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Bildung ist wunderbar.
Doch sollte man sich von Zeit zu Zeit erinnern,

dass wirklich Wissenswertes nicht gelehrt werden kann.

Oscar Wilde
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1 Zusammenfassunq

Das Fragile X-Syndrom ist die haufigste Form vererbter mentaler Retardation. In nahezu allen
Fallen wird die Krankheit durch Expansion von CGG-Triplett-Wiederholungen im 5UTR des
FMR1-Gens hervorgerufen: Dies fuhrt zur transkriptionellen Abschaltung des Gens und damit
zum Fehlen des fragile X mental retardation protein (FMRP). DarUber hinaus sind wenige
Patienten bekannt, die FMR1 mit Mutationen im kodierenden Bereich exprimieren. Welche
zelluléren Prozesse durch FMRP-Defizienz oder -Fehlfunktion gestért werden, ist bislang
unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese verfolgt, dass FMRP ein Regulator der
Trangdlation ist. Dem lag die Beobachtung zugrunde, dass FMRP einerseits an mRNA-
Molekile binden kann und im Kontext makromolekularer Komplexe mit aktiv
translatierenden Ribosomen assoziiert. Mit Hilfe von in-vitro-Translationsexperimenten in
Reticulocytenlysaten konnte in der Tat gezeigt werden, dass rekombinant exprimiertes FMRP
die Translation unterschiedlicher mRNAs inhibiert. Eine Variante von FMRP mit einer
Aminosaureaustausch-Mutation, die in einem Patienten mit schwerem Krankheitsgrad
gefunden worden war (1304N), ist hierzu kaum noch in der Lage. Anhand von
Protein-Bindungsstudien wurde deutlich, dass dem mutierten Protein die Fahigkeit zur
Bildung von Homooligomeren fehlt, wahrend seine RNA-Bindungseigenschaften nicht
beeintréchtigt sind. Dies zeigt, dass Protein-Oligomerisierung eine Voraussetzung fur die
Aktivitdt von FMRP bei der Translationsinhibition ist. Um jene Aminosduresequenzen in
FMRP zu identifizieren, welche fur die Bildung von Homo- oder Heterooligomeren (mit den
autosomalen Homologen FXR1 und FXR2) verantwortlich sind, wurden in-vitro-
Bindungsexperimente mit rekombinant hergestellten Deletionsmutanten aller drei Proteine
durchgeftihrt. Der verantwortliche Bereich konnte auf ein von Aminoséuren 112 bis 215
gebildetes Coiled-Coil-Motiv in FMRP eingegrenzt werden. Schlief3lich wurde untersucht, ob
FMRP posttranslational modifiziert wird und die Aktivité des Proteins auf diese Weise
reguliert sein konnte. Zundchst wurde festgestellt, dass rekombinantes FMRP in vitro von
Saugerzell-Extrakt bzw. rekombinanter Casein-Kinase Il phosphoryliert wird. Durch
zweidimensionale  Gelelektrophorese  von  FMRP-Immunprazipitaten  konnte die
Phosphorylierung von FMRP auch in vivo gezeigt werden. Die modifizierten Aminosauren
wurden als Serinreste identifiziert. Dartiber hinaus wurde gezeigt, dass FMRP in vitro am C-
Terminus methyliert werden kann. Die geschilderten Nachweismethoden kénnen nun fir die

| dentifizierung und Charakterisierung der modifizierenden Enzyme herangezogen werden.
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Ein zweites Projekt befasste sich mit der Biogenese spleil3osomaler U-snRNP. Dieser Prozess
erfordert eine Reihe von Proteinen, eine essentielle Komponente ist dabei das Protein SMN,
welches bel der neuromuskuléren Krankheit Spinale Muskelatrophie (SMA) mutiert ist. SMA
ist die zweithaufigste autosomal rezessive Erkrankung mit Todesfolge beim Menschen. Sie
wird durch Mutationen im SVIN1-Gen verursacht, wodurch es zu einem Mangel an
funktionellem SMN-Protein in der Zelle kommt. Das Protein ist eine Komponente in
makromolekularen Komplexen, welche die Zusammenlagerung spleil3osomaler U-snRNP
katalysieren. Eine allen U-snRNP gemeinsame Komponente ist die heptamere
snRNP-Core-Doméne, bestehend aus den Proteinen SmB, D1, D2, D3, E, F, und G. Bevor sie
von SMN gebunden und auf die U-snRNA transferiert werden konnen, ist eine symmetrische
Dimethylierung von SmB, SmD1 und SmD3 erforderlich, welche vom PRMT5-Komplex
katalysiert wird. Wahrend die Funktion der Protein-Arginin-Methyltransferase PRMT5 als
katalytisch aktiver Faktor durch in-vitro-Methylierungsassays bereits belegt werden konnte,
war die Rolle der beiden cytoplasmatischen Assoziationspartner, plCln und WD45, noch
unklar. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand zunéchst darin, den Aufbau des Komplexes
zu untersuchen und die Funktion von pl Cln und WD45 zu analysieren.

Mit Hilfe von in-vitro-Bindungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl pIClin, als
auch WD45 an PRMT5 binden. PRMT5 ist als zentrale Komponente des Komplexes in der
Lage zu oligomerisieren. In unterschiedlichen in-vitro-Experimenten konnte nachgewiesen
werden, dass pICIn und WD45 Aktivatoren der Methyltransferase sind. So kann die
Methylierungsaktivitéat von aus Zellextrakt isoliertem, als auch von rekombinant exprimiertem
PRMTS5 durch Zugabe der beiden Proteine stimuliert werden.

Sm-Proteine, welche aus U-snRNP isoliert werden, liegen in heterooligomeren Komplexen
vor. Dabel wechselwirken die Sm-Proteine B und D3 (SmB/D3), D1 und D2 (SmD1/D2) und
E, F und G (SmE/F/G) miteinander. Unklar war bisher jedoch, in welchem Schritt des
Sm-Core-Assembly diese Assoziationen stattfinden. In-vitro-Methylierungsassays wiesen
darauf hin, dass die Sm-Proteine zum Zeitpunkt ihrer Methylierung durch PRMT5 einzeln
und nicht als Heterooligomere bestehen. Weiterhin zeigten | mmunprazipitationen, dass SmB
und D3 effektiver auf den SMN-Komplex Ubertragen wurden, wenn sie nicht als Komplex
vorlagen. Diese Daten lassen vermuten, dass sich die Sm-Proteine erst kurz vor dem

Sm-Core-Assembly zu Heterooligomeren zusammenfinden.
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Summary

Fragile X syndrome is the most frequent form of heritable mental retardation. In the majority
of cases the disease is caused by transcriptional silencing of the FMR1 gene in response to the
expansion of CGG repeats in the 5"UTR of the gene, leading to a lack of fragile X mental
retardation protein (FMRP). Only a few patients exhibit missense-mutations in the coding
region of FMR1 leading to an aberrant gene product. However, little is known about how
FMRP deficiency or malfunction leads to the pathophysiology of Fragile X syndrome.

FMRP is an RNA binding protein that associates with translating polyribosomes as part of a
large messenger ribonucleoprotein (MRNP). In the present study, it was investigated whether
the protein can act as a regulator of translation. Using recombinant FMRP, it was shown that
the protein suppresses translation of different mMRNAs in rabbit reticulocyte lysate.
Interestingly, FMRP containing an amino acid substitution at position 304 (FMRP304n),
originally identified in a severely affected patient, renders the protein incapable of interfering
with translation. In vitro binding experiments revealed that FMRP,304n, in contrast to wildtype
FMRP, was incapable of forming homo-oligomers. However, its affinity for mRNA was not
altered. These results suggest that oligomerization is a prerequisite for the function of FMRP
in translational inhibition. In order to identify the protein region responsible for homo- and
hetero-oligomerization with the two autosomal homologues FXR1 and FXR2, an array of
FMRP deletion mutants were tested for oligomerization properties. In vitro binding
experiments showed that a putative coiled-coil domain (aminoacids 112 to 215) was required
for mutual interaction of all three proteins.

Finally, it was examined whether FMRP is post-translationally modified and whether this may
play arole in the function of this protein. It was initially demonstrated that both, mammalian
cell extract and casein-kinase I, are capable of FMRP phosphorylation in vitro. Furthermore
phospho-aminoacid analysis of immunoprecipitated human FMRP revealed phosphorylation
of serine residues. Additionally, the protein can be methylated in vitro in the C-terminal part.
The outlined experimental strategy may be utilized as a tool for the identification and
characterization of FMRP-modifying enzymes. The obtained data identify FMRP as a
negative regulator of tranglation and suggest that misregulation of translation of specific
MRNASs lead to the disease phenotype.
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Analysis of the biogenesis of spliceosomal U-snRNP was the second project of the Ph.D.
thesis. This process involves the transient export of nuclear encoded U-snRNA to the
cytoplasm, the assembly with a set of spliceosomal proteins (termed Sm-proteins B/B’, D1,
D2, D3, E, F, and G) and the nuclear import of the assembled particle to the nucleus. The
assembly reaction of U-snRNP, although a spontaneous process in vitro, is facilitated in vivo
by a large number of proteins, including SMN, the protein mutated in the neuromuscular
disorder spinal muscular atrophy. These factors are organised in two functional units, termed
PRMT5-complex and SMN-complex, that successively cooperate in the assembly reaction. In
a first step, the PRMT5-complex sequesters newly synthesized Sm proteins and converts
arginines in SmB, D1 and D3 to symmetrical dimethylarginines (SDMA). This enhances their
transfer to the SMN-complex, which facilitates the assembly reaction with the U-snRNA.
Whereas in vitro methylation experiments have identified PRM TS5 as the catalytic component
of the PRMT5 complex, the functions of the two known cofactors of this enzyme, plCln and
WDA45, were unknown.

Using a biochemical approach, an interaction map of the PRMT5 complex has been
established. These studies revealed that oligomeric PRMT5S directly interacts with plCln and
WD45 via distinct domains. Interestingly, in vitro methylation experiments further indicated
that both cofactors strongly activate the catalytic activity of the methyltransferase. The
transfer of modified Sm proteins to the SMN-complex was studied in a newly established
assay system. Sm proteins form stable heterooligomeric complexes composed of SmB/D3,
SmD1/D2 and SmE/F/G and it is believed that these complexes are intermediates in the
assembly reaction. Quite unexpectedly, the studies presented in this thesis indicate that Sm
proteins bind initially as monomers to the PRMT5-complex to alow for the efficient
methylation and transfer to the SMN complex. The data suggest that hetero-oligomerization
takes place in a late step of the assembly reaction, possibly at the SMN complex prior to
U-snRNP assembly.
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2 Einleitunqg

2.1 DasFragile X-Syndrom

2.1.1 Diegenetischen Ursachen des Fragilen X-Syndroms

2.1.1.1 Trinukleotid-Expansionskrankheiten

Trinukleotid-Expansionskrankheiten zeichnen sich durch eine Instabilitdt im Genom aus, die
zu einer vielfachen Wiederholung eines Nukleotidtripletts in einem Gen fihrt. Die erste
Trinukleotid-Expansionskrankheit wurde Anfang der neunziger Jahre durch die Klonierung
von FMR1 entdeckt, dem Krankheitsgen des Fragilen X-Syndroms (Verkerk et al., 1991). Es
enthdlt in seiner 5 -untranslatierten Region die bis zu 50fache Nukleotidwiederholung CGG,
die in betroffenen Familien bei der Vererbung auf die ndchste Generation auf tUber 200fach
expandieren kann. Bis dahin waren derartige I nstabilitéten im Genom als Krankheitsursache
unbekannt, doch heutzutage weil3 man von mindestens 14 Erbkrankheiten, welche durch
Trinukleotidexpansionen verursacht werden.

Was sie alle verbindet ist, dass die der Krankheit zugrunde liegende Trinukleotidabfolge eher
expandiert als kontrahiert und dass sowohl Gene in somatischen Zellen als auch in
Keimzellen betroffen sind. Ein weiterer Punkt, der auf die Triplettexpansionskrankheiten
zutrifft ist, dass die Vererbung der Krankheiten nicht den Mendelschen Regeln gehorcht.
Nachfolgende Generationen in der Familie sind signifikant 6fter von der Krankheit betroffen
als ihre Vorfahren, ein Phanomen, welches man genetische Antizipation nennt (Sherman et
al., 1984).

Trinukleotid-Expansionskrankheiten werden in zwel Subklassen eingeteilt, die sich nach der
Lage der Triplettwiederholung im Krankheitsgen unterscheiden:

Kodierende Triplettexpansionen, d.h. die Triplettwiederholung liegt in der kodierenden
Sequenz eines Gens und wird auf diese Weise auch tranglatiert. Da es sich ausnahmslos um
Glutamin-kodierende Tripletts handelt, bezeichnet an die daraus resultierenden Krankheiten
als Polyglutamin-Expansionskrankheiten (zusammengefasst in La-Spada and Taylor, 2003).
Die zweite Gruppe ist die der nicht-kodierenden Trinukleotid-Expansionskrankheiten, zu

denen auch das Fragile X-Syndrom zahlt (zusammengefasst in Cummings and Zoghbi, 2000).
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2.1.1.2 DasFragile X-Syndrom

Das Fragile X-Syndrom ist mit einer Inzidenz von 1:4500 bei Mannern und 1:9000 bei Frauen
die haufigste genetisch bedingte Form mentaler Retardation (Warren and Sherman, 2001). Die
Krankheit ist gekennzeichnet durch enen niedrigen Intelligenzquotienten,
Lernschwierigkeiten, Makroorchidismus und Autismus, charakteristisch sind ein langes
Gesicht, hervortretende Ohren, und Uberdehnbare Gelenke bei betroffenen Patienten (Turner
et al.,, 1980; Rudelli et al., 1985). Der Krankheitsname stammt von cytogenetischen
Beobachtungen in kultivierten Patientenzellen, wo nach Folatentzug ein langer Arm des
kondensierten X-Chromosoms , fragil“, also brichig erscheint (Sutherland, 1977). Diese
Tatsache, zusammengenommen mit der maternalen Vererbung des Fragilen X-Syndroms,
deutete schon fruh an, dass die Krankheit durch eine Mutation auf dem X-Chromosom
verursacht wird (Martin, 1943). Aus diesem Grund sind Frauen auch weniger oft und stark
von der Krankheit betroffen als Manner und die Fehlfunktionen korrelieren hier mit der
Haufigkeit der Inaktivierung des abnormalen X-Chromosoms in somatischen Zellen (Riddle
et al., 1998; Sobesky et al., 1996).

2.1.1.3 DasFMR1-Gen

Bereits 1969 erkannten Lubs et al. den Zusammenhang zwischen mentaler Retardation und
dem cytogenetischen Marker des brichigen (fragilen) X-Chromosoms (Lubs, 1969). Die
Mutation wurde 1983 dem Bereich Xg27.3 auf dem langen Arm des X-Chromosoms
zugeordnet, bis 1991 wurde die Region durch genetische und physikalische Positionsanalysen
(Mapping) genauer eingegrenzt (Harrison et al., 1983). Schliedlich klonierten Verkerk et al.
das FMR1-Gen (fragile X mental retardation gene 1), dessen Genprodukt FMRP bel der
Mehrzahl aller Fragilen X-Patienten fehlt (Verkerk et al., 1991).

Das 38 Kilobasen umfassende FMR1-Gen kodiert fur ein 4,4 Kilobasen grof3es Transkript,
welches aus 17 Exons besteht (Eichler et al., 1993; Ashley et al., 1993a; vgl. Abbildung 2-1).
FMR1 besitzt zwei autosomale Homologe FXR1 und FXR2 (fragile X related gene 1/2), die
im Vergleich mit FMR1 zu ca. 60 % identisch sind. Es existieren Orthologe in Sdugern,

Huhnern und Fruchtfliegen, was auf eine hohe evolutiondre Konservierung schlief3en [&asst.
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Abbildung 2-1 Das FMR1-Gen. Die Baken stellen schematisch die 17 Exons des Gens dar, die Nukleotide
ATG und TAA bezeichnen das Start- und Stopcodon. In der 5-untrandatierten Region befindet sich die
Basenabfolge CGG, die bel der gesunden Bevdlkerung bis zu 50 Wiederholungen aufwei sen kann.

In der gesunden Bevolkerung kommen Polymorphismen mit 6-50 Trinukleotid-
Wiederholungen vor. Werden die Sequenzen langer, kommt es zum Krankheitsphanotyp. Ab
hier unterscheidet man Pramutationen mit 50 bis 200 und Vollmutationen mit bis zu mehreren
tausend Wiederholungen. Die Pramutation tritt mit einer Inzidenz von 1:400 Frauen bzw.
1:1000 Ménnern auf und wahrend die Frauen meist Uber normale intellektuelle Fahigkeiten
verfigen (Franke et al., 1998), kommt es bel ménnliche Patienten gehauft zu kognitiven
Schwierigkeiten (Steyaert et al., 1996). Untersuchungen an Pramutationstragern zeigten, dass
sich die Expansion extrem instabil bei der Vererbung verhdt und fir die Nachkommen das
Risiko fur eine Vollmutation exponentiell ansteigt.

In 95 % aller Patienten ist die Expansion der Trinukleotid-Wiederholung auf eine Anzahl von
Uber 200 bis zu mehreren Tausend die Ursache fir das Fragile X-Syndrom. Als Folge hiervon
wird der Promotorbereich des FMR1-Gens inklusive einer stromaufwarts gelegenen CpG-
Insel methyliert und die FMR1-Expression daraufhin abgeschaltet (Sutcliffe et al., 1992).

2.1.1.4 AnalysedesFragilen X-Syndroms anhand eines Mausmodells

Die FMR1-Knockout-Maus ist lebensfahig, was die frihere Hypothese widerlegte, es handele
sich bei FMR1 um ein essentielles Haushaltsgen. Ubereinstimmend mit dem Phénotyp von
Fragilen X-Patienten besitzen tiber 90 % der Knockout-Méause Makroorchidismus (Kooy et
al., 1996). Obwonhl Intelligenztests nicht direkt auf Mause Ubertragbar sind, wurden doch
unterschiedliche Lern- und Verhaltenstests durchgefiihrt, deren Ergebnisse auf Ahnlichkeiten
mit dem Phanotyp des Fragilen X-Syndroms schlief3en lassen (Van-Dam et al., 2000). So
hatten FMR1-Knockout-Mause grofiere Schwierigkeiten als Wildtyp-Mause, eine unter
Wasser versteckte Plattform wieder zu finden (Morris water maze test) (Fisch et al., 1999).
Eine detaillierte Untersuchung der kortikalen Neuronen offenbarte verlangerte und
ausgedinnte Dendritenfortsdtze, eine Beobachtung, die auch in post-mortem-Gewebe von

Fragilen X-Patienten gemacht wurde. Dies fuhrte zu der Theorie, dass ein Fehlen des Proteins
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zu morphologisch unreifen Neuronen und damit zu kognitiven Defiziten bel Patienten fiihren
konnte (Comery et al., 1997).

2.1.2 Charakterisierung von FMRP, dem Genprodukt des Fragilen X-
Syndroms

2.1.2.1 Eigenschaften von FMRP

Obgleich der Zusammenhang zwischen der Instabilitdt des X-Chromosoms und dem
Krankheitsphanotyp der vererbten, mentalen Retardation schon frih erkannt worden war, so
war es erst die Identifizierung von FMRL, die Analysen der zellul&ren Funktion des FMR-
Proteins und damit der molekularen Ursachen der Erkrankung ermoglichte. Erste Experimente
ergaben, dass das Protein in fast allen Geweben exprimiert wird (Khandjian et al., 1995;
Devys et al., 1993), die hdchsten Mengen jedoch im Gehirn und in den Hoden vorhanden
sind. Interessanterweise kann man hier eine direkte Verbindung zum Phanotyp des Fragilen
X-Syndroms erkennen, dessen Hauptausprdgungsformen mentale Retardation und
Makroorchidismus sind.

FMRP (fragile X mental retardation protein), das Genprodukt von FMR1 besitzt ein
theoretisches Molekulargewicht von 78 Kilodalton. Dariiber hinaus sind 20 kiirzere | soformen
bekannt, die durch alternatives Spleif3en entstehen, mindestens vier von ihnen zeigen eine
gewebespezifische Lokalisation (Verheij et al., 1995).

FMRP lokalisiert im Gehirngewebe priméar im Cytoplasma von Neuronen und dort speziell in
Dendritenfortsétzen (Devys et al., 1993). Mittels | mmunfluoreszenzmikroskopie konnte man
FMRP allerdings auch im Kern unterschiedlicher Zelltypen finden (Feng et al., 1997b;
Verheij et al., 1993). Die Analyse verschiedener Spleil3isoformen und Deletionsmutanten
deuteten dann auf das Vorhandensein eines Kernexportsignals in Exon 14 (NES) und auch auf
eine Kernlokalisationssequenz (NLS, Eberhart et al., 1996; Sittler et al., 1996). Wéahrend es
sich bel der NLS um eine nicht-kanonische Sequenz zwischen Aminoséure 114 und 150 von
FMRP handelt (Bardoni et al., 1997), bestétigten gezielte Mutationsanalysen von Fridell at al.
die Existenz eines kanonischen Kernexportsignals des HIV-1 Rev-Typs. Mit Hilfe von
Austauschmutationen konnte gezeigt werden, dass die FMRP-NES nicht nur auf der
Sequenzebene der Rev-NES gleicht, sondern auch in funktioneller Hinsicht deren Aufgabe
des spezifischen RNA-Exports Ubernehmen kann (Fridell et al., 1996; Fischer et al., 1995)
Die Summe dieser Entdeckungen fuihrte zu der Hypothese, dass es sich bei FMRP um ein

zwischen Kern- und Cytoplasma pendelndes (Shuttling) Protein handelt, letztendlich konnte
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dies durch die Untersuchungen von Tamanini et al. bestdtigt werden. Durch den Einsatz des
Antibiotikums Leptomycin B, einem spezifischen Inhibitor des Kernexports von Leucin-
reichen Exportsequenzen, konnte FMRP im Zellkern zurtickgehalten und somit angereichert
werden (Tamanini et al., 1999a). Die gezielte Inhibition der Bindung der FMRP-NES an den
Kernexport-Rezeptor Exportin-1 zeigte, dass der Export von FMRP, wie auch der des HIV-1

Rev-Proteins, Exportin-abhangig verlauft.

KH1  KH2 RGG NoS
FMRP | I T |- ]
FXR1 [ I B I 111 |
FXR2 | I I 111111

Abbildung 2-2 Drel RNA-I nteraktionsdoménen sind innerhalb der Fragilen X-Proteinfamilie konserviert. Die
drei Balken gtellen schematisch die Primérstruktur der Proteine dar. Die schwarz unterlegten Bereiche zeigen die
Lage der KH-Doménen im Protein, die grau unterlegten die der RGG-Box. FXR1 und FXR2 besitzen ein
nukleol &res Lokalisationssignal (NoS), welches in FMRP nicht vorkommt.

Mittels Sequenzanalysen (Siomi et al., 1993), (Ashley et al., 1993b) konnten drei Domanen
von FMRP identifiziert werden, welche Homologie zu RNA-bindenden Proteinen aufweisen.
So findet man im N-terminalen Bereich (Aminosduren 222-258 und 284-320) zweli
KH-Doméanen mit Homologie zu hnRNP K (heteronukledres Ribonukleinprotein K) und
weiter C-terminal (Aminosauren 527-552) eine Arginin/Glycin-reiche Sequenz (RGG-Box),
wie sie auch in hnRNP U vorkommt (vgl. Abbildung 2-2) (Kiledjian and Dreyfuss, 1992).
Tatsachlich konnten auch bei FMRP RNA-Bindungseigenschaften nachgewiesen werden. In
Untersuchungen mit in-vitro-translatiertem FMRP und homopolymerer RNA zeigte das
Protein in erster Linie eine Affinitét fur polyG und polyU (Siomi et al., 1993). Zur gleichen
Zeit belegte eine Studie von Ashley et al., dass in-vitro-translatiertes FMRP mit 4% der in
Gehirngewebelysat befindlichen mRNASs assoziiert, darunter auch seine eigene FMR1-mRNA
(Ashley et al., 1993b). Aber auch hier konnte die direkte Bindung von RNA durch FMRP
nicht verifiziert werden. Erste Hinweise auf eine direkte RNA-Assoziation konnten durch
Brown et al. gewonnen werden, die rekombinant exprimiertes, murines FMRP mit der FMR1-
MRNA guervernetzen konnten. Die Beobachtung, dass dabei die 3" untranslatierte Region fir
die Interaktion verantwortlich ist, legte nahe, dass es sich hierbei um eine spezifische RNA-
Bindung handelt (Brown et al., 1998).

Zellfraktionierungen mittels Dichtegradientenzentrifugation zeigten fir FMRP eine RNA-
vermittelte Assoziation mit translatierenden Polyribosomen (Khandjian et al., 1996; Corbin et
al., 1997; Tamanini et al., 1996; Feng et al., 1997a; Eberhart et al., 1996). Diese Uber 660
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Kilodalton schweren mRNP-Komplexe (messenger ribonucleoprotein particle) bestehen aus
unterschiedlichen RNAs, ribosomalen Proteinen und einer Reihe von bisher noch wenig
identifizierten Proteinen.

Die pathologische Bedeutung der RNA-Assoziation von FMRP wird besonders bei der
Betrachtung einer Punktmutation deutlich, welche vor wenigen Jahren bel einem Fragilen X-
Patienten gefunden wurde (De Boulle et al., 1993). Dieser Patient zeigt einen sehr
gravierenden Phanotyp, der aber nicht auf die fehlende Expression von FMRP
zurickzufuhren ist, sondern auf eine Punktmutation in der zweiten KH-Domane. Eine
Basenmutation verursacht hier einen nichtkonservativen Austausch der Aminosaure I soleucin
gegen Asparagin an Position 304 (1304N).

Offensichtlich kommt es hier zu einer dominant negativen Auspragung der Mutation, welche
fatalere Auswirkungen auf die Funktion von FMRP und die Zellen hat, as das alleinige
Fehlen des Proteins. Neuere Untersuchungen legten nahe, dass diese FMRP-Punkmutante
noch RNA binden kann, die Assoziation mit aktiven Polyribosomen zu einem mRNP-
Komplex jedoch eingeschrankt ist (Feng et al., 1997a; Laggerbauer et al., 2001).

2.1.2.2 Interaktoren von FM RP

Durch biochemische und genetische Studien konnte in den letzten Jahren eine Reihe von
Interaktoren identifiziert werden. Bel den interessantesten Kandidaten handelt es sich um die
beiden autosomalen Homologen von FMRP, FXR1 und FXR2. 1995 isolierten Zhang et al.
mittels eines Hefe Two-Hybrid-Systems ein humanes Protein, das mit FMRP assoziiert ist
(Zhang et al., 1995). Es wurde als fragile x related protein 1 (FXR1) bezeichnet. Die
Sequenzierung ergab, dass es sich hierbel um ein autosomales Homolog von FMRP mit Uber
60 % Ahnlichkeit auf Proteinebene handelt. Nahezu gleichzeitig wurde von Siomi et al. mit
Hilfe eines Datenbank-Sequenzvergleiches ein weiteres, ebenfalls autosomales Homolog
gefunden und als Bindungspartner charakterisiert. In Fortfihrung obiger Nomenklatur wurde
es als FXR2 bezeichnet. FMRP, FXR1 und FXR2 haben allesamt in vitro die Fahigkeit zur
Bildung von Homo- und Heterooligomeren (Siomi et al., 1995; Zhang et al., 1995).
Immunlokalisationsstudien zeigten eine Co-Lokalisation aller drel Proteine in Hirngewebe,
aber eine unterschiedliche Verteilung in Muskel- und Hodenzellen (Bakker et al., 2000; Dube
et al., 2000). Fur einige FXR1- und FXR2-SpleiRisoformen ist gewebespezifisch eine
nukleolédre Lokalisation beschrieben worden, das daraufhin identifizierte nukleoldre 1mport-
Signal (NoS) des HIV-Rev-Typs befindet sich im extremen C-Terminus beider Proteine
(Tamanini et al., 2000).
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FXR1 und FXR2 besitzen dieselben funktionalen Doménen wie FMRP (Abbildung 2-2) und

eswird vermutet, dass sie zum Teil redundante Funktionen haben.

2.1.2.3 DieFunktion von FM RP

Fur das Verstehen und die medizinische Behandlung des Fragilen X-Syndroms ist die
Kenntnis Uber die Funktion von FMRP unerlasslich. Erste Hinwelise darauf ergaben sich aus
der Identifizierung von RNA-Bindungsdoménen in der FMRP-Sequenz (Ashley et al., 1993b;
Siomi et al., 1993).

Um die Funktion von FMRP zu eruieren, fokussierten sich einige Arbeitsgruppen auf die mit
FMRP assoziierten RNAs, wobei der Schwerpunkt der Suche dabei auf eventuellen
Gemeinsamkeiten innerhalb der Sequenz oder der Funktion lag. Aus friheren
Untersuchungen war bekannt, dass FMRP unspezifisch an homopolymere Guanosin- und
Uridinsequenzen bindet. Nur die eigene FMR1-mRNA galt bisher als spezifischer RNA-
Bindungspartner (Brown et al., 1998). Kurzlich charakterisierten Schaeffer et al. mit Hilfe
von rekombinantem FMRP in RNA-Bindungsexperimenten den Bereich der FMR1-mRNA,
welcher fir eine Bindung ausreichend und notwendig ist: eine ca. 100 Nukleotide lange,
purinreiche Region innerhalb der fir die RGG-Box kodierenden Sequenz, die sich zu einer
Quadruplex-Struktur, dem so genannten G-Quartett faltet (Schaeffer et al., 2001; Williamson
et al., 1989).
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Abbildung 2-3 Die Struktur des RNA-G-Quartetts, welches die Bindung an FMRP vermitteln soll.
Schematische Darstellung der dreidimensionalen Faltung der Sequenz in Vorderansicht (A) und Aufsicht der
Basenstruktur (B) unter Stabilisation durch Kalium-lonen. Nach Schaeffer et al., 2001 und O-Donnell and
Warren, 2002.



20 Einleitung

Nach Austausch dieser Region gegen ein G-Quartett einer nichtverwandten mRNA wird
FMRP immer noch gebunden, was nach Schaeffer et al. belegt, dass FMRP eher an eine
Struktur, als an eine spezifische Sequenz bindet (vgl. Abbildung 2-3).

Parallel zueinander publizierten Darnell et al. (2001) und Brown et al. (2001) zwel
unterschiedliche Ansétze zur ldentifikation von FMRP assoziierten mRNAs. Mittels einer
in-vivo-selektiven Strategiemethode (SELEX) und einem systematischen Microarray-Ansatz
identifizierten beide insgesamt mehr als 400 potentielle mMRNA-Bindungspartner. Genauere
Analysen legten jedoch nahe, dass nicht alle von ihnen Uber ein G-Quartett verfigen, was
vermuten lasst, dass noch unbekannte Sekundéarstrukturen oder Sequenzen in mRNAS an der
Erkennung und Bindung durch FMRP betelligt sind.

Eine der interessantesten identifizierten mRNAs ist diejenige, welche fir das Protein MAP1B
kodiert. MAP1B assoziiert mit dem Mikrotubuli-Cytoskelett und vermittelt so das Wachstum
von Dendriten und Synapsen (Hummel et al., 2000; Meixner et al., 2000; Roos &t al., 2000).
Parallel zu den oben beschriebenen Untersuchungen charakterisierten Zhang et al. das
MAP1B-Homologe Futsch als in-vivo-Target fur dFXR (drosophila fragile X related) in
D. melanogaster (Zhang et al., 2001). Durch Immunpréazipitation konnte zum einen eine
Assoziation zwischen dFXR und futsch-mRNA nachgewiesen werden, zusétzlich zeigten
dFXR-Mutanten eine Hochregulierung der Futsch-Expression. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass dFXR im Nervensystem als Translationsrepressor von futsch agiert. Der Phénotyp von

dFXR-Mutanten auf3ert sich in einer gestérten Erregungsleitung in Neuronen.

Ein Kernlokalisations- und Kernexportsignal in FMRP und die Tatsache, dass das Protein mit
translatierenden Polyribosomen als hnRNP vorliegt, lassen eine Funktion beim mRNA-
Kernexport und der daran anschlief3enden Translation vermuten. Diese Theorie unterstiitzen
auch die Ergebnisse von Feng et al. (Feng et al., 1997a), welche Untersuchungen an FMRP
mit der in einem Patienten identifizierten Punktmutation in der zweiten KH-Doméane
durchfihrten (1304N, siehe auch Kapitel 2.1.2.1). Sie dellten fest, dass die Mutante
FMRPi304n nicht mehr mit translatierenden Polyribosomen komplexiert, sondern in
abnormalen, kleineren heteronukledren Ribonukleinpartikeln zu finden ist. Diese Daten lassen
den Ruckschluss zu, dass bei diesem Patienten eine fehlende Polyribosomenassoziation von

FMRP den ausgepragten Krankheitsphanotyp verursachen konnte.

Fasst man die tiber FMRP gewonnenen Erkenntnisse zusammen, ergibt sich ein Modell tUber
die putative Funktion des Proteins in Neuronen: mittels des Kernlokalisationssignals gelangt

FMRP in den Zellkern, wo es sich mit einigen Proteinen und Uber seine RNA-Bindedomanen
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mit spezifischen mMRNAs zu mMRNP-Komplexen formiert. Dabei entscheiden die
Proteinzusammensetzung und spezielle mRNA-Strukturen (wie das G-Quartett) welche
MRNAs gebunden werden. Mit Hilfe der Kernexportsequenz in FMRP erfolgt der Transport
ins Cytoplasma. Die Integration von FMRP in unterschiedliche mRNPs und die Assoziation
mit Ribosomen implizieren, dass das Protein eine Funktion bei der Regulation der Translation
gebundener mRNAS tbernimmt.
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2.2 Der PRMT5-Komplex

2.2.1 Diespinale M uskelatrophie (SMA)

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine todlich verlaufende neuromuskulére Erkrankung
des Menschen. Sie tritt mit einer geschétzten Inzidenz von 1 in 6000 Neugeborenen auf und
ist damit eine der haufigsten autosomal rezessiven Erbkrankheit mit Todesfolge (Pearn, 1978;
Pearn, 1973; Roberts et al., 1970). SMA ist gekennzeichnet durch fortschreitende
Degeneration der a-Motoneuronen in den Vorderhdrnern der grauen Substanz des
Ruckenmarks. Dadurch kommt es in den Patienten zu progressiver Muskelschwéche und
Atrophie an den Gliedmal3en und am Rumpf, wobei die proximale Muskulatur dabei meist
friher und stérker betroffen ist als die distale. Eine Therapie der SMA ist bisher nicht
bekannt.

Man unterscheidet drei verschiedene Formen der SMA, je nach dem Zeitpunkt des ersten
Auftretens von Symptomen und dem klinischen Verlauf der Erkrankung (Munsat and Davies,
1992). Patienten mit Typ-1-SMA (auch: Werdnig-Hoffmann-Krankheit) erkranken innerhalb
der ersten sechs Lebensmonate. Aufgrund der stark ausgepragten und schnell zunehmenden
Muskelschwéche erlernen sie nie das Sitzen oder Gehen und sterben in der Regel innerhalb
der ersten zwei bis drei Lebensjahre an Ateminsuffizienz. Bel Typ-11-SMA treten die ersten
Symptome etwas spéter als bei Typ-I auf und auch die Verlaufsform der Krankheit ist milder.
Die Lebenserwartung liegt bel etwa 10 Jahren. Bei Typ-I11-SMA (auch: Kugelberg-Welander-
Syndrom) zeigen sich die ersten Symptome erst nach dem 18. Lebensmonat. Im Vergleich zu
Typ-1 und Typ-Il zeigt diese Form der SMA einen milderen, chronischen Verlauf, die

Betroffenen erreichen das Erwachsenenalter.

2.2.1.1 Molekulargenetische Ursachen der SM A

1995 entdeckten Lefebvre et al. durch positionelles Klonieren das Gen survival motor neuron
(SMN), das ursachlich fur die Entstehung nahezu aller SMA-Formen verantwortlich ist
(Lefebvre et al., 1995).

Vom SMN-Gen gibt es beim Menschen jewells eine telomere Kopie (SMN1) und eine
centromere Kopie (SMN2) auf Chromosom 5, welche auf DNA-Ebene zu 99 % identisch sind.
In etwa 96 % aller untersuchten SMA-Patienten ist das telomere SMN1-Gen homozygot
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deletiert bzw. mutiert, sodass kein funktionsfahiges Protein von diesem Locus gebildet wird.
SMIN2 ist hingegen nicht betroffen (vgl. Abbildung 2-4).

SMIN2 unterscheidet sich von SMN1 vor allem durch eine Nukleotidsubstitution innerhalb des
offenen Leserasters (eine C— T-Transition in Exon 7). Der Basenaustausch verandert nicht
die Aminosaurezusammensetzung des resultierenden Proteins, sondern liegt innerhalb eines
sogenannten ,,Exonic Splicing Enhancer” (ESE). Dieses Sequenzmotiv ist an der Regulation
des pr&mRNA-SpleifRens beteiligt, und fur die Inklusion des Exons 7 von SMN zwingend
notwendig. Der C-T-Austausch inaktiviert diesen ESE, so dass aus der SVIN2-pr&mRNA
Uberwiegend ein verkirztes Transkript entsteht, welchem Exon 7 fehlt. Die Translation der
MRNA fihrt zu einem C-terminal verkirzten SMN-Protein, das instabil und nicht funktionell
ist (Lefebvre et al., 1997; Lorson and Androphy, 2000; Lorson et al., 1999; Monani et al.,
1999). Die Krankheit wird daher durch eine Reduktion und nicht durch den vélligen Verlust
der SMN-Expression in den Zellen hervorgerufen (Gen-Dosis-Effekt). Zellen oder
Organismen, welche kein SMN exprimieren, sind hingegen nicht Iebensfahig. Weshalb bei

SMA-Patienten nur Motoneuronen betroffen sind, ist gegenwartig noch unklar.

— suNn1 —— sun2 |— —] \slwy{ —1{ SMN2 |—
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Abbildung 2-4 SMN2 wird alternativ gespleif}t. Die Abbildung zeigt schematisch die genetische Situation im
gesunden Menschen (links) und im SMA-Patienten (rechts). Im Patienten sind beide Allele des SMIN1-Gens
durch Mutation so veréndert, dass kein funktionsfahiges Protein entsteht. Dem von SMN2 exprimierten Protein
fehlt Exon 7, die Folge ist der SMA-Phanotyp.

In den a-Motoneuronen von SMA-Patienten, die nur noch SMN2 exprimieren, steht daher
vermutlich zu wenig funktionsfahiges SMN-Protein voller Lange zur Verfigung. Einer

weithin akzeptierten Hypothese zur Folge wird die Krankheit offenbar durch die verminderte

Expression und nicht den vélligen Verlust von SMN hervorgerufen (Lefebvre et al., 1997).

2.2.1.2 DieFunktion von SMN in der Biogenese von snRNP

Die Identifizierung von SVIN1 als Krankheitsgen der SMA ermdglichte die Analyse der
zelluléaren Funktion des SMN-Proteins und damit der molekularen Ursachen der Krankheit.

Erste Experimente zur Charakterisierung ergaben, dass das Gen in allen humanen Zellen
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ubiquitér exprimiert wird (Lefebvre et al., 1995). Dies, wie auch der Befund, dass das Gen
essentiell fir das Uberleben der Zellen ist (Schrank et al., 1997), legten nahe, dass es sich bei
SMIN um ein so genanntes Haushaltsgen handelt, also eine grundsétzliche Funktion im
Stoffwechsel von Zellen erfuillt.

SMIN1 kodiert fur ein Protein mit 294 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 38 kDa
(Lefebvre et al., 1995), dessen einziges Charakteristikum eine sogenannte Tudor-Domane ist.
Dieses ca. 50 Aminosduren umfassende Motiv ist evolutiondr konserviert und kommt in
einigen putativen RNA-bindenden Proteinen vor (Ponting, 1997).

Lokalisationsstudien in Hel.a-Zellen ergaben, dass SMN sowohl im Cytoplasma als auch im
Zellkern gefunden wird. Interessanterweise ist es dabei im Zellkern in distinkten Strukturen,
sogenannten ,,gems* (gemini of coiled bodies) konzentriert, welche in unmittelbarer
Nachbarschaft von ,,cajal bodies* gefunden wurden (Liu and Dreyfuss, 1996). Letztere weisen
einen hohen Gehalt an snRNP (small nuclear ribonucleoproteins) auf und fir sie wird eine
Funktion bei der Reifung und als Speicherort der Spleifl3osom-Komponenten diskutiert
(Materaand Frey, 1998).

Das Spleil3osom ist ein makromolekularer Komplex, welcher sich aus Proteinen und einer
pr&mRNA aufbaut und das pr&mRNA-Spleil3en im Zellkern von Eukaryonten katalysiert
(zusammengefasst in Kramer, 1996; Burge et al., 1999).

Hauptbestandteile des Spleifiosoms sind vier verschiedene RNA-Protein-Partikel, die snRNP
(far: small nuclear ribonucleoproteins), welche nach ihrem RNA-Anteil als Ul-, U2-, U5-
und U4/U6-snRNP bezeichnet werden. Alle U-snRNAs (small nuclear RNA) haben eine
ausgepragte Sekundarstruktur und besitzen, mit Ausnahme der U6-snRNA; Singh and Reddy,
1989) eine so genannte , Sm-Site”*, einen Uridyl-reichen Abschnitt, der als Bindungsstelle fir
die Sm-Proteine dient (Branlant et al., 1982).

Neben den fir jede der jeweiligen U-snRNAS spezifischen Proteinen (zusammengefasst in
Jurica and Moore, 2003), existieren auch sieben Proteine, welche allen snRNP gemeinsam
sind: die Sm-Proteine B/B’, D1, D2, D3, E, F und G (B ist eine Spleil3variante von B). Sie
sind benannt nach ihrer Reaktivitat mit Autoantikdrpern des Sm-Serotyps von Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes.

Biochemische und strukturelle Untersuchungen offenbarten, dass die Sm-Proteine als
heptamerer Ring an die Sm-Bindungsstelle der snRNAs gebunden sind (Kambach et al.,
1999h; Kastner et al., 1990; Raker et al., 1999; Stark et al., 2001). Zusammen mit der shRNA
bilden sie den sogenannten Sm-Core aus, ein strukturelles Grundgerist, das alen

spleildosomalen snRNP gemeinsam ist (vgl. Abbildung 2-5).
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U1-snRNA

o

Abbildung 2-5 Die Aushildung der Sm-Core-Struktur auf der U1l-snRNA. Schematische Darstellung zeigt
schematisch die Zusasmmenlagerung der Sm-Proteine zum heptameren Ring auf der hier as Beispiel gewdahlten
Ul-snRNA. Die zum Teil methylierten Sm-Proteine werden vom SMN-Komplex auf der RNA assembliert,
wobei sie an die Sm-Bindungsstelle binden, diein allen U-snRNAs gefunden wird.

Von den spleil3osomalen U-snRNAs bindet nur U6 keine Sm-Proteine. Stattdessen formen die
strukturell eng verwandten LSm-Proteine 2-8 (like Sm) einen heptameren Ring am Uridin-
reichen 3'-Ende der U6-snRNA aus, welcher der Sm-Core-Doméne strukturell sehr ghnlich ist
(Salgado-Garrido et al., 1999; Toro et al., 2001).

Obwohl sich die U-snRNP in vitro spontan zusammenlagern konnen (Raker et al., 1996;
Raker et al., 1999), konnte nachgewiesen werden, dass das Sm-Core-Assembly in vivo ein
ATP-abhangiger Prozess ist, welcher zusétzliche Faktoren, insbesondere SMN, erfordert.
Untersuchungen in Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis haben gezeigt, dass die
Biogenese der spleiRfosomalen snRNP in mehreren Schritten im Zellkern und im Cytoplasma
erfolgt (Matta), 1988). Alle spleifosomalen snRNAs aul3er U6 werden von der RNA-
Polymerase-11 transkribiert und verlassen als m’G-gecappte Vorlaufer vorilbergehend den
Zellkern. Im Cytoplasma assoziieren sie mit Sm-Proteinen und bilden so die Sm-Core-
Struktur aus (Zeller et al., 1983). Diese ist die Voraussetzung fur die anschlief3ende
Prozessierung und Modifikation der snRNA, einschlieRlich der Umwandlung der m’G-
Capstruktur zum ms®*’G-Cap (Cap-Hypermethylierung) (Yang et al., 1992; Mattaj, 1986).
Das zusammengelagerte Partikel wird anschlief3end durch spezifische Transportrezeptoren,
welche sowohl das mzG-Cap als auch die Sm-Core-Doméne erkennen, in den Zellkern
transportiert (Fischer et al., 1993; Huber et al., 2002). Nach der cytoplasmatischen Reifung
wird das snRNP in den Zellkern transportiert (Fischer et al., 1993). Derzeit ist noch unklar, zu
welchem Zeitpunkt der snRNP-Biogenese die Assoziation mit den spezifischen Proteinen

erfolgt.
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Untersuchungen in Xenopus laevis Oocyten und einem zellfreien experimentellen Assay-
System haben bestétigt, dass SMN, im Komplex mit mindestens 18 weiteren spezifischen
Proteinen, essentiell fur diese Reaktion ist (Fischer et al., 1997; Buhler et al., 1999; Meister et
al., 2001a8). So konnte gezeigt werden, dass in SMN-immunodepletierten Zellextrakten kein
U-snRNP-Assembly mehr stattfindet, dieses jedoch nach Zugabe von aufgereinigtem SMN-
Komplex jedoch wiederhergestellt werden kann (Meister and Fischer, 2002). Die Daten
sprechen dafur, dass die Assoziation der Sm-Proteine mit dem SMN-Komplex der
grundlegende Schritt im U-snRNP-Assembly ist.

2.2.2 Protein-Arginin-M ethyltr ansfer asen

Die Methylierung von Proteinen gehdrt, wie auch die Phosphorylierung, zu den
posttranslationalen Modifikationen, die der Zelle noch nach der Translation gestatten, die
Aktivitdt von Proteinen zeitlich oder rdumlich koordinieren zu konnen. Obwohl Proteine auch
an Lysinen und Histidinen methyliert werden, sind in erster Linie Arginine das Ziel dieser
Modifikation. Drel Hauptformen der Protein-Arginin-Methylierung wurden bisher gefunden:
Monomethylarginine (MMA), symmetrische Dimethylarginine (SDMA) und asymmetrische
Dimethylarginine (@DMA) (vgl. Abbildung 2-6).

Q  (CHg M Symm. Dimethylarginin
e : C, ,CH__N
ey HC™ M o CH
HzN., NH RN o R
c

|
NH
CHIs H Asymm. Dimethylarginin

C. LCH_ _N

Monomethylarginin =

Abbildung 2-6 Die durch Protein-Arginin-Methyltransferasen katalysierten Modifikationen. Die Abbildung
zeigt die symmetrische und asymmetrische Dimethylierung an Argininen und deren Vordufe, die
Monomethylierung (Ubernommen aus Aletta et al., 1998).

Asymmetrische Dimethylierungen werden dabei von den Typ-I-Methyltransferasen
PRMT1-4, sowie vermutlich auch PRMT6, katdysiert. PRMTS5 dagegen ordnet man den

Typ-11-Methyltransferasen zu, deren Proteinsubstrate eine symmetrische Dimethylierung
erhalten.
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Ein Vergleich der bisher bekannten Substrate fir diese Form der posttranslationalen
Modifikation ergab, dass die Mehrzahl von ihnen innerhalb einer Sequenz methyliert werden,
welche als RNA-bindende Doméne beschrieben wurde (Kiledjian and Dreyfuss, 1992).
Dennoch sieht es so aus, als wirden hierdurch nicht die RNA-Bindeeigenschaften (Valentini
et al., 1999), sondern eher Protein-Protein-Interaktionen des Substrats moduliert werden. Im
Gegensatz zu anderen posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Phosphorylierungen oder
Acetylierungen gibt es bisher keine Hinweise darauf, dass Methylierungen reversibel sind.

Wahrend nach und nach weitere Methyltransferasen und deren Substrate beschrieben werden
(vgl. Boisvert et al., 2003), liegen die genauen Funktionen der katalysierten Methylierungen

groftenteils noch im Dunkeln.

2.2.3 Der PRMT5-Komplex

2.2.3.1 DieProtein-Arginin-M ethyltransferase 5

Das Protein PRMT5 wurde urspriinglich von Pollack et al. mit Hilfe eines Yeast-Two-Hybrid-
Screens nach Janus-Kinase-2-1nteraktoren im Jak/Stat-Signaltransduktionsweg als Janus
kinase binding protein 1 (JBP1) identifiziert. Das ca. 72 Kilodalton grofée Protein ist
hauptsachlich cytoplasmatisch lokalisiert und zeigt in Sequenzvergleichen deutliche
Homologien zu anderen Protein-Arginin-Methyltransferasen (Pollack et al., 1999).
I nteressanterweise handelt es sich bei PRMT5 um die erste Protein-Arginin-Methyltransferase
von der man well3, dass sie die Bildung symmetrischer Dimethylarginine (SDMA) katalysiert
und damit zur Gruppe der Typ-I1-Enzyme gehort (Branscombe et al., 2001). Die Entdeckung
von sDMAs in den spleiRiosomalen Proteinen SmB, D1 und D3 (Brahms et al., 2000) lief3
schnell vermuten, dass mit ihnen ein in-vivo-Substrat fir PRMTS5 gefunden worden war
(Friesen et al., 2001c; Meister et al., 2001b).

Wie alle bis heute beschriebenen Arginin-Methyltransferasen verfigt PRMT5S Uber eine so
genannte  Methyltransferasedoméne, welche sich unter anderem aus einer
S-Adenosylmethionin-bindenden Sequenz (Aminosdure 365-369, GAGRG) und einer
weniger konservierten, C-terminalen Region von bisher unbekannter Funktion zusammensetzt
(Rho et al.,, 2001). Abbildung 2-7 zeigt einen grafischen Homologievergleich der

verschiedenen humanen Protein-Arginin-Methyltransferasen.
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Abbildung 2-7 Die humanen Protein-Arginin-Methyltransferasen sind in ihrer Doméanenstruktur hoch
konserviert. Schematische Darstellung der sechs humanen Methyltransferasen als Protein-Primérstruktur. Die
Homol ogie erstreckt sich vor allem Uber die Methyltransferasedoméne (schwarz) und eine weniger homologe, C-
terminale Region (grau). Andere bekannte, nicht konservierte Doménen sind die SH3- (gestreift, in PRMT2) und
die Zinkfingerdoméne von PRMT3. Abbildung Gibernommen aus (McBride and Silver, 2001).

Co-Immunprazipitationen und in-vitro-Methylierungsassays ergaben, dass der 1999 von Pu et
al. isolierte PRMT5-Komplex mit den assoziierten Bindungspartnern plCln  und
WD45/MEP50 die symmetrische Arginin-Methylierung der genannten Sm-Proteine
katalysiert, welches als Voraussetzung fr deren Bindung an SMN gilt (Meister et al., 2001b),
(Brahms et al., 20014). Diese Daten implizieren, dass der PRMT5-Komplex eine Funktion in
der snRNP-Biogenese innehat, indem er die Sm-Core-Proteine SmB, D1 und D3 methyliert
und anschlief3end an den Assembly-Faktor SMN Ubergibt.

2.2.3.2 Interaktoren von PRMT5

Im PRMT5-Komplex (Methylosome, Friesen et al., 2001b) konnte bisher nur die Funktion der
Protein-Arginin-Methyltransferase PRMT5 geklart werden. Von zwei weiteren Komponenten
des bei ca. 20 S sedimentierenden, cytoplasmatischen Komplexes, pl Cln und WD45/MEP50,
well3 man weitaus weniger (Pu et al., 1999).

Obwohl plClIn urspringlich als lonenkanal-Komponente identifiziert wurde (Paulmichl et al.,
1992), legten eine fehlende Transmembrandomane und die sowohl cytoplasmatische, als auch
nukledre Lokalisation eine andere Funktion des ca. 37 Kilodalton schweren Proteins nahe.
PICIn konnte man bisher noch keine Homologie zu bereits bekannten Proteinen nachweisen,
sodass man auf eine bestimmte Funktion hétte schlief3en kénnen. Die Bindung der
Sm-Domane der Sm-Proteine SmD1 und D3 und die Interaktion mit PRMT5 sprechen jedoch
far eine Funktion bei der Methylierung von snRNP-Core-Proteinen (Friesen et al., 2001a; Pu
et al., 1999).

Mittels Dichte-Gradientenzentrifugation konnten Friesen et al. neben dem 20S PRMT5-

Komplex auch noch einen 6S Komplex isolieren. Dieser besteht aus plCln und den Sm-
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Proteinen SmD1, D2, D3 und zeigt erwartungsgemal’ keine Methylierungsaktivitét. Seine
genaue Funktion ist noch unklar (Friesen et al., 2001b).

Dies gilt auch fir WD45/MEP50, dem dritten Protein im PRMT5-Komplex. Wie plCln bindet
es in in-vitro-Bindungsassays die beiden Sm-Proteine SmD1 und D3, auf3erdem auch noch
SmB, D2 und E (Friesen et al., 2002).

WD45 (bzw. MEP50 fir methylosome protein 50 kDa) gehort zur Gruppe der
WD-Wiederholungen enthaltenden Proteine, deren Gemeinsamkeit in der Ausbildung einer
speziellen, sequenzbedingten [-Faltblattstruktur liegt. Es wird diskutiert, dass sie als
Plattform fur Protein-Protein-Wechselwirkungen fungiert (Wall et al., 1995; Garcia-Higuera
et al., 1996; Sondek et al., 1996). In-vitro-Bindungsassays von WD45 mit den Sm-Proteinen
scheinen dies zu bestétigen.

Zusammengefasst implizieren die Daten weniger eine regulatorische Funktion von WD45 und
pICln bei der Protein-Arginin-Methylierung, sie scheinen eher fir die Prdsentation der
Substrate an das Enzym PRMT5 verantwortlich zu sein.

Das Zusammenspiel der PRMT5-Komplexkomponenten bei der Methylierung der Sm-

Proteine ist einer der Punkte, welche in dieser Arbeit adressiert werden.

2.2.3.3 DieFunktion von PRMT5in der Sm-Core-Biogenese

Betrachtet man die aktuellen Daten Gber PRMT5 und SMN, wird eine zeitliche Abfolge ihrer
Funktionen erkennbar. Hierbel scheint es, dass die Methylierungsaktivitat von PRMT5 die
Voraussetzung fur das Sm-Core-Assembly durch den SMN-Komplex schafft. Durch die drei
Hauptkomponenten des PRMT5-Komplexes, PRMT5, pICin und WD45 werden
unmethylierte Sm-Proteine gebunden (Friesen et al., 2001b; Friesen et al., 2002) und in ihrer
RG-reichen Region symmetrisch dimethyliert. So modifiziert kénnen sie von SMN gebunden
(Buhler et al., 1999; Brahms et al., 2001a) und mit Hilfe des SMN-Komplexes als heptamerer
Ring auf den snRNAs assembliert werden (Raker et al., 1996; Kambach et al., 1999a; Meister
et al., 2002). Abbildung 2-8 fasst ein Modell dieser Theorie zusammen.
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Abbildung 2-8 Ein Modell der sequentiellen Abfolge von Sm-Methylierung und Sm-Core-Assembly.
Schematische Darstellung der an der Sm-Methylierung und dem Core-Assembly betelligten Protein- und RNA-
Komponenten. Die symm. Dimethylierung der drei Sm-Proteine SmB, SmD1 und SmD3 wird durch den
PRMT5-Komplex (PRMT5, plCin und WD45) katalysiert, die Aufgabe der anschlieRenden Zusammenlagerung
zum heptameren Ring auf der U-snRNA Ubernimmt der SMN-Komplex.

Bisher unklar ist der Mechanismus, der zur Ubertragung der Sm-Proteine vom PRMT5- auf
den SMN-Komplex fuhrt. Da nur drei (SmB, D1 und D3) der sieben Sm-Proteine methyliert
werden, stellt sich die Frage, in welchem Schritt die restlichen vier Proteine in den Sm-Core-
Ring integriert werden. Biochemische Untersuchungen gaben Hinweise darauf, dass vor der
Methylierung bereits Sm-Heterodimere/-oligomere bestehen, von denen dann jewells ein
Bindungspartner methyliert wird (Raker et al., 1996; Kambach et al., 1999b). So modifiziert
konnen zwel oder drei Sm-Proteine gleichzeitig auf SMN Ubertragen werden, ohne dass jedes
von ihnen methyliert ist. Mittels in-vitro-translatierter Sm-Proteine in U-snRNA-freien
Systemen konnten Heteromere aus SmD1/D2, SmB/D3 und SmE/F/G rekonstruiert werden.
Es wird diskutiert, dass diese auch bei hdheren Salzkonzentrationen stabilen Komplexe
Vorgufen auf dem Weg zum Sm-Core-Ring darstellen. Ihre deutlich grol3ere Stabilitét in der
rekombinanten Co-Expression mit ihren jeweiligen putativen Bindungspartnern gegentber
der Expression als Einzelprotein spricht ebenfalls fir ein Vorliegen als Heteromer (Ch.
Kambach, personliche Mitteilung).

Bisher fehlen allerdings entsprechende in-vivo-Beweise fUr bereits fertig zusammengebaute

Sm-Core-Komponenten.

2.3 Ziel dieser Arbeit

Obwohl das Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) als Ribosomen-assoziiertes,
RNA-bindendes Protein bekannt war, gab es zu Beginn dieser Arbeit keine Daten Uber dessen
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zellulére Funktion. Diese Arbeit verfolgte die Hypothese, dass FMRP aufgrund der genannten
Eigenschaften ein Regulator der Translation sein kbnne, was mit einem zu etablierenden
Testsystem untersucht werden sollte. Hierfir war beabsichtigt, FMRP funktionell in E. coli zu
exprimieren, daraus zu reinigen und seine Aktivitat anhand bekannter Eigenschaften (RNA-
Bindung und Oligomerisierung) zu verifizieren. Fur die Analyse von FMRP stand auf3erdem
eine mutierte Version von FMRP (1304N) zur Verfigung, die bel einem Patienten mit
Fragilem X-Syndrom zu einem aui3erst schweren Krankheitshild fuhrt. Dies e'rmdglichte, die
Funktion von FMRP mit Bezug zur Krankheit zu tberprtfen. Wie sich im Zuge der Arbeiten
zeigen sollte, konnte der postulierte Effekt von FMRP auf die Translation in der Tat bestétigt
werden (Laggerbauer et al., 2001), sodass sich als Folgeziel die Eingrenzung jener
funktionellen Doménen in FMRP anschlief3en wirde, welche fir Translationsinhibition,
RNA-Bindung sowie Homo- und Hetero-Oligomerisierung erforderlich sind. Der Frage, ob
FMRP posttranslational modifiziert wird und so selbst in seiner Aktivitét reguliert werden

konne, sollte mit geeigneten Testsystemen in vivo und in vitro nachgegangen werden.

Ausgangspunkt des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit war die Beobachtung, dass einige
Sm-Proteine Ziel einer symmetrischen Dimethylierung durch die Protein-Arginin-
Methyltransferase PRMT5 sind. Diese Modifikation ist Voraussetzung fur die Interaktion mit
SMN und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Ausbildung des Sm-Core. Die funktionelle
Analyse von PRMT5 sollte dabel Einblicke in den Katalysemechanismus des Enzyms
ermoglichen.  Als  Voraussetzung hierfir  war  beabsichtigt, zu Anfang die
Bindungsverhdltnisse der Hauptkomponenten des PRMT5-Komplexes, PRMT5, plCln und
WD45, mittelsin-vitro-translatierter Proteine und | mmunprazipitationen aus Zelllysat genauer
zu untersuchen. Daran anschlielend sollte die jewellige Aufgabe der drei
Komplexkomponenten bei der Sm-Methylierung ergrtindet werden. Zu diesem Zweck sollten
alle beteiligten Proteine rekombinant in E. coli exprimiert werden und daraufhin in
unterschiedlich konzipierten in-vitro-Assays auf ihre Funktion in der Methylierungsreaktion

hin Gberprift werden.
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3 Material

3.1 Chemikalien und Enzyme

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien in Analyse-Qualitét von den Firmen
Biorad, Roche, Fluka, Gibco BRL, Merck, Roth und Sgma bezogen. Radiochemikalien

stammten von der Firma Amersham-Pharmacia, Enzyme von den Firmen MBI, Promega und

New England Biolabs. Oligonukleotide wurden bel der Firma Metabion synthetisiert.

3.2 Puffer und Kulturmedien

RNA-Probenpuffer

(denaturierend)

5 %igesdenat. RNA-Gél

RNA-Probenpuffer
(nativ)

6 %iges natives RNA-Gel
(nativ)

90 % (v/v) Formamid
0,025 % (w/v) Xylencyanol
0,025 % Bromphenolblau

0,5x TBE

5 % PAA (Rotiphorese Gel 40, Fa. Roth)

8 M Harnstoff

500 pl 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

50 ul N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
ad 100 ml H,O

15 % (v/v) Glyzerin

10 mg/ml Heparin

0,025 % (w/v) Xylencyanol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

30 ml 20 %iges Acrylamid (80:1)
5ml 10x TBE

4,6 ml Glyzerin

500 pl APS

50 pl TEMED

ad 100 ml H,O
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AES-Puffer
(RNA-Isolierung)

PBS
(phosphate buffered saline)

4x Proteinprobenpuffer

300 mM Na'-Acetat (pH 5,2)
2mM EDTA
0,1 % (w/v) SDS

130 mM NaCl
77,4 ml 1M NaHPO,4
22,6 ml 1M NaH2PO4
ad 1L ddH.O

100 mM Tris-HCI pH 6.8
2,5mM EDTA

0,1 % Bromphenolblau

50 % Glycerin

100 mM DTE (Dithioerythrol)

1x Probenpuffer mit Urea 4,8 g Urea

TBT-Puffer

| P-Puffer

1x TBE-Puffer

5% SDS

200 mM Tris-HCI pH 6,8
1 mM EDTA

10 % (>-Mercaptoethanol

175,2 g NaCl
14,5 g Tris-Base
60 g Tris-HCI
100 ml Tween-20
ad2L HO

150 mM NaCl

50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
5mM MgCl,

0,01 % Nonidet P-40

89 mM Tris-HCI pH 8.3
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89 mM Borsaure
25mM EDTA

5%ige Sammelgellosung 1,5 ml 30 % Acrylamid-L6sung (Vernetzungsgrad: 37,5:1)
1,5ml 0,5M TrissHCI pH 6.8
50 ul 20 % (w/v) SDS
5ul  TEMED
100 pl 10 % APS
ad 10 ml H,O

12 %ige Trenngellosung 4 ml 30 % Acrylamid-Losung (Vernetzungsgrad: 37,5:1)
2ml 2M TrissHCI pH 8,0
50 pul 20 % SDS
4yl TEMED
100 pl 10 % APS
ad 10 ml H,O

Elektrophorese-Laufpuffer 150 g Glycin
30 g Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
10g SDS
adlL HO

Wasch-Puffer 300 mM NaCl
50 mM Tris-HCI (pH 8,5)
5mM MgCl,

Roeder A-Puffer 10 mM KCI
10 mM Hepes-KOH (pH 7,9)
1,5 mM MgCl,
0,5mM DTT
0,5 mM PMSF

Roeder C-Puffer 420 mM KCI
10 mM Hepes-KOH (pH 7,9)
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1,5 mM MgCl,
0,5mM DTT
0,2mM EDTA
5% (v/v) Glyzerin
0,5 mM PMSF

Roeder D-Puffer 100 mM KCl
20 mM Hepes-KOH (pH 7,9)
1,5 mM MgCl,
0,5mM DTT
20 % (v/v) Glyzerin
0,5 mM PMSF

10x M ethylierungspuffer 500 mM Tris-HCI (pH 7,4)
20 mM EDTA
20 mM EGTA

Aufschlusspuffer 300 mM KCI
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
2mM EDTA
0.5mM DTT
0,1 % Nonidet P40

Medium zur Kultivierung von E. coli (2YT)
16 g/l Bacto-Trypton (Fa. Difco)
10 g/l Bacto-Y east-Extrakt (Fa. Difco)
5 g/l NaCl
pH 7,4

Superbroth 3,5 % (w/v) Bactotrypton
2 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
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3.3 Antikorper

Die folgende Tabelle gibt die verwendeten Antikdrper und -seren wieder. Sekundére

Antikorper fur Westernblot waren mit Peroxidase, solche fur | mmunfluoreszenzmikroskopie

mit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) oder Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC)

konjugiert.

Tabelle 3-1 Ubersicht (iber die verwendeten Antikorper

Name (Klon) Antigen Herkunft, Typ Hersteller / Referenz | Zustand

primére

Antikorper:

anti-FMRP(36.1) FMRP Maus, monoklonal diese Arbeit affinitatsgereinigter

Hybridoma-Uberstand

anti-PRMT5 PRMT5 Kaninchen, diese Arbeit affinitdtsgereinigtes
polyklonal Serum

anti-pICin pICIn Kaninchen, Fa. Charles River affinitdtsgereinigtes
polyklonal Serum

anti-wbD45 WD45 Kaninchen, diese Arbeit affinitdtsgereinigtes
polyklonal Serum

anti-SMN SMN Maus, monoklonal D. Bihler affinitatsgereinigter

Hybridoma-Uberstand

sekundére

Antikorper:

anti-mouse IgG Maus-lgG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

FITC conjugate préaadsorbiert

anti-mouse IgG Maus-lgG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

TRITC conjugate préaadsorbiert

anti-mouse IgG Maus-IgG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt

peroxidase conjugate

anti-rabbit IgG Kaninchen-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

FITC conjugate préaadsorbiert

anti-rabbit IgG Kaninchen-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

TRITC conjugate préaadsorbiert

anti-rabbit IgG Kaninchen-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt

peroxidase conjugate

3.4 Plasmide

Tabelle 3-2 fasst die in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-V ektoren zusammen, Tabelle 3-3
listet die verwendeten cDNA-Konstrukte auf.
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Die verwendeten Tags zur Proteinisolierung waren:
His: 6x Histidin
ZZ: immunogene Doméne von Protein A aus Staphylococcus aureus
GST: Glutathion-S-Transferase

Tabelle 3-2 Ubersicht tiber die verwendeten Plasmid-Vektoren

Vektor

Hersteller / Referenz

Organismus

Eigenschaften

pET21a

Fa. Novagen

E. coli

prokaryontischer Expressionsvektor fir
Proteine mit N- und C-terminalem His-tag

pET21a-27

(Buhler et al., 1999)

E. coli

prokaryontischer Expressionsvektor fir
Proteine mit N-terminalem ZZ-tag und C-

terminalem His-tag

pET28a

Fa. Novagen

E. coli

prokaryontischer Expressionsvektor fir

Proteine mit C-terminalem His-tag

PGEX-5X-1

Fa. Amersham-Pharmacia

E. coli

prokaryontischer Expressionsvektor fir

Proteine mit N-terminalem GST-tag

PGEX-6X-1

Fa. Amersham-Pharmacia

E. coli

prokaryontischer Expressionsvektor fir

Proteine mit N-terminalem GST-tag

Tabelle 3-3 Ubersicht tiber die verwendeten cDNA-Konstrukte

Protein (cDNA) Aminosauren Plasmid Konstrukt
FMRP 1-632 pPHA pHA-FMRP
pET21a-zz pZZ-FMRP
pET21a p21-FMRP
1-215 pET21a p21-FMRP1-215
1-277 pET21a p21-FMRP1-277
1-332 pET21a p21-FMRP1-332
1-430 pET21a p21-FMRP1-430
112-332 pET21a p21-FMRP112-332
216-632 pET2l1a p21-FMRP216-632
430-632 pET2la p21-FMRP430-632
FMRP-1304N 1-430 pET21a-27 pZZ-FMRP-1304N
pET21a p21-FMRP-1304N 1-430
112-332 pET21a p21-FMRP-1304N 112-332
1-632 pET21a p21-FMRP-I1304N 1-632
FXR1 1-621 pET21a-27 pZZ-FXR1
pET21a p21-FXR1
FXR2 1-673 pET21a-zz pZZ-FXR2
pET21a p21-FXR2
PRMTS 1-638 pPGEX-6X-1 PGEX-PRMT5
pET21a p21-PRMT5
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Protein (cDNA) Aminosauren Plasmid Konstrukt
pICIn 1-237 pGEX-6X-1 pGEX-pICIn
1-237 pET21a p21-pICin
WD45 1-343 pPGEX-6X-1 pGEX-WD45
1-343 pET21a p21-WD45
pICIn-PRMT5-WD45 Jeweils volle Lange der|pET28a Tricistron
cDNAs + dazwischen-
liegende IRES
SmB 1-231 pPGEX-6X-1 pGEX-SmB
1-231 pET28a p28-SmB
SmD3 1-126 pPGEX-6X-1 pGEX-SmD3
1-126 pET28a p28-SmD3
Heterodimer SmB/SmD3 Jeweils volle Léange Nur als Protein, zur
Verfligung gestellt von Ch.
Kambach

3.5 Organismen

Bakterien:

Fur Klonierungen und zur prokaryontischen Proteinexpression wurden die Escherichia coli
Stamme DH5a (Fa. Gibco BRL) und BL-21(DE3) (Fa. Stratagene) verwendet.

Genotypen:

DH5a:F, A7, hsdR17, deoR, endAl, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96,
A(argF-lacZY A)169, ®80d(lacZAM 15)

BL21(DE3): F, dcm, ompT, hsdS(rB™ mB"), gal, (DE3)

Zdll-Linien:

Zur transienten Transfektion, Extraktherstellung, und fir Lokalisationsstudien fanden die
Zell-Linien HelLa S3 (humane Zervixkarzinom-Zellen) und 293 (humane, embryonale, Ad5-
transformierte  Nierenzellen) Verwendung. Erstere waren zur Extraktpréparation
Suspensionszellen (Darnell et al, 1959), letztere adhérent wachsende Saugerzellen.

Tiere

Die Herstellung von Antiseren erfolgte durch Immunisierung von Kaninchen bzw. Mausen.
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4 Methoden

4.1 Molekular- und zellbiologische M ethoden

Alle nicht ndher beschriebenen molekularbiologischen Standardmethoden (DNA/RNA-
Gelelektrophorese, -Extraktion, -Prazipitation und Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsauren etc., PCR) wurden nach (Sambrook et al., 1989) bzw. nach den jeweiligen
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dort finden sich auch die Zusammensetzungen der nicht
néher beschriebenen Puffer und Losungen.

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem ,,Mini-“ bzw. ,Maxi-Plasmid-
Purification-Kit“ der Firma Qiagen. Fur die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
wurde der ,, Qiaquick-Kit* der Firma Qiagen verwendet, PCR-Produkte wurden mit dem PCR-
Purification-Kit aufgereinigt.

Transformationen von Plasmid-DNA in die E. coli Stdmme DH5a und BL21(DE3) erfolgte
nach der Hitzetransformations-M ethode, ebenfalls aus (Sambrook et al., 1989).

4.1.1 Klonierung von cDNA-Fragmenten

Diein dieser Arbeit verwendeten cDNA-Konstrukte sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.

Wenn nicht anders angegeben wurden alle in dieser Arbeit verwendeten cDNAs bei
Umklonierung durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach den Protokollen von Innis et al.
amplifiziert (Innis and Gelfand, 1990). Als Matrize (template) hierfir dienten die in Kapitel
3.4 genannten, bereits klonierte cDNAs. Als Primer wurden im Einzelnen nicht aufgefiihrte,
spezifische Oligonukleotide verwendet, die am 5- bzw. am 3-Ende eine geeignete
Restriktionsschnittstelle aufwiesen, mit deren Hilfe die betreffende cDNA in Plasmid-
Vektoren einkloniert wurde. Fur alle PCR-Reaktionen wurde das Expand High Fidelity PCR

System der Fa. Roche verwendet.

4.1.2 Kultivierung und Transfektion von Suger zellen

Saugerzellen werden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit auf Kunststoff-
Gewebekulturschalen bzw. in  Gewebekulturflaschen kultiviert. Als  Kulturmedium
(Vollmedium) wird Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Fa. Gibco BRL) mit 10 %
(v/v) fetalem Kéberserum (FCS, Fa. Gibco BRL), 2 mM L-Alanyl-L-glutamin (Gibco BRL)
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und 0,1 mg/ml Penicillin/Streptomycin (Fa. Sigma) verwendet. Bel einer Konfluenz von etwa
70 % werden die Zellen passagiert. Dazu werden sie nach Entfernen des Mediums mit PBS
(87°C) gewaschen, dann mit 1% Trypsin in PBS von der Kulturschale abgelost. Es wird
frisches Vollmedium zugegeben und die Zellen in geeigneter Verdinnung (1:2 bis 1:10) auf
neuen Kulturschalen ausgesédt, so dass sie eine Konfluenz von ca. 15 % erreichen. Alle

Zellkulturarbeiten erfolgen unter sterilen Bedingungen.

4.2 Biochemische M ethoden

421 Sandardmethoden der Proteinbiochemie

Alle proteinbiochemischen Standardmethoden wurden nach den Versuchsvorschriften in
Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Dort finden sich auch die Zusammensetzungen der in
dieser Arbeit nicht aufgeftihrten Puffer.

4.2.2 Diskontinuierliche Gelelektr ophorese von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese nach Laemmli, 1970. Dafur wird zwischen zwei abgedichtete Glasplatten
zunéchst ein Trenngel, nach der Polymerisation darauf dann ein Sammelgel gegossen. Die
genaue Vorgehensweise hierzu ist in (Sambrook et al., 1989) beschrieben. Nach der
Polymerisation wird das Gel in eine mit Laufpuffer gefillte Elektrophoreseapparatur
eingespannt. Die Proteinproben (bis 20 pl) werden mit einem Drittel Volumen Protein-
Probenpuffer versetzt und bei 96°C fur 5 min denaturiert. Anschlief?end werden sie in die
Probentaschen des Gels pipettiert und bei einer Stromstérke von 65 bis 70 mA aufgetrennt.

Zur Coomassie-Farbung der aufgetrennten Proteine wird das Gel nach der Elektrophorese fur
30 min in Farbelésung (0,1 % [w/v] Coomassie Brilliant Blue R-250, 30 % [v/v] Methanol,
10 % [v/v] Essigsaure), danach mehrfach in Entfarbel6sung (30 % [v/v] Methanol, 10 % [v/V]
Essigsaure) geschwenkt. Zum immunologischen Nachweis werden die Proteine nach der
Elektrophorese auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran transferiert (Westernblot-
Verfahren, siehe 4.3.4 Westernblot). Zum Nachweis radioaktiv markierter Proteine wird das
Gel zur Fixierung fur 30 min in 30 % Essigsaure geschwenkt, das radioaktive Signal mit Hilfe
von Amplify (Fa. Amersham Pharmacia) verstérkt, das Gel in einem Geltrockner getrocknet

und autoradiografiert.



42 Material und Methoden

4.2.3 Rekombinante Expression von Proteinen

4.2.3.1 Expression in Escherichia coli

Fur die Expression eines rekombinanten Proteins wird das entsprechende Plasmid-Konstrukt
in E.coli BL21gold(DE3) transformiert und auf einer antibiotikumhaltigen Agarplatte
ausgestrichen. Nach geeigneter Inkubation wird eine Einzelkolonie abgenommen und eine
Ubernachtkultur in 1 Liter Superbroth-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum bei
23°C angelegt. Bei einer OD von 0,5-0,8 wird die Expression des Proteins durch Zugabe von
1 mM IPTG (pET-Konstrukte) induziert und die Kultur bei 16°C fur 5-6 h weiterinkubiert.
Danach werden die Bakterien durch Zentrifugation fur 15 min mit 5000 g bel 4°C geerntet.
Das Pellet wird einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und kann so bel —20°C eingefroren
werden. Das Bakterienpellet wird nach kurzem Antauen in kaltem Aufschlusspuffer (bei His-
Fusionsproteinen alle Schritte ohne EDTA/EGTA) resuspendiert und durch
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Nach Abzentrifugieren der Zellreste (25000 g, 30 min,
4°C) werden die Uberstande in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —-80°C gelagert
oder durch Affinitatsreinigung weiter aufgearbeitet.

Affinitétsreinigung von GST- und His-Fusionsproteinen:

Zur Affinitdtsreinigung von GST-Fusionsproteinen werden die wie oben beschrieben
hergestellten Bakterienlysate mit 1 ml, in Aufschlusspuffer gewaschener Glutathion-
Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) fir 1 h bel 4°C inkubiert. Die Sepharose wird dreimal
mit einem zehnfachen Volumen Aufschlusspuffer gewaschen, dann, nach Bedarf, die
gebundenen GST-Fusionsproteine mit 10 mM Glutathion in Puffer eluiert. Die Proteine
werden anschlief3end in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Fur die Reinigung von His-Fusionsproteinen werden die Bakterienlysate mit 1 ml Ni-NTA-
Agarose (Fa. Qiagen) fur 1h bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
Aufschlusspuffer werden die gebundenen Proteine mit 200 mM Imidazol in Puffer eluiert und
in flissigem Stickstoff weggefroren. Aliquots der Elutionsfraktionen werden durch SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung analysiert.

Fur die Reinigung von ZZ-Fusionsproteinen werden die Bakterienlysate analog der
Aufreinigung von His-Fusionsproteinen behandelt, da die Proteine sowohl His- als auch ZZ-
Tag besitzen.
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4.2.4 Radioaktive Markierung von Proteinen durch gekoppelte in-vitro-

Transkription und -Translation

Zur gekoppelten in-vitro-Transkription und -Translation von cDNAs wird das , TNT-T7
coupled Transcription/Translation Assay* (Fa. Promega) verwendet. Die hierfir eingesetzten
cDNA-Konstrukte enthalten einen T7-Promotor und leiten sich von den Vektoren pET21a
und pET28a ab. Zur radioaktiven Markierung der Proteine bei der Translation wird [*S]-
Methionin verwendet. Ein typischer Reaktionsansatz hat folgende Zusammensetzung:

1 Plasmid-DNA (1 pg/ul)
1l [*°S]-Methionin (10 pCi/pl)
7,5 ul T7-TNT Quick Reticulocytenlysat (Fa. Promega)

Die Ansédtze werden fur 1,5 h bei 30 °C inkubiert, anschlief3end bei —20°C weggefroren. Ein
Aliquot der Reaktion wird durch SDS-PAGE und anschlief3ende Autoradiographie analysiert.

425 Herstellung von Hel a-Zellextrakten

Kern- und Cytoplasmaextrakte aus Hel.a-Zellen werden in Anlehnung an ein Protokoll von
Dignam et al. hergestellt (Dignam et al., 1983). Alle Schritte erfolgen bei 4°C mit

vorgekihlten Losungen und Geréten.

Cytoplasmaextrakt:

Zunéchst werden 5-10'° HelaZellen (Fa. Celltech) in PBS gewaschen und bei 1000 g
pelletiert. Nach Resuspension im funffachen Pelletvolumen Roeder-A-Puffer (10 mM KCl,
10 MM HEPES/KOH [pH 7,9], 1,5 mM MgCl,, 0,5mM DTT, 0,5mM PMSF) werden die
Zellen fur 10 min gequollen. Nach erneuter Zentrifugation und Resuspension des Zellpellets
im zweifachen Volumen Roeder-A-Puffer erfolgt der Zellaufschluss durch 10 Pistillstof3e in
einem Glashomogenisator (Douncer). Alternativ werden die HelLaZellen in PBS
aufgenommen und im Douncer lysiert, dieser PBS-Cytoplasmaextrakt wird vor allem fur
Methylierungen verwendet. Die Zellkerne werden vom Cytoplasma durch Zentrifugation fir
10 min bei 1000 g getrennt. Das Kernpellet wird wie unten beschrieben weiterverarbeitet. Der
cytoplasmatische Uberstand wird durch Zugabe von 5 M NaCl auf eine Endkonzentration von
200 mM NaCl gebracht, zur Entfernung von Lipiden mit n-Heptan Uberschichtet und fur
15min bei 10000 g abzentrifugiert. Die wassrige Phase wird als Cytoplasmaextrakt

abgenommen. Zur Verwendung fdr Immunprazipitationen wird Igepal auf eine
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Endkonzentration von 0,5 % zugegeben und der Extrakt, zum Ausschluss von Schwebstoffen,
durch einen Microfilter (Porengréf3e 0,8 um, Fa. Millipore) filtriert.

Kernextrakt:

Die pelletierten Kerne werden in 150 ml Roeder-C-Puffer (420 mM KCI, 10 mM
HEPES/KOH [pH 7,9], 1,5mM MgCl;, 0,5mM DTT, 0,2 mM EDTA, 5% [v/v] Glycerin,
0,5mM PMSF) resuspendiert und durch 15 Pistillst63e im Douncer aufgeschlossen. Die
Suspension wird fur 30 min auf Eis gerthrt, danach fir 30 min bel 25000 g abzentrifugiert.
Der Uberstand dieser Zentrifugation wird zum Schluss fir 2,5h gegen Roeder-D-Puffer
(100 mM KCI, 20 mM HEPES/KOH [pH 7,9], 1,5mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 20 % [v/V]
Glyzerin, 0,5 mM PMSF) dialysiert. Die so hergestellten Kernextrakte werden fur
Dichtegradienten-Ultrazentrifugationen und fir Immunprézipitationen verwendet. Zur
Verwendung fur Immunprézipitationen wird Igepal auf eine Endkonzentration von 0,5 %
zugegeben und der Extrakt, zum Ausschluss von Schwebstoffen, durch einen Microfilter
(Porengrof3e 0,8 um, Fa. Millipore) filtriert.

Gesamtzellextrakte:
Gesamtzellextrakt von Hel.a-Zellen wird durch Zelllyse mit |P-Puffer, wie in Kapitel 4.2.9
beschrieben, hergestellt.

4.2.6 Bindungsexperimente

Zur Analyse der Interaktion zwischen zwei Proteinen wird eines der beiden in E. coli als
GST- oder ZZ-Fusionsprotein exprimiert und an einer geeigneten Matrix immobilisiert. Das
andere wird als in-vitro-translatiertes oder ebenfalls rekombinant exprimiertes Protein
zugegeben.

Bei ZZ-Fusionsproteinen werden 1-2 g des rekombinanten Proteins mit 30 pl 1gG-Sepharose
(Fa. Amersham-Pharmacia) fir 1 h bei 4°C in einem Uberkopfschiittler inkubiert. Bei GST-
Fusionsproteinen werden 1-2 g des gereinigten Proteins mit 30 pl Glutathion-Sepharose (Fa
Amersham-Pharmacia) ebenfalls fir 1 h bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
einem zehnfachen Volumen PBS mit 0,05 % Igepa werden 1-5ul enes in-vitro-
Translationsansatzes (siehe Kapitel 4.2.4) zugegeben und zur Proteinbindung fur 1 h bei 4°C
im Uberkopfschiittler inkubiert. Die Sepharose wird erneut viermal mit PBS/Igepal
gewaschen, das Reaktionsgefél3es gewechselt und schliefdlich die gebundenen Proteine mit
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SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert. Die Analyse der Eluate erfolgt durch SDS-PAGE mit
anschlief3ender Autoradiographie.

4.2.7 Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Die Dichtegradienten-Ultrazentrifugation dient der analytischen und préparativen
Fraktionierung von Zellextrakten. Mit einem Gradientenmischer (Fa. Biocomp) werden dazu
lineare, 15- bis 45-prozentige (w/v) Saccharosegradienten in 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI
(pH 7,4), 5 mM MgCI, mit einem Volumen von 11 ml hergestellt. Die Gradienten werden mit
je 500 ul des zu fraktionierenden Extrakts beladen und fir 18 h mit 41000 rpm bei 4°C in
einem ,SWA41-Ti“- Ausschwingrotor (Fa. Beckman) bel ausgeschalteter Rotorbremse
zentrifugiert. Nach Beendigung des Laufes werden 500pl-Fraktionen gesammelt, die Proteine
mit TCA prézipitiert und in SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse erfolgt
durch SDS-PAGE mit anschlief3endem Westernblot.

TCA-Prézipitation: Die Proteinlésung wird 3:1 mit einer eiskalten 100 %-igen TCA-L6sung
[w/v] gemischt, fir 30 min auf Eis inkubiert und daraufhin 30 min bei 13000 rpm und 20 °C
in einer Eppendorf-Zentrifuge abzentrifugiert. Das Prézipitat wird mit Aceton gewaschen,
erneut abzentrifugiert und nach Verdunsten des restlichen Acetons in SDS-Probenpuffer

aufgenommen.

4.2.8 Gdfiltration

Die Gelfiltration erfolgte mit einer Biocad Sprint (Fa. PerSeptive Biosystems) mit fur die
jeweilige vorgepackte Gedfiltrationssaule (Fa. Amersham-Pharmacia) angegebenen
Saulenlaufparametern. In dieser Arbeit wird eine Superose-6-Saule verwendet.

Analytische Gelfiltrationen werden zur Analyse der Zusammensetzung eines
Proteinkomplexes und zur Anschétzung der Grol3e von Proteinen in Losung herangezogen,
préparative Gelfiltrationen werden zur Reinigung von Proteinkomplexen oder rekombinanten
Proteinen verwendet. Hela-Extrakt wird auf eine mit Laufpuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris
pH 75 1 mM PMSF, 1 mM DTT) voréquilibrierte Saule aufgetragen und in einer
isokratischen Elution tber 1,5 Saulenvolumina groRenfraktioniert. Der Saulendurchlauf wird
in 1 ml Fraktionen aufgefangen und nach SDS-PAGE durch Coomassie-Farbung oder im
Westernblot analysiert.
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Um den jeweiligen Fraktionen ein Molekulargewicht zuordnen zu kdnnen, wird dieselbe
Saule einmalig mit dem High Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit (Fa

Amersham-Pharmacia) beladen und die Elution anhand der Absorptionskurven ausgewertet.

4.2.9 Metabolische Markierung von Gewebekulturzellen mit [**P]-ortho-
Phosphat und Dunnschicht-chromatographische Auftrennung der

Phosphoaminoséuren

Fur die metabolische Markierung wird jewells eine 250 ml Flasche adhdrenter HelLa
Gewebekulturzellen bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Diese werden zweimal mit
warmem TBS und einmal mit Phospholabel-Medium gewaschen und anschlief3end mit 0,5
mCi [*?P]-ortho-Phosphat pro Milliliter Phospholabel-Medium fiir 4 h weiterkultiviert. Die
Gewebekulturzellen werden dreimal mit PBS gewaschen, mit 1 ml |P-Puffer (mit 150 uM Na-
ortho-Vanadat und 100 uM Kalium-Fluorid, Phosphataseinhibitoren) versetzt und mit einem
Zellschaber von der Kulturunterlage gelost. Die Zellsuspension wird auf Eis mit einer G23-
Kaniile homogenisiert und 10 min bei 13000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird mit 5 pg
FMRP-Antikorper an 50 pl Protein-G Sepharose 1,5 h auf einem Uberkopfrotator bei 4°C
inkubiert. Die Sepharose wird viermal mit PBS/0,05 % Igepal mit Phosphataseinhibitoren
gewaschen und, nach einem Wechsel des Eppendorf-Rohrchens, in 25 pl SDS-Probenpuffer
aufgenommen, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Nach Amidoschwarzféarbung
wird die PVDF-Membran ein bis zwei Tage mit einem Verstéarkerschirm gegen einen
sensitiven Film (MS, Fa. Kodak) exponiert. Die resultierenden Radioaktivsignale werden mit
der Amidoschwarz geférbten Membran zur Deckung gebracht und die radioaktiv markierten
Proteine aus der PV DF-Membran ausgeschnitten. Dabei werden jeweils nur zwei Drittel einer
Bande ausgeschnitten, um nach erneuter Exposition der Membran zu Uberprifen, ob das
ausgeschnittene Membransttick mit dem radioaktiven Signal Gbereinstimmt. Zudem wird mit
der verbliebenen Membran eine Antikorper-Detektion durchgefiihrt, um die ausgeschnittene
Bande dem gewlinschten spezifischen Protein zuzuordnen.

Das ausgeschnittene Membransttick wird fur 30 Sekunden in Methanol inkubiert, zweimal in
ddH,O gewaschen und mit 25 pl 6 N HCI versetzt. Die Hydrolyse des Proteins erfolgt fur 50
min bei 110°C im Wérmeschrank. Die Reaktion wird mit 25 pl ddH,O abgestoppt und
abzentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues 0,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt und in einer
Membran Vakuumpumpe MD8C (Fa. Vakuubrand) getrocknet. Das getrocknete Hydrolysat
wird in 3,5 pl DC-Puffer | resuspendiert, mit 1 pl Phosphoaminosdurestandard (Phospho-
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Serin, -Threonin und -Tyrosin, jeweils 0,3 pg/ml, Fa. Sigma) versetzt und in 0,25 ul
Fraktionen auf eine Dunnschichtchromatographie-Celluloseplatte in einem Punkt aufgetragen.
Die Auftrennung der Phosphoaminosauren erfolgt elektrophoretisch in zwei Dimensionen mit
einer HTLE-7000 Apparatur (Fa. CBS Scientific) nach den Angaben des Herstellers. Die erste
Dimension wird bei pH 1,9 in DC-Puffer | bei 1,5 kV, fur 35 min durchgefthrt. Die Platte
wird anschlief3end mit einem Fon 20 min lang getrocknet und eine zweite Elektrophorese, um
90° gedreht, mit DC-Puffer 11 bei pH 3,5 fir 30 min und 1,3 kV durchgefihrt. Die Platte wird
bei 60°C getrocknet und der Phosphoaminosdurestandard mit 0,5 % Ninhydrin-Lésung in
Aceton bei 80°C visualisiert. Der Nachweis der radioaktiven Phosphoaminosduren erfolgt
durch eine einwdchige Exposition der DC-Platte mit einem Verstarkerschirm gegen einen

sensitiven MS-Rontgenfilm.

DC-Puffer |
50 mi (88 %) Ameisensaure
156 ml Eisessig
ad 2000 ml ddH,0O
DC-Puffer |1
100 ml Eisessig
10 ml Pyridin
0,5 mM EDTA

ad 2000 ml ddH,O
mit Pyridin auf pH 3,5 einstellen

4.2.10 In-vitro-Phosphorylierung von Proteinen

In-vitro-Phosphorylierungsexperimente werden benutzt, um ein Protein als Substrat fir
Kinasen zu identifizieren und um phosphorylierbare Aminosaurereste in Proteinen zu
lokalisieren. Bel der Phosphorylierung von FMRP als Substratproteinen soll die
Phosphorylierungsstelle  durch FMRP-Del etionsmutanten eingegrenzt werden.
Serin/Threonin-Phosphorylierungen werden in Kinasierungspuffer | durchgefihrt. Dazu

werden pro Ansatz je zwei Mischungen hergestellt, die zur Kinasierung vereinigt werden:

MixA: 1ul  Substratprotein (1-2 pg/ul)
lul  ATP (25 uM Endkonzentration)
ad 10 pl ddH,0

MixB: 1lul  Casein-Kinase Il oder Hela-Zellextrakt
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1ul  Kinasierungspuffer | (10x)
0,5-1 pl [y-*P] ATP (10 pCi/pl)
ad 10 pl ddH,0

Als Substratproteine werden dabei FMRP und davon je eine N-und C-terminales
Deletionsmutante verwendet. Als PhosphorUbertrager diente zum einen Casein-Kinase I, zum
anderen HelL a-Zellextrakt.

Die Kinasereaktion wird 30 min bei 30°C durchgefihrt und durch Zugabe von 20 ul 4x-SDS-
Probenpuffer abgestoppt. Die phosphorylierten Proteine werden tber SDS-PAGE aufgetrennt
und anschlief3end mittels Autoradiographie analysiert.

Die Reaktionen werden immobilisiert durchgefiihrt, wobei das Substrat an Uber seinen
Histidin-Tag an Nickel-Chelat-Sepharose gebunden, oder mittels spezifischem Antikorper an
Protein-G-Sepharose aus Zellextrakt immunpréazipitiert und anschliefiend gewaschen wird.
Die an der Sepharosematrix immobilisierte Komponente wird dazu mit 25 pl des
erforderlichen Kinasepuffers versetzt. Zur Quantifizierung der in ein Protein inkorporierten
Radioaktivitét wird das Gel nach SDS-PAGE und Coomassie-Farbung getrocknet und zum
Nachweis der radioaktiven Phosphoaminosduren erfolgt eine Exposition gegen einen
sensitiven MS-Rontgenfilm (Fa. Kodak).

4.3 Immunologische Methoden

4.3.1 Sandardmethoden der Immunologie

Samtliche nicht ndher beschriebenen immunologischen Standardmethoden wurden wie in
(Harlow and Lane, 1988) beschrieben durchgefihrt. Dort finden sich auch die
Zusammensetzungen der hier nicht im Einzelnen aufgefuhrten Puffer und Loésungen. Die
Grundlagen und Details der Herstellung von Antiseren sind ebenfalls in Harlow und Lane
(1988) beschrieben.

4.3.2 Herstellung monoklonaler Antikor per

1975 publizierten Kohler und Milstein eine neue Methode zur Herstellung monoklonaler
Antikorper in Méausen, mit der man Hybridzellen erhdlt, die sich unbegrenzt vermehren.
Gleichzeitig sezernieren diese Zellen spezifische Antikorper gegen das Antigen, mit dem die

Maus zuvor immunisiert wurde (Kohler and Milstein, 1975). Die Milzzelle einer solchen
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Maus liefert die Fahigkeit zur Antikorperproduktion, wahrend die Myelomzelle die
unbegrenzte Wachstumsfahigkeit und die kontinuierliche Antikorpersekretion beisteuert. Die
Selektion auf Hybridzellen findet Uber das Wachstumsmedium statt. Dieses enthalt
Aminopterin als Inhibitor der de novo Biosynthesewege zur Nukleotidherstellung. Die Zellen
mussen also einen Stoffwechselnebenweg benutzen, um ihre Nukleinséuren zu bilden. Die fir
die Fusion verwendeten Myelomzellen wurden zuvor mit 8-Azaguanin behandelt, um eine
Mutation in diesem Synthesenebenweg zu erzeugen (speziell: Hypoxanthin-Guanin-Phospho-
ribosyltransferase (HGPRT): katalysiert die Synthese einer gemeinsamen Vorstufe von AMP
und GMP aus Hypoxanthin). Die fusionierten Zellen werden dann in einem Medium
kultiviert, das Hypoxanthin und Thymin als Vorgufen fir die Syntheseumwege und
Aminopterin enthalt (HAT-Medium). Nicht fusionierte Krebszellen sterben ab, da sie kein
Hypoxanthin verwenden kdnnen. Milzzellen sterben ab, da sie in vitro nicht proliferieren
konnen. So wachsen ausschliedlich Hybridzellen heran, da sie fahig sind, ihre Nukleotide
Uber einen Nebenweg zu synthetisieren und den neoplastischen Charakter von
Myelomelternzellen besitzen.

4.3.2.1 Puffer, Zdllinien und Versuchstiere

Normalmedium (NM):
500 ml RPMI 1640 mit 25 mM Hepes
55 ml Fotales Kéberserum (FCS)
55ml 200 mM L-Glutamin
5,5 ml Kanamycin
5,5ml 10° M Mercaptoethanol

HAT-Medium:

571,5 ml Normalmedium

55 ml HT-Stocklésung

5,5 ml Aminopterin-Stockldsung (4x10° M, Fa. Serva)
HT-Medium:

571,5 ml Normalmedium
5,5 ml HT-Stocklésung (100x)
(1,36 mg/ml Hypoxanthin, 0,73 mg/ml Thymidin)

Sowohl bel den immunisierten, als auch bel den Mausen zur Makrophagengewinnung handelt

essichum BALB/c. Zur Fusion werden Myelomazellen PAIB3Ag81 verwendet.
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4.3.2.2 Immunisierung der Versuchstiere

AlsVersuchstiere dienen 7-10 Wochen alte Méuse (BALB/c, weiblich). Es werden vier

Immunisierungen in den Bauchraum (intraperitoneal) durchgefihrt, wobei Antigen
(Volllange-FMRP) und Adjuvans in gleichen Volumina ausgiebig gemischt werden. Die
Zellfusion findet drei Tage nach der dritten Immunisierung statt. Tabelle 4-1 zeigt das

I mmunisierungsschema.

Tabelle 4-1 Immunisierungsschema fir monoklonal e Antikorper

I mmunisierung Tag Antigen (ug) Freund’s Adjuvans
I 1 100 komplett

[ 14 100 inkomplett

[l 35 100 inkomplett

Vv 56 100 inkomplett

4.3.2.3 Myelomaanzucht

Die Anzucht der Myelomazellen (PAIB3AQ81) erfolgt acht Tage vor der Fusion. Hierzu
werden die Zellen aufgetaut und in Gewebekulturflaschen ausgesét und bei 37°C, 5 % CO,
und 95 % Luftfeuchte kultiviert. Nach jeweils zwei Tagen und vor einer vollstandigen

Konfluenz werden die Zellen in eine n&chst grof3ere Flasche passagiert.

4.3.24 Gewinnung der Makrophagen

Die Gewinnung von Makrophagen vor der eigentlichen Fusion hat zwel Grinde. Zum einen
sezernieren diese Wachstumsfaktoren, die fur die Hybridomazellen notwendig sind,
andererseits verhindern sie eine modgliche Kontamination durch Mycoplasmen.

Eine zwei Monate alte Maus (BALB/c, ménnlich) wird durch Genickbruch getotet und das
Bauchfell abgezogen. Zur Gewinnung der Makrophagen-Feederzellen wird gekihltes
Normalmedium (NM) in die Bauchhohle injiziert. Nach kurzem Sptilen wird das Medium mit
den Feederzellen durch eine Spritze aus der Bauchhohle entfernt, zentrifugiert (1000 rpm, 5
min, 4°C), das Pellet zweimal mit 15 ml Medium gewaschen und in 100 ml NM, 5 %
BriClone aufgenommen. Je 0,5 ml wird in die Locher von 24-Well Costarplatten (Fa. Cogtar)
vorgelegt.

Anschlief3end werden die Zellen bis zur Fusion unter Standardbedingungen kultiviert.
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4.3.25 Zédlfuson von Milzzellen der immunisierten Versuchstiere mit Myelomazellen

Die Maus wird drei Tage nach der letzten Immunisierung durch Genickbruch getétet. Nach
Offnen der Bauchdecke wird die Milz, wenn mdglich ohne Bindegewebe, steril entnommen
und in RPMI-Medium (ohne HEPES) aufgenommen. Das Gewebe wird mit einer Pinzette
zerkleinert und mit Hilfe einer Spritze zur Homogenisierung durch sterile Watte gedrtickt. Die
homogenisierten Milzzellen werden zentrifugiert (200 x g, 5 min, RT), in RPMI(OH)
gewaschen, wiederum abzentrifugiert und in 10 ml RPMI(OH) aufgenommen.

AnschlieBend werden sie zu 5 x 10’ abzentrifugierten Myelomazellen gegeben, die
Suspension gemischt und erneut abzentrifugiert. Fur die Fusion wird 0,5 ml auf 37°C
vorgewdarmtes PEG 4000 (Polyethylenglycol, Fa. Roche) zu dem Zellpellet gegeben und unter
leichtem Schiitteln genau eine Minute im 37°C-Wasserbad inkubiert. Anschlief3end werden
die Zellen eine Minute bei Raumtemperatur stehen gelassen, dann erfolgt Gber finf Minuten
hinweg bei 37°C die Zugabe von 10 ml RPMI(OH). Um die entstandenen Zellkontakte zu
stabilisieren missen die Zellen 10-15 Minuten auf Eis stehen bleiben. Die Zellen werden
erneut zentrifugiert und in 125 ml Normalmedium mit 5 % BriClone aufgenommen. Nach
einer Inkubation von 24 Stunden ohne Selektionsmedium im Brutschrank kann eine

Vereinzelung (Klonieren) der Hybridomazellen erfolgen.

4.3.2.6 DieVereinzelung der Hybridomazellen in einzelneKlone

Die Codtarplatten werden auf angewachsene Zellklone hin kontrolliert, von diesen
Mischklonen werden mit Hilfe von Verdinnungsreihen Einzelklone in  96-Well
Mikrotiterplatten angelegt. Diese werden mit Makrophagen in Normalmedium, 5 % BriClone,
versorgt und unter Standardbedingungen zehn Tage ohne Mediumwechsel kultiviert.
Anschliel3end koénnen die Mediumiberstande auf den richtigen sezernierten Antikorper hin
getestet werden, positive Klone werden schrittweise in jeweils grolRere Zellkulturgefalde
Uberfihrt, bis die Zellzahl grol3 genug ist, dass die Klone zur Aufbewahrung eingefroren

werden kénnen.

4.3.2.7 Suche nach Zélllinien, die Antikorper der gewlinschten Spezifitat sezernieren

(Screening)
4327.1 ELISA (Enzyme-linked immunosorbant assay)

Der ELISA ermdglicht ein quantitatives Screening nach einem bestimmten Antikérper mit
einem Antigen bekannter Spezifitét. Der Versuch wird in einer Mikrotiterplatte durchgefihrt.
Im indirekten ELISA wird hierzu das Antigen Uber elektrostatische Wechselwirkung an der
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Kunststoffoberflache der Mikrotiterplatte immobilisiert. Nichtbesetzte Bindungsplétze werden
durch eine 1 %ige BSA-L6sung in PBS abgeséttigt, um unspezifische Bindung der Antikorper
an die Mikrotiterplatte zu verhindern. Anschlief3end werden die Mediumuberstande der
Einzelklone fUr zwei Stunden in je ein Well der Platte gegeben, nichtgebundene Antikorper
kénnen mit TBT weggewaschen werden. Die Detektion des Antigen-Antikorper-Komplexes
erfolgt fir zwel Stunden mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundérantikorper (Goat-Anti-
Mouse Horseradish Peroxidase gekoppelt, Fa. Sigma), 1:1000 in TBT verdunnt, danach wird
erneut mit TBT gewaschen. Durch Zugabe von Peroxidase-Substrat kann nun eine Detektion

der positiven Klone erfolgen.

Beschichtung der Testplatten
Vollers Puffer (Beschichtung): 1,59 g/L NaCOs
0,2g/L NaN3
2,93 g/L NaHCO;
pH 9,2
Peroxydase-Substrat: 0,02 M NaxHPO, pH 6,8
1 mg/ml 5-Aminosalicylsdure
0,01 % H,0, (vor Gebrauch)

Der ELISA wurde in durchsichtigen Greiner Dynatec Mikrotiterplatten (Greiner
Labortechnik) durchgefiihrt. Die Antigen-Verdinnung betrug 10 pg/ml in Vollmers-Puffer,
100 pl pro Kavitét.

4.3.2.7.2 Westernblot

Die im ELISA positiv getesteten Hybridoma-Uberstande miissen auf ihre Westernblot-
Qualitét hin untersucht werden. Daftr werden sowohl 1,5 pg rekombinantes Protein mit dem
zuvor immunisiert wurde, als auch 2 x 10’ homogenisierte Hela-Zellen auf jeweils ein SDS-
Polyacrylamidgel geladen, per Elektrophorese aufgetrennt und anschliel3end auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet (siehe auch 4.3.4 Westernblot). Die Membranen werden
anschliefend in ca 0,5 cm breite, paralele Streifen geschnitten, auf die jeweils der
Mediumiberstand eines Hybridomaklons gegeben wird. Mit Hilfe eines Peroxidase-
konjugierten Sekundérantikorper (Goat-Anti-Mouse Horseradish Peroxidase gekoppelt, Fa.
Sigma) kann nun getestet werden, ob der im Medium enthaltene monoklonale Antikérper sein

rekombinantes bzw. in HeL a-Extrakt enthaltenes Antigen erkennt.
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4.3.2.8 Gewinnung der monoklonalen Antikorper

Um die Antikbrper zu gewinnen werden die Zellen aus den Hybridomakulturen durch
Zentrifugation (5000 rpm; 10 min, 4 °C) entfernt. Der in den Uberstand sezernierte
Antikdrper kann nun durch Affinitétsreinigung extrahiert und konzentriert werden (vgl.
Harlow et al., 1988).

4.3.2.9 Bestimmung der Immunglobulin-Subklasse der monoklonalen Antikorper

Die Subklasse der gewonnenen Antikdrper wurde mit dem ,Mouse Monoclonal Antibody
Isotyping Reagents-Kit* (Fa. Sigma) bestimmt. Der Kit wurde nach Herstellerangaben
eingesetzt.

4.3.3 Herstellung polyklonaler Antikor per

Spezifische, polyklonale Antikérper werden durch Immunisierung von Kaninchen mit dem
jeweiligen Antigen gewonnen. Dazu wird das Antigen wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben in
E. coli exprimiert und affinitdtsgereinigt. Fur die Ergimmunisierung werden 500 pg des
gereinigten Proteins in einem 1:1-Verhdtnis mit komplettem Freundschen Adjuvans (Fa
Sigma) gemischt, durch mehrmaliges Aufziehen in einer Kanlle homogenisiert und subkutan
in ein Kaninchen injiziert. Im Abstand von je 21-28 Tagen erfolgen 3 weitere (Booster-)
Injektionen mit einer 1:1-Suspension aus dem Antigen und inkomplettem Freundschen
Adjuvans (Fa. Sigma). Durch Punktion der Ohrarterie wird dem Kaninchen Testblut
entnommen und das Serum im Westernblot auf seine Spezifitdt getestet. Gegebenenfalls
erfolgen weitere Booster-Injektionen. Bei ausreichender Spezifitdt wird das Tier narkotisiert
und durch Herzpunktion getéttet. Das aufgefangene Blut wird zur Gerinnung fir 2 h bei 37°C
inkubiert, GUber Nacht bei 4°C gelagert und dann fir 30 min bei 5000 g abzentrifugiert.

Zur Affinitétsreinigung des Antiserums werden 2-3mg des Antigens als rekombinant
exprimiertes, gereinigtes Protein, gemal’ der Herstellerangaben kovalent an NHS-aktivierte
Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) gekoppelt. Zur Bindung spezifischer Antikorper wird
das Serum in einer Chromatographie-Saule mehrfach Uber diese Affinitdtsmatrix geladen.
Nach mehrmaligem Waschen der Saule mit PBS werden die gebundenen Antikorper durch
pH-Schock mit 0,1 M Glycin pH 2,3 eluiert und die Eluate durch Zugabe von 10 % (v/iv) 2 M
TrissHCI (pH 8,8) sofort neutralisiert. Die gereinigten Antiseren werden im Westernblot auf
ihre Spezifitét getestet. Alle Antikorper werden bei -20°C gelagert.
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4.3.4 Westernblot

Auf Nitrozellulose:

Fur den immunologischen Nachweis von Proteinen, die durch SDS-PAGE aufgetrennt
wurden, wird das Westernblot-Verfahren verwendet. Dazu werden die Proteine durch SDS-
PAGE aufgetrennt, dann in einer Semi-dry-Blotapparatur bei einer Stromstérke von
0,8 mA/cm? Gelflache fir 2 h auf eine Nitrozellulose-Membran (Fa. Amersham) tibertragen.
Als Transferpuffer dient 20 % (v/v) Methanol in Laufpuffer fir SDS-PAGE (siehe Kapitel
3.2). Nach dem Proteintransfer werden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran durch
Schwenken in 5 % Magermilchpulver in TBT-Puffer (s. u.) blockiert. Anschlief3end wird die
Membran far 1 h mit dem priméren Antikdrper in TBT inkubiert. Die hierflr geeignete
Verdinnung wird in Vorversuchen empirisch ermittelt. Nach flnfmaligem Waschen fir
10min mit TBT wird die Membran fir 1h mit einem Peroxidase-konjugierten
Sekundérantikorper, 1:1000 in TBT verdinnt, inkubiert, danach erneut finfmal gewaschen.
Die Peroxidase-Aktivitdt gebundener Sekundarantikorper wird durch Chemilumineszenz
unter Verwendung von ,,Enhanced Chemical Luminescens*-Reagenz (ECL, Fa. Amersham-

Pharmacia) nach den Herstellerangaben nachgewiesen.

Auf PVDF (Polyvinylidenfluorid):

Die Vorteile von PVDF liegen im schnelleren Proteintransfer fir grof3e Proteien und der

sensitiven Anfarbbarkeit mit dem Farbstoff Amidoschwarz.

Transferpuffer (Towbin): 25 mM TrispH 7,5
192 mM Glycin
20 % Methanol

Amidoschwar z-Farbel6ésung: 0,2 % (w/v) Amidoschwarz 10B

10% (v/v)  Methanol

2% (VIV) Essigsaure
Die Uber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden Uber Elektrotransfer (, Semi-dry”) auf
eine PVDF-Membran transferiert. Zum Benetzen wird die PV DF-Membran einige Sekunden
in Methanol getrankt und anschlief3end in Transferpuffer inkubiert. Der Transfer erfolgt
anschlieend fir 90 min bei 1,5 mA pro cm? Trenngelflache. Zur Sichtbarmachung der
transferierten Proteine wird die Membran einige Minuten in Amidoschwarz-Farbel6sung
inkubiert und anschlief?end in 90 % Methanol (v/v), 2 % (v/v) Essigsaure entfarbt. Des

Weiteren wird wie oben verfahren.



Material und Methoden 55

4.3.5 Immunpréazipitation

Immunprézipitationen dienen der spezifischen, selektiven Isolierung eines Antigens und
seiner Komplexpartner aus Zellextrakten. Alle Arbeiten finden bei 4 °C statt.

Zur Préazipitation des Protein-Komplexes werden 50 pg affinitétsgereinigte Antikérper durch
Inkubation fur 1 h an Protein-G-Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) immobilisiert. Nach
Waschen mit PBS/0,01 % Igepal werden die Antikorper fur 1,5 h mit 15 ml HelLa
Cytoplasma-/Kernextrakt (siehe Kapitel 4.2.5) inkubiert. Anschlief}end wird funfmal mit
PBS/0,01 % |gepa gewaschen und das Reaktionsgefald gewechselt. Die gebundenen Proteine
werden mit 2ml 0,1 M Glycin (pH 2,3) eluiert, TCA-prazipitiert und in Urea-Probenpuffer
aufgenommen. Sie werden durch SDS-PAGE und anschlief3ender Coomassie-Farbung
analysiert. Durch Westernblot wird parallel dazu die FMR-Prézipitation aus dem Extrakt
nachgewiesen.

Als Spezifitdtskontrolle der Immunprazipitationen werden in allen Félen parallel zum
eigentlichen Ansatz auf gleiche Weise behandelte Kontrollprazipitationen mit unspezifischen

Antikdrpern oder -seren durchgefihrt.

4.3.6 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die intrazellulére Lokalisation von Proteinen kann durch indirekte |mmunfluoreszenz-
Mikroskopie analysiert werden. Dazu werden HelL a--Zellen auf sterilen Deckglaschen in 24-
well-Platten unter Standardbedingungen (siehe Kapitel 4.1.2) kultiviert. Bei etwa 50 %
Konfluenz werden die Zellen mit PBS (37°C) gewaschen. In den meisten Fallen wird sowonhl
eine Methanol-, als auch eine Paraformaldehyd-Fixierung durchgefthrt und die Ergebnisse
miteinander verglichen.

M ethanol-Fixierung: Die Zellen werden in —20°C Methanol fur zwel Minuten

permeabilisiert und fixiert. Danach werden die Zellen dreimal je flnf Minuten mit PBS (RT)
gewaschen.

Paraformaldehyd-Fixierung: Die Zellen werden in 3,7 % Formaldehyd in PBS (frisch
angesetzt) fur 5min bei RT fixiert, dann mit 0,2 % Triton X-100 in PBS fir 10 min

permeabilisiert. Danach werden die Zellen dreimal mit PBS (RT) gewaschen und zum

Abséttigen unspezifischer Bindungsstellen fur 30 min in 3% (w/v) Rinder-Serumalbumin
(BSA) in PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/NP40-Puffer (1 % [v/v])
werden die Zellen fir 1 h mit dem priméaren Antikorper, verdinnt in PBS/0,3 % BSA,
inkubiert. Anschlief3end werden die Zellen funfmal mit PBS/NP40-Puffer gewaschen, dann
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mit dem Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundérantikorper in PBS/0,3 % BSA fur 1 him
Dunkeln inkubiert. Die geeignete Verdinnung wird fir jeden Antikérper in Vorversuchen
empirisch ermittelt. Nach Bindung der Sekundarantikorper wird erneut flnfmal mit
PBS/NP40-Puffer, dann zweimal mit H,O gewaschen. Dann werden die Deckglaschen mit
den Zellen auf einem Objekttréger in einem Tropfen MobiGlow-Einbettmedium (Fa
Mobitec) eingebettet und bis zum Mikroskopieren bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

Die Prgparate werden unter einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop (, Axioplan 2, Fa.
Zeiss) oder einem Laser-Scanning-Mikroskop (,LSM410%, Fa. Zeiss) mit einem
40%/1,3 Neofluar-  oder  100%/1,3 Neofluar-Olimmersionsobjektiv ~ betrachtet. FITC-
Fluoreszenzen werden bei 488 nm angeregt, die Emission mit einem 510-525nm-
Bandpassfilter gefiltert, TRITC-Fluoreszenzen werden bei 543 nm angeregt und mit einem
570 nm-Langpassfilter betrachtet. Die Fluoreszenzen werden Uber eine gekoppelte CCD-

Kamera dokumentiert.

44  Spezielle Experimente

441 Methylierungsassay

Ein rekombinant exprimiertes Protein oder ein Zellextrakt konnen auf ihre
Methylierungsaktivitéat getestet werden. Als Methylgruppen-Akzeptoren werden Histone oder,
wie in der vorliegenden Arbeit, der Sm-Heterodimer (SmB/D3) oder einzelne Sm-Proteine
verwendet.

Fur die Methylierungsreaktion wird folgender Ansatz pipettiert:

2 Ul 10x Methylierungspuffer (500 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA,
10 MM EGTA)
10 pg rekomb. Protein oder Zellextrakt
1 rekomb. Sm-Protein (500 ng/ul)
2ul [*H]-S-Adenosylmethionin 1 pCi/pl
ad 20 pl H,O

Um den Einfluss verschiedener rekombinant exprimierter Proteine auf eine
Methylierungsreaktion zu untersuchen, gibt man diese in einer Gesamtkonzentration von ca.
50-200 ng zu 0.g. Ansatz zu.

Die Reaktion wird bei 37°C fir eine Stunde inkubiert und anschliefend mit
Proteinprobenpuffer versetzt. Zur Analyse wird der Ansatz mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
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Die autoradiographischen Signale werden mit dem ,,Image Master 1D Elite” von Amersham
Pharmacia Biotech (APB) aufgenommen und mit dem Programm ,Image Master 1D Elite*

ausgewertet.

4.4.2 Radioaktive Markierung von RNA (in-vitro-Transkription)

Zunéchst wird pHA-SMN durch Pvull-Restriktionsverdau linearisiert. Die Pvull-Schnittstelle
liegt dabel jenseits des 3'-Endes der SMN-cDNA im Konstrukt. Die DNA wird durch
Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und mit dem ,Qiagen gel extraction kit* nach den
Angaben des Herstellers aus dem Gel eluiert.

Fur die in-vitro-Transkription wird folgender Ansatz zusammenpipettiert:

2 Ul pHA-SMN (1 pg/ul, linearisiertes Plasmid)
5ul 5x-Reaktionspuffer fir RNA-Polymerase
3ul NTP-Mix (je5 mM ATP, CTP, GTP)

1l 5mM UTP

2,5l m’GpppG (25 mM)

2,5l DTT (0,1 M)

5ul RNase-freies H,O

2ul a-[*P]-UTP (3000 Ci/mmol)

2 Ul RNA-Polymerase (10 u/pl)

Die Reaktion wird fur 2 h bei 37°C inkubiert. Zur Reinigung der in-vitro-transkribierten RNA
wird der gesamte Reaktionsansatz mit 1 Volumen RNA-Probenpuffer (s. 0.) gemischt und
durch denaturierende Gelelektrophorese in einem 5 %-Polyacrylamidgel (s. 0.) aufgetrennt.
Die durch Autoradiographie sichtbar gemachte Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten, mit
400 pl AES-Puffer (300 mM NaAc [pH 5,2], 2 mM EDTA, 0,1 % [w/v] SDS) versetzt und
tiber Nacht bei 4 °C in einem Uberkopf-Schiittler inkubiert. AnschlieRend wird die extrahierte
RNA Ethanol-prézipitiert, in 10 pl RNase-freiem H,O gelést und ihre spezifische
Radioaktivitét durch Messung der Cherenkov-Strahlung im Szintillationsmessgerét ermittelt.

4.4.3 RNA-Bindung an rekombinantes FM RP

Zur Analyse ihrer RNA-Bindungsfahigkeit werden FMRP, FMRP-1304N und verschiedene
FMRP-Deletionsmutanten mit ZZ-tag rekombinant in E. coli exprimiert und fir eine Stunde
bei 4°C an 1gG-Sepharose gebunden. Nach ausreichendem Waschen mit PBS wird das
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Protein mit radioaktiv markierter SMN-mRNA (s.0.) fur eine Stunde bel 4°C auf einem
Uberkopfrotor inkubiert. Ein typischer Ansatz besteht aus:

1l SMN-mRNA (ca. 15000 Ci/ul)
5ul rekombinantes Protein (1 pug/ul)
in 400 pl 1x PBS
50 mM NaCl
50 MM NH4SO4
0,02 % NP40

Anschliel3end werden die Ansétze viermal mit o0.g. Puffer gewaschen. Die gebundene RNA
wird mit Phenol-extrahiert, mit Natrium-Acetat geféllt und gewaschen (vgl. Sambrook et al.,
1989). Zur Analyse werden die Ansdtze in RNA-Probenpuffer aufgenommen und auf ein
Polyacrylamid-Gel mit Harnstoff aufgeladen. Mittels Autoradiographie konnen die Ansétze

dann ausgewertet werden.

4.4.4 |nhibition der in-vitro-Trandation einer mRNA

Zur Analyse der Funktion von FMRP werden Trandlationsinhibitions-Studien nach
(Laggerbauer et al., 2001) durchgefuhrt. Als Substrat der Reaktion dient, wenn nicht anders
angegeben, SMN-mRNA, die durch Run-off-Transkription in vitro hergestellt wird.

4.4.4.1 Run-off-Transkription der SMN-cDNA

Zunéchst wird pHA-SMN durch Pvull-Restriktionsverdau linearisiert. Die Pvull-Schnittstelle
liegt dabel jenseits des 3'-Endes der SMN-cDNA im Konstrukt. Die DNA wird durch
Agarosegel-Elektrophorese  aufgetrennt und aus dem Gel eluiert. Danach werden

Zzusammengegeben:
5ul pHA-SMN (1 pg/ul, Pwull-linearisierte DNA)
5l DTT (0,1 M)
5ul RNasin (Fa. Promega)
10 pl m’GpppG (25 mM, Fa. Amersham-Pharmacia)
10 pl NTP-Mix (je 5 mM ATP,CTP,GTP und UTP)
10 pl 5x-Reaktionspuffer fir T7-RNA-Polymerase
2 Ul RNase-freies H,O

3 ul T7-RNA-Polymerase (10 u/ul)
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Der Ansatz wird zur Transkription fir 2h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wird die
neusynthetisierte  SMN-mRNA  durch  Phenolextraktion und Ethanol-Préazipitation
aufgereinigt und in RNase-freiem H,O aufgenommen. Zur Kontrolle der Synthese wird ein
Aliquot der Reaktion durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und durch
Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht.

4.4.4.2 Transations-Assay

Fur die Translationsexperimente werden affinitatsgereinigtes HissFMRP, His-FMR-1304N
und verschiedene Deletionskonstrukte von FMRP verwendet. Alle Proteine werden gegen
PBS-250 (PBS mit insgesamt 250 mM NaCl) dialysiert und nach Bradford-Vermessung auf
vergleichbare molare Mengen eingestellt; wenn nicht anders angegeben, betrug die
eingesetzte Menge von Volllangen-FMRP 100 ng. Vor der in-vitro-Translation werden die
Proteine zur Komplexbildung in den angegebenen Mengen fur 1h auf Eis inkubiert.
Anschliel3end werden je 15 pg SMN-mRNA (s.0.) und PBS-250 zu einem Gesamtvolumen
von 2 ul pro Ansatz zugegeben und fir weitere 30 min auf Eis inkubiert.

Fur die in-vitro-Translation wird das ,,Rabbit reticulocyte lysate system” der Fa. Amersham-
Pharmacia verwendet. Pro 2-pl-Ansatz der prankubierten Proteine mit SMN-mRNA werden
je 10,5 pl Translations-Mix zugegeben:

0,25 pl MgAc (25 mM)

0,5 pl KAC (2,5 M)

0,5 ul RNase-I nhibitor (Fa. MBI)

0,5 ul [*°S]-Methionin (10 pCi/pl)

1 Aminosaure-Mixtur ohne Methionin
2,75 ul RNase-freies H,O

5ul Reticulocytenlysat

Die Ansdtze werden fUr 1 h bei 30°C inkubiert, die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

4.45 Polysomengradient

5x10’ adhérente Hela-Zellen werden bei 80 % Konfluenz mit 10 mg/ml Cycloheximid fiir
zehn Minuten behandelt, um die Ribosomen auf der mMRNA anzuhalten. Anschlief3end werden
die Zellen geerntet und 10 min mit Polysomen-Puffer lysiert (10 mM HEPES pH 7,2, 150
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mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM DTT, 0,5 % NP-40, 150 mg/ml Cycloheximid and 100 U/mi
RNasin (Fa. Promega)). Kerne und Mitochondrien werden 10 min bei 4°C und 5000 g
pelletiert, der Uberstand auf 250 mM KCl eingestellt und auf einen 10-40-%igen
Saccharosegradienten geladen (20 mM HEPES, pH 7,2, 250 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM
DTT, 150 mg/ml Cycloheximid). Die Zentrifugation fand in einem SW41Ti (Fa. Beckman)
bei 4°C, 32000 rpm, 135 min statt und anschlief3end wurden 21 Fraktionen abgenommen und
mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert (Nach Rogers and Munro, 1987).

4.4.6 lonenaustauscherchromatographie

Sie dient der Proteinkomplexaufreinigung, indem man sich die Nettoladung eines Komplexes
zunutze macht. Frisch zubereiteter Hel a-Extrakt (in PBS) wird im Batch-Verfahren mit je

30 pul lonenaustauschermatrix (SP- oder Q-Sepharose, Fa. APB) fur eine Stunde bel 4°C unter
langsamem Rotieren inkubiert. Anschlief3end wird die Matrix mit PBS mehrfach gewaschen
und die gebundenen Proteine in mehreren Fraktionen mit Hilfe eines NaCl-Gradienten eluiert.
Zur ldentifikation der Fraktion, die das gewtlnschte Protein enthélt, werden Fraktions-

Aliquots per SDS-PAGE aufgetrennt und durch einen Westernblot ausgewertet.
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5 Ergebnisse

51 Analyse von FMRP, dem Krankhetsgenprodukt des
Fragilen X-Syndroms

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass es sich bei FMRP um ein RNA-
bindendes Protein handelt, welches, zusammen mit seinen Homologen FXR1 und FXR2 und
anderen Proteinen, mit aktiv translatierenden Polyribosomen assoziiert ist. Zusammengefasst
deuteten die Daten darauf hin, dass FMRP eine Funktion bei der Regulation der Translation
spezifischer mMRNAS innehat.

Um diese Hypothese Uberprifen zu kdnnen, musste zu Beginn dieser Arbeit funktionsfahiges
Protein exprimiert werden. Hierfir standen die Volllahge-cDNA von FMR und der
krankheitsverursachenden Punktmutante FMR304y In Vektoren mit His-, und ZZ-tag zur
Verfligung, die fur die rekombinante Expression des Proteinsin E. coli herangezogen wurden.
Nach der Expression wurden die Proteine aufgereinigt und fir unterschiedliche
Untersuchungen herangezogen. Die Homogenitaét der im nachfolgenden Experiment
eingesetzten Proteine wurde durch Coomassieférbung kontrolliert (Abbildung 5-1).

Sowohl FMRP als auch FMRP 304y Wurden exprimiert und tber das jeweilige Histag in
vergleichbarer Menge aufgereinigt. Beide Proteine wurden dialysiert und so fur die

nachfolgenden Experimente verwendet.

FMRP
FMRP 304N

kDa
158 —

97_ _— - ———
66 —
56 —
43—
36—

__ Volllange-
Protein

1 2

Abbildung 5-1 Rekombinante Expression von FMRP und FMRP 34y mit Histag. FMRP (Spur 1) und
FMRPizosn (Spur 2) wurden mit Histag rekombinant in E. coli exprimiert und Uber Ni-NTA-Sepharose
aufgereinigt. 300 ng des jeweiligen Proteins wurden geleektrophoretisch aufgetrennt und durch
Coomassi efarbung sichtbar gemacht. FMRP und FMRP 304y VOller Lénge haben eine GrofRe von ca. 85 kDa, dies
entspricht den beiden obersten Banden.
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5.1.1 FMRPinhibiert die mRNA-Translation in vitro

Vor Siomi et al. war gezeigt worden, dass es sich bei FMRP um ein RNA-bindendes Protein
handelt (Siomi et al., 1993). Erste Versuche belegten, dass vor alem pyrimidinreiche
Sequenzen von FMRP gebunden werden. Eine in vitro von Brown et al. (Brown et al., 1998)
durchgefiihrte Studie zeigte daraufhin, dass es sich bei einer der assoziierten RNAs um die
eigene FMR1-mRNA handelt. Die Daten konnten jedoch nicht zweifelsfrei kléren, ob diese
auch in vivo ein Bindungspartner von FMRP ist. Tatséchlich machten Bindungsexperimente
deutlich (nicht gezeigt), dass FMRP mit einer Reihe von RNAS in vitro ohne Spezifitdt zu
assoziieren vermag, darunter auch die im nachfolgenden Experiment verwandte SMN- und
Luciferase-mRNA. Erstgenannte enthdt dabei die kodierende Sequenz von SMN, dem
Krankheitsgenprodukt der Spinalen Muskelatrophie (vgl. 2.2.1), die zweite besteht aus der
kodierende Sequenz fir das Reporterprotein Luciferase aus dem Leuchtk&fer Photinus
pyralis. Obwohl also FMRP in vitro unspezifisch an mRNAs bindet, sollte in einem ersten
Experiment Uberprift werden, ob das Protein einen Einfluss auf die Translation der
gebundenen mRNAS hat.

Mit Hilfe eines in-vitro-Assay-Systems sollte nun die Funktion von rekombinantem FMRP
auf die Translation verschiedener mRNAS getestet werden. Zu Anfang dieses Experiments
wurden unterschiedliche in-vitro-transkribierte mRNAs (SMN-, FMR1- und Luciferase-
MRNA) mit steigenden Mengen rekombinant exprimiertem FMRP oder FMRP 304y (Mit His-
tag) vorinkubiert. Die hochste eingesetzte Proteinkonzentration betrug 75 nM. Anschlief3end
wurde die mRNA-Translation durch Zugabe von Reticulocytenlysat gestartet. Nach einer
einstindigen Inkubationszeit wurden die verschiedenen Ansétze elektrophoretisch aufgetrennt
und durch Autoradiographie analysiert. Durch den Einbau von [*S]-markiertem Methionin
konnte die Synthese der Proteine autoradiographisch verfolgt werden.

Abbildung 5-2 macht einen interessanten Effekt deutlich. FMRP ist in diesem in-vitro-System
in der Lage, die Translation der untersuchten mRNAS zu verhindern (vergl. Abbildung 5-2,
Spur 4, 9 und 12 mit 1, 8 und 11). Steigende FMRP-Mengen im Ansatz bringen die
Translation zum Erliegen, was deutlich macht, dass es sich hierbel um einen
konzentrationsabhangigen Effekt handelt (hier am Beispiel der SMN-mMRNA gezeigt, Spuren
2 bis 4). Fur eine komplette Inhibition der Translation waren Mengen von 75 nM FMRP

ausreichend, was der zehnfachen molaren Menge der verwendeten mRNAS entspricht.
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Abbildung 5-2 FMRP inhibiert, im Gegensatz zu FMRP, 3y, die Transation von unterschiedlichen mRNAs.
A Autoradiographie eines in-vitro-Tranglationsinhibitionsexperiments. 18 nM (Spuren 2 und 5), 37 nM (Spuren
3 und 6) und 75 nM (Spuren 4, 7, 9, 10, 12 und 13) rekombinantes FMRP oder FMRP,304y Wurden mit der
jewelligen mRNA auf Eis vorinkubiert. Die getesteten mRNAs waren SMN- (Spuren 1-7), FMR1- (Spuren 8-
10), und LuciferasesmRNA (Spuren 11-13). Die Kontrollen (Spuren 1, 8 und 11) enthielten statt Protein nur
Puffer. Anschlief3end erfolgte der Trandationsassay in Reticulocytenlysat. Die Ansdize wurden dann per SDS-
PAGE aufgetrennt und die Trandation durch den Einbau von radioaktiv markiertem Methionin
autoradiographisch verfolgt. Die oberste Bande entspricht jeweils dem Vollldngen-Protein.

Fur die Tranglationsinhibition durch FMRP scheint die Sequenz der mRNA auf den ersten
Blick nicht wichtig zu sein, da die in diesem Assay verwendeten MRNAS im
Sequenzvergleich keine Ubereinstimmungen zeigen (nicht gezeigt). Auch findet sich nur in
der FMR1-mRNA das Purin-Quartett-Motiv (G-Quartett), welches als das Sekundarstruktur-
Motiv fur eine FMRP-Interaktion diskutiert wird. FMRP kann daher in diesem in-vitro-Assay
effizient die Trandlation von gebundenen mMRNA-Molekilen unterdriicken, wobei jedoch
keine Spezifitéat dieses Effekts auf eine der distinkten RNASs beobachtet werden konnte.

In Patienten mit Fragilem X-Syndrom wird in der Regel eine CGG-Trinucleotidexpansion im
Promotorbereich des FMR-Gens gefunden, was zur Inaktivierung der Transkription und
einem Mangel an FMRP in den Zellen fuhrt. Es ist aber auch ein Patient mit einer schwerer
Auspragung der Krankheit bekannt, dessen FMR1-Transkription nicht gestort ist. Bei diesem
Patienten wurde statt der Trinucleotidexpansion eine Missense-Mutation innerhalb der
zweiten KH-Domane von FMRP gefunden, welche einen Aminosdureaustausch von Isoleucin
304 nach Asparagin (FMRPi304n) zur Folge hat (in Abbildung 5-7 mit Stern markiert).
FMRPi304n Wurde nun rekombinant in E. coli exprimiert und, wie im vorausgegangenen
Versuch, auf seinen Einfluss auf die Translation von mRNA in vitro getestet.

Interessanterweise fuhrt die Zugabe von FMRP,304y zu den mRNAS (Spuren 5-7, 10 und 13)

nicht wie beil FMRP zu einer starken Translationsinhibition, obwohl im Assay gleiche molare
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Proteinmengen eingesetzt wurden. Im Vergleich mit Kontrollansdtzen (1, 8, 11), die statt der
verwendeten Proteine nur Puffer enthalten, ist nur ein leichter Riickgang der Translation zu
verzeichnen. FMRP kann also, im Gegensatz zu FMRPi3on, Im zellfreien System als
Repressor der Translation agieren. Diese Experimente lassen eine essentielle Rolle der
zweiten KH-Doméne, in der sich die Missense-Mutation befindet, bei der Kontrolle der

Translation vermuten.

5.1.2 Lokalisation der Trandationsinhibitionsdoméane von FM RP

Um den fur die Translationsinhibition verantwortlichen Bereich in FMRP genauer
einzugrenzen, wurden nun in-vitro-Translationsinhibitions-Studien mit FMRP-Deletionen
durchgefthrt (vgl. Abb. 5-3 A). Diese wurden zu Anfang so gewahlt, dass die funktionellen
Domanen des Proteins voneinander getrennt wurden. Die Proteine wurden dann rekombinant
in E. coli exprimiert und deren Einfluss auf die Trandlation von SMN-mRNA im
Reticulocytenlysat, analog wie oben, untersucht.

Bei der autoradiographischen Auswertung des Experiments stellte sich heraus, dass die
FMRP-Deletion, welche nur die ersten 430 Aminosauren des Proteins besitzt, ausreicht, um
eine vollstandige Translationsinhibition der mRNA zu gewdhrleisten. Die Inhibition
entspricht in ihrer Intensitdt der von Wildtyp-FMRP (Abbildung 5-3 B, vgl. Spuren 1 und 11).
Dieses Fragment (FMRP;.430) umfasst den N-Terminus, beide KH-Doménen und noch einen
dahinter liegenden Bereich von 102 Aminosauren. Dagegen ist die FMRP-Deletionsmutante
1-430304n Nicht in der Lage die Translation der SMN-mRNA zu inhibieren (Spur 10). Auch
hier ist wieder zu beobachten, dass die krankheitsverursachende Missense-Mutation nicht in
der Lage ist, die Inhibition der Translation zu gewéahrleisten.

Eine weiter verklrzte Deletionsmutante bestehend aus dem N-Terminus von FMRP und
beiden KH-Doméanen (1-332, Abbildung 5-3, Spur 13) kann hingegen die Translation der
MRNA nicht unterbinden. Einige der FMRP-Deletionen, FM RP430.632, FMRP275.632, FMRP216.
632 und FMRPi77, scheinen einen leicht inhibierenden Einfluss auf die Translation
auszutiben, auch wenn sie sie nicht vollstandig verhindern (Spuren 3-5 und 9). Diese
Fragmente enthalten (aufl’er FMRP1,77) als gemeinsames Merkmal alle die RGG-Box und

weisen auch RNA-Bindungseigenschaften auf (nicht gezeigt).
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Abbildung 5-3 FMRP und FMRP,_ 45 sind in der Lage, die RNA-Trandation zu inhibieren. A Die Balken
zeigen schematisch die Primérstruktur der in der Trandationsinhibition getesteten FMRP-Deletionsmutanten.
Die Lage der Punktmutation 1304N ist mit einem ,** angegeben. Ausgefilite Balken geben die Positionen der
KH-Domédnen (schwarz) und de RGG-Box (grau) wieder. B Autoradiographie eines in-vitro-
Trand ationsexperiments. Dabel wurde FMRPy¢3, in einer Konzentration von 100 ng eingesetzt, die verkirzten
Proteine in entsprechender molarer Menge. Die aufgefiihrten Proteine wurden mit SMN-mRNA und dem
Reaktionsmix aus Reticulocytenlysat, Aminosduren und [*S]-Methionin  zur  in-vitro-Trandation
zusammengegeben und nach SDS-PAGE autoradiographisch analysiert. Spur 14 zeigt die Trandation der mRNA
ohne Zugabe rekombinanter Proteine.

FMRPs37.632, FMRP216.430, FMRP1.33; und die entsprechende Punktmutante zeigen keine
Trandlationsinhibition, FMRP12;s und FMRPi233; haben dagegen einen leicht
abgeschwéchten Effekt.

Vergleicht man das Verhalten der FMRP-Deletionsmutanten in Abbildung 5-3 B, wird Klar,
dass der N-terminale Bereich inklusive beider KH-Domanen als primérer Mediator fur die
Inhibition der Tranglation in Frage kommt. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass
noch andere Bereiche, wie zum Beispiel die RGG-Box, modulierend auf diese Funktion

einwirken.
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5.1.3 Die Fahigkeit zur Trandationsinhibition korreliert mit der

Homodimerisierung von FMRP

5.1.3.1 Der Punktmutante FM RP,304n fehlt die Fahigkeit zur Homodimerisierung

Als néchstes sollte der Frage nachgegangen werden, warum FMRP 304y Nicht in der Lage ist,
die Translation unterschiedlicher mRNAS zu inhibieren. Diese Mutation verursacht einen
ausgepragteren Krankheitsphénotyp, als das komplette Fehlen des Proteins. Auch wenn die
Folgen der Mutation auf molekularer Ebene noch nicht genau verstanden sind, deutet dies
darauf hin, dass nicht funktionsfahiges FMRP304n €inen dominant negativen Effekt auf
verschiedene Reaktionsablaufe, an denen FMRP betelligt ist, auslbt. Vorausgegangene
Untersuchungen in der Literatur machten deutlich, dass die Punktmutation in der zweiten KH-
Domane keine negativen Auswirkungen auf die RNA-Bindung des Proteins hat. Da aber KH-
Domanen nicht nur RNA-Bindung, sondern auch Protein-Protein-Interaktionen vermitteln
(Kim et al., 2000), wurde nun durch in-vitro-Bindungsexperimente untersucht, ob der 1304N-
Aminosaure-Austausch Einfluss auf die Homo- und Heterodimerisierungsfahigkeit mit FXR1
und FXR2 austibt.

Hierfur wurde rekombinantes FMRP 304y Uber seinen ZZ-Fusionsanteil immobilisiert und mit
je 2 ul in-vitro-trangdlatiertem, radioaktiv-markiertem FMRP und FMRP 304y inkubiert. Die
Versuchsauswertung erfolgte durch gelelektrophoretische Auftrennung und daran
anschlief3ende Autoradiographie.

Die in Abbildung 5-4 gezeigten Ergebnisse machen deutlich, dass die Punktmutante
FMRPi304n zwar noch mit Wildtyp-FMRP interagieren kann, jedoch keine Dimerisierung
zwischen Molekulen erfolgt, welche beide die Punktmutation tragen. Durch den Vergleich mit
der eingesetzten Translat-Menge (Spur 1) kann die Aussage gemacht werden, dass die
Punktmutante weniger als funf Prozent der Wildtyp-FMRP-Menge bindet (Spur 2). Eine
Homodimerisierung der Punktmutante ist dagegen nicht detektierbar (Spur 3), ebenso wie die
Bindung von FM RP304n-Translat an immobilisiertes ZZ-tag in der Kontrolle (Spur 4).
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Abbildung 5-4 Die Punktmutante FMRP,34y hat einen Dimerisierungsdefekt. Die Abbildung zeigt die
Autoradiographie eines Bindungsassays. Rekombinantes ZZ-FMRP, ZZ-FMRP 34y Oder ZZ-tag as Kontrolle
(Spuren 2-4) wurden immobilisiert und mit in-vitro-trand atiertem, radioaktiv markiertem FMRPiz04y inkubiert.
Die Ansitze wurden anschlieffend gewaschen, dann elektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch
analysiert. Spur 1 zeigt 10 % des eingesetzten Trandats. Die obere Bande entspricht den Proteinen voller Lange,
bel der unteren handelt es sich um ein unspezifisches Abbauprodukt.

Eine verdnderte RNA-Bindung konnte fir FMRP304ny dagegen nicht festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt). Abschlief3end lasst sich daher sagen, dass der Aminosdureaustausch in
der zweiten KH-Domédne von FMRP zu enem Homodimerisierungss bzw.
Oligomerisierungsdefekt fuhrt. Dieser Defekt korreliert mit der Beobachtung, dass die

Punktmutante einen Funktionsverlust bei der Translationsinhibition zeigt.

5.1.3.2 Ein zentraler Bereich von FMRP ist fur die Homodimerisierung des Proteins

verantwortlich

Um die Homodimerisierungsdomane von FMRP genauer einzugrenzen wurden nun Protein-
I nteraktionsstudien mit FM RP-Deletionsmutanten durchgefiihrt.

Hierzu wurden verschiedene Deletionsmutanten von FMRP  kloniert und durch
in-vitro-Translation radioaktiv markiert. Beim Entwurf der Deletionen wurde darauf geachtet,
dass die drei im Protein vorkommenden, putativen RNA-Bindungsdoménen nicht zerstort
werden. Die insgesamt zehn verschiedenen Proteinfragmente wurden schliefdlich auf ihre
Bindung an immobilisiertes Volllangen-FMRP getestet.

Dabei war zu beobachten, dass sowohl der N-Terminus (1-215, Spur 22), as auch die beiden
KH-Doméanen mit dem C-Terminus zusammen (216-632 Spur 3) keine signifikante Bindung
an ZZ-FMRP zeigen. Ausreichend fir eine Bindung hingegen ist das Fragment 112-332 (Spur
23), was beide KH-Doménen und einen weiter N-terminal gelegenen Bereich des Proteins
enthdlt. Somit ist festzuhalten, dass ein vergleichsweise grof3er Abschnitt in der
Primérstruktur von FMRP, der auch die beiden KH-Doméanen beinhaltet, fir die
Homodimerisierung notwendig ist (siehe Abbildung 5-5 und Abbildung 5-7).
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In Abbildung 5-5 (Spuren 6 und 10) kann zusétzlich die Assoziation von FMRP;304ny mit den
beiden autosomalen Homologen FXR1 und FXR2 beobachtet werden. Es zeigt sich, dass die
Heterodimerisierung mit diesen beiden Proteine durch die Punktmutation nicht beeintréchtigt
ist, im Gegensatz zur Homodimerisierung mit FMRPi304ny (VOl. Abbildung 5-4). Dies deutet
darauf hin, dass es offensichtlich nicht zu einer totalen Fehlfaltung und damit einem

Funktionsverlust des mutierten Proteins kommt.
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Abbildung 5-5 Unterschiedliche Domanen von FMRP vermitteln die Homodimeriserung und die Assozation
mit FXR1 und FXR2. Autoradiographie eines Bindungsexperiments mit in-vitro-trandatierten
Deetionsmutanten von FMRP. ZZ-FMRP (Spuren 1-4, 21-24), ZZ-FXR1 (Spuren 5-8, 25-28) oder ZZ-FXR1
(Spuren 9-12, 29-32) wurden immobilisiert und mit den angegebenen in-vitro-trandatierten FMRP-
Deetionsmutanten inkubiert. Als Kontrolle wurde das ZZ-Peptid immobilisiert und mit den Trandaten inkubiert
(Spuren 13-16, 33-36). Nach anschliel?endem Waschen wurden die Ansédtze durch SDS-PAGE aufgetrennt und
autoradiographisch analysiert. Spuren 17-20 und 37-40 zeigen 20 % des eingesetzten Trand ats.

5.1.3.3 DieKorrelation von Translationsinhibition und Homodimerisierung von FM RP

Die fehlende Homodimerisierung der punktmutierten FM RP-Fragmente (vgl. Abbildung 5-4)
und die leicht abgeschwéachte Translationsinhibition einiger Deletionsmutanten (Abbildung

5-3) geben Hinweise darauf, dass sowohl eine Dimerisierung von FMRP erfolgen muss, als
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auch alle drei RNA-bindenden Doménen vorhanden sein missen, um eine ganzliche
Tranglationsinhibition der RNA zu erreichen. Abbildung 5-6 fasst die Ergebnisse der

Dimerisierung und der Translationsinhibition zusammen.

FIV!RP- D_imeri- TLAnh.
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Abbildung 5-6 Die Dimeriserung von FMRP ist die Voraussetzung fir die Trandationsinhibition. Die Balken
zeigen schematisch die Primérstruktur der in Dimerisierung und Trandationsnhibition getesteten FMRP-
Deetionsmutanten. Die Lage der Punktmutation 304N ist mit einem ,,** angegeben. Ausgefillte Balken geben
die Positionen der KH-Doménen (schwarz) und der RGG-Box (grau) wieder. In einer Tabelle daneben sind die
Ergebnisse der genannten Versuche zusammengefasst, wobel ,++* eine sehr gute Bindung, ,+* eine gute
Bindung/Trandationsinhibition und ,,-“ keine Bindung/Trand ationsinhibition bedeutet.

Die schematische Abbildung der Deletionsmutanten  verdeutlicht, dass die
Tranglationsinhibition einem vergleichsweise grof3en, zusammenhangenden Bereich in der
Primérstruktur des Proteins zugeordnet werden kann. Dabei zeigt sich, dass von den
Deletionsmutanten, welche alle drei RNA-Bindungsdomanen besitzen, nur Volllange-FMRP
in der Lage ist, die Inhibition der RNA-Translation zu gewahrleisten, eine bis zur ersten KH-
Domane deletierte Mutante jedoch nicht (FMRP.6.632). Dagegen verdeutlicht der Vergleich
der FMRP-Deletionen, dass in erster Linie FMRP welches auch zur Dimerisierung beféhigt
ist, eine Translationsinhibition austibt (vgl. Abbildung 5-6, Punktmutationen von FMRP und
FMRP1.430). Eine Ausnahme bietet dagegen FMRP;.332, welches trotz intakter Dimerisierung
die Translation von RNA nicht beeinflusst.

5.1.3.4 DieBindungsstellen von FXR1 und FXR2 an FM RP Uberlappen sich

Da eine nahe Verwandtschaft der Proteine der Fragilen X-Familie zueinander besteht, war es
interessant zu erfahren, ob FXR1 und FXR2 ebenfalls an die Dimerisierungsdoméane von
FMRP binden. In diesem Fall wirden die beiden Homologen mit FMRP um diese
Bindungsstelle konkurrieren. Zur Klarung dieser Frage wurden FXR1 und FXR2 mit ZZ-tag
rekombinant exprimiert und an 1gG-Sepharose immobilisiert. Anschliel3end erfolgte die

Zugabe von in-vitro-translatierten, radioaktiv markierten FMRP-Deletionsmutanten.
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Die Abbildung 5-5 macht deutlich, dass FXR1 und FXR2 einen kleineren Bereich zur
Heterodimerisierung mit FMRP bendtigen, als FMRP zur Homodimerisierung. Die
Bindungsstelle umfasst lediglich den N-terminalen Abschnitt vor den beiden KH-Doméanen.
Diese Aussage lasst sich aus der Beobachtung treffen, dass beide Proteine sowohl an
Fragment FMRP 1-215 (Spuren 26, 30), als auch an FMRP 112-332 (Spuren 27, 31)
gleichermal3en binden. Dagegen findet keine Assoziation mit der Deletionsmutante 216-632
statt.

Die C-terminalen zwei Drittel von FMRP (216-632 Spuren 3, 7 und 11) zeigen in diesem
Assay keine Interaktion mit FMRP, FXR1 oder FXR2. Somit scheint es wahrscheinlich, dass
die getesteten Protein-Protein-Interaktionen ausschlieldlich Gber den N-terminalen Bereich
von FMRP vermittelt werden. Abbildung 5-7 fasst die Ergebnisse der Bindungsassays

grafisch zusammen.
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Abbildung 5-7 Schematische Zusammenfassung der Bindungsexperimente. Die Balken zeigen schematisch die
Primérgtruktur der getesteten FMRP-Del etionsmutanten mit der Position der beiden KH-Doménen (KH1, KH2)
und der RGG-Box (RGG). * bezeichnet die Lage der Punkmutation 1304N. Die Tabelle daneben und die
gtilisierten Proteine unterhalb der Balken fassen die Ergebnisse des Bindungsexperiments von Abbildung 5-5
zusammen.

5.1.4 Herstellung eines monoklonalen FM RP-Antikorpers

Der inhibierende Effekt von rekombinantem FMRP auf die Translation von mRNAs sollte
nun auf der molekularen Ebene genauer verstanden werden. Aus diesem Grund sollte ein
monoklonaler Antikorper hergestellt werden, der gegen FMRP gerichtet ist und die
Aufreinigung des endogenen Proteins und seinen interagierenden Komponenten aus humanen
Zellen ermdglicht. Mit ihm verband sich die Hoffnung auf ein ,,Werkzeug” fir die weitere

biochemische Analyse von FMRP.
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Fur die Immunisierungen wurde Volllange-FMRP rekombinant mit Histag in E. coli
exprimiert und in BALB/c Mause injiziert. Anschlief3end an mehrere Booster-1njektionen
wurden antikorperproduzierende B-Zellen aus der Milz mit Myelomazellen fusioniert. Die so
entstandenen Hybridomazellen wurden in Selektionsmedium kultiviert und zu Klonen
vereinzelt. Mit Hilfe von ELISA-Tests und Westernblots konnten 13 spezifische FMRP-
Antikorper-produzierende Zellklone (36.1, 333.1, 333.2, 333.3, 333.5, 333.6, 333.7, 333.8,
333.9, 333.10, 333.16, 333.27 und 333.28) isoliert werden, die allesamt rekombinant
hergestelltes FMRP im Western-Blot bzw. im ELISA-Test erkennen (nicht gezeigt). Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der Klon 36.1 im Detail charakterisiert.

. B
ANTIKORPER-SUBKLASSE aFMR
s
- 333.6 36.1
< O O 0 O = kDa ,
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, 179 — .
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Abbildung 5-8 Charakteriserung von monoklonalen anti-FMRP-Antikérpern. A ELISA-Test zur
Identifizierung der Antikorper-Subklasse. Die Farbreaktion findet in der Kavitét tatt, die Zweitantikdrper gegen
den Subtyp (Bezeichnung Uber der jewelligen Kavitét) des getesteten FMRP-Antikorpers enthdlt. B Westernbl ot
mit 50 pg Hela-Gesamtprotein pro Spur. C Westernblot mit unterschiedlichen Mengen (1-20 ng)
rekombinantem FMRP. D Autoradiographie einer Immunprézipitation von in-vitro-trandatiertem FMRP durch
unterschiedliche anti-FMRP-Klone. Die erste Spur zeigt 20 % des eingesetzten Trandats, die Ubrigen Spuren
sind oberhalb mit der jewelligen Klonnummer beschriftet. 1C3 bezeichnet einen kéuflich erworbenen FMRP-
Antikorper.
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Zu Anfang wurde mit Hilfe von FMRP-Deletionsmutanten das Epitop, welches der
monoklonale Antikdrper-Klon 36.1 im Westernblot erkennt, genau eingegrenzt. Es konnte
zwischen Aminosauren 357 und 376 lokalisiert werden, ein Bereich, der sich in FMRP etwa
in der Mitte zwischen der zweiten KH-Doméane und der RGG-Box befindet.

Mit Hilfe eines ELISA-Assays erfolgte zu Anfang eine Bestimmung der Subklasse des anti-
FMRP-Antikorpers. Es zeigt sich, dass der monoklonale anti-FMRP-Antikorper der
Subklasse 1gG2a angehdrt (siehe Abbildung 5-8, A) und damit hohe Affinitéat fur Protein-A-
wie auch fur Protein-G hat.

Die Monospezifitét eines Antikorpers fur sein Antigen ist eine Grundvoraussetzung fur viele
biochemische Assays, daher lag nahe, den anti-FMRP-Antikorper Klon 36.1 auf seine
Spezifitét hin zu untersuchen. Hierzu wurde er zur Detektion von FMRP in HeL a-Zellextrakt
im Westernblot eingesetzt. Zum Vergleich wurde auch mit den Antikérpern eines anderen
Klons detektiert. Es zeigt sich, dass beide monoklonalen Antikorper-Klone (333.6 und 36.1)
FMRP in Zellextrakt erkennen (Abbildung 5-8, B). In beiden Fallen ist auch hervorzuheben,
dass FXR1 und FXR2, die ein geringfiigig niedrigeres bzw. hoheres Molekulargewicht als
FMRP besitzen (ca. 81 kDa bzw. 89 kDa), nicht detektiert werden. Der Antikorper-Klon 36.1
ist monospezifisch fiur FMRP, im Gegensatz zu 333.6, der neben FMRP auch noch ein
unbekanntes Protein mit einer Masse von 120 Kilodalton erkennt.

Erganzend zur Spezifitdt wurde auch die Sensitivitdt des AntikGrpers 36.1 untersucht.
Abbildung 5-8, C zeigt, dass rekombinantes FMRP im Westernblot bis zu einer Menge von 5

ng erkannt wird.

Um die Fahigkeit der FMRP-Antikorper zur Immunprazipitation von FMRP aus Zellextrakt
zu prifen, wurden die Mediumiberstéande der dreizehn Hybridomaklone mit Protein-G-
Sepharose inkubiert und so der von den Zellen ins Medium sezernierte Antikorper
immobilisiert. Anschliefend wurden sie mit in-vitro-translatiertem, [**S]-markiertem FMRP
inkubiert. Die Ansdtze wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch
untersucht (Abbildung 5-8 D). Dabei zeigte sich, dass die Klone 333.1, 333.2, 333.3, 333.6,
333.16, 333.27, 333.28 und 36.1 in-vitro-trandlatiertes FMRP prézipitieren kénnen. Die
anderen funf Klone und der ké&uflich erworbene FMRP-Antikdrper (Klon 1C3) sind dazu
dagegen nicht in der Lage. Durch einige Antikorper kénnen bis zu 20 % des eingesetzten
FMRP-Translats immunprazipitiert werden (Abbildung 5-8 D, Klone 333.1, 333.6 und
333.27).
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Um zu Uberprifen, ob der Antikdrper Klon 36.1 natives FMRP in Hel a-Zellextrakt erkennen
und daraus isolieren kann, wurden steigende Mengen Antikdrper an Protein-G-Sepharose
immobilisiert und anschlief3end mit Zellextrakt inkubiert. Nachfolgend wurden die Prazipitate
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Fir eine Analyse der prazipitierten FMRP-Menge wurden
auch steigende Mengen rekombinantes FMRP als Standard mit aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgte durch Westernblot.

anti-FMRP rekomb. FMRP

_ ] —]

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 5-9 Der monoklonale FMRP-Antikorper kann FMRP nicht effizent aus Zellextrakt prézipitieren.
Die Abbildung zeigt den Westernblot einer Immunprézipitation von FMRP. Unterschiedliche Mengen des
monoklonalen FMRP-Antikorpers Klon 36.1 (250 ng, 1, 5 oder 10 pg, Spuren 1-4) wurden immobilisiert und
mit 2 ml Hel a-Zellextrakt (2x10° Zellen) inkubiert. Nach dem Waschen wurden die prézipitierten Proteine mit
Protein-Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Als Standard wurden definierte
Mengen rekombinantes FMRP aufgetragen (0,5 ng, 1 ng, 5 ng oder 10 ng, Spuren 5-8).

Der Vergleich der préazipitierten FMRP-Menge mit dem Proteinstandard zeigt, dass ca. 10 pg
Antikorper notwendig waren, um etwa 1 ng FMRP zu prazipitieren (Abbildung 5-9, vgl.
Spuren 4 und 6). Geht man davon aus, dass in 1 ml HelLaExtrakt (1x10° Zellen) 400 ng
FMRP enthalten sind (nicht gezeigt), entspricht die prazipitierte Menge nur 0,25 % des im
Versuchsansatz enthaltenen endogenen FMRPs. Darauf folgende Untersuchungen ergaben,
dass nahezu kein FXR1 bzw. FXR2 in den Immunprazipitationen enthalten waren (durch
Westernblot nachegewiesen,nicht gezeigt), obwohl bekannt ist, dass beide Proteine in einem
Komplex mit FMRP vorliegen (Zhang et al., 1995; Siomi et al., 1995). Ahnliche Experimente
mit den anti-FMRP-Antikorpern 333.1 und 333.27 zeigten vergleichbare Resultate. Offenbar
prézipitiert der Antikorper also freies Protein, wie dies auch die Immunprazipitation von
FMRP-Translat gezeigt hatte (vgl. Abbildung 5-8), komplexassoziiertes Protein aus HelL a
Zellextrakt wird hingegen nicht erkannt. Dies fuhrt zu der Annahme, dass die monoklonalen
anti-FMRP-Antikorper moglicherweise unter in-vivo-Bedingungen keinen Zugang zu ihrem
Epitop im FMRP-Komplex haben und daher fir Co-lmmunprézipitationen unter
physiologischen Bedingungen ungeeignet sind.

5.1.5 FMRPliegt in humanen Zellen modifiziert vor

Im Folgenden stellte sich die Frage, Uber welche Mechanismen eine Kontrolle der Translation

von mMRNAs durch FMRP ausgelibt wird. Besonderes Augenmerk wurde hierbel auf eine
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Regulation der Aktivitét durch posttranslationale Modifikationen gelegt, wie sie bereits von
verwandten mRNP-assoziierten Proteinen bekannt waren (Shen et al., 1998; Ostareck-L ederer
et al., 2002).

Erste Hinweise auf eine posttranslationale Modifikation von FMRP ergaben sich aus
Experimenten mit frisch préparierten HelL a-Zellextrakten, bei deren gelelektrophoretischer
Auftrennung FMRP mit zwei unterschiedlichen molekularen Massen detektiert werden
konnte (nicht gezeigt). In weiteren Versuchen wurden Hel a-Cytoplasma- und -Kernextrakt
gelfiltrationschromatografisch aufgetrennt und, nach SDS-PAGE, FMRP in den einzelnen
Fraktionen durch Westernblot nachgewiesen (Abbildung 5-10). Vorwiegend im Kern kann
mit dem Antikorper Klon 36.1 eine zweite Bande detektiert werden (FMRP*), ein ca. 15
Kilodalton héheres Molekulargewicht aufweist. Da der Antikoérper monospezifisch fur FMRP
ist (vgl. Abbildung 5-8 B), wurde vermutet, dass es sich hierbel um eine posttranslationale
Modifikation des Proteins handelt. Es konnte beobachtet werden, dass sich die
Mengenverhdltnisse zwischen FMRP und modifiziertem FMRP (hier mit einem Stern

markiert) in den einzelnen Fraktionen proportional zueinander verandern.
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Abbildung 5-10 FMRP liegt in HelLa-Cytoplasma- und —Kernextrakt modifizert vor. Westernblot von
fraktioniertem HelLa-Cytoplasmaextrakt (A) und HelLaKernextrakt (B) nach einer Superose-6-
Gefiltrationschromatographie, die Detektion erfolgte mit anti-FMRP-Antikorper Klon 36.1. Dargestellt sind die
Fraktionen (9-22), die dem Protein-Trennbereich der verwendeten Matrix entsprechen. Die Zahlen Uber den
Fraktionen zeigen das Elutionsverhaten eines Molekulargewichtsmarkers (in Kilodalton) auf der verwendeten
Saule.

Bei Betrachtung der gelfiltrationschromatografischen Auftrennung der Zellextrakte fallt auf,
dass FMRP in den beiden zelluld&ren Kompartimenten in verschiedenen Proteinkomplexen
vorliegt, die sich anhand ihrer Masse und damit in ihrer Verteilung auf die eluierten
Fraktionen unterscheiden.

Diese Beobachtung deckt sich mit bereits vertffentlichten Ergebnissen tiber FMRP als Tell
von makromolekularen Komplexen, welche sowohl mRNAs, as auch Proteine in

unterschiedlicher Zusammensetzung und Menge beinhalten (Ceman et al., 1999; Feng et al.,
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1997a; Tamanini et al., 1996). Hierdurch erklart sich moglicherweise auch das heterogene
Laufverhalten von FMRP. Das Protein verteilt sich Uber viele Fraktionen bis in den
hochmolekularen Bereich hinein (Abbildung 5-10, Fraktionen 11-21). Trotzdem fallt ein
Unterschied zwischen Cytoplasma und Kernextrakt ins Auge: Der grofite cytoplasmatische
FMRP-Komplex besitzt eine Masse von etwa 700 kDa (Fraktion 13). Im Kern jedoch setzt
sich der Komplex anders zusammen, hier betrégt die Grole bis zu einem Megadalton
(Fraktionen 11-13). Aufféllig ist dabei auch, dass die grofiten Komplexe in beiden
Kompartimenten vergleichsweise wenig des putativen modifizierten FMRP (FMRP*)
enthalten, dagegen ist dieses vor allem in Komplexen mit einem Molekulargewicht zwischen
160 und 500 Kilodalton enthalten.

Aufgrund der verwendeten Gelfiltrationssaule werden in diesem Experiment nur
Proteinkomplexe mit einer Masse unter einem Megadalton aufgetrennt. GrofRere mRNPs
befinden sich dagegen im Durchbruch und kénnen hier nicht analysiert werden.

Um einen Uberblick tber die Anzahl und Art der Modifikationen von FMRP zu erhalten,
wurden HelLaTota-, Cytoplasma und Kernextrakt einer zweidimensionalen
Gelelektrophorese unterzogen. Bei der hier angewandten Methode werden isoelektrische
Fokussierung und denaturierende SDS-PAGE miteinander kombiniert. So kdnnen Proteine
anhand ihrer Nettoladung und zusétzlich ihrer Grof3e aufgetrennt werden, wobel einzelne
posttranslationale Modifikationen durch die Differenz einer einzigen Ladungsénderung
unterschieden werden konnen.

Die geféllten Proteine wurden in der ersten Dimension in einem pH-Gradientengel (pH 3-11)
ihrem isoelektrischen Punkt entsprechend fokussiert und anschlief3end durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Detektion von FMRP erfolgte durch einen Westernblot.
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Abbildung 5-11 FMRP wird mehrfach posttrandational modifizert. Westernblot einer 2-D-Gelel ektrophorese
von Hel a-Ganzzellextrakt (Total), -Cytoplasmaextrakt (CPE) und —Kernextrakt (NE), die Detektion von FMRP
erfolgte mit den anti-FMRP-Antikérper Klon 36.1. Die geféllten Proteine wurden einer isoelektrischen
Fokussierung im pH-Bereich von 11 bis 3 unterzogen, gefolgt von einer SDS-PAGE. Die den Extrakten
gemeinsamen Detektionssignale werden von schwarzen Pfellen angezeigt, Unterschiede in den FMRP-
Modifikationen markieren die weiRen Pfeile.

Es konnte gezeigt werden, dass FMRP in den unterschiedlichen Zellkompartimenten
modifiziert vorkommt. Von den jeweils funf bis sechs punktférmigen Detektionssignalen sind
in Abbildung 5-11 diejenigen markiert, die in den drei unterschiedlichen Extrakten
Ubereinstimmen (ausgefillte Pfeile). Die offenen Pfeile deuten auf Unterschiede im Vergleich
der Zellextrakte, die sich vor alem in Abweichungen bei den Proteinmengen bemerkbar
machen, beispielsweise eine modifizierte Form von FMRP die im Cytoplasma vorkommt,
jedoch nicht im Kernextrakt detektiert wird. Zusammenfassend &8sst sich sagen, dass sich die
cytoplasmatischen FMRP-Modifikationen in mindestens einem Fall von den nukledren

unterscheiden.

5.1.5.1 FMRP kann in vitro methyliert werden

Im ndchsten Schritt wurde nun der Frage nachgegangen, auf welche Art FMRP
posttranslational modifiziert wird. Die Analyse von Proteinen mit RGG-Box ergab, dass diese
oft Ziel intensiver asymmetrischer Dimethylierungen (aDMA) an den Argininresten dieser
Domane sind. Aus diesem Grund lag der Gedanke nahe, FMRP auf diese Modifikation hin zu
untersuchen.

Auf der Grundlage der unterschiedlichen FM RP-Deletionsmutanten wurde nun in einem in-

vitro-Assay untersucht, ob FMRP methyliert wird und in welcher Region des Proteins diese
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Modifikation gegebenenfalls erfolgt. Da bis zu diesem Zeitpunkt noch keine FMRP-
modifizierende Methyltransferase bekannt war, wurde in dem nachfolgend beschriebenen
Experiment frisch préparierter HelaCytoplasmaextrakt verwendet, in dem die
Methyltransferase(n) vorhanden sein sollten. Dieser wurde mit rekombinantem FMRP bzw.
unterschiedlichen FMRP-Deletionen inkubiert. Als Methylgruppendonor fungierte [*H]-
markiertes S-Adenosylmethionin, der generelle Cofaktor fur Arginin-Methyltransferasen.
Anschlief3end wurde der Versuch gelelektrophoretisch und autoradiographisch ausgewertet.
Anhand der Abbildung 5-12, Spur 1 wird deutlich, dass mindestens eine der im
Cytoplasmaextrakt enthaltenen Methyltransferasen FMRP als Substrat erkennt und in der
Lage i, die radioaktiv markierte Methylgruppe auf das Protein zu Ubertragen. Durch einen
Vergleich der Deletionsmutanten ist ersichtlich, dass sich die modifizierte Region im C-
terminalen Teil von FMRP befindet, da neben Volllangen-FMRP nur FMRPy30.632 und
FMRPs37.632 methyliert werden (Spuren 4 und 5).
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Abbildung 5-12 Der C-Terminus von FMRP wird in Hel a-Extrakt methyliert. Autoradiographie einesin vitro
Methylierungsexperiments, bel dem gleiche molare Mengen verschiedener rekombinant exprimierter FMRP-
Déeetionsmutanten (Spuren 2-5) bzw. FMRP voller Lange (Spur 1) mit HeL a-Extrakt und radioaktiv markiertem
S-Adenosylmethionin fir eine Stunde bei 37°C inkubiert wurden. Anschlief3end wurden die Ansétze durch SDS-
PAGE aufgetrennt und autoradiographisch analysiert. Die Zahlen geben die Grolen eines Protein-
Mol ekul argewi chtsmarkersin Kilodalton an.

Vor alem die RGG-Box kommt als potentielle Akzeptor-Region in Frage, da RG-reiche
Sequenzen vermehrt mit kovalenten Modifikationen in Form von Methylierungen in

Verbindung gebracht werden. (vgl. Kapitel 2.2.2).
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5.1.52 FMRP ist ein Phosphoprotein

Neben der Methylierung ist die Phosphorylierung eine hdufige Art der posttranslationalen
Modifikation bei RNA-bindenden Proteinen. Um zu untersuchen, ob FMRP in vivo
phosphoryliert wird, wurden HelaGewebekulturzellen im Wachstum mit [**P]-ortho-
Phosphat inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend lysiert und mit dem anti-FMRP-
Antikorper Klon 36.1 inkubiert. Die so immunprazipitierten Proteine wurden durch SDS-

PAGE aufgetrennt und durch Westernblot und parallele Autoradiographie der Blotmembran

detektiert.
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Abbildung 5-13 FMRP wird durch Phosphorylierung posttrandational modifizert. Autoradiographie (1) und
Westernblot (2) eines in-vivo-Phosphorylierungsexperiments, wobei FMRP in (2) mit dem anti-FMRP-
Antikérper 1C3 nachgewiesen wurde. Pfeil 1 bezeichnet die Ubereinstimmende Bande vom phosphorylierten
FMRP und FMRP* im Westernblot, die Pfeile 2-4 weisen auf phosphorylierte Proteine, bei denen es sich nicht
um FMRP handelt.

Vergleicht man die Autoradiographie mit dem Westernblot (Abbildung 5-13), wird deutlich,
dass nur die hochmolekulare FMRP-Bande (Pfeil 1) radioaktiv markiert ist. Drel deutlich
schwécher markierte Proteinbanden decken sich nicht mit dem im Westernblot detektierten
FMRP mit einer Grofe von etwa 85 kDa Damit ist ausgeschlossen, dass dieses
phosphoryliert ist. Um nun die Art der Phosphorylierung zu untersuchen, wurde eine
Phosphoaminosiure-Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurde das [**P]-markierte FMRP durch

saure Hydrolyse in seine Aminosauren gespalten und in  ener 2D-

Dunnschichtchromatographie untersucht (Abbildung 5-14).
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Abbildung 5-14 FMRP wird in vivo an Serin phosphoryliert. Autoradiographie einer
dunnschichtchromatographischen  Auftrennung von sauer hydrolysiertem FMRP. Daneben ist die
Ninhydrinfarbung eines Phosphoaminosdure-Standards (Phospho-Serin, -Threonin und -Tyrosin), ebenfalls nach
einer dinnschichtchromatographischen Auftrennung, abgebildet. Die Positionen der angefarbten Aminosduren
wurden dann mit dem Laufverhalten der Proteinprobe verglichen.

Der Vergleich der Autoradiographie mit dem angeféarbten Aminosdurestandard
(Phospho-Serin, -Threonin und -Tyrosin) belegt, dass die Proteinprobe phosphorylierte
Aminosauren enthielt, die bei der chromatographischen Auftrennung dem Laufverhalten von
Phosphoserinen entsprechen. FMRP wird demnach in vivo an mindestens einem Serinrest

phosphoryliert.

5.1.5.3 FMRP kann in vitro phosphoryliert werden

Nachdem klar war, dass FMRP an Serin-Resten modifiziert wird, galt es als nachstes zu
untersuchen, in welcher Region des Proteins die Phosphorylierung erfolgt. Hierzu wurden
rekombinant exprimiertes FMRP, FMRP-N-Terminus (1-332) und FMRP C-Terminus (216-
632) einer in-vitro-Phosphorylierung unterzogen. Die hierfir gewdahlte Kinase war Casein-
Kinase-11, da diese Kinase ein breites Spektrum beztglich ihrer Zielproteine besitzt und sich
in der Aminosauresequenz von FMRP mehrere putative Erkennungssequenzen fur CKII
finden lassen.

Die rekombinante Kinase wurde mit y-[**P]-ATP und rekombinantem Volllange-FMRP oder
den jeweiligen FMRP-Deletionen 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Anschlief3end wurden die
Ansitze durch SDS-PAGE aufgetrennt und zur Uberprifung der erfolgten FMRP-
Posphorylierung autoradiographisch bzw. mittels Coomassieféarbung analysiert. Als Kontrolle
dienten Ansétze, in denen HelL a-Zellextrakt statt Casein-Kinase-11 zur Phosphorylierung von
FMRP eingesetzt wurde.
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Abbildung 5-15 Der C-Terminus von FMRP kann in vitro phosphoryliert werden. Autoradiographie (Spuren
1-6) und Coomassiefarbung (Spuren 7-9) eines in-vitro-Phosphorylierungsexperiments. Die rekombinanten
Proteine FMRP, FMRPy.33, und FMRP,6.63, Wurden mit 2 pg Casein-Kinase |1 (Spuren 1-3) und Hel a-Extrakt
(Spuren 4-6) fir eine halbe Stunde bel 30°C inkubiert. Eine Phosphorylierung wurde in der Autoradiographie
anhand der (ibertragenen Phosphoserylgruppe von y-[*?P]-ATP nachgewiesen. Ein Molekulargewichtsmarker
gibt die ProteingréRen in Kilodalton an.

Die Autoradiographie zeigt, dass sich der C-Terminus von FMRP am effektivsten
phosphorylieren l&sst. Dies gilt sowohl fur die Ansétze mit der rekombinanten Kinase, wie
auch fur die mit Zellextrakt (Abbildung 5-15, Spuren 3 und 6), auch wenn man
berlicksichtigt, dass ca. doppelt soviel des C-terminalen Fragments als Substrat eingesetzt
wurde wie die anderen beiden Fragmente (vgl. Coomassiefarbung, Spuren 7-9).

Weiterhin ist in den Spuren 1 und 4 erkennbar, dass FMRP voller Lange sowohl von Casein-
Kinase I, als auch im HelLaExtrakt phosphoryliert wird. Dagegen wird der N-terminale Teil
von FMRP (1-332) nicht in vitro phosphoryliert (vgl. Spuren 2 und 5). Die

Phosphorylierungsstelle 1&sst sich somit auf den C-terminalen Bereich von FMRP eingrenzen.

5.1.5.4 Die RNA-Bindung von FM RP wird durch Phosphorylierung nicht beeinflusst

Es sellte sich nun die Frage, ob die posttranslationale Modifikation von FMRP eine
Auswirkung auf dessen Funktion hat. Aufgrund der Position der Phosphorylierung im C-
terminalen Abschnitt des Proteins, in dem sich auch die RGG-Box befindet, scheint es
maoglich, dass sich die Assoziation des Proteins zu mRNA verandert. Aus diesem Grund sollte
das Protein im modifizierten Zustand auf seine RNA-Bindungsfahigkeit hin getestet werden.
Dafr wurde rekombinant exprimiertes FMRP»16.632 in einem in-vitro-Phosphorylierungsassay
durch Casein-Kinase Il mit y-[*P]-ATP modifiziert, ein paralleler Ansatz ohne y-[**P]-ATP
diente als Kontrolle. Anschlief3end wurden beide Ansétze mit poly-U-Sepharose inkubiert und
anschlief3end nicht gebundenes Protein durch Waschen entfernt. Die Ansétze wurden nach

einer SDS-PAGE sowohl autoradiographisch, als auch durch Coomassieféarbung untersucht.
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Abbildung 5-16 Die RNA-Bindefahigkeit von FMRP wird durch Phosphorylierung nicht beeinflusst. Die
Abbildung zeigt die Autoradiographie (Spuren 1 und 2) eines RNA-Bindungsexperiments und die
Coomassiefarbung der gebundenen Proteine (Spuren 3-4). 2 pg rekombinantes FMRP,663 Wurden mit
radioaktiv markiertem y-ATP in vitro phosphoryliert und, ebenso wie unphosphoryliertes FMRP, mit poly-U-
Sepharose inkubiert. Die beiden Ansétze wurden autoradiographisch zum Nachwels der Phosphorylierung, as
auch durch Coomassieférbung auf die gebundenen Proteine hin untersucht.

Ein Vergleich der Coomassiefarbung (Spuren 3 und 4, Abbildung 5-16) macht deutlich, dass
in beiden Ansdtzen die gleiche Menge FMRP an die poly-U-Sepharose gebunden ist. Die
Autoradiographie dient der Kontrolle, dass tatséchlich eine Phosphorylierung stattgefunden
hat und phosphoryliertes FMRP an die Sepharose bindet (Spur 1). Offensichtlich wirkt sich

eine Phosphorylierung in diesem Experiment weder negativ noch positiv auf die Bindung von

FMRP an homopolymere RNA aus.

5.1.5.5 Schrittezur Identifizierung der Kinase

Obwohl die Funktion der Phosphorylierung von FMRP im Rahmen dieser Arbeit nicht
abschliefiend geklart werden konnte, ist es doch von grof3em Interesse, die Kinase zu
identifizieren, welche diese Modifikation katalysiert.

Ein makromolekularer Komplex phosphoryliert FMRP

Um eine Vorgtellung Uber die Masse der Kinase zu bekommen, wurde als erstes eine
Massenauftrennung von Hel a-Gesamtzellextrakt mittels Gelfiltrationschromatographie durch
eine Superose-6-Sdule durchgeftihrt. Anschlief3end wurden Aliquots aus den eluierten
Fraktion entnommen und in einem Phosphorylierungsexperiment mit rekombinantem
FMRP6632 und y-[*P]-markiertem ATP inkubiert. Die Autoradiographie nach der
elektrophoretischen Auftrennung der Ansdtze identifiziert die Fraktionen, die eine
Kinaseaktivitéat bezliglich FMRP enthalten.
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Abbildung 5-17 Ein makromolekularer Komplex phosphoryliert FMRP. A: Autoradiographie eines in-vitro-
Phosphorylierungsexperiments. Hel a-Extrakt (5x10° Zellen) wurde mittels Gelfiltrationschromatographie durch
eine Superose-6-Matrix groRenfraktioniert und Aliquots der Fraktionen 11-21 wurden anschlie3end auf ihre
Phosphorylierungsaktivitét an rekombinantem FMRPye63 getestet. Die Ansdtze wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und die Ubertragung der radioaktiv markierten Phosphoryl gruppe autoradi ographisch nachgewiesen.
B: Coomassieférbung der Fraktionen 11-21 aus A. Ein Molekulargewichtsmarker gibt die ProteingréfRen in
Kilodalton an. C: Graphische Darstellung des Elutionsprofils der Gelfiltrationschromatographie aus A. Die
Kurve zeigt die Absorption bel 280 nm der jeweiligen Fraktion an. Die X-Achse gibt die Laufzeit in Minuten an,
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die Y-Achse die Absorptionseinheiten bei 280 nm. Uber der Grafik zeigen die Molekulargewichte (in kDa) eines
GroRenmarkers an, in welchen Fraktionen Proteine mit der jewelligen Masse eluiert werden.

Zur besseren Ubersicht sind in Abbildung 5-17 A und B nur die Fraktionen gezeigt, die dem
tatsachlichen Auftrennungsvermdgen der verwendeten Superose 6-Saule entsprechen. In den
davor eluierten Fraktionen (1-10) befindet sich der ,, Saulendurchbruch®, der sich aus einer
Mischung von Aggregaten und Proteinkomplexen zusammensetzt, die aufgrund ihres hohen
Molekulargewichts von der verwendeten Superose 6-Saule nicht aufgetrennt werden kdnnen.
Ein Vergleich mit dem Marker in Abbildung 5-17 C macht klar, dass die FMRP-
phosphorylierende Kinase vor allem in hochmolekularen Komplexen in der Zelle vorliegt.
Die beiden Fraktionen mit der hochsten Kinaseaktivitét (Fraktionen 15 und 16) enthalten
Komplexe mit einer Grof3e von mindestens 440 kDa. Zusétzlich kann eine Phosphorylierung
noch bis zu Fraktionen detektiert werden, die Proteinkomplexe mit einer Grol3e von einem
Megadalton beinhalten (Fraktion 11).

Fraktion 19 besitzt ebenfalls Phosphorylierungsaktivitét beztglich FMRP. Hier eluieren
Proteinkomplexe (bzw. Proteine) mit einem Molekulargewicht von ca. 160 kDa. Dies lasst
vermuten, dass der minimale, zur Phosphorylierung notwendige Kinasekomplex mindestens
160 kDa umfasst.

Phosphoryliertes FMRP comigriert in Gelfiltrationsfraktionen mit seiner Kinase
Wie auch FMRP, ist die FMRP-Kinase ebenfalls ein Bestandteil makromolekularer

Komplexe. Da sich diese hochmolekularen Komplexe vermutlich aus wechselnden

Bindungspartnern zusammensetzen, zeigt FMRP in den durchgefuhrten Gelfiltrationen, wie
schon in Kapitel 5.1.5 beschrieben, ein heterogenes Laufverhalten. Ein dhnliches Bild ergibt
sich, wenn man die Aktivité der Kinase in Abbildung 5-17 A verfolgt. Hier befindet sich die
Kinase(aktivitét) in den Fraktionen 11 bis 19, also sowohl in hochmolekularen, als auch
kleineren Komplexen.

Die Hauptaktivitét der Kinase liegt in den Fraktionen 15 und 16 (Abbildung 5-17 A). In den
vergleichbaren Fraktionen der Abbildung 5-10 B befindet sich dort auch am meisten
phosphoryliertes FMRP in Form der hoher laufenden Proteinbande (Fraktionen 15, 16,
FMRP*). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Kinase auch in vivo Bestandteil eines

FMRP-Komplexes sein konnte.
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Gelfiltrations- und lonenaustauscherchromatographie als erste  Schritte  zur  Kinase-

| dentifizierung
Um einen Uberblick tber die Verteilung der Proteine auf die einzelnen Fraktionen eines

Gelfiltrationslaufs zu bekommen, wurde ein Teil der eluierten Fraktionen gefallt und nach
einer elektrophoretischen Auftrennung mit Coomassie angefarbt (Abbildung 5-17 B).
Abbildung 5-17 C zeigt darlber hinaus die Absorption bei 280 nm der einzelnen Fraktionen
als Mal3 fur den jeweiligen Proteingehalt.

Interessanterweise befindet sich die hochste Kinaseaktivitét in den Fraktionen 15 und 16, wo
vergleichsweise wenig Gesamtprotein zu finden ist (vgl. Abbildung 5-17 A zu Abbildung
5-17 C). Diese Tatsache macht eine eventuelle Aufreinigung der FMRP-phosphorylierenden
Kinase einfacher. Basierend auf dieser ersten Vorreinigung des FMRP-/Kinase-Komplexes,
welche sich die Grofienunterschiede der Hela-Extraktbestandteile zunutze macht, kbnnen nun
welitere Aufreinigungsschritte angeschlossen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun
eine lonenaustauscherchromatographie durchgefihrt.

Um der Identifizierung der Kinase ndher zu kommen, wurde die 15. Fraktion der
Gelfiltrationschromatographie (Abbildung 5-17 B) unter neutralen pH-Bedingungen sowohl
mit Kationenaustauscher- (SP-Sepharose), als auch mit Anionenaustauscher-Matrix (Q-
Sepharose) inkubiert. Anschlief3end wurde von beiden Ansdtzen die gewaschene Matrix und
der Uberstand in einem Phosphorylierungsassay mit FMRP16.632 Untersucht.

Es zeigt sich, dass unter neutralen pH-Bedingungen die FMRP-phosphorylierende Kinase an
die Kationenaustauscher-Matrix bindet (Abbildung 5-18, Spur 1).
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Abbildung 5-18 Die FMRP-phosphorylierende Kinase lasst sich Uber |onenaustauscherchromatographie
aufreinigen. Autoradiographie eines in-vitro-Phosphorylierungsexperiments. Die Gelfiltrationsfraktion mit der
hochsten Kinaseaktivitét beziiglich FMRP (vgl. Abbildung 5-17 A, Fraktion 15) wurde sowohl mit Kationen-
(SP) as auch mit Anionenaustauscher-Matrix (Q) inkubiert. Anschlielend wurde in  enem
Phosphorylierungsexperiment  untersucht, ob die Kinase, welche FMRP,;563, phosphoryliert, an die
lonenaustauscher (Spuren 1 und 3) gebunden ist oder in den Uberstanden (Spuren 2 und 4) vorliegt. Die Analyse
der Ansitze erfolgte mittels SDS-PAGE und Autoradiographie.

Dagegen erfolgt keine Bindung an den Anionenaustauscher, die Phosphorylierung von FMRP
geschieht hier nur durch den nicht gebundenen Proteinanteil der Chromatographie (Spuren 3
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und 4). Zieht man nun einen Rickschluss auf die Nettoladung des Proteinkomplexes, in den
die Kinase eingebunden ist, bedeutet das, dass dieser unter pH-neutraen
Versuchsbedingungen positiv geladen ist und aus diesem Grund vom Kationenaustauscher
gebunden wird.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier etablierte Strategie eine Basis fur die

Isolierung und Charakterisierung der FMRP-Kinase ist.
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52 Der PRMT5-Komplex

5.2.1 Diedre Hauptkomponenten des M ethyltransfer ase-K omplexes

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit PRMTS, einem Faktor, der neben dem
SMN-Komplex eine Rolle bel der Biogenese von U-snRNP eine Rolle spielt. PRMT5S ist Telil
eines Komplexes (PRMT5-Komplex), der mit den Faktoren plCln und WD45 mindestens
zwei weitere Proteine enthdlt. Bei PRMTS5 handelt es sich um die erste bekannte (und
moglicherweise einzige) Protein-Arginin-Methyltransferase, welche die Bildung
symmetrischer Dimethylarginine katalysiert. Zu ihren in-vivo-Substraten gehtren die
spleiRosomalen Proteine SmB/B”, D1 und D3, die durch die Methylierung eine erhthte
Affinitét fur SMN erhalten. Die vier restlichen Sm-Proteine D2, E, F und G assoziieren
ebenfalls mit dem PRMT5-Komplex, werden jedoch nicht modifiziert. Durch den direkten
Kontakt des PRMT5-Komplexes mit dem SMN-Komplex werden alle Sm-Proteine dann auf
den letztgenannten Ubertragen. Zum SMN/PRMT5-Komplex wird dann die aus dem Zellkern
exportierte U-snRNA rekrutiert. Als nachstes wird ein vollstéandiger Satz der sieben Sm-
Proteine in einem Schritt auf die U-snRNA transferiert, was in der Ausbildung der Sm-Core-
Doméne resultiert.

Waéhrend die Funktion von PRMTS5 als kataytisch aktiver Faktor in in-vitro-
Methylierungsassays belegt werden konnte, war die Rolle seiner beiden anderen
Komplexpartner noch unklar. Aus Bindungsexperimenten ging jedoch bereits hervor, dass
sowohl pICIn, als auch WDA45 direkt an Sm-Proteine binden, plCln geht dabel eine stabile
Wechselwirkung mit deren Sm-Motiv in vitro ein (Friesen et al., 2002; Meister et al., 2001b).
Zunéchst sollten die Interaktionen der PRM T5-Komplexkomponenten untereinander genauer
untersucht werden. Aufbauend hierauf sollte durch geeignete enzymatische Assays das

Zusammenspiel der Komponenten bei der Katalyse untersucht werden.

5.2.1.1 Dielnteraktionen von PRM TS5, plCln und WD45

Zu Beginn wurde ein in-vitro-Bindungsassay mit den drei Komplexkomponenten
durchgeftihrt. Dazu wurden sie als GST-Fusionsproteine rekombinant in E. coli exprimiert
und anschlief3end an Glutathion-Sepharose immobilisiert. Durch die Zugabe von radioaktiv-
markiertem PRMTY5, plCln und WD45 (hergestellt mittels in-vitro-Translation) konnte nun

die gegenseitige Assoziation untersucht werden.
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Abbildung 5-19 PRMT5 interagiert mit sich selbst und mit pl Cln und WD45. Autoradiographie eines in-vitro-
Bindungsexperiments. GST-PRMT5 (Spuren 1-3), -WD45 (Spuren 4-6), -plCln (Spuren 7-9) und GST alleine
(as Kontrolle, Spuren 10-12) wurden immobilisiert und mit je 2 pl der radioaktiven Trandate von PRMT5,
WD45 und plCIn inkubiert. Nach dem Waschen wurde mit Probenpuffer eluiert, die Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt und einer Autoradiographie unterzogen. Spuren 13-15 zeigen 25 % der eingesetzten Trand ate.

Es zeigte sich, dass sowohl plCIn als auch WD45 an PRMT5 binden (Abbildung 5-19, Spuren
4 und 7). Dagegen scheint keine Interaktionen zwischen plCIn und WD45 zu bestehen
(Spuren 6 und 8). In der Autoradiographie wird auf3erdem deutlich, dass PRMTS5 in der Lage
ist, zu di- oder oligomerisieren (Abbildung 5-19, Spur 1).

Im Anschluss an die obigen Experimente sollte nun die Frage geklart werden, ob die schon
identifizierten Methyltransferase-Komplexkomponenten PRMT5, plCin und WD45 alleine
ausreichen, um die Methylierung der Sm-Proteine zu gewahrleisten, oder ob noch nicht
charakterisierte Assoziationspartner die Katalyse beeinflussen. Somit sollte zu Anfang die
genaue Zusammensetzung des PRMT5-Komplexes analysiert werden. Hierzu wurden
polyklonale Antikorper gegen plCln und WD45 generiert, um mit ihnen mittels Co-
I mmunprézipitationen eventuell noch unbekannte Komplexbestandteile aus Zellextrakt zu
isolieren. 3ug der jeweiligen Antikorper wurden an Protein-G-Sepharose immobilisiert und
mit Cytoplasmaextrakt aus 2x10° Hela-Zellen inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansitze
gewaschen, die Prazipitate mit Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Um
die Coomassiebanden den Proteinen eindeutig zuordnen zu kénnen, wurde ein Westernblot
angefertigt, mit dessen Hilfe man PRMT5, WD45 und plCln identifizieren kann (Abbildung
5-20 B).
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Abbildung 5-20 Der PRMT5-Komplex setzt sich aus drei Hauptkomponenten, PRMT5, pl Cln und WDA45
zusammen, die im Komplex nicht stéchiometrisch reprasentiert sind. Immunprézipitation aus HelLa-
Cytoplasmaextrakt mit anti-plCIn- (1), anti-WD45-Antikérpern (2) und einem Kontroll-Antikorper (a-Flag, 3).
A: Die duierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassieférbung sichtbar
gemacht. Ein GrolRenmarker gibt die Proteinmassen in Kilodalton an. IgHC: schwere Ketten der
Immunglobuline, IgLC: leichte Ketten der Immunglobuline. * bezeichnet ein noch nicht identifiziertes Protein
B: Ein Zehntd der der in A gezeigten Menge wurde nach einer SDS-PAGE elnem Westernblot unterzogen, mit
spezifischen Antikorpern wurde auf PRMT5, WD45 und plCln detektiert.

Die Coomassiefarbung der Proteinelutionen belegten, dass beide Antikorper ihr jeweiliges
Antigen prézipitieren und zusdtzlich auch noch die beiden anderen, bereits bekannten
Komplexpartner (Abbildung 5-20 A). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den

Bindungsexperimenten aus Abbildung 5-19 wird deutlich, dass plCln und WDA45 nicht direkt,
sondern Uber PRMT5 als ,,Brickenglied” interagieren.

5.2.1.2 Der isolierte PRMT5-Komplex ist notwendig und hinreichend, um Sm-Proteine

zu methylieren

Es stellte sich die Frage, ob der durch Immunprézipitation in dieser Arbeit isolierte PRMT5-
Komplex, mit seinen drei Bestandteilen PRMT5, plCIn und WD45, Methylierungsaktivitét
besitzt. Hierzu wurden die in Kapitel 5.2.1 Uber anti-plCIn und anti-WDA45 prézipitierten
Komplexe mit dem rekombinant exprimierten Heterodimer SmB/D3 als Substrat und [*H]-
markiertem S-Adenosylmethionin fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Als Positivkontrolle
diente ein Ansatz mit Hel a-Cytoplasmaextrakt an Stelle der Immunpréazipitate, als Negativ-
Kontrolle eine o-Flag-lmmunprézipitation. Die Ansdze wurden nach einer SDS-PAGE
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autoradiographisch analysiert. In diesem Experiment und allen folgenden (wenn nicht anders
angegeben) wurde der Heterodimer SmB/D3 als Methylierungssubstrat verwendet. Die
Analyse erfolgte jeweils anhand des autoradiographischen Nachweises von [*H]-markiertem
SmD3.

a—pICin
a-WD45
Kontrolle

CPE

Abbildung 5-21 Der dber Immunprazipitation isolierte PRMT5-Komplex methyliert Sm-Proteine.
Autoradiographie eines in-vitro-Methylierungsexperiments. Je 10 % der in Abbildung 5-20 gezeigten
Immunprézipitationen wurde mit dem Heterodimer SmB/D3 und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin
inkubiert (Spuren 2-4). Eine Methylierung von SmD3 wurde, anschlief?end an eine SDS-PAGE, durch
Autoradiographie anaysiert. Als Positive-Kontrolle diente HelLa-Cytoplasmaextrakt (CPE). Als Negativ-
Kontrolle diente eine a-Flag-Immunprézipitation (Spur 4).

Beide isolierten Komplexe sind in der Lage SmD3 zu methylieren (Abbildung 5-21, Spuren 2
und 3). Ein stérker radioaktives Signal als bei der Methylierung durch Cytoplasmaextrakt
deutet dabel auf eine Anreicherung der Methyltransferase in diesen Ansétzen hin (Abbildung
5-21, Spuren 2, 3 und 1), die Immunpréazipitation mit einem Kontroll-Antikdrper weist
erwartungsgemald keine Methyltransferase-Aktivité auf (Spur 4). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass ein Komplex, bestehend aus PRMT5, plCln und WD45, alleine ausreicht, die
Methylierung der Sm-Proteine zu gewahrleisten.

5.2.2 plClnund WD45 sind Aktivatoren der Methyltransferase PRMT5

Zu Anfang dieser Arbeit war die Funktion von PRMT5, die symmetrische Dimethylierung der
Sm-Proteine im Cytoplasma von Zellen, bereits bekannt, unklar hingegen war das
Zusammenspiel mit den beiden Bindungspartnern plCln und WD45 bzw. deren Rolle im
Komplex. Aufgrund der bisherigen Ergebnisse konnte man entweder einen direkten Einfluss
auf die Methylierungsaktivitdt von PRMT5 vermuten, oder eine Funktion von plCin und
WDA45 als reine ,Recruitmentfaktoren”, die eine Interaktion mit dem Substrat vermitteln.
Diese Annahmen sollten in Methylierungsassays an Sm-Proteinen Gberprift werden.

Zu Anfang wurde ein Ansatz gewéhlt, bei dem die Methylierungsaktivitdt von PRMT5 im
Cytoplasma-Kontext untersucht wurde. Hierfir wurde Cytoplasmaextrakt mit steigenden

Mengen der in E. coli rekombinant exprimierten Proteine plCIn und WD45, SmB/D3 und
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[*H]-markiertem S-Adenosylmethionin inkubiert. Die methylierten Sm-Proteine wurden

anschlief3end gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.
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Abbildung 5-22 pl Cln und WD45 steigern die Methylierung von Sm-Proteinen in Hel a-Cytoplasmaextrakt.
Autoradiographie eines in-vitro-Methylierungsassays. Hel a-Cytoplasmaextrakt (10° Zellen) wurde mit
steigenden Mengen (100, 200 und 300 ng) plCIn (Spuren 2-4) und WD45 (Spuren 5-7), dem Heterodimer
SmB/D3 (500 ng) und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Eine
Methylierung von SmD3 wurde anschlief3end an eine SDS-PAGE durch Autoradiographie nachgewiesen. Als
Positivkontrolle wurde die gleiche Menge Hela-Cytoplasmaextrakt ohne pl Cln und WD45 zum Ansatz gegeben
(Spur 1). Um einen unspezifischen Effekt von plCln und WD45 auszuschlief3en, enthielt ein Ansatz stattdessen
300 ng BSA (Spur 8).

Wadhrend der Cytoplasmaextrakt (Spur 1) eine geringe Methylierungsaktivitét aufweist,
kommt es in Gegenwart von plCIn bzw. WD45 zu einer Methylierungsverstérkung um das
Funf- bis Zehnfache (Abbildung 5-22, Spur 3, 4 und 6, 7). Dagegen bewirkt die gleiche
Menge BSA im Ansatz der Kontrolle eine unspezifische Hemmung der Enzymaktivitét von
PRMTS.

Erstaunlicherweise lasst sich durch die Zugabe von gleichen Mengen pl Cln oder WD45 eine
vergleichbare Methylierungsverstdrkung von SmB/D3 durch PRMTS5 beobachten (vgl.
Abbildung 5-22 Spur 3 und 6). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass beide Proteine

PRMTS5 unter diesen in-vitro-Bedingungen auf vergleichbare Art und Weise stimulieren.

5221 pICIn stimuliert die Methyltransferase-Aktivitdt von isoliertem PRMT5-

Komplex

Bei dem oben beschriebenen Versuchsaufbau wurde der Einfluss von plCln und WDA45 auf
die Methylierungsaktivitdt von PRMTS5 ausschliefdlich im cytoplasmatischen Kontext
betrachtet. Um die Wirkung der Komplexkomponenten aufeinander gezielter zu untersuchen,
wurden die Uber anti-plCln oder anti-WD45 immunprazipitierten PRMT5-Komplexe (vgl.
Kapitel 5.2.1) mit steigenden Mengen rekombinantem plCln, rekombinantem SmB/D3 und
[*H]-markiertem S-Adenosylmethionin versetzt und in einem in-vitro-
Methylierungsexperiment auf ihre Aktivitdt hin getestet. Die Ergebnisanalyse erfolgte
autoradiographisch.
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Abbildung 5-23 pl Cln steigert die Methylierungsaktivitat des isolierten PRMT5-Komplexes. Autoradiographie
eines in-vitro-Methylierungsassays. Je 20 % der in Abbildung 5-20 gezeigten Immunprézipitationen (anti-pl Cln:
Spuren 1-5, anti-WD45: Spuren 6-10) wurde mit dem Heterodimer SmB/D3 und [*H]-markietem S
Adenosylmethionin inkubiert. Zusédtzlich wurden steigende Mengen plCIn (80, 100, 120 und 140 ng) zur
Immunprézipitation von anti-plCIn (Spuren 2-5) und anti-WD45 (Spuren 7-10) zugesetzt. Eine Methylierung
von SmD3 wurde anschliel?end an eine SDS-PAGE durch Autoradiographie nachgewiesen. Spuren 1 und 6
entsprechen den Immunprézipitationen ohne zugesetztes pl CIn.

Wie schon im Cytoplasmaextrakt kann auch am isolierten PRMT5-Komplex die
methylierungssteigernde Wirkung von plCln verfolgt werden. Bei Erhthung der plCln-
Konzentration im Ansatz wird SmD3 kontinuierlich stdrker methyliert (Abbildung 5-23,
Spuren 2-5), besonders deutlich ist dieser Effekt bel der hochsten eingesetzten pl CIn-Menge
(Spur 5), wo die Signalstérke anndhernd dem zehnfachen der Ausgangsmenge ohne Zusatz
von rekombinantem Protein entspricht. PICln stimuliert somit die Methyltransferase-Aktivitét
von isoliertem PRMTS5. Diese Aussage lasst sich sowohl fur den tber anti-plCln-, als auch
den Uber anti-WD45-Antikorper isolierten Komplex treffen. Die beiden Komplexe
unterscheiden sich vor alem darin, dass mit dem anti-plCin-Antikdrper mehr pICln
prézipitiert wurde als mit dem anti-WD45-Antikdrper (Abbildung 5-20 A, vgl. Spuren 1 und
2). Der hohere Gesamtgehalt an pICIn in diesen Ansdtzen kdnnte eine insgesamt starkere
SmB/D3-Methylierung als durch den Uber WDA45 prézipitierten Komplex erklaren (Abbildung
5-23, vgl. Spuren 5 und 10).

5.2.2.2 Die Methyltransferase-Aktivitat von rekombinantem PRMT5 lasst sich durch
p! Cln und WD45 stimulieren

Bei den voraus gegangenen Methylierungsassays lag PRMT5S bereits an seine beiden
Interaktionspartner im Komplex gebunden vor. Um nun einen direkten Einfluss von plCln
und WDA45 auf PRMTS5 in vitro zu untersuchen, wurde aktives PRMT5 rekombinant in E. coli
exprimiert und in den folgenden Methylierungsexperimenten eingesetzt. PRMT5 konnte nur
als Co-Expression mit plCin rekombinant und aktiv hergestellt werden, daher ist nicht
auszuschlief3en, dass die Aufreinigungen von PRMT5 sehr geringe Mengen pl Cln enthalten.

Es galt as erstes festzustellen, ob die Methylierungsaktivitét von rekombinantem PRMT5
tatsachlich symmetrische Dimethylarginine in den Sm-Proteinen generiert. Unter Umstanden

konnte PRMT5 unter in-vitro-Bedingungen asymmetrische Dimethylierung generieren, diese
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unspezifische Enzymreaktion sollte in einem V orexperiment ausgeschlossen werden. Um dies
zu Kklaren, wurde die Beobachtung ausgenutzt, dass nur die symmetrische, nicht aber die
asymmetrische Dimethylierung von Sm-Proteinen die Interaktion mit SMN erlaubt (Brahms
et al., 2001a; Friesen et al., 2001a). Rekombinante Sm-Proteine sollten daher nur dann mit
SMN interagieren kénnen, wenn diese zuvor von PRMT5 symmetrisch dimethyliert wurden.

Um die Art der Methylierung zu analysieren, wurden SmB/D3 in einem in-vitro-Assay durch
PRMT5 methyliert und auf ihre Bindung an rekombinantes, immobilisiertes GST-SMN
getestet. Als Positivkontrolle wurden durch Cytoplasmaextrakt symmetrisch dimethylierte
Sm-Proteine verwendet. Anschlief3end wurde das immobilisierte GST-SMN auf gebundenes
SmB/D3 hin tiberprift, indem sowohl die Sepharose, als auch der Uberstand jeder Reaktion

autoradiographisch analysiert wurde.
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Abbildung 5-24 Rekombinant exprimiertes PRMT5 ist in der Lage, Sm-Proteine symmetrisch zu
dimethylieren. Autoradiographie eines Bindungsassays. Hel a-Cytoplasmaextrakt (10° Zellen, Spuren 1 und 2)
und rekombinant exprimiertes PRMT5 (Spuren 3 und 4) wurden mit SmB/D3 und [*H]-markierten S
Adenosylmethionin inkubiert. Anschliefend wurden die Ansdtze fir eine Stunde bei 4°C zu 2 ug
rekombinantem, immobilisiertem GST-SMN in PBS gegeben. Nach anschlielfendem Waschen wurden die
Sepharose (Spuren 1 und 3) und die Uberstande (Spuren 2 und 4) eektrophoretisch aufgetrennt und eine
Methylierung von SmD3 durch Autoradi ographie untersucht.

Abbildung 5-24 verdeutlicht, dass in E. coli exprimiertes PRMT5 tatséchlich in der Lage ist,
eine symmetrische Dimethylierung an Sm-Proteinen durchzufiihren. SmD3 wird von SMN zu
ca 95 % gebunden, daher ist es wahrscheinlich, dass das Sm-Protein sowohl in
Cytoplasmaextrakt (Spur 1), als auch von rekombinantem PRMT5 (Spur 3) nur symmetrisch,
nicht asymmetrisch angeordnete Methylgruppen erhdlt. Die hier von PRMT5 katalysierte
Reaktion entspricht der in-vivo-Funktion des Proteins.

In einem in-vitro-Methylierungsassay wurde nun der direkte Einfluss von plCln und WD45
auf die von rekombinantem PRMT5S katalysierte Methylierungsreaktion geprift. Hierfir
wurde PRMT5 mit steigenden Mengen rekombinantem plCIn, WD45 oder beiden Proteinen
gleichzeitig inkubiert. Analog der vorausgegangenen Experimente wurde nun die Aktivitat

von PRMT5 in den einzelnen Ansdtzen miteinander verglichen.
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Abbildung 5-25 Die Methyltransferase-Aktivitat von PRMT5 lasst sich durch pl Cln und WD45 stimulieren.
Autoradiographie eines in-vitro-Methylierungsassays. 10 pg rekombinant exprimiertes PRMTS wurde mit dem
Heterodimer SmB/D3 und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin inkubiert. Zusitzlich wurden steigende
Mengen (50, 100 und 150 ng) pICin (Spuren 2-4), WD45 (Spuren 5-7) und plCIn + WD45 (Spuren 8-10)
zugesetzt. Nach einer elektrophoretischen Auftrennung der Ansétze wurde eine Methylierung von SmD3 durch
Autoradiographie analysiert. Spur 1 enthdt nur rekombinantes PRMT5 ohne zugesetztes pl Cln oder WDA45.

In diesem Experiment lasst sich zum ersten Mal eine direkte Stimulation der
Methylierungsaktivitéat von PRMT5 durch pl Cln und WD45 nachweisen.

Obwonhl vergleichsweise viel (10 pg) rekombinantem PRMT5 im Assay verwendet wurde, ist
dieses gering aktiv (Spur 1). Setzt man hingegen steigende Mengen plCln hinzu, 1&sst sich
hier, wie auch in vorhergehenden Experimenten, eine Aktivitatssteigerung von PRMT5
beobachten (Abbildung 5-25, Spuren 2-4). Einen vergleichbaren Einfluss Ubt auch WD45 auf
PRMTS5 in diesem in-vitro-Assay aus, was sich in einer verstérkten Methylierung von SmD3
auldert (Spuren 5-7). Ansétze, die sowohl pICIn als auch WD45 enthalten, unterscheiden sich
in der Stérke des Methylierungssignals nicht von den Spuren, in denen nur eines der beiden
Proteine zugesetzt war (Spuren 8-10). Man hétte zumindest eine Verdnderung der
Methylierung erwarten kdnnen, wenn nicht sogar eine Addition der stimulierenden Wirkung

von beiden Proteinen zusammen.

5.2.2.3 plClnist ein wichtiger Cofaktor fur die Aktivitat von PRMT5

Als néchstes wurde der Frage nachgegangen, auf welche Weise plCln die Methyltransferase
PRMTS stimuliert. Aus friiheren Beobachtungen wusste man, dass plCIn sowohl die Sm-
Domane der Sm-Proteine, als auch PRMT5 bindet. Damit kénnte plCln die Funktion einer
Plattform Gbernehmen, auf der die Sm-Proteine der Methyltransferase zur Modifikation
présentiert werden. Das schliefdt nicht aus, dass die Bindung von plCln die Methyltransferase
PRMTS5 auch direkt in seiner Aktivitéat beeinflussen konnte.

Um die letzten beiden Punkte genauer zu analysieren, wurde in zeitabhangigen
Methylierungsassays die Kinetik der PRMT5-Stimulation durch plCln untersucht. Hierflr

wurden jewells zehn in—vitro-Methylierungsansatze mit Cytoplasmaextrakt (wie in Kapitel
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5221) mit oder ohne Zugabe von rekombinantem plCIn durchgefihrt. Die
Methylierungsreaktionen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Zugabe von
Protein-Probenpuffer abgestoppt, die Ansdtze per Autoradiographie analysiert und mit der
»Image-Master”-Software von APB ausgewertet.
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Abbildung 5-26 pICin stimuliert die Methylierungseffizenz von PRMT5. Autoradiographie eines in-vitro-
Methylierungsassays. Jeweils zehn Versuchsansdtze mit (100 ng) oder ohne plCin wurden mit HelLa
Cytoplasmaextrakt (10° Zellen), rekombinantem SmB/D3 (500 ng) und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin
inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (zwischen 0 und 108 Minuten) wurde die Reaktion dann durch
Zugabe von Protein-Probenpuffer beendet. Nach einer elektrophoretischen Auftrennung der Anséize erfolgte die
autoradiographische Analyse der Methylierungsstérke von SmD3. B: Mit Hilfe des APB Image Master wurden
die autoradiographischen Signale aus vier unabhangigen Versuchen wiein A vermessen und mit dem Programm
»Image-Master 1D Elite" ausgewertet. Die Werte der X-Achse bezei chnen die Reaktionszeit in Minuten, die der
Y-Achse dierelative Signalstérke des radioaktiven Methylierungssignas. Die Balken geben die Mittelwerte und
die Standardabwei chungen der Werte aus den vier Versuchen an.

Beim Vergleich der Verlaufskurven der Methylierungsreaktionen mit und ohne Zugabe von
plCln (Abbildung 5-26 B), wird deutlich, dass in beiden Fallen nach etwa 60 Minuten die
Signalstérken nicht mehr zunehmen, d.h. die maximal mdgliche Methylierung von SmD3 im
Ansatz erreicht ist. Obwohl das Substrat noch in hohem Uberschuss vorhanden ist, findet ab
diesem Zeitpunkt offenbar keine weitere Katalyse mehr statt. Dabel ist die maximale

Methylierung in den Ansdtzen mit plCIn etwa finfmal so hoch wie in den Ansdtzen ohne

plClIn. Insgesamt 18sst sich sagen, dass in den Ansatzen die plCln enthalten entweder mehr
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Methylgruppen auf ein einzelnes SmD3-Molekil Ubertragen oder mehr SmD3-Molekile
methyliert werden.

Im Anschluss an diese Ergebnisse wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt, der den
unmittelbaren Einfluss von plCln auf die Methylierungsreaktion verdeutlichen sollte. Es
wurden wie oben beschrieben zeitabhangige Methylierungsassays angesetzt und die Menge
der Ubertragenen Methylgruppen anhand ihres radioaktiven Signals miteinander verglichen.
Der Unterschied bestand jedoch darin, dass die Ansétze nicht von Anfang an plCln enthielten,
sondern dieses erst nach einer zweistindigen Inkubationszeit zugegeben wurde. Zu dieser Zeit
ist, von vorhergehenden Beobachtungen ausgehend, die Methylierung von SmD3 bereits
stagniert (vgl. Abbildung 5-26, ab ca der 60. Minute). Anschlieend wurde die
Methylierungsreaktion zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Zugabe von Protein-
Probenpuffer abgestoppt und die Ansétze autoradiographisch analysiert.
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Abbildung 5-27 PICIn ist ein Cofaktor der Methyltransferase PRMT5. Autoradiographie eines in-vitro-
Methylierungsassays. Nach einer zweistiindigen Inkubation von Hela-Cytoplasmaextrakt (10°Zellen), dem
Heterodimer SmB/D3 und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin wurde der Methylierungsansatz aufgeteilt und
eine Halfte mit 100 ng rekombinantem plCIn versetzt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden nun Aliquots
entnommen und die Reaktion durch Zugabe von Protein-Probenpuffer beendet (bei Reaktionsstart und nach 130,
140, 150 und 160 Minuten). Nach einer eektrophoretischen Auftrennung der Ansdtze erfolgte die
autoradiographische Analyse der Methylierung von SmD3. Unter der Abbildung ist die jeweilige Inkubationszeit
der Ansdtze in Minuten angegeben. B: Mit Hilfe des APB Image Master wurden die autoradiographischen
Signale aus A vermessen und mit dem Programm ,Image-Master 1D" ausgewertet. Die Werte der X-Achse
bezeichnen die Reaktionszeit in Minuten, die der Y-Achse die relaive Signastdrke des radioaktiven
Methylierungssignals.
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Im Gegensatz zu dem in Abbildung 5-26 dargestellten Versuch sollte die
Methylierungsaktivitét von PRMT5 unter den jetzt gewahlten Bedingungen vor Zugabe von
plCln schon stagniert sein. Erstaunlicherweise fuhrt die plCIin-Zugabe innerhalb von zehn
Minuten zu einem steilen Anstieg der Methylierungsaktivitét (Abbildung 5-27, +plCln), der
nach etwa 150 Minuten seinen Hohepunkt erreicht und dann stagniert. Beim Vergleich mit
den Kontrollansdtzen ohne plCIn wird deutlich, dass nach Zugabe von plCIn auch hier nach
zwei Stunden keine weitere Methylierung mehr statt findet, aso PRMT5 trotz
Substratiiberschuss keine neuen Reaktionen Kkatalysiert. plCln ,reaktiviert® also die
Methylierungsaktivitat von PRMT5, nachdem die Reaktion stagniert ist.

In den vorausgegangenen Experimenten wurde SmD3 als Methylierungssubstrat immer so
eingesetzt, dass es nicht limitierend fur die Enzymreaktion ist. In einem weiteren Versuch
wurde nun rekombinantes SmD3 in steigenden Konzentrationen der Reaktion beigefigt, um
zu untersuchen, welches die maximale Proteinmenge ist, die von PRMT5 methyliert werden
kann. Daftr wurden zu dem Methylierungsansatz (mit bzw. ohne plCin) rekombinantes
SmB/D3 in steigenden Mengen zugegeben. Anschlief3end wurden die Ansétze mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und autoradiographisch analysiert.
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Abbildung 5-28 PRMT5 kann mit Hilfe von plCln etwa doppelt soviel Substrat umsetzen wie ohne plCIn.
Autoradiographie eines in-vitro-Methylierungsassays. Jewells zehn Versuchsansdtze mit bzw. ohne pICin
wurden mit Hela-Cytoplasmaextrakt und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin inkubiert und das
Methylierungssubstrat SmB/D3 in ansteigenden Konzentrationen (40 bis 220 ng, unter den jeweiligen Ansdtzen
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angegeben) zugegeben. Die Reaktion verlief Uber eine Stunde bel 37°C. Anschlieend an eine el ektrophoretische
Auftrennung der Ansédtze erfolgte die autoradiographische Analyse der SmD3-Methylierung. B: Mit Hilfe des
Image Master von APB wurden die autoradiographischen Signde aus A vermessen und mit dem Programm
»Image Master 1D“ ausgewertet. AnschlieRend wurden sie in Form von zwei Kurven (Ansédtze mit/ohne plCln)
gegeneinander aufgetragen. Die Werte der X-Achse bezel chnen die zugefiigte Menge an rekomb. SmB/D3 in ng,
die der Y-Achse dierelative Signd stérke des radioaktiven Methylierungssignals.

Abbildung 5-28 macht deutlich, welchen Effekt plClin auf die Methylierungsfahigkeit von
PRMTS5 austlibt. Die Stagnation der Kurve (Abbildung 5-28 B ohne plCIn) bei 120 hg SmD3
besagt, dass trotz Zugabe weiteren Substrates PRMT5 nicht in der Lage ist, dieses auch zu
methylieren. Bei Zugabe von plCIn hingegen steigt das Methylierungssignal bis zu einer
SmD3-Konzentration von 200 ng an, d.h. es ist PRMT5 viel langer mdglich, seine
Enzymfunktion effizient durchzufthren. Mit der Hilfe von plCln kann PRMT5 etwa doppelt
soviel Substrat umsetzen, bevor die Reaktion auch hier stagniert. plCln ist also fir eine
effiziente Methylierungsaktivitdt von PRMT5 notwendig.

Die Tatsache, dass plCIn phosphoryliert wird (Sanchez-Olea et al., 1998) lief3 die Vermutung
aufkommen, dass diese Art der podtranslationalen Modifikation einen Einfluss auf die
Methylierungsreaktion ausiiben kdnnte. Um dies zu Uberprifen wurde Cytoplasmaextrakt
entweder mit 1mM ATP oder yS-ATP und plCln, SmB/D3 und [*H]-markiertem S
Adenosylmethionin fir eine Stunde inkubiert. Die Ansdtze wurden mit Hilfe von SDS-PAGE
und Autoradiographie analysiert.
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Abbildung 5-29 Die Methylierung von Sm-Proteinen lasst sich nicht durch ATP stimulieren.
Autoradiographie eines in-vitro-Methylierungsassays. Cytoplasmaextrakt wurde entweder mit 1 mM ATP (Spur
3) oder 1 mM yS-ATP (Spur 2) und pICin zu einem Methylierungsansatz zusammengefiigt. Anschlief3end an
eine el ektrophoretische Auftrennung der Ansétze erfol gte die autoradiographische Analyse der Methylierung von
SmD3. Spur 1 zeigt die SmD3-Methylierung durch Cytoplasmaextrakt ohne die Zugabe von ATP, yS-ATP und
pICln.

Es zeigt sich, dass die Zugabe von ATP keinen Effekt auf die Methylierungsreaktion austibt
(Abbildung 5-29 Spur 3). Im Vergleich mit einem Ansatz, der das nicht hydrolysierbare
Analog YS-ATP enthalt (Spur 2), ist ebenfalls kein verandertes Methylierungssignal zu
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erkennen. Die Phosphorylierung von plCIin scheint unter diesen Versuchsbedingungen

offenbar keinen Einfluss auf die Funktion des Proteins auszuiiben.

5.2.3 Die Heterodimerisierung von SmB und SmD3 ist keine
Voraussetzung fr deren Methylierung

Das Sm-Core-Assembly ist in den letzten Jahren primér mit gereinigten Komponenten (d.h.
U-snRNA und U-snRNP Proteinen) untersucht worden. Diese in-vitro-Studien zeigten, dass
sich die Sm-Proteine in Abwesenheit von RNA zu den heteromeren Komplexen SmB/D3,
SmD1/D2 und SmE/F/G zusammenlagern (Raker et al., 1996; Raker et al., 1999). Die
Beobachtung, dass die Sm-Proteine in vitro heteromere Komplexe formen, fuhrte zu der
Theorie, dass sie unmittelbar nach ihrer Translation auch in vivo Heteromere bilden. Bisher ist
jedoch vollig unklar, ob und wann diese beim assistieren SMN-abhéngigen Assembly gebildet
werden. Aus diesem Grund sollte in entsprechend konzipierten in-vitro-Assays uberprift
werden, ob die Sm-Proteine fiir die Methylierung oder die anschlieRende Ubertragung auf den
SMN-Komplex als Heterodimer vorliegen missen.

Da die Sm-Proteine B/D3 bisher nur als Heterodimer stabil exprimierbar waren, wurden die
in-vitro-Methylierungsexperimente auch stets mit beiden Sm-Proteinen zusammen
durchgeftihrt. Hierfir wurde HelLa Cytoplasmaextrakt zusammen mit steigenden Mengen
rekombinant exprimiertem plCIn, dem Heterodimer SmB/D3 und radioaktiv markiertem S
Adenosylmethionin inkubiert. Die Ansdtze wurden elektrophoretisch aufgetrennt und die
Methylierung beider Sm-Proteine mittels Autoradiographie analysiert.
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Abbildung 5-30 In vitro wird SmD3 in der Methylierung gegeniiber SmB bevorzugt. A: Autoradiographie
eines in-vitro-Methylierungsassays,. Hela-Cytoplasmaextrakt (10°Zellen) wurde mit steigenden Mengen (100,
200 und 300 ng) rekombinantem pICin (Spuren 2-4), SmB/D3 as Methylierungssubstrat und radioaktiv
markiertem S-Adenosylmethionin inkubiert. Nach einer SDS-PAGE erfolgte die Autoradiographie der Ansitze.
Spur 1 zeigt die Methylierungsaktivitét des Extrakts ohne Zusatz von plCIn. B: langere Exposition von A.
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Wie auch in vorausgegangenen Untersuchungen schon beobachtet wurde, fuhrt die plCin-
Zugabe zu einer Methylierungssteigerung an SmD3 (Abbildung 5-30 A, Spuren 2-4),
wohingegen SmB nur sehr ineffizient methyliert wird. In der l&ngeren Exposition (B) wird
deutlich, dass bei steigender plCIn-Zugabe SmD3 als Methylgruppenakzeptor gegeniber
SmB bevorzugt wird. Wahrend im Cytoplasmaextrakt 1,5- bis 2-mal mehr SmD3 als SmB
methyliert wird (Abbildung 5-30 B, Spur 1), steigt die Methylierung von SmD3 proportional
zur zugegebenen Menge von pICIin an (A, Spuren 2-4). Im Gegensatz dazu kann die
Methylierung von SmB im Dimer durch pl CIn-Zugabe nicht gesteigert werden, sondern sie ist
dagegen geringer (B, Spuren 2-4). Die Tatsache, dass in vivo SmB und SmD3 in &hnlichem
Mal3e methyliert werden (Brahms et al., 2000; Brahms et al., 2001a), konnte daflir sprechen,
dass die Proteine nicht als Heterodimer das Substrat des PRMT5-Komplexes sind, sondern

einzeln von pl CIn gebunden und der Methyltransferase présentiert werden.

5.24 SmB und SmD3 werden als M onomere von PRMT5 methyliert

Die unterschiedliche Effizienz bei der Methylierung des Heterodimers aus SmB und D3
implizierte, dass die Sm-Proteine zum Zeitpunkt ihrer Methylierung noch einzeln, und nicht
als Heterodimer, vorliegen konnten. Trotz ihrer vergleichsweise geringen Gréle waren die
Sm-Proteine einzeln bisher in E. coli nicht stabil exprimierbar. Im Laufe dieser Arbeit gelang
es jedoch, die Sm-Proteine einzeln bzw. durch Co-Expression mit plCln in l6slicher Form zu
erhalten, um sie so spezifisch in Methylierungsexperimenten untersuchen zu kénnen.

Hierfir wurden SmB und SmD3 einzeln bzw. zusammen mit plCIn rekombinant in E. coli
exprimiert. Anschlief3end wurde ihre Methylierung in Hel a-Cytoplasmaextrakt wie oben
untersucht. Sowohl SmB, als auch SmD3 werden methyliert, wenn sie einzeln und nicht als
Heterodimer mit dem jeweiligen Bindungspartner vorliegen (Abbildung 5-31, Spuren 1 und
3). Fugt man den Ansédtzen rekombinantes plCIn hinzu, kommt es zu einer Steigerung in der
Methylierungsaktivitét (Spuren 2 und 4). Da die rekombinante Expression von SmD3
schwéacher war als die von SmB, wurden hier nun weniger SmD3 im Assay eingesetzt. Dies
fuhrte dazu, dass das Methylierungssignal auch entsprechend schwach und in Spur 3 nur bei
langerer Exposition erkennbar ist. Bei einer Co-Expression von SmB oder SmD3 zusammen
mit plClnist das Methylierungssignal beider Sm-Proteine vergleichbar stark (Abbildung 5-31,
vgl. Spuren 5 und 6).
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Abbildung 5-31 Die Sm-Proteine missen nicht als Heterodimer vorliegen, um effizient methyliert zu werden.
Autoradiographie eines in-vitro-Methylierungsexperiments. 200 ng SmB (Spuren 1 und 2) und 100 ng SmD3
(Spuren 3 und 4) wurden in E. coli einzeln (Spuren 1 bis4) oder a's Co-Expression mit plCln zusammen (Spuren
5 und 6) rekombinant exprimiert. AnschlieRend wurden sie in einem Methylierungsexperiment mit Hel a-
Cytoplasmaextrakt und radioaktiv markiertem S-Adenosylmethionin fir eine Stunde bel 37°C inkubiert. Die
Analyse der Ansétze erfolgte durch SDS-PAGE und Autoradiographie. Zu den Ansdtzen 2 und 4 wurde zur
Methylierungssteigerung plCln (100 ng) zugegeben.

Obige Experimente implizierten, dass SmB, welches nicht als Heterodimer vorliegt, in

gleichem Mal3e wie SmD3 methyliert werden kann.

Um genauere Aussagen Uber die Bindung der Sm-Proteine an pl CIn zu erhalten, wurde ein in-
vitro-Bindungsassay mit verschiedenen, an Glutathion-Sepharose immobilisierten plCin-
Deletionsfragmenten durchgefiihrt. Die durch in-vitro-Translation radioaktiv markierten Sm-
Proteine wurden nun einzeln auf ihre Bindung getestet. Die Ansdtze wurden mittels SDS-
PAGE und Autoradiographie analysiert. Abbildung 5-32 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 5-32 Die Sm-Proteine haben zum Teil Uberlappende Bindungsstellen an plCIn. Schematische
Darstellung enes in-vitro-Bindungsassays (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von M. Klingenhéger,
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Dissertation). Der Balken zeigt schematisch die Priméarstruktur von plClIn, die Zahlen geben einige wichtige
Aminosdurepositionen wieder. Die darunter schematisch dargestellten Sm-Proteine und PRMT5 grenzen durch
ihre Ausdehnung ihre jeweilige Bindungsstelle an plCln ein. SmF wurde in diesem Experiment nicht von pICin
gebunden.

In der schematischen Darstellung der Bindungsexperimente wird deutlich, dass sich die
Bindungsstellen von SmD1 und D2 an plCIn vollstandig tberlappen (Abbildung 5-32, pICin
Aminosauren 40-160), die von SmB und D3 teilweise (pICln Aminosduren 160-180). SmD3
assoziiert Uber einen weiten Bereich hinweg mit pl CIn (Aminosduren 40-180), jeweils kiirzere
pl CIn-Deletionen resultieren in einem kompletten Verlust dieser Interaktion. SmB, E und G
besitzen ebenfalls eine Gbereinstimmende Bindestelle an plCln (Aminosauren 160-200).Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass nicht zwei Proteine zur gleichen Zeit an denselben
Bereich von plCIn binden kénnen. Vielmehr stiitzt dies die oben gedul3erte Annahme einer

sequenziellen Bindung einzelner Sm-Proteine an plCln.

Es stellte sich die Frage, ob pICIn bei der Bindung von Sm-Proteinen und der Prasentation an
PRMTS5 eine Praferenz gegentber bestimmten Sm-Proteinen hat. Dies sollte anhand von SmB
und SmD3 Uberprtft werden. Daftr wurden entweder SmB oder SmD3 zusammen mit plCln
in E. coli co-exprimiert und Uber den Histag des Sm-Proteins aufgereinigt, um sicher zu
stellen, dass plCIn mit dem jeweiligen Sm-Protein gesdttigt vorliegt. Zum co-exprimierten
SmB-plCln wurden anschlief?end rekombinantes SmD3 und fir das Methylierungsassay
PRMT5 und S-Adenosylmethionin zugegeben. Entsprechend wurde zum co-exprimierten
SmD3-pICIn rekombinantes SmB gegeben und auch hier eine Methylierungsreaktion
angesetzt.

1 pICIn/SmB + SmD3

2 pICIn/SmD3 + SmB
=y

1 2

Abbildung 5-33 Die Sm-Proteine werden als Monomere von PRMT5 methyliert. Autoradiographie eines
in-vitro-Methylierungsexperiments. SmB oder SmD3 wurden mit plCin co-exprimiert und zusammen
aufgereinigt. AnschlieRend erfolgte ein Methylierungsassay, wobei SmD3 (Spur 1) oder SmB (Spur 2), PRMT5
und radioaktiv markiertes S-Adenosylmethionin zugegeben wurden. Die Ansdtze wurden elektrophoretisch
aufgetrennt und autoradiographisch anaysiert.

Mit den in Abbildung 5-33 abgebildeten Resultaten wird deutlich, dass nur jeweils eines der
beiden Sm-Proteine durch PRMT5 methyliert wird, und zwar dasjenige, welches als Erstes an
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pl Cln gebunden vorliegt. Inkubiert man plCln zusammen mit SmB und gibt dann erst SmD3
hinzu, wird nur SmB von PRMT5 methyliert (Spur 1). Umgekehrt wird nur SmD3 methyliert,
wenn dieses mit plCIn vorinkubiert wird (Spur 2). Nimmt man die letzten Ergebnisse
zusammen, l&sst sich demnach vermuten, dass die Sm-Proteine einzeln an plCln binden, so
von PRMT5 methyliert werden und anschlief3end auf den SMN-Komplex Ubergehen. Erst
dann ist plCln wieder bereit fur eine neue Sm-Protein-Bindung und PRMTS5 fir weitere

Methylierungen.

525 SMN ubernimmt die methylierten Sm-Proteine und ermdglicht so

einen erneuten M ethylier ungszyklus

Aufgrund der bisherigen Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass plCln durch
die Bindung der Sm-Proteine diese der Methyltransferase préasentiert, die dann die
symmetrische Dimethylierung katalysiert. Erst dann kénnen die Sm-Proteine an den SMN-
Komplex tbergeben werden. Daher kann PRMT5 ohne plCln nur einen geringen Teil der
vorhandenen Sm-Proteine methylieren, die Effizienz steigt stéchiometrisch mit der Menge an
plCln im Ansatz. Hier stellte sich die Frage, warum die Methylierungsaktivitét von PRMT5
nach einiger Zeit stagniert. Die Vermutung lag nahe, dass PRMT5 die von pl Cln présentierten
Sm-Proteine methyliert, diese aber anschlief3end von PRMT5 wieder entfernt werden mtissen.
Damit wére das Enzym wieder frel, um eine neue Reaktion zu katalysieren. Sm-Proteine
besitzen im methylierten Zustand eine héhere Affinitéat fir SMN als fur plCln (Friesen et al.,
2001b). Demnach kdonnte SMN die Aufgabe zufallen, die Sm-Proteine direkt nach der
Methylierung durch PRMTS5 zu Ubernehmen um einen erneuten Reaktionszyklus zu
ermoglichen.

Um diese Theorie zu Uberprifen wurden wiederum zeitabhéngige Methylierungsassays
durchgeftihrt und die einzelnen Ansétze, analog der vorausgegangenen Experimente, alle 20
Minuten abgestoppt und analysiert. Hierfiir wurde Cytoplasmaextrakt mit SmB/D3 und [*H]-
markiertem S-Adenosylmethionin fir 80 Minuten inkubiert. Aufgrund der Befunde aus
vorausgegangenen Experimenten ist die Methylierungsreaktion zu diesem Zeitpunkt bereits
stagniert. Nun erhielten alle verbleibenden Ansétze rekombinantes plCIn und nach weiteren
140 Minuten erfolgte die Zugabe von rekombinantem GST-SMNj.160 (1-160, ein SMN-
Fragment, welches die Tudor-Doméne trégt und mit Sm-Proteinen interagiert) zu einer Halfte
der Ansétze. Die restlichen Ansétze dienten der Kontrolle und erhielten stattdessen nur Puffer.
Die Methylierung von SmD3 wurde wie oben autoradiographisch analysiert.



Ergebnisse 103

A +SMN, a0

+pICin +pICin

B p———

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

B
o
©
5
-
=
70000 ‘f
e
60000 = /_;, o
50000 2 +
40000 —= —e— +plCIn,
50000 /// —a— +plCIn
10000 =
0

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Reaktionszeit in min

Abbildung 5-34 Die Zugabe von SMN zur Methylierungsreaktion reaktiviert PRMT5. Autoradiographie eines
in-vitro-Methylierungsassays. Jeweils ef Methylierungsansitze mit Hel a-Cytoplasmaextrakt (10°Zellen),
rekombinantem SmB/D3 und [*H]-markiertem S-Adenosylmethionin wurden fiir eine Stunde inkubiert. Nach 60
und 80 Minuten wurde jeweils eine Reaktion abgestoppt. Anschlief3end erhielten alle verbleibenden Ansétze 100
ng rekombinantes plCIn. Nach 100, 120 und 140 Minuten wurde erneut jeweils eine Reaktion abgestoppt. Zu
den verbleibenden Ansitzen wurde nun 1 pg GST-SMN1.160 gegeben und die Reaktionen wiederum dle 20
Minuten durch Zugabe von Protein-Probenpuffer beendet. Anschlie3end erfolgten eine elektrophoretische
Auftrennung und die radiographische Anayse der SmD3-Methylierung. B: Mit Hilfe des Image Master von
APB wurden die autoradiographischen Signale aus A vermessen und mit dem Programm , Image Master 1D
ausgewertet. Die Werte der X-Achse bezeichnet die Reaktionszeit in Minuten, die der Y-Achse die relative
Stérke des radioaktiven Methylierungssignals.

Wie schon in friheren Versuchen ist eine Steigerung der Methylierungsaktivitét von PRMT5S
nach Zugabe von pICin zu beobachten (Abbildung 5-34 A, vgl. 100 Minuten mit 60/80
Minuten). Diese stagniert jedoch nach 100 bis 120 Minuten, die Kurve zeigt dort daher einen
flachen Verlauf (Abbildung 5-34 B). Bel der Zugabe von SMN nach 140 Minuten jedoch
steigt die Methylierungsaktivitdt und damit die Kurve wieder (Abbildung 5-34 B), ein
Hinweis darauf, dass PRMT5 wieder Substrat umsetzen und Sm-Proteine methylieren kann.
Dieses Ergebnis ist konsistent mit der Theorie, dass SMN die methylierten Sm-Proteine vom

PRMT5-Komplex Ubernehmen muss, damit PRMT5 wieder frei fir neue Katalyseschritte ist.
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5.2.6 Die methylierten Sm-Proteine werden als Monomere auf den SM N-

Komplex tbertragen

In den bisherigen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass eine
Heterooligomerbildung der Sm-Proteine vor der Methylierung durch  PRMTS5
unwahrscheinlich ist, da sonst eine gleichméal3ige Modifikation der Komplexpartner verhindert
wird. Dennoch ist es denkbar, dass im nachsten Schritt des Core-Assemblys, der Ubertragung
der Sm-Proteine auf den SMN-Komplex, eine Assoziation zu Heterooligomeren erfolgt. Im
Folgenden sollte dieser néchste Schritt in der U-snRNP-Biogenese genauer untersucht
werden. Hierzu wurden die Sm-Proteine B und D3 (mit His-tag) sowohl einzeln, als auch als
Heterodimer durch Methylierung tUber PRMTS5 radioaktiv markiert. Anschlief3end wurden die
methylierten Sm-Proteine in HeL a-Cytoplasmaextrakt gegeben und eine | mmunprazipitation
mit immobilisierten anti-SMN-Antikdrpern durchgefihrt. Die Prazipitate wurden eluiert,
durch SDS-PAGE aufgetrennt und in einer Coomassieféarbung und autoradiographisch
analysiert.

Es stellte sich heraus, dass sowohl SmB (Spur 2), als auch SmD3 (Spur 5) vollsténdig tber
den SMN-Komplex aus Cytoplasmaextrakt gebunden werden kénnen. Dagegen bindet nur ca
zehn Prozent des methylierten SmB/D3-Heterodimers an den SMN-Komplex (Abbildung
5-35A, Spur 8), kaum mehr als in der Kontroll-lmmunprézipitation (Spur 9). Abbildung
5-35 C zeigt die Coomassiefarbung der SMN-Immunprézipitation aus A. Sie belegt, dass
mindestens sieben der im cytoplasmatischen SMN-Komplex enthaltenen Komponenten
eluiert wurden. Diese Daten sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass die methylierten Sm-
Proteine einzeln und nicht als Heterodimer auf den SMN-Komplex Ubertragen werden.

Aus vorausgegangenen Experimenten war bekannt, dass plCln an den SMN-Komplex bindet
(nicht gezeigt). Um sicher zu gehen, dass die unterschiedliche Bindung der methylierten Sm-
Proteine an den SMN-Komplex in Abbildung 5-35 nicht darauf zuriickzufiihren ist, dass die
Proteine tber unterschiedliche Mengen pl CIn an den Komplex assoziieren, wurden die pl CIn-
Mengen in den einzelnen Spuren mit Hilfe eines Westernblots miteinander verglichen
(Abbildung 5-35 B). Dabel zeigte sich, dass in allen drei prazipitierten SMN-Komplexen
gleich viel plCln vorhanden ist (B, Spuren 2,4 und 6). Somit lassen sich die unterschiedlichen
Mengen SmB und D3 am SMN-Komplex nicht durch verschiedene Mengen pICin in der
Préazipitation erkléren.

Zusammengefasst lassen diese Daten vermuten, dass die methylierten Sm-Proteine einzeln auf
den SMN-Komplex Ubertragen werden. Sm-Heterooligomere bilden sich daher sehr

wahrscheinlich erst am SMN-Komplex.
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Abbildung 5-35 Die Ubertragung der Sm-Proteine auf den SMN-Komplex erfolgt effizienter, wenn diese
einzeln und nicht als Heterodimer vorliegen. A: Die rekombinanten Proteine SmB (Spuren 1-3), SmD3 (Spuren
4-6) oder der Heterodimer SmB/D3 wurden durch rekombinantes PRMTS und [*H]-SAM methyliert.
Anschlielfend wurden sie mit Hela-Cytoplasmaextrakt inkubiert und eine Immunprézipitation mit SMN-
Antikérpern (Klon 7B10) durchgefiihrt. Als Kontrollantikorper wurde anti-FMRP 36.1 verwendet (Spuren 3, 6
und 9). Mit Hilfe einer SDS-PAGE wurden die eluierten Proteine aufgetrennt und anschlief3end
autoradiographisch analysiert. Spuren 1, 4 und 7 entsprechen der Menge Sm-Protein, die auch in der jeweiligen
Immunprézipitation eingesetzt wurde. B: Durch Westernblot wurde die in den Immunprézipitaten enthaltene
Menge an pICIn nachgewiesen. C: Coomassiefarbung von 20 % de  anti-SMN-Immunprézipitation.
IgHC = schwere Kette der Immunglobuline, IgLC = leichte Kette der Immunglobuline. Ein
Mol ekul argewichtsmarker gibt die Proteingréf3en in Kilodalton an.
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6 Diskussion

6.1 Eigenschaften und Funktion von FMRP

Im ersten Tell dieser Arbeit wurde die biochemische Funktion von FMRP charakterisiert,
dessen Fehlen das Fragile X-Syndrom verursacht. Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei
FMRP um ein Ribosomen-assoziiertes, RNA-bindendes Protein handelt, wurde vermutet, dass
FMRP ein Regulator der Translation sein kdnne. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde
ein in-vitro-Testsystem etabliert, welches ermoglichte, den Einfluss von rekombinant in E.

coli exprimiertem FMRP auf die Translation unterschiedlicher mRNAS zu untersuchen.

6.1.1 DieFunktion von FMRP alsInhibitor der Translation

Die Beobachtung, dass FMRP sowohl mit RNA, als auch mit aktiv translatierenden
Ribosomen assoziiert ist (Tamanini et al., 1996; Siomi et al., 1996; Corbin et al., 1997), liefld
annehmen, dass das Protein eine Funktion bei der Regulation der Translation von mRNAS
Ubernimmt. Erste Schritte zur Analyse dieser Hypothese ermdglichte die rekombinante
Expression von FMRP und der Punktmutante FMRPy304n in E. coli. Mit Hilfe dieser Proteine
konnte in der vorliegenden Arbeit ein Translations-Assay-System etabliert werden, in
welchem der Einfluss von FMRP auf die Translation in vitro untersucht werden konnte. Auf
diese Weise wurde festgestellt, dass FMRP die Translation unterschiedlicher mRNAS in
Reticulocytenlysat inhibiert und bei einem zehnfachen molaren Uberschuss von
rekombinantem Protein Uber mRNA eine vollstdndige Stilllegung der Translation eintritt.
Interessanterweise war die Punktmutante FMRP, 304y Nicht in der Lage, die Translation der
getesteten mMRNAS in vergleichbarer Starke zu inhibieren. Erst bel der hochsten eingesetzten
Proteinkonzentration konnte ein leichter inhibierender Effekt ausgemacht werden, wobei
FMRP bei dieser Proteinkonzentration bereits eine vollstandige Translationsinhibition
verursacht. Der Vergleich zwischen wildtypischem und mutiertem Protein zeigt, dass es sich
bei der Trandlationsinhibition durch FMRP um eine spezifische Funktion handelt. Da beide
rekombinanten Proteine auf die gleiche Art und Weise hergestellt und gereinigt wurden, kann
ein negativer Effekt auf die Translation, aufgrund einer eventuellen Verunreinigung,
ausgeschlossen werden. Die im Assay eingesetzte niedrige Konzentration an rekombinantem
Protein (ein zehnfach molarer Uberschuss gegeniiber der mRNA) spricht ebenfalls fiir einen

spezifischen Einfluss von FMRP. In Untersuchungen, welche diese Experimente fortfihren,
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konnten Laggerbauer et al. zeigen, dass andere KH-Doménen-Proteine (hnRNP K, E1 und
E2) die Translationsreaktion bei vergleichbaren Proteinkonzentrationen nicht beeintrachtigen
(Laggerbauer et al., 2001). Somit ist die inhibitorische Wirkung von FMRP nicht auf eine
unspezifische RNA-Bindung zurtickzufthren.

Unterschiedliche Studien haben sich mit der Kontrolle der Genexpression auf dem Level der
Translation beschéftigt. In den meisten Fallen wird bereits die Initiation der Translation
reguliert, der Geschwindigkeits-bestimmende Schritt der Reaktion. So werden einige
Initiationsfaktoren phosphoryliert (el FAE und el F2a), andere proteolytisch verdaut (el F4G),
um die Initiation zu beeinflussen. Weitere Méglichkeiten zur Kontrolle der Translation bieten
Sequenzelemente der mRNA, die von spezifischen Proteinen erkannt und gebunden werden
(zusammengefasst in Preiss and Hentze, 1999). Diese Sequenzen befinden sich tberwiegend
in den untranslatierten Regionen der mRNA und haben sehr unterschiedliche Funktionen.
Beispielsweise kann die Bindung von bestimmten Proteinen zu einer mechanischen
Verdréngung von Initiationsfaktoren, und somit zur Inhibition der Translation fihren
(Muckenthaler et al., 1998). Umgekehrt konnen auch Proteine rekrutiert werden, welche die
Translation Orts- oder Zeitpunkt-spezifisch stimulieren, ein Mechanismus, der haufig in
verschiedenen Stadien der Organismenentwicklung auftritt (Macdonald and Smibert, 1996;
Kim-Haet al., 1995; Stutz et al., 1998).

Um einen moglichen Effekt von FMRP auf die Translationsinitiation nachzuweisen,
analysierten Laggerbauer et al. das ribosomale ,,Assembly”* in Cycloheximid-behandeltem
Reticulocytenlysat. Unter diesen Bedingungen findet das Ribosomenassembly auf der mRNA
statt, eine Elongation wird jedoch verhindert. In Gegenwart von rekombinantem FMRP war
die Menge an mRNA, welche mit Ribosomen beladen wurde, zu 50 % geringer as in
Kontrollreaktionen. Interessanterweise hatte die Zugabe der Punktmutante FMRP,304n keinen
vergleichbaren Effekt auf die Initiation der Translation, das Assembly von 80S-Ribosomen
auf der mRNA war nicht beeintréchtigt. Der Mechanismus der Inhibition wird also zum Teil
dadurch hervorgerufen, dass FMRP die Bildung von Translations-Initiationskomplexen
verhindert (Laggerbauer et al., 2001). Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
FMRP auch spétere Phasen der Translation, wie Elongation oder Ribosomendissoziation,
beeinflusst.

Aufgrund der Ergebnisse ist es vorstellbar, dass durch FMRP ein vermindertes
Ribosomenassembly  stattfindet und damit bestimmte mMRNAS einer niedrigeren
Translationsrate unterliegen als in Zellen ohne FMRP. Diese Vermutung konnte von Brown et

al. zum Tell bestdtigt werden. Nachdem eine Reihe von in-vivo-mRNA-, Targets’ durch
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Immunprézipitationen isoliert und identifiziert worden waren, wurde deren
Polysomenassoziation untersucht. Dabei stellten Brown et al. fest, dass es in FMRP-
defizienten Zellen sowohl zu einer erhohten, als auch zu einer erniedrigten Polysomen-
Beladung von FMRP-spezifischen mRNA kommt (Brown et al., 2001). Wahrend also FMRP
in vitro einen eindeutig negativen Effekt auf die Initiation der Translation ausiibt, erscheint
der Einfluss des Proteins in vivo weitaus komplexer. Noch ist nicht eindeutig geklart,
inwieweit sich die unterschiedliche Proteinzusammensetzung der FMRP-enthaltenden
MRNPs auf die Translation assoziierter mMRNAS auswirkt, es scheint jedoch wahrscheinlich,
dass nicht FMRP alleine, sondern eine Reihe von Proteinen an den Mechanismen beteiligt
sind.

Da FMRP in vitro in der Lage ist, die Translation unterschiedlicher mRNAs ohne
Sequenzspezifitét zu inhibieren (Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001; Schaeffer et al.,
2001), konzentrierten sich die neueren Untersuchungen auf die Inhibition von in-vivo-Targets.
Erste Hinweise hierauf ergaben Experimente mit dFXR, dem FMRP-Homolog in D.
melanogaster. Zhang et al. isolierten durch Immunprazipitation von FMRP-mRNPs die
futsch-mRNA, welche fir das MAP1B-Homolog in Drosophila kodiert. Mittels Einzel- und
Doppelmutanten konnte gezeigt werden, dass sich der Level von Futsch im Nervensystem der
Fliegen umgekehrt proportional zur Expression von dFXR verhédlt (Zhang et al., 2001).
Futsch reguliert sowohl Dendritenentwicklung als auch Synapsenwachstum (Hummel et al.,
2000; Roos et al., 2000) eine Uberexpression durch fehlendes FMRP konnte eine mogliche
Erklérung fur die krankhaft verénderten Dendritenfortsétze in Fragilen X-Patienten darstellen.
Als weiteres in-vivo-Target, welches von FMRP negativ reguliert wird, identifizierten
Mazroui et al. die FMR1-mRNA. Im Hintergrund einer FMR1-Knockout Zelllinie konnten
Co-Transfektionsassays zeigen, dass FMRP die Translation seiner mRNA inhibiert (Mazroui
et al., 2002). Obwohl die genaue Funktion hier noch unklar ist, 1&sst sich vermuten, dass es
sich um einen negativen Rickkopplungsmechanismus handelt. Auf diese Art konnte
verhindert werden, dass zu grol3e Mengen FMRP gebildet werden, welche dann unspezifisch
die Translation von mRNASs inhibieren.

Kurzlich wurde mit BC1 ein drittes mMRNA-Target vertffentlicht, welches, im Gegensatz zu
den beiden oben erwéhnten, nicht fir ein Protein kodiert (Zalfa et al., 2003). BC1 lokalisiert
primér in Dendriten und scheint dort die Translation zu reprimieren, indem es den 48S Pr&
Initiationskomplex blockiert (Wang et al., 2002). BC1 bindet direkt an FMRP und es wird
vermutet, dass die RNA Basenpaarungen mit spezifischen mRNAs eingeht, um so as

Brickenglied zwischen FMRP und Target-mRNAS zu dienen. Interessanterweise konnte eine
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BC1 Antisense-RNA die Interaktion zwischen FMRP und MAP1B-mRNA unterbinden, eine
Beobachtung die daftir spricht, dass die BC1-mRNA hier als Brickenglied zwischen FMRP
und der MAP1B-mRNA fungiert. Die Autoren prasentieren ein Modell, wonach die Spezifitat
von FMRP fir die Translationsinhibition bestimmter mRNASs durch Basenpaarung zwischen
BC1 und der jeweiligen Target-mRNA vermittelt wird (Zalfa et al., 2003). Fraglich bleibt
hingegen, was der Vorteil eines solchen Brickenglieds gegentiber einer direkten Bindung

darstellen soll.

EFMRP wird posttranslational modifiziert

FMRP muss in seiner Funktion als Translationsinhibitor streng reguliert werden, um sicher zu

gehen, dass der Prozess zeitlich und réaumlich kontrolliert abléuft. Dies kann Uber die
variierende Proteinzusammensetzung der mRNP-Komplexe erfolgen, vorstellbar wére aber
auch ein direkter Einfluss auf das Protein in Form von posttranslationalen Modifikationen.
Durch die Auftrennung von FMRP in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese konnten
Hinweise darauf gewonnen werden, dass FMRP in HeLa-Zellen mehrfache Modifikationen
erhdlt und diese sich zum Teil in den einzelnen Zell-Kompartimenten unterscheiden.
Genauere Analysen durch in-vitro-Experimente ergaben eine putative Methylierungs- und
Phosphorylierungsstelle  im C-Terminus  von FMRP. Mit Hilfe  von
in-vivo-Phophorylierungsassays konnte die Phosphorylierung an mindestens einem Serinrest
von FMRP bestétigt werden.

Die Existenz einer RGG-Box in FMRP lasst vermuten, dass diese Arginin-Glycin-reiche
Region, wie auch bei verwandten Proteinen, das Ziel von Methylierungen durch Protein-
Arginin-Methyltransferasen des Typ-1 ist (zusammengefasst in (Gary and Clarke, 1998). Die
Enzyme des Typ-l katalysieren dabei die Ubertragung von ausschlieRlich asymmetrischen
Dimethylargininen auf die Arginin-Glycin-reiche Region des Proteins. Obwohl primdr RNA-
bindende Proteine modifizieren werden, gibt es Hinweise darauf, dass dadurch nicht die
RNA-Bindung, sondern vielmehr Protein-Protein-Wechselwirkungen des Substrats verandert
werden (Valentini et al., 1999; Schlessinger and Lemmon, 2003; Rutkowski and Kaufman,
2003).

Der Vergleich von bisher identifizierten Proteinsubstraten die mittels Methylierung
modifiziert werden, legt nahe, dass eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine mit Funktionen in
Protein-/RNA-Transport, Transkription und Signaltransduktion dieser Regulation unterworfen
sind. Interessant fir FMRP sind besonders drei beschriebene Protein-Eigenschaften, die durch

Methylierung variiert werden kénnen: 1) Kernexport und -transport (Npl3 und Hrpl (Shen et
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al., 1998). 2) Protein-Protein-Wechselwirkungen (Sm-Proteine SmD1, SmD3 und SmB mit
SMN; Brahms et al., 2001a; Friesen et al., 2001a). 3) RNA-Bindungsaffinitat (hnRNP-A1,;
Rajpurohit et al., 1994).

FMRP ist ein zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma pendelndes Protein mit extensiven
Protein- und RNA-Wechselwirkungen. Aus diesem Grund ist es vorstellbar, dass eine
Methylierung eine oder mehrere der drel Eigenschaften beeinflussen konnte. Wahrend dieser
Arbeit vertffentlichten Denman et al. Ergebnisse zur Methylierung von FMRP, in denen die
RNA-Assoziation in vitro ndher betrachtet wurde (Denman et al., 2002). Dabel wurde
festgestellt, dass bei Hemmung der Methylierung in Reticulocytenlysat die Affinitét des
Proteins fur funf von sechs putativen mRNA-Targets abnimmt. Bei diesen Analysen konnte
nicht ausgeschlossen werden, dass nicht auch Protein-Protein-Wechselwirkungen durch die
Behandlung des Lysats beeinflusst wurden. Dennoch 18sst sich mutmal3en, dass die RNA-
Bindung von FMRP direkt oder indirekt durch Methylierung reguliert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine weitere posttranslationale Modifikation in Form einer
Serin-Phosphorylierung im  C-Terminus  von FMRP  nachgewiesen  werden.
Phosphorylierungen wurden bei einer Reihe von FMRP-verwandten Proteinen beobachtet und
dienen dort der Regulation von RNA-Bindung, Protein-Protein-Interaktionen, und dem
Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma (Municio et al., 1995; Wang et al., 1995; Jans,
1995). Wéhrend die beiden letztgenannten Aspekte noch nicht untersucht wurden, konnte in
RNA-Bindungsexperimenten gezeigt werden, dass in-vitro-phosphoryliertes, rekombinantes
FMRP keine verdnderte RNA-Bindung aufweist. Parallel zu den hier gezeigten Ergebnissen
identifizierten Siomi et al. eine hoch konservierte, C-terminale Phosphorylierungsstelle in
dFXR, dem Ortholog von FMRP in Drosophila melanogaster (Siomi et al., 2002). Durch
Protein-Protein-Bindungsassays konnten Hinweise darauf gewonnen werden, dass eine
Homodimerisierung durch die Phosphorylierung des Proteins unterstitzt wird und diese als
Voraussetzung fir eine von den Autoren beobachtete, gesteigerte RNA-Assoziation dient. Als
dFXR-modifizierende Kinase identifizierten sie in diesem Zusammenhang die Casein-Kinase-
Il. Die Tatsache, dass Siomi et al. im Gegensatz zu den in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnissen einen Effekt auf die RNA-Bindung beobachteten, mag an einem verénderten
Versuchsaufbau liegen. Wéahrend die Gruppe dFXR mit Hilfe der Kinase phosphorylierte,
welche auch in vivo das Protein modifiziert, ist die Kinase fur humanes FMRP noch nicht
identifiziert worden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Schritte zur Aufreinigung dieser Kinase unternommen,

die in vivo mit FMRP in einem 400-500 Kilodalton unfassenden Komplex assoziiert. Mit der
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Hilfe von Gelfiltrations- und lonenaustauscherchromatographie konnte das Enzym soweit aus
Zellextrakt aufgereinigt werden, dass man nun in der Lage sein sollte, die betreffende Kinase
Uber FMRP zu préazipitieren. Bis dahin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die in-vitro-
Phosphorylierung von FMRP durch die humane Casein-Kinase-11 (vgl. Kapitel 5.1.5.4) nicht
der in-vivo-Situation entspricht.

Ahnliche Beobachtungen wie Siomi et al. konnten auch von Ceman et al. gemacht werden,
die bestétigten, dass das hoch konservierte Serin (Aminosaureposition 499) auch in humanem
FMRP in vivo die priméare Phosphorylierungsstelle darstellt (Ceman et al., 2003). Die genaue
massenspektrometrische Analyse der umgebenden Sequenz deckte dann drel weitere
Phosphorylierungspositionen auf. Der Vergleich mit der homologen Sequenz in
D. melanogaster zeigte, dass zwei der vier Phosphorylierungsstellen zwischen dFXR und
humanem FMRP nicht konserviert sind, die Proteine folglich auch nicht das gleiche
Phosphorylierungsmuster aufweisen. Auch hier konnte kein Einfluss der Phosphorylierung
auf die Bindung spezifischer RNAs durch das humane FMRP beobachtet werden. Letztere
Ergebnisse machen wiederum deutlich, dass die Differenzen in der RNA-Bindung auf
unterschiedliche Phosphorylierungen oder Phosphorylierungsfunktionen in den beiden
Organismen zurtckgefihrt werden kann.

Durch Dichtegradienten-Zentrifugationen konnten Ceman et al. Hinweise darauf gewinnen,
dass phosphoryliertes FMRP eine spezifische Assoziation mit ruhenden Polyribosomen
eingeht. Nicht-phosphoryliertes Protein interagiert hingegen mit aktiv translatierenden
Polyribosomen (Ceman et al., 2003). Unter Berlicksichtigung der hier gemachten
Beobachtung, dass FMRP die Translation von mRNAs inhibieren kann, ist hier ein Modell
vorstellbar, wonach die Regulation der Translation dber Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von FMRP verlauft. Demnach ist denkbar, dass die Translation
assoziierter mMRNAs solange unterdriickt wird, wie phosphoryliertes FMRP im Komplex
vorhanden ist. Auf ein Signal der Zelle hin kdnnte dann die Dephosphorylierung des Proteins

zur ,Freigabe* der Ribosomen und somit der Translation gebundener mRNAS fiihren.

6.1.2 Eingrenzung funktioneller Doménen von FM RP

6.1.21 Die Homodimeriserung von FMRP als Voraussetzung fur die

Translationsinhibition

Mit Hilfe von in-vitro-translatierten Deletionsmutanten konnte die fir die Homodimerisierung

notwendige Doméane in FMRP genauer eingegrenzt werden. Dabel wurde festgestellt, dass ein
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Bereich in der Primérstruktur des Proteins fur die Interaktion verantwortlich ist, der sowohl
beide KH-Doménen, als auch einen davon N-terminal befindlichen Bereich umfasst
(Aminosauren 112-332). Es handelt sich hierbei um eine Sequenz, welche sich zu einem
Coiled-Coil-Motiv falten kann (Siomi et al., 1996). Dieses Motiv setzt sich strukturell aus
mindestens zwel ineinander gedrehten a-Helices zusammen, die grofdtenteils gleiche
(Homooligomer) oder unterschiedliche Proteine miteinander verbinden (Heterodimer/-
oligomer). Die Funktion des Strukturmotivs liegt in erster Linie in der Vermittlung von
Protein-Protein-Interaktionen, zusétzlich wirkt es dabei auch stabilisierend auf die
dreidimensionale Struktur einiger Proteine (zusammengefasst in Lupas, 1996). Diesem
Beigpiel folgend konnte die Homodimerisierung von FMRP Uber das Coiled-Coil-Motiv
vermittelt werden. Die Ergebnisse der Bindungsexperimente haben jedoch gezeigt, dass fur
eine stabile Bindung zusatzlich noch beide KH-Doménen erforderlich sind.

Interessanterweise konnte bei der Kartierung der Dimerisierungsdoméne von FMRP gezeigt
werden, dass sich die Bindungseigenschaften der Punktmutante FMRPi304ny drastisch von
denen des Wildtyps unterscheiden. Zwar kann die Punktmutante noch mit Wildtyp-FMRP
wechselwirken, eine Homodimerisierung zwischen zwei FMRP 304n-Molekiilen ist jedoch
schon bei physiologischen Salzkonzentrationen unmaoglich. Hier ist es wichtig festzustellen,
dass der mannliche Patient mit der Missense-Mutation innerhalb der zweiten KH-Doméane
(1304N) nur Uber ein (mutiertes) Allel von FMRP verfligt. Aufgrund des fehlenden Wildtyp-
Allels ist eine Heterodimerbildung in den Zellen ausgeschlossen und vermutlich ist das
defekte FMRP 304y auch hier nicht zur Homodimerisierung befahigt. Dies lasst vermuten, dass
die Dimerisierung eine wichtige Rolle bel der in-vivo-Funktion von FMRP und bei der
Entstehung der Krankheitssymptome des Fragilen X-Syndroms spielt.

Die Assoziation von FMRP mit FXR1 und FXR2 ist dagegen nicht beeintréchtigt. Aus diesen
Beobachtungen lasst sich die Wichtigkeit der zweiten KH-Domane fir eine Dimerisierung
von FMRP erschlief3en. Friihe NMR-Analysen von FMRP-Fragmenten implizierten, dass nur
die erste der beiden KH-Doméanen (KH1) eine dreidimensionale Faltung aufweist und RNA-
bindungsaktiv ist (Adinolfi et al., 1999). Von der zweiten KH-Doméne hatte man dagegen
angenommen, dass sie ungefaltet vorliegt. Neuere Untersuchungen deuten jedoch darauf hin,
dass dieser Bereich doch die typische KH-Doméanenstruktur, eine Baofpa-Faltung, einnimmt.
Ein NMR-Vergleich von KH-Doménen unterschiedlicher Proteine lieferte Hinweise darauf,
welche besondere Bedeutung der konservierten hydrophoben Aminosdure (Isoleucin 304) in
der zweiten anti-Helix zukommt, die im punktmutierten FMRP gegen ein Asparagin

ausgetauscht ist: Wahrend die Mutation dieser Position in den isolierten KH-Doménen von
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FMRP oder Nova-1l in einem entfalteten Protein resultieren (Musco et al., 1997), (Lewis et
al., 2000), kommt es bei SF1 (splicing factorl) zu einem vollstdndigen Verlust der RNA-
Bindung (Liu et al., 2001). In allen bisher analysierten Komplexen erfolgte der direkte
Kontakt zwischen KH-Domane und Nukleinsdure Uber die konservierte Aminosdure an
Position 304 (Lewis et al., 2000; Liu et al., 2001; Braddock et al., 2002a; Braddock et al.,
2002b).

Abbildung 6-1 Schematische Darstellung der dreidimensionalen Faltung einer KH-Doméane (KH3 aus
Nova-1). Rote Bander reprasentieren anti-Helices, blaue Pfeile -Strange. Die hydrophobe Seitenkette der
Position a2 ist grin hervorgehoben und entspricht der Position 304 in FMRP. Abbildung tbernommen aus
Ramos et al., 2003b.

Am Beispiel der KH3-Doméne von Nova1, einem Protein mit Funktion beim pr&mRNA-
Spleifden, untersuchten kirzlich Ramos et al. den Einfluss der konservierten Aminosaure
(L447 entspricht 1304 in FMRP, vgl. Abbildung 6-1) auf die Struktur und die RNA-
Assoziation (Ramos et al., 2003b). Die Analyse des NMR-Spektrums legte nahe, dass in
Abwesenheit der RNA eine Dimerisierung des Proteins erfolgt, die ene
Konformationsanderung in der KH-Doméne zur Folge hat. Dies resultiert in einer
Stabilisierung der Helixfaltung, wodurch eine stérkere RNA-Bindungsaffinitdt erreicht wird
(Ramos et al., 2003b). Eine Mutation an der oben erwéhnten Position hingegen fuhrte sowohl
zu einem Verlust der spezifischen Bindung eines Adenins in Nukleinsduren, als auch zu einer
Destabilisierung der KH-Doméne. Zusammengenommen scheint es also wahrscheinlich, dass
der in dieser Arbeit beobachtete vollsténdige Dimerisierungsdefekt von FMRP, 304y durch eine
Entfaltung der KH-Doméanenstruktur entsteht, die sich auch auf die weiter N-terminal (vgl.
Abbildung 5-4) und ebenfalls an einer Assoziation beteiligten Bereiche des Proteins erstreckt.

So erklart sich auch die Beobachtung, dass noch eine Heterodimerisierung zwischen
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FMRP 304y und FMRP-Wildtyp zustande kommt, wo von vier beteiligten KH-Doméanen nur
eine einzige von der Mutation betroffen ist.

Durch den Vergleich verschiedener FMRP-Deletionsmutanten in Dimerisierungs, RNA-
Bindungs- und Translationsinhibitions-Experimenten konnten in dieser Arbeit Hinweise auf
das unterschiedliche Verhalten von FMRP und FMRP 304y gewonnen werden (vgl. Abbildung
5-6 und nicht gezeigte Daten). Dabei stellte sich heraus, dass insbesondere die Dimerisierung
von FMRP (dber die Region der beiden KH-Doméanen fir die Funktion als
Tranglationsinhibitor notwendig ist. Weiter kann man annehmen, dass die so regulierten
MRNASs Uber die erste, oder beide KH-Doméanen gebunden werden, da auch C-terminal
deletiertes FMRP in der Lage ist, die Translation von mRNAS negativ zu beeinflussen. Diese
Spekulationen lassen sich mit Ergebnissen von Mazroui et al. vereinbaren, die durch
Transfektion von FMRP-Deletionsmutanten in FMRP-K nockout-Zellen nachweisen konnten,
dass der N-Terminus mit beiden KH-Doméanen fir eine Rekrutierung des Proteins in
polysomale mRNPs erforderlich, die RGG-Box jedoch entbehrlich ist (Mazroui et al., 2003).
Die Resultate reflektieren die in-vivo-Situation aus Untersuchungen mit Patientenzellen, wo
die Punktmutante FMRP,304n Nicht mehr mit Polyribosomen assoziiert (Feng et al., 1997a).
Somit liegt die Vermutung nahe, dass FMRP auch in vivo die Rolle eines Translations-
Inhibitor Ubernimmt, als Voraussetzung daftr aber Gber seine Doméanen spezifisch mit mRNA

und Polyribosomen wechselwirken muss.

6.1.2.2 Die FXR-Interaktionsdoméne

Die Kartierung der Bindungsstelle von FXR1 und FXR2 an FMRP mit Hilfe von
Deletionsmutanten ergab, dass eine zusammenhéngende Region in der Primérstruktur des
Proteins fur die Interaktion verantwortlich ist. Ausreichend ist ein Bereich von Aminoséure
112-215 in FMRP, der direkt N-terminal an die erste KH-Domane anschlief3t. Es handelt sich
hierbel vor allem um den zwischen den drei Proteinen hoch konservierten Bereich (75 %
Ahnlichkeit), welcher die Coiled-Coil-Doméne enthalt (Siomi et al., 1996). Die Tatsache,
dass sich mindestens zwei Coiled-Coil-Helices, und damit Proteinmolekile, zusammenlagern
konnen, lasst sich mit der Beobachtung von Zhang et al. vereinbaren, dass es in vitro zur
Heterotrimer-Bildung aus den drei stark homologen Proteinen, FMRP, FXR1 und FXR2,
kommt (Zhang et al., 1995). Aus diesem Grund ist nicht auszuschlief3en, dass FXR1 und
FXR2 tber ihre Coiled-Coil-Motive an dieselbe Sequenz von FM RP binden und entweder nur

eins der beiden Proteine oder beide gleichzeitig mit FMRP assoziieren.
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Hinweise auf die zelluldre Situation konnten Zhang et al. (Zhang et al., 1995) sowohl mit
Hilfe eines Two-Hybrid-Screens, als auch durch Bindungsexperimente mit rekombinant
exprimierten Proteinen gewinnen. Sie zeigten, dass FMRP, FXR1 und FXR2 in vitro sowohl
mit sich selbst interagieren, als auch untereinander hetero-oligomerisieren. Die Autoren
diskutieren ein Modell, wonach der Komplex aus diesen drei Proteinen in seiner Mengen-
Zusammensetzung variabel ist und FMRP durch den wechselnden FXR-Gehalt im Komplex
reguliert werden konnte. Fraglich ist, ob diese heteromeren Verbindungen auch in vivo
existieren. Welitere Hinweise auf die in-vivo-Situation lieferten Ergebnisse von Tamanini et
al., die durch FMRP- und FXR1-Immunprazipitationen aus Zellextrakt belegten, dass beide
Proteine zu ca. 90 % als homomere Komplexe vorliegen (Tamanini et al., 1999b). Der
Vergleich mit weiteren Proteinen, welche eine Coiled-Coil-Struktur ausbilden legt nahe, dass
die Ausbhildung von Heterodimeren gegentiber Homodimeren unter bestimmten zelluléren
Bedingungen bevorzugt wird. So beeinflussen beispielsweise die wechselnden Heterodimer-
Partner des Coiled-Coil-Doménen-Transkriptionsfaktors c-Jun die Bindungsspezifitét far
unterschiedliche Genpromotoren (zusammengefasst in Shaulian and Karin, 2002). Fir FMRP
wird eine Funktion bei der Regulation der Translation verschiedener RNA-Targets diskutiert.
Eine denkbare Mdglichkeit ware, ahnlich wie bei ¢c-Jun, dass die Vermittlung einer Spezifitat
der RNA-Bindung durch verschiedene Heterodimer-Kombinationen erfolgt. Dabel kénnte die
Dimerisierung Uber das Coiled-Coil-Motiv auch hier der Stabilisierung einer réaumlichen
Anordnung beider Proteine dienen, die dann ebenfalls zur Spezifitét bezlglich der RNA-
Assoziation beitragt.

6.1.3 RNA-,Targets’ von FMRP

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass insgesamt ca. 4 % der neuronalen RNAs mit
FMRP-mRNPs assoziiert vorliegen (Brown et al., 2001). Es ist anzunehmen, dass in vivo die
Substratspezifitdt von FMRP beziglich seiner Targets streng reguliert wird. Prinzipiell sind
hier, angesichts der bisherigen Informationen Uber das Protein, mehrere Mechanismen
wahrscheinlich.

Zum einen konnte die Spezifitdt fur die RNA-Bindung durch die Interaktion mit
verschiedenen Proteinen in den meist mehr als 660 Kilodalton schweren mRNPs reguliert
werden, in die FMRP in vivo integriert ist (Eberhart et al., 1996; Corbin et al., 1997; Feng et
al., 19974). Die unterschiedlichen Angaben zur genauen Grof3e dieser mRNPs sprechen dafr,
dass es sich um dynamische Komplexe handelt, die sich in ihrer Proteinzusammensetzung

und —menge unterscheiden. Trotz der Identifikation einer Reihe von direkten und indirekten
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Bindungspartnern in diesen Komplexen ist eine Regulation oder ene vermittelte
Substratspezifitdt von FMRP bisher nicht eindeutig gezeigt worden (Ceman et al., 1999;
Ceman et al., 2000; Schenck et al., 2001).

Alternativ hierzu ist denkbar, dass die Assoziation mit mRNAs von spezifischen
Sequenzelementen oder Faltungsmotiven in der jeweiligen mRNA abhangt. Vor kurzem
konnten durch unterschiedliche Ansétze eine Reihe von putativen RNA-I nteraktionspartnern
von FMRP identifiziert werden, dabei fand vor allem das G-Quartett besondere Beachtung
(Scheeffer et al.,, 2001). Es bestent im Kern aus vier Guanin-Resten die durch
Wasserstoffbriickenbindungen und Kalium-lonen in einer planaren Konfiguration stabilisiert
werden (Keniry). Mittels Deletionsmutanten charakterisierten Schaeffer et al. eine purinreiche
Sequenz in der kodierenden Region der FMR1-mRNA (Nukleotide 1613-1648), welche in
vitro diese Quadruplex-Struktur aushilden kann und so von FMRP gebunden wird. Weitere
Hinweise auf das G-Quartett als Erkennungselement ergaben Analysen von Brown et al. und
Darnell et al., die in etwa der Halfte (8 von 14) der durch FMRP-Immunprazipitation und
Microarray isolierten RNA-Bindungspartner ein putatives G-Quartett entdeckten (Brown et
al., 2001; Darnell et al., 2001). Interessanterweise bildet auch die MAP1B-mRNA, welche als
in-vivo-Target von FMRP identifiziert wurde, ein solches G-Quartett aus (Zhang et al., 2001).
In der vorliegenden Arbeit konnte weder in RNA-Bindungsexperimenten (nicht gezeigt), noch
in den Translationsinhibitions-Assays eine Préferenz von FMRP fUr eine der drei
verwendeten mRNAs (FMR1-, SMN- oder Luciferase-mRNA) beobachtet werden. Dies ist
insofern erstaunlich, da nur die FMR1-mRNA eine purinreiche Region mit entsprechendem
G-Quartett-Konsensus aufweist, eine Bindung bzw. Translationsinhibition der anderen beiden
MRNAs scheint unter diesen Versuchsbedingungen somit G-Quartett-unabhangig zu
verlaufen. Eine mogliche Erklérung fur diese Beobachtung konnten die Untersuchungen von
Darnell et al. bieten, die mit Hilfe von FMRP-Deletionsmutanten deutlich machten, dass die
Erkennung und Bindung eines G-Quartetts ausschliefdlich durch die RGG-Box von FMRP
erfolgt (Darnell et al., 2001). Erganzend dazu zeigten kirzlich NMR-Studien einen Induced-
fit-Mechanismus von rekombinant exprimierter FMRP-RGG-Box gegenuber einem G-
Quartett (Ramos et al., 2003a). Wahrend also RNAs mit dieser Sequenz Uber die RGG-Box
erkannt werden, ist gleichzeitig auch die Assoziation anderer RNAs Uber die ebenfalls RNA-
bindenden KH-Doménen mdglich, denen in FMRP noch keine Sequenzspezifitat
nachgewiesen wurde. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die
Deletionsmutante FMRP;.430, die trotz Fehlen der RGG-Box die Translation von mRNA
inhibiert. Aufgrund dieser Beobachtung ist davon auszugehen, dass die ersten 430
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Aminosauren fur die untersuchte Funktion des Proteins ausreichend sind. Die in diesem
Assay verwandte SMN-mRNA besitzt kein G-Quartett, von dem man annimmt, dass es
spezifisch mit der RGG-Box in FMRP assoziiert (Darnell et al., 2001). Eine Bindung findet
hier also ausschliefdlich tber eine oder beide KH-Doménen statt. Dieses Resultat 18sst sich gut
mit anderen Untersuchungen vereinbaren, in welchen kirzlich vermehrt Uridin-reiche
Sequenzen als potentielle FMRP-Targets identifiziert wurden (Chen et al., 2003;
Dolzhanskaya et al., 2003). Schon frih hatte sich in RNA-Bindungsexperimenten mit
Homoribopolymeren gezeigt, dass die Punktmutation in der zweiten KH-Doméne (1304N)
keinen Einfluss auf die Assoziation von FMRP mit poly(G) hat, die Bindung an poly(U)
dagegen verhindert wird (Siomi et al., 1994). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
Uridin-reiche Sequenzen vermehrt durch die beiden KH-Domanen, Guanidin-reiche eher von
der RGG-Box gebunden werden. Somit wird auch die in-vitro-Assoziation von FMRP mit der
SMN-mRNA erklérbar, da sie in ihrer 3" untranglatierten Region (Nukleotide 1521-1577)
ausgepragte Abfolgen von Uridin aufweist und dieser Theorie zufolge von den KH-Domanen

gebunden werden konnte.

Interessanterweise konnte kirzlich eine Verbindung zwischen FMRP und dem RNAI-
Pathway festgestellt werden. RNA-Interferenz ist der in Eukaryonten konservierte Prozess der
posttranskriptionellen Genabschaltung (Fire et al., 1998; Cogoni and Macino, 2000; Vance
and Vaucheret, 2001; Hutvagner and Zamore, 2002; Hannon, 2002). Induziert wird der
Mechanismus durch doppelstrangige RNA, die in ihrer Sequenz komplementér zu der des
abzuschaltenden Gens ist (Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001). Zu Beginn findet eine
Prozessierung der dsRNA zu 21-23 Nukleotid-Fragmenten statt, welche durch die RNase-
Familie DICER katalysiert wird. Man unterscheidet hier 2 verschiedene Produkte: die SsSRNAs
(short interfering RNAs) und die miRNAs (micro RNAs). Wahrend erstere zusammen mit dem
Protein-Komplex RISC die direkte Degradation homologer mRNAs einleiten, fihrt die
Bindung von miRNAs an homologe mRNAs zur Inhibition der Translation (Olsen and
Ambros, 1999; Zeng and Cullen, 2002).

In zwei unabhangigen Untersuchungen konnte ein mRNP-Komplex aus D. melanogaster
isoliert werden, welcher neben dFXR essentielle Komponenten des RNAi-Pathways
beinhaltet (Ishizuka et al., 2002; Caudy et al., 2002). Unter anderem copréazipitierten die
RNase DICER, siRNAs, miRNAs und AGO2, eine essentielle Proteinkomponente des RI SC-
Komplexes (RNA-induced silencing complex). Einen weiteren wichtigen Hinwels fUr die
Zugehorigkeit von dFXR zum RISC-Komplex gelang Caudy et al. durch dFXR-
I mmunprézipitationen aus Zellen, welche mit doppelstrangiger RNA behandelt wurden. Dabei
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zeigten die isolierten Komplexe signifikante RISC-Aktivitét, die spezifisch gegen die
eingesetzte Kontroll-mRNA gerichtet war. Dennoch scheint dFXR keine essentielle
Komponente der RNAi-vermittelten Degradationsmaschinerie in D. melanogaster zu sein.
Die Autoren favorisieren ein Modell, wonach dFXR als Teil des RISC-Komplexes von
MiRNASs zu seinen mMRNA-Targets geleitet wird (Caudy et al., 2002; Ishizuka et al., 2002).
Auf diese Weise wirde die miRNA-Sequenz der mRNA-Bindung die notige Spezifitét
vermitteln.

Obwohl dFXR in seiner Sequenz und Funktion in hohem Mal3e den humanen Homologen der
Fragilen X-Familie gleicht (Wan et al., 2000; Zhang et al., 2001), konnte bis jetzt fir FMRP,
FXR1 und FXR2 keine Verbindung zum RNAi-Pathway gefunden werden. Dennoch ist
dieser Mechanismus der Target-Erkennung eine Maoglichkeit, die bel der

Translationsregulation durch humanes FMRP in Betracht gezogen werden kann.

Fasst man die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse und die aktuelle Literatur zusammen,
lasst sich ein Modell aufstellen, welches eine Funktion von FMRP als Translationsrepressor
unter bestimmten Konditionen beschreibt. Demnach dient die hohe Konzentration des
Proteins in neuronalen mMRNPs der Aufrechterhaltung einer Tranglationsinhibition, so lange
bis diese aus dem Zellsoma heraus in die Dendriten und Synapsen transportiert worden sind
(Feng et al., 1997b; Zhang et al., 2001). Auf ein bestimmtes zelluléres Signal hin kdnnte die
Inhibition aufgehoben werden, sodass die Proteinexpression zeitlich und/oder raumlich
kontrolliert ablaufen kann. Das Vorkommen von posttranslationalen Modifikationen wie
Methylierung und Phosphorylierung von FMRP legt nahe, dass hierdurch Funktionen des
Proteins reguliert werden kdnnten. Es gibt Hinweise, dass so ein direkter Einfluss auf die
Protein-Interaktionen, die RNA-Bindung bzw. -Spezifitdt oder die Aktivitdt als
Translationsinhibitor ausgelbt werden kann (Ceman et al., 2003; Denman, 2002). Abbildung
6-2 fasst dieses Modell grafisch zusammen.
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Abbildung 6-2 Ein Modell der Funktion und Regulation von FMRP in Neuronen. FMRP (rot) wird in den
Zellkern transportiert. Dort erfolgt die Assoziation mit mRNAs und weiteren Proteinen zu einem mRNP,
welches anschlie3end exportiert wird. Im Cytoplasma erfillt FMRP die Funktion des Trandationsrepressors,
solange bis die MRNAS an ihrem Bestimmungsort angekommen sind. Auf ein bestimmtes zelluléres Signa hin
kénnte die Inhibition dann aufgehoben werden, sodass die Proteinexpression zeitlich und/oder réaumlich
kontrolliert ablaufen kann.

Nach diesem Modell kénnte der Phanotyp von Fragilen X-Patienten durch eine zeitliche oder
raumliche Fehlexpression bestimmter Gene hervorgerufen werden, deren Translation
normalerweise durch FMRP reguliert wird. Dartiber hinaus bleibt es jedoch offen, ob es sich
bei der Inhibition der Translation um die einzige Funktion von FMRP handelt oder ob dieses

Protein noch in weitere zelluldre Prozesse involviert ist.
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6.2 Untersuchungen zur Methyltransferase-Aktivitat des
PRMT5-Komplexes bei der U-snRNP-Biogenese

Verschiedene Proteine, darunter auch die spleil3osomalen Proteine SmB, D1 und D3, kdnnen
in der Zelle durch Arginin-Methylierungen posttranslational modifiziert werden. Die hierfir
verantwortlichen Methyltransferasen werden anhand der Form dieser Modifikation in zwei
Gruppen unterteilt: Typ-l1-Methyltransferasen katalysieren die Bildung asymmetrischer
Dimethylierungen, Typ-l1-Methyltransferasen die Bildung symmetrischer Dimethylierungen
an Argininresten ihrer Substrate (vgl. Abbildung 2-6). Die hier ndher untersuchte
Methyltransferase PRM TS ist dabel das einzige bisher bekannte Enzym der zweiten Gruppe.
Inzwischen konnten in humanen Zellen Uber 100 symmetrisch dimethylierte Proteine
identifiziert werden, denen eine Rolle bei der RNA-Prozessierung, aber auch bel der
Transkription, Translation, Signaltransduktion und im Cytoskelett zugeschrieben wird (vgl.
Boisvert et al., 2003). Die genauen Funktionen der Modifikationen liegen dabei groftenteils
noch im Dunkeln. Die grol3e Anzahl an Proteinen l&sst aber vermuten, dass es neben PRMT5
noch weitere Typ-11-Methyltransferasen beim Menschen gibt.

Zu Beginn der Arbeit war bereits bekannt, dass PRMT5 eine wichtige Rolle bei der
Biogenese der U-snRNP im Cytoplasma spielt. Das Enzym katalysiert die symmetrisch
Dimethylierung der spleilfosomalen Proteine SmB, D1 und D3, die anschliefiend auf den
SMN-Komplex Ubertragen werden. Hier erfolgt schliefdlich die Zusammenlagerung der Sm-
Proteine und der snRNA zur so genannten Sm-Core-Doméne, der erste Schritt bel der
Entstehung der U-snRNP (zusammengefasst in Meister et al., 2002). Ziel dieser Arbeit war es
nun einen genaueren Einblick in den Mechanismus der Sm-Protein-Methylierungen zu
bekommen. Man wusste, dass PRMT5 im Cytoplasma Teil eines Komplexes ist, der auch die
beiden Proteine plCIn und WD45 enthélt. Wahrend die Funktion von PRMT5 als katalytisch
aktiver Faktor durch in-vitro-Methylierungsassays bereits belegt werden konnte, war die Rolle
der beiden anderen Komplexpartner noch unklar. Ein wesentliches Ziel der durchgeftihrten
Untersuchungen bestand zunédchst darin, den Aufbau des katalytisch aktiven PRMT5-
Komplexes zu untersuchen und vor alem die Funktionen von plCln und WDA45 bei der
Methylierungsreaktion aufzudecken. Ebenso stellte sich die Frage, auf welche Weise die
methylierten Sm-Proteine anschlief3end auf den SMN-Komplex Ubertragen werden. So war
aus in-vitro-Studien bekannt, dass sich die Sm-Proteine zu verschiedenen heteromeren

Komplexen zusammenlagern kdnnen und dass dies die Voraussetzung fir das Assembly war
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(Raker et al., 1996). Allerdings war unklar, ob und zu welchem Zeitpunkt diese Komplexe

auch in vivo entstehen.

6.2.1 Untersuchungen zum Aufbau des PRM T5-K omplexes

Zu Beginn der Untersuchungen sollten Bindungsexperimente klaren, wie die bekannten
Komponenten des PRMT5-Komplexes miteinander wechselwirken. Dabei zeigte sich, dass
sowohl plCln als auch WD45 jeweils an PRMT5 binden, nicht aber untereinander. Dartber
hinaus konnte festgestellt werden, dass PRMT5 auch mit sich selbst interagiert. Diese
Beobachtung wurde inzwischen durch Rho et al. bestétigt, die durch Sedimentationsanalysen
zeigen konnten, dass auch endogenes PRMT5 aus 293-Zellextrakten in Form von distinkten
Homooligomeren vorliegt (Rho et al.,, 2001). Fur die mit PRMT5 verwandten Typ-I-
Methyltransferasen PRMT1 und PRMT3 wurden ebenfalls Oligomerisierungen beschrieben
(Tang et al., 1998; Zhang et al., 2000). Strukturanalysen von PRMT1 und PRMT3 lassen
vermuten, dass die Oligomerisierung einen direkten Einfluss auf die Aktivité des Enzyms hat
(Weiss et al., 2000; Zhang et al., 2000). Die an der Dimerisierung von PRMT3 beteiligten
Aminosauren wurden von Zhang et al. kristallographisch identifiziert, sie konzentrieren sich
hauptsachlich auf zwei Bereiche im Protein (Aminosduren 230-270 und 380-390). Daran
anschlief3ende Sequenzvergleiche offenbarten, dass einige dieser Positionen sowohl unter
mehreren PRMTS, als auch unter verschiedenen Organismen konserviert sind (Zhang et al.,
2000). Vor dem Hintergrund der starken, auch strukturellen, Homologie der bisher bekannten
PRMTs (zusammengefasst in McBride and Silver, 2001), kénnten diese Aminosauren auch
far die Dimerisierung von PRMT5 relevant sein.

Durch Immunprézipitationen mit WD45- und plCln-spezifischen Antikorpern aus HelLa
Zellextrakten wurde die in-vivo-Zusammensetzung des Methyltransferase-Komplexes aus den
drei Komponenten PRMTS5, pl Cln und WD45 bestétigt. Es konnte gezeigt werden, dass die so
isolierten Komplexe auch funktionell aktiv sind, d.h. eine effektive Methylierung von Sm-
Proteinen katalysieren konnen. Aus gelchromatographischen Untersuchungen weil3 man, dass
der PRMT5-Komplex im Cytoplasmaextrakt eine Grof3e von etwa 500 kDa aufweist (Meister
et al.,, 2001b). Zusammenfassend lasst sich demnach ein Modell Uber den Aufbau des
Komplexes ableiten, bei dem die Methyltransferase als zentrale Komponente di- oder
oligomerisiert vorliegt und dabei jeweils mit mehreren Molektlen plCln und WD45 assoziiert
ist (vergl. Abbildung 6-3).
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Abbildung 6-3 Model des PRMT5-Komplexes. Die Abbildung stellt schematisch die Interaktionen der Proteine
innerhalb des PRMT5-Komplexes dar. Zentraler Bestandteil ist ein PRMT5-Dimer (oder -Oligomer), an den
wiederum plCln und WDA45 direkt binden. Die Assoziation der Sm-Proteine verlauft sowohl Uber pICIn, asauch
tiber WD45.

Aus friheren Experimenten war bekannt, dass sowohl plCIn, als auch WD45 direkt an Sm-
Proteine binden, plCIn geht dabei eine Wechselwirkung mit deren Sm-Motiv ein (Friesen et
al., 2002; Meister et al., 2001b). Das lief? vermuten, dass beiden Proteine eine Funktion als
» Recruitmentfaktoren® haben kénnten, die die Substrate SmB, D1 und D3 binden und an die
katalytische Komponente des Komplexes, PRMT5, weiterleiten. Dabel konnten sie direkt
oder indirekt die Aktivitéat des Enzyms beeinflussen.

6.2.2 plCin und WD45 sind notwendig fur eine effektive Methylierung
von Sm-Proteinen durch PRMT5

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente zeigen, dass sowohl plCIn als auch WD45
eine entscheidende Rolle bei der effizienten Methylierung der Sm-Proteine B, D1 und D3
durch PRMT5 spielen. So konnte durch Zugabe von rekombinantem plCIin oder WDA45 die
Sm-Methylierung in Cytoplasmaextrakt deutlich gesteigert werden. Der gleiche, aktivierende
Effekt beider Proteine wurde auch bel der Sm-Methylierung an isolierten PRM T5-Komplexen
beobachtet. Da plCIn und WDA45 direkt mit PRMT5 interagieren, konnte man vermuten, dass
es sich hier um einen unmittelbaren Einfluss beider Proteine auf die Methylierungsreaktion
handelt. Analoge Experimente mit rekombinant exprimiertem PRMT5, pICIn und WD45
bestétigten einen solchen direkten Effekt. Dabei konnte gezeigt werden, dass der aus
rekombinanten Komponenten bestehende PRMT5-Komplex, wie der aus Zellextrakt isolierte

Komplex, eine symmetrische Methylierung der Sm-Proteine katalysiert.

Es erstaunte zunachst, dass plCln und WD45 einen vergleichbaren Effekt auf die untersuchte
Sm-Methylierung haben, obwohl keinerlei Verwandtschaft zwischen den beiden Proteinen
besteht. Wie oben geschildert, war aber bekannt, dass beide direkt mit den gleichen Sm-
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Proteinen interagieren kdnnen (Meister et al., 2001b; Friesen et al., 2002). WD45 und pICIn
zeigen in den in dieser Arbeit durchgefiihrten in-vitro-Untersuchungen eine funktionelle
Homologie, welche sich allerdings nicht ohne weitere Ergebnisse auf die in-vivo-Situation
Ubertragen l&sst. Entsprechend dem in Abbildung 6-3 dargestellten Modell Gber den Aufbau
des Komplexes bindet PRMT5 as zentraler Bestandteil gleichzeitig an plCIn und WDA45.
Beide konnten so unabhéngig voneinander gebundene Sm-Proteine zur Methylierung
présentieren. Diese Ergebnisse deuten an, dass so genannte , Recruitmentfaktoren fir die
Interaktion zwischen PRMT5 und seinen Substraten notwendig sind. Gegenwartig ist es noch
unklar, ob und inwiewelit in vivo weitere Proteine, neben plCln und WD45, diese Funktion
innehaben. Man konnte jedoch vermuten, dass noch andere Substrate Uber spezifische
Recruitmentfaktoren an das Enzym herangebracht werden und es sich bel den Sm-Proteinen

nicht um die einzigen Targets von PRMT5 im Cytoplasma handelt.

Um den Einfluss von pICin auf die Methylierungsreaktion genauer zu charakterisieren,
wurden verschiedene Methylierungsexperimente konzipiert. Betrachtet man die Reaktionen
im zeitlichen Verlauf, so zeigt sich, dass pICin die Katalyse nicht einfach beschleunigt
sondern das Ausmal’ der Methylierung im Experiment erhoht. So war die Gesamtmenge an
SmD3, die in einem Ansatz methyliert werden kann, nach Zugabe von plCln deutlich hoher
als ohne das Protein. Dabei scheint es eine direkte, lineare Abhangigkeit zwischen der Menge
an pICIn im Ansatz und dem Ausmal’ der SmD3-Methylierung zu geben.

Kinetische Untersuchungen zeigten einen interessanten Reaktionsverlauf: In Ansdtzen ohne
zugegebenes pl Cln kommt es nach einer gewissen Zeit zu einer Stagnation der Reaktion, d.h.
obwohl das Enzym aktiv und Substrat im Uberschuss vorhanden ist, findet keine weitere
Methylierung mehr statt. Durch Zugabe von plCIn kann die Reaktion wieder reaktiviert
werden, weiteres Substrat wird umgesetzt bis die Reaktion erneut stagniert. Die
Beobachtungen lassen vermuten, dass es im Verlauf der Reaktion zu einer Produkthemmung
des PRMT5-Komplexes durch die schon methylierten Sm-Proteine kommt. Vermutlich bleibt
das Sm-Protein nach seiner Methylierung an plCIn gebunden und verhindert so, dass das
Protein neues Substrat binden und in den néchsten Reaktionszyklus eintreten kann. Die
Reaktion kommt zum Erliegen, kann aber nach Zugabe von weiterem plCIn erneut ablaufen,
bis auch dieses entsprechend blockiert ist. Ausgehend von diesem Modell stellte sich die
Frage, wie in der Zelle die Freigabe des PRM T5-Komplexes nach einem Methylierungszyklus
gewdhrleistet ist. Es war bekannt, dass die symmetrisch dimethylierten Sm-Proteine mit
deutlich hoherer Affinitdt von SMN als von plCln gebunden werden (Friesen et al., 2001b).
Diese Methylierung ist die Vorraussetzung fur ein effizientes U-snRNP-Assembly durch den
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SMN-Komplex (Brahms et al., 2001b; Friesen et al., 2001a). In der Tat konnte hier gezeigt
werden, dass eine bereits stagnierte Methylierungsreaktion nach Zugabe von rekombinantem
SMN reaktiviert werden kann. Man kann daher annehmen, dass bei der Interaktion des
PRMT5-Komplexes mit dem SMN-Komplex im Cytoplasma die methylierten Sm-Proteine
direkt auf SMN Ubertragen werden und die Methyltransferase dadurch wieder , frei* fir einen
neuen Reaktionszyklus wird (Abbildung 5-34). Ein solcher unidirektionaler Reaktionsverlauf
konnte wichtig fur die Regulation der Sm-Methylierung sein. Demnach kénnten nur so lange
Sm-Proteine effektiv methyliert werden, wie auch der SMN-Komplex als Akzeptor bereit
steht, d.h. solange die Produkte der Methylierungsreaktion als Substrate fir das anschlief3ende
Sm-Core-Assembly bendtigt werden.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen, dass pICIn als Cofaktor notwendig fur die
Modifikation der Sm-Proteine durch PRM TS5 ist und dadurch eine essentielle Funktion bei der
Sm-Methylierung im Cytoplasma hat. Dabei bleibt offen, ob und wie die Aktivitdt von plCln
selbst reguliert wird. Sanchez-Olea et al. konnten zeigen, dass plCln an mindestens zwei
Serinresten phosphoryliert werden kann (Sanchez-Olea et al., 1998). Daher wurde hier
untersucht, ob diese posttranslationale Modifikation einen Einfluss auf die Aktivitdt von
plCln bei der Sm-Methylierung hat. In Experimenten bei denen entweder ATP oder das nicht-
hydrolysierbare Analog YyS-ATP zur Reaktion zugegeben war, wurden jedoch keine
Unterschiede bel der Methylierung von SmD3 beobachtet. Die Daten lassen vermuten, dass
die Phosphorylierung von plCIn, zumindest unter den hier getesteten Bedingungen, nicht
unmittelbar mit seiner Rolle bei der Sm-Methylierung im Zusammenhang steht.

Fiar WD45 wurde in ersten Experimenten eine vergleichbare Wirkung auf die
Methylierungsreaktion wie fur pl Cln beobachtet. Da auch WD45 mit Sm-Proteinen interagiert
wurde auch hier eine Funktion als Adapterprotein zur Prasentation der Substrate an PRMT5
angenommen. Bislang ist unklar, inwieweit beide Proteine tatsachlich funktionell homolog
sind. Es hat sich gezeigt, dass in vitro alle sieben Sm-Proteine von pl CIn, und alle aul3er SmF
und SmG von WD45 gebunden werden (Meister et al., 2001b; Friesen et al., 2002).
Weiterflhrende Experimente werden zeigen, ob sie sich in ihrer Substratspezifitét
unterscheiden oder ob sie, z.B. Uber allosterische Effekte, auch einen direkten Einfluss auf die
katalytische Aktivitdt von PRMT5 ausiiben kdnnen.
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6.2.3 Zum Zeitpunkt ihrer Methylierung bilden die Sm-Proteine noch

keine Heterodimere

Die Beobachtung, dass Sm-Proteine in vitro heteromere Komplexe formen und als solche
auch rekombinant stabil exprimiert werden kénnen, fuhrte zu der Theorie, dass sie noch vor
dem Sm-Core-Assembly auch in vivo Heteromere bilden (Raker et al., 1996). Erde
experimentelle Hinweise bestdtigen das. So legt die Beobachtung, dass durch Hochsalz-
Behandlung spezifisch die Sm-Proteine B/B‘ und D3 vom SMN-Komplex gelost werden
konnen, den Schluss nahe, dass die beiden Proteine zu diesem Zeitpunkt als stabiler Komplex
assoziiert vorliegen (Meister, 2002). Es stellte sich daher die Frage, ob man Hinweise darauf
gewinnen kann, ob solche Komplexe bereits eine Rolle bei der Methylierung der Sm-Proteine
oder bei der anschlieRenden Ubertragung auf den SMN-Komplex spielen.

Aus biochemischen Untersuchungen war bekannt, dass humanes SmB und SmD3 in der Zelle
in vergleichbarem Ausmald methyliert werden (Brahms et al., 2001a), so erhdlt SmB eine
sechsfache Arginin-Methylierungen, SmD3 eine flinffache. In Methylierungsexperimenten
mit dem rekombinant exprimierten Heterodimer SmB-SmD3 zeigte sich jedoch, dass die
Modifikation beider Proteine nicht gleichmal3ig erfolgt, sondern SmD3 auf Kosten von SmB
im Dimer bevorzugt wird. Bei der Suche nach den Ursachen fir diese Ungleichverteilung der
Modifikation gaben Bindungsexperimente mit plCIn-Deletionsmutanten Hinweise auf eine
Uberlappung mehrerer Sm-Bindungsstellen im Protein. Die Analysen zeigten, dass SmD1,
SmD2 und SmD3 mit der gleichen Region von plCln assoziierten, ebenso gab es
Ubereinstimmende Bindungsstellen von SmB, SmE und SmG. Neuere Untersuchungen deuten
dabei an, dass die Bindungsstellen von SmD3 und SmB teilweise Uberlappen (personliche
Mitteilung von M. Klingenhager). Diese Ergebnisse legen nahe, dass immer nur ein Sm-
Protein an plCln binden kann und wirden damit die Beobachtungen erkldren, dass die
rekombinanten Sm-Proteine im Heterodimer ungleich methyliert werden: Die Expression als
Dimer mag die rekombinanten Proteine SmB und SmD3 in vitro stabilisieren, beeintréchtigt
jedoch deren Modifikation vermutlich insofern, dass voraussichtlich eine gerichtete Bindung
an den PRMT5-Komplex erfolgt, was dann eine bevorzugte Methylierung von SmD3 zur
Folge hat. Damit eine gleichméal3ige Modifikation von SmB und SmD3 gewdhrleistet ist,
scheint es daher wahrscheinlich, dass es in der Zelle nicht zu einer Heterodimerbildung der
beiden Proteine vor der Interaktion mit dem PRMT5-Komplex kommt. Um die monomeren
Proteine nach der Trandlation zu stabilisieren, konnte es dagegen eher zu einer frihen
Bindung an plCln kommen, dass eine hohe Affinité fir unmethylierte Sm-Proteine besitzt

(Friesen et al., 2001a). Erste Hinweise auf eine Richtigkeit dieser Vermutungen ergaben in-
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vitro-Untersuchungen, in denen SmB oder SmD3, statt als Heterodimer, zusammen mit plCln
rekombinant exprimiert und anschlief}end einer Methylierung durch PRMTS unterzogen
wurden. Hier zeigte sich in der Tat, dass beide Sm-Proteine in gleichem Mal3e methyliert
werden, wenn sie dem PRMT5-Komplex einzeln als Substrat angeboten werden. In weiteren
in-vitro-Methylierungsexperimenten  konnte nachgewiesen werden, dass bel einer
Vorinkubation von einem der beiden Sm-Proteine mit pl Cln auch dieses methyliert wurde und
nicht vom korrespondierenden Heterodimer-Partner verdréngt werden konnte. Es kommt also
zu keiner Bevorzugung was die Affinité der Bindung von SmB und SmD3 an plCln betrifft.
Aus diesem Grund ist es wahrscheinlich, dass in der Zelle sowohl SmB, als auch SmD3 nach
der Trangdlation einzeln mit plCln assoziieren und so zur Methylierung an PRMT5
herangeftihrt werden.

In einem weiteren Experiment konnte nun im néchsten Schritt der Sm-Core-Biogenese
Uberprift werden, ob die methylierten Sm-Proteine als Heterodimere auf den SMN-Komplex
Ubertragen werden. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl methyliertes SmB, als auch SmD3
einzeln sehr effizient Gber SMN immunprazipitiert werden konnen, der SmB/D3-Heterodimer
dagegen nur in sehr geringem Ausmald. Man kann daher vermuten, dass auch fir diesen
Schritt der Reaktionsfolge die Dimerisierung der betelligten Sm-Proteine keine
Voraussetzung ist. (Abbildung 6-4) fasst die erhaltenen Ergebnisse zu einem Modell der

Methylierungsabfolge zusammen.

Sm-Methylierung Sm-Core-Assembly

Abbildung 6-4 Modell der Sm-Methylierung durch den PRMT5-Komplex und die anschlief?ende Ubertragung
auf den SMN-Komplex. Neu synthetisierte Sm-Proteine binden zunéchst iber eine direkte Interaktion mit pICin
an den PRMT5-Komplex. Dort katalysiert PRM TS die symmetrische Methylierung von Argininen in den Sm-
Proteine SmB, D1 und D3. Im néchsten Schritt tritt der PRMT5-Komplex mit dem SMN-Komplex in direkten
Kontakt wodurch der Transfer der Sm-Proteine auf den SMN-Komplex erméglicht wird. SMN spielt dabel a's
direkter Interaktionspartner der Sm-Proteine SmB, D1 und D3 ene zentrale Rolle. Als ndchstes wird en
vollsténdiger Satz der sieben Sm-Proteine SmB, D1, D2, D3, E, F, und G in einem Schritt auf die U-snRNA
transferiert, wasin der Ausbildung der Sm-Core-Doméneresultiert.
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Somit stellt sich die Frage, ob und wann die von Raker et al. beobachteten Sm-Heterodimere
in der Zelle auftreten und welche Funktion sie dabei erfillen (Raker et al., 1996). Die Daten
dieser Arbeit deuten darauf hin, dass zu keinem Zeitpunkt vor oder nach der Methylierung der
Sm-Proteine bis hin zur Ubergabe an den SMN-Komplex solche Intermediate auftreten.
Wahrscheinlicher ist dagegen die Bildung der Sm-Heteromere am SMN-Komplex, vor der
anschlief3enden Beladung der U-snRNAs, dem eigentlichen Sm-Core-Assembly. Besonders
die Tatsache, dass nur methylierte Sm-Proteine von SMN gebunden werden (Brahms et al.,
2001a; Friesen et al., 20014), spricht daftr, dass zu diesem Zeitpunkt die nicht methylierten
Komponenten SmD2, E, F und G mit den methylierten SmB, D1 und D3 assoziieren, um auf
definierte Weise in die Sm-Core-Struktur integriert zu werden. Die von Raker et al.
beobachteten Heterodimere kodnnten somit Zwischenprodukte des am SMN-Komplex
vorgeformten Sm-Rings sein, die sich stabil isolieren lassen. Die hohe Affinitdt der einzelnen
Sm-Proteine zueinander konnte dabei die Isolierung solcher Komplexe beglinstigen.
Abschlieffend lésst sich hier festhalten, dass allen drel  Grundbestandteile des
cytoplasmatischen PRMT5-Komplexes, PRMT5, plCln und WDA45, eine Funktion bei der
Methylierung der as Monomer vorliegenden Sm-Proteine zukommt. Durch weitere
in-vivo-Experimente misste jedoch nun geklart werden, zu welchem Zeitpunkt des weiteren
Sm-Core-Assembly Heterooligomere in Erscheinung treten und auf welche Welise der finale
Schritt, die Ubertragung des Sm-Rings auf die U-snRNA, vor sich geht.

6.2.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse erlauben einen Einblick in die Funktionsweise
des PRMT5-Komplexes, wobei sich die hier durchgefihrten Untersuchungen auf die
cytoplasmatischen  Methylierungs-Targets und  Assoziationspartner  beschranken.
Unterschiedliche Analysen lassen vermuten, dass die Methyltransferase PRMT5 auch im
Zellkern agiert. Mit Hilfe von spezifischen Antikorpern gelang es Boisvert et al. mehr als 100
symmetrisch dimethylierten Proteinen aus humanen Zellen zu prézipitieren, von denen eine
Reihe im Zellkern lokalisiert und als potentielle Substrate von PRMT5 in Frage kommen
konnten (zusammengefasst in Boisvert et al., 2003). Die bisherigen Experimente haben
gezeigt, dass PRMTS5 fir die Interaktion mit seinem Substrat Recruitment-Faktoren wie plCln
oder WD45 bendtigt. Es ist daher wahrscheinlich, dass die Bindung der von Boisvert
identifizierten Substrate Uber spezifische Adapterproteine vermittelt wird, die wie plCln die

symmetrische Dimethylierung ermdglichen.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungen

AdOx
APS
BSA

Ci

cpm
DABCO
DMEM
DMSO
DTE
DTT
EDTA

EST
Fa
FCS
FITC

m’GpppG
GST

HAT
HEPES
hnRNP

1gG
IPTG
KAc
LiAc

Adenosine-2', 3-dialdehyde

Ammoniumpersulfat

bovines Serumalbumin

Curie (1 Ci = 3,7 x 10" Bq)

gezahlte Zerfalle pro Minute (engl.: counts per minute)
1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

1,4-Dithioerythrit

Dithiotreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

englisch

exprimierter Sequenzabschnitt (engl.: expressed sequence tag)
Firma

fetales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)
Fluoreszeinisothiocyanat

bei Zentrifugationen: einfache Erdbeschleunigung (9,81 ms?)
7-Methyl-guanylyl-(5"-5")-guanosintriphosphat

Glutathion-S Transferase

Stunde

Histon-Acetyltransferase
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure
heteronukledres Ribonucleoproteinpartikel (heterogeneous nuclear ribonucleo-
protein-particle)

I mmunglobulin

| sopropyl-B3-D-thiogalaktosid

Kaliumacetat

Lithiumacetat

mol dm™
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MALDI Matrix-unterstitzte Laserdesorptior/lonisation (engl.: matrix assisted laser
desorption/ionisation

MgAcC Magnesiumacetat

min Minute(n)

MPI Max-Planck-I nstitut

MRNA Boten-RNA (engl.: messenger RNA)

NaAc Natriumacetat

NCBI National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nih.gov)

NMR magnetische Kernresonanz (engl.: nuclear magnetic resonance)

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung (engl.: phosphate buffered saline)

pCp Cytidin-3"-5"-bisphosphat

PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVA Polyvinylalkohol

RACE schnelle Amplifikation von cDNA-Enden (engl.: rapid amplification of
cDNA ends)

RNP Ribonucleoproteinpartikel

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)

SMA spinale Muskelatrophie

snRNA kleine nukledre RNA (engl.: small nuclear RNA)

snRNP kleines nukledres RNP (engl.: small nuclear RNP)

snoRNP kleines nukleoldres RNP (engl.: small nucleolar RNP)

TCA Trichloressigsdure

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat

u Enzymeinheit, unit

UTR untranslatierte Region

wt Wildtyp

X-Gal 5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-3-D-galaktopyranosid
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8.2 Ve offentlichungen

Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht in:

Laggerbauer B, Ostareck D, Keidel EM, Ostareck-Lederer A, Fischer U. (2001)
Evidence that fragile X mental retardation protein is a negative regulator of translation.
Hum Mol Genet. 10(4):329-38.
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