siche Kap.
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3.4.1). Erh6hte Mthfd2-Level sind mit nicht ausbalanciertem Folat-Zyklus, abweichender
Nukleotid-Synthese und der Induktion von de-novo Serin assoziiert (Khan et al., 2017). Eine
Anderung der Folat-abhingigen Taurinomethylierung durch Verinderung der am Folatzy-
klus beteiligten Gene wurde beschrieben (Morscher et al., 2018). Im Rahmen dieser Arbeit
wurden ebenfalls signifikante Effekte auf die Besetzzeit von Codons, welche von taurinome-
thylierten mt-tRNAs gelesen werden, beobachtet (Abb. A.4). Die Besetzzeit der von den mt-
tRNAs Leu (UUR), Gln (CAR) und Glu (GAR) gelesenen Codons zeigt eine Anderung
im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Ein Grund fiir den Phinotyp der neuronspezifischen
Tritr-defizienten Maus konnte ein, aufgrund verstirkter Bildung von fMet, verringertes L-
Serin Level sein (van der Crabben et al.,, 2013). Diesen Gedanken weiter gefiihrt, wire dies
auch eine Erklirung fir die Induktion der Seryl-aaRS (Sars), um verstirkt tRNAs mit Serin

beladen zu kénnen.

Im Cytoplasma wurde eine Erh6hung von Gtpbp2 in Hepatozyten gefunden (siche Kap.
3.5.5). Induzierung von ribosomalen Befreiungsfaktoren ist von Néten, da eine erhdhte An-
zahl unproduktiver Ribosomen aufgrund von z.B. Leserahmenverschiebungen und damit
einhergehender PTCs auftreten kann (Schuller and Green, 2018). Wenn eine verstirkte Lese-
rahmenverschiebung vorhanden ist, konnte der Terminationsfaktor Etfl austitriert werden,
was eine Erhchung ribosomaler Befreiungsfaktoren zur Folge hitte. Da kein Ribosomales
Profiling in neuron-spezifischen Tr:tr-defizienten Miusen gemacht wurde, kann fur dieses
Gewebe keine finale Aussage tiber das Aufkommen von Leserahmenverschiebungen getitigt
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werden. Bei der berechtigten Annahme von Leserahmenverschiebungen in 777¢1-defizienten
Neuronen wire es jedoch auferordentlich bemerkenswert, dass die neuronale Antwortkeine
Induktion von ribosomalen Befreiungsfaktoren wie in Hepatozyten ist, sondern die Indukti-
on des translationalen Terminationsfaktors Etfl (siche Kap. 3.5.5). Bemerkenswert ist auch,
dass schon beschrieben wurde, dass hingengebliebene Ribosomen eine Ursache von Neuro-
degeneration sind und eine Induktion von Pelo und Gtpbp2 zur Folge haben (Ishimura etal.,
2014). Eine Austitrierung der ribosomalen Befreiungsfaktoren fthrt zu einer Akkumulati-
on von post-terminalen Ribosomen mit reinitiierten Ribosomen im 3’-UTR (Young et al.,
2015). Die grofle Zahl an Ribosomen, deren Leserahmen verschoben ist und die somit ver-
starkt auf PTCs sitzen, fithrt zu einem erhdhten Bedarf an ribosomalen Befreiungsfaktoren.
Dies kénnte das in dieser Arbeit gefunden verstirkte Auftreten von Ribosomen im 3’-UTR

Bereich erkliren (siche Kap. 3.5.6).

Der molekularbiologische Vergleich von Cortex- und Lebergewebe fiihrt zu einer ele-
mentaren und offensichtlichen Schlussfolgerung aus den Ergebnissen der Daten. Zelltypen
aus multizelluldren Organismen haben unterschiedliche Antworten auf Stimuli wihrend der
Differenzierung (Mills et al., 2016). So kann auch ein genetischer mitochondrialer Defekt,
der in allen Zelltypen vorhanden ist, einen unterschiedlichen Phinotypen in unterschiedli-

chen Organen hervorrufen (Suomalainen and Battersby, 2018).

Der moderate Effekt auf die Selenoproteinexpression durch Anderungen der UGA/Sec
Recodierung war kleiner als anhand fritherer 77 vitro Daten erwartet wurde (Warner et al.,
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2000; Kryukov et al., 2002) (siche Kap. 3.6.1). Dies ist dahingehend tiberraschend, da kris-
tallisierte tRNABI ohne post-transkriptionale Modifikationen eine ungeordnete Antico-
don-Schleife aufweist (Ganichkin etal., 2011). Die tiberwiegend normale Selenoproteinmen-
ge in Trit1-defizientem Leber- und Cortexgewebe impliziert eine untergeordnete Signifikanz
von tRNABS 3uf die Selenoproteinexpression (siche Anhang A.3). Dieses Ergebnis konn-
te im Kontrast zu verringerter Selenoproteinexpression stehen, welche fiir nicht isopenteny-
lierte A37G tRNABI Transgene gefunden wurden (Carlson et al., 2005). Die Expression
von tRNAs ist oft, vor allem fiir die tRNABIS kritisch. In Miusen wird sie nur von einem
Gen exprimiert (Lee et al., 1989). Eventuell ist diese Mutante hypomorph, wie es im Beispiel
einer tRNABIS« Mutation in einem Patienten beschrieben ist, bei welchem die Selenopro-
teinexpression gestort ist (Schoenmakers et al., 2016). Es besteht auch immer noch die Mog-
lichkeit, dass die beobachteten Effekte in der Zellkultur durch limitierte Selen-Verfiigbarkeit
hervorgerufen werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 7r7tz-defiziente Miuse
unter limitierter Selen-Diit einen stirkeren Effekt auf die Selenoproteinexpression zeigen.
Ein Mechanismus, der oft genannt wird, um Effekte beeintrichtigter tRNAs auszugleichen,
ist die Uberexprimierung von tRNAs (Esberg et al., 2006; Nedialkova and Leidel, 2015).
Fiir tRNABKe« konnte dies jedoch nicht gezeigt werden. Aus diesen Griinden erscheint

tRNABISee niche als kritische Komponente der UGA/Sec Recodierung.
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A.1  SCHMELZKURVEN DER FUR DIE RT-PCR VERWENDETEN PRIMER
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Abbildung A.1: Schmelzkurvenanalyse der verwendeten RT-PCR Primer.
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Anzahl der Nukleotide (Mittelwert * STABW.)

A

34-

30+

glo'bal

ISR Transkripte

Abbildung A.2: Mittlere RPF Gr6Be auf ISR Transkripten im
Vergleich zur globalen mittleren GroRe. Es ist die mittlere
RPF Grof3e von allen RPFs auf CDS von ISR Transkripten
und allen Transkripten dargestellt.

RPF GROSSENVERTEILUNG AUF ISR TRANSKRIPTEN
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Abbildung A.3: Western Blots verschiedener Selenopro-
teine. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Noelia
Fradejas Villar und Herr Wenchao Zhao. Leber Lysate wur-
den mit RIPA-Puffer (150 mM NaCl, 1 % TX-100, 0.1 %
Na-Desoxycholsiure, 0.1 % SDS, SO mM Tris pH 8.0) pri-
pariert. Die Proteinkonzentration wurde mittels Pierce
BCA-Kit nach Herstellerprotokoll bestimmt. SO g Protein
wurden auf einem 12 % SDS-PAGE Gel aufgetrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Ubertra-
gung der Proteine wurde mit Ponceau-Farbung verifiziert.
Die Membran wurde anschlieBend fiir 1 Stunde geblockt
und der primire Antikorper bei 4 °C tiber Nacht inkubiert.
Nach dem Waschen wurde die Membran mit dem Sekun-
dérantikorper inkubiert. ﬂ—Act—in wurde als Kontrollgen
verwendet. Das Proteinlevel zeigt ein dhnliches Ergebnis
wie die Sequenzierungsdaten. Die Selenoproteine sind nicht
systemisch betroffen.

A.} SELENOPROTEINE PROTEINEXPRESSION

Antikorper Verdiinnung Hindler

B-Actin 1:25000 Sigma A3854

Gpxl 1:1000 Abcam ab22604
Gpx4 1:1000 Abcam ab125066
Txnrdl 1:1000 Abcam ab124954
Selenos 1:1000 Sigma HPA010025
Selenow 1:1000 Rockland 600401A29
Selenok 1:1000 Sigma HPA008196
Sephs2 1:1000 Sigma HPA047931
Selenop 1:1000 Sigma HPA036287

Tabelle A.1: Verwendete Antikorper.
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Abbildung A.4: Besetzzeit von UUR, GAR und CAR Codons durch A-Stellen mitochondrialer Ribosomen. Menge an Ribo-
somen, die mit der A-Stelle auf UUR Codons (links), GAR Codons (mitte) oder CAR Codons (rechts) sitzen, im Verhaltnis
zu den Kontrollen. Dargestellt sind die Mittelwerte 4= Standardabweichung. Signifikante Unterschiede (t-Test, p < 0.05)
sind mit einem Stern gekennzeichnet (n = 2).
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