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Einleitung

1. Einleitung

Mit groRem Aufwand wurde bis 2001 das Erbmaterial des Menschen im ,Humanen
Genom Projekt® analysiert und seine Sequenz ermittelt. Die Reihenfolge der Uber drei
Milliarden Einzelbausteine des menschlichen Genoms auf den Chromosomen ist nun bis
auf kleine Unsicherheiten bekannt. Weitgehend ungeklart bleibt aber, welche Funktionen
die geschatzten 30 000 bis 50 000 Gene des Menschen haben und welche Bedeutung
ihnen im gesunden Organismus beziehungsweise bei der Ausbildung von Krankheiten
zukommt. Fur das Verstandnis der zellularen Vorgange ist es im nachsten Schritt nun
notwendig, die Funktionen der Gen-Produkte, also der Proteine, zu untersuchen.
Proteine sorgen als ,Arbeitsmolekile“ der Zellen durch ein hochkomplexes
Zusammenwirken fur die Ausfuhrung des in den Genen festgelegten Programms und
sind an nahezu allen Zellaktivitaten beteiligt.

Die Gesamtheit aller Proteine, die von einem Genom, einer Zelle oder einem
Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt exprimiert wird, bezeichnet man als
Proteom. Im Gegensatz zum statischen Genom ist das Proteom kontinuierlicher
Veranderung unterworfen. Zum einen wird die Synthese zahlreicher Proteine zell- und
gewebespezifisch reguliert, zum anderen nehmen aufliere Bedingungen Einfluss auf die
Quantitat und Qualitat der exprimierten Proteine. Als ,Genexpression" wird der gesamte
Prozess des Umsetzens der im Gen enthaltenen Information in ein Protein bezeichnet,
der in mehreren Schritten erfolgt. Dabei gibt es verschiedene Ebenen, auf denen eine
Regulation stattfinden kann.

So hat bereits die Gen-Organisation auf dem DNA-Strang einen Einfluss auf die Aktivitat
verschiedener Gene. Die Transkription von Genen in mRNA wird durch zahlreiche
Faktoren zelltypspezifisch gesteuert. Zudem kénnen bei Eukaryoten aus derselben DNA-
Sequenz durch alternatives Spleif3en der bei der Transkription hergestellten pra-mRNA
mehrere unterschiedliche reife RNA-Versionen entstehen, die zu unterschiedlichen
Proteinen fuhren. SchlieBlich kann die Stabilitdt oder Funktion von synthetisierten
Proteinen und Peptiden durch chemische Modifikationen nachtraglich beeinflusst
werden. Aus der Sequenz des Genoms kann man also keine einfachen Ruckschlisse
auf die erzeugten Proteine ziehen, da durch die hohe kombinatorische Vielfalt
verschiedener Regulationsprozesse eine Vielzahl von Proteinen mit unterschiedlicher

Funktion resultiert.



Einleitung

1.1 Posttranslationale Modifikationen

Zahlreiche zellulare Proteine werden nach ihrer Synthese an den Ribosomen noch
chemisch verandert. Bislang sind in der Literatur mehr als 200 unterschiedliche
chemische Gruppen bekannt, die an Proteine angefiugt werden koénnen. Diese
posttranslationalen Modifikationen kdnnen die biologische Aktivitat, Stabilitat,
Wechselwirkungen oder die Lokalisation der betroffenen Proteine erheblich beeinflussen.
Sie kdnnen unterschiedlicher Natur sein, und umfassen u.a. das Anhangen von Zucker-,
Phosphat-, Acetyl- oder Methylgruppen an einzelne Aminosaurereste.

So bieten die bei der Glykosylierung im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums
angehefteten Zuckerketten z.B. Schutz vor Verdau durch Proteasen oder dienen als
Transportsignal fir die Verpackung in Transportvesikel. Aulerdem sind Glykoproteine
als Teil der Glykokalyx unentbehrlich fur die spezifische Erkennung von Zelloberflachen.
Die Aktivitat vieler regulatorischer Proteine wird Uber die Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung von bestimmten Aminosaurenresten gesteuert. Die
Phosphorylierung von Proteinen spielt in zahlreichen Geweben eine wesentliche Rolle
bei der Vermittlung von Reizen (Signaltransduktion). Zudem wird die Aktivitat zahlreicher
Enzyme (z.B. MAP-Kinasen) und Transkriptionsfaktoren (z.B. p53, RB-Protein, NF«B)
durch ihren Phosphorylierungsstatus gesteuert (Bode & Dong, 2004; Tamrakar et al.,
2000; Jans & Hubner, 1996). Die Acetylierung, also die Anknupfung einer Essigsaure an
freie  Aminogruppen von Aminosauren, ist eine der haufigsten Modifikationen in
eukaryotischen Zellen. Sie kann entweder an der freien Aminogruppe der ersten
Aminosaure eines Proteins stattfinden, oder an freien e-Aminogruppen interner Lysine.
So tragen mehr als die Halfte der l6slichen Proteine eine Acetylgruppe an ihrer
aminoterminalen Aminosaure, was die Stabilitat der betroffenen Proteine beeinflusst. Im
Gegensatz zur aminoterminalen Acetylierung spielt die Acetylierung interner Lysinreste
eine wichtige Rolle bei der Modulation der Funktion des betroffenen Proteins. Das
bekannteste Beispiel fur Proteine, deren Funktion durch Acetylierung beeinflusst wird,
sind die Histone, die am Aufbau und der Organisation des Chromatins beteiligt sind. Die
Acetylierung von Histonen wurde vor mehr als 30 Jahren erstmals beschrieben und zahit
zu den am besten verstandenen Histonmodifikationen (Ubersicht in Kouzarides, 2000).
Durch die aufeinander abgestimmte Aktivitat von Histon-Acetyltransferasen (HATs) und
Histon-Deacetylasen (HDACSs) stellt sich ein spezifischer Acetylierungsgrad ein, der im
Zusammenspiel mit anderen posttranslationalen Modifikationen eine Modulation der

Genexpression ermdglicht (Turner, 2002; Kurdistani & Grunstein, 2003).



Einleitung

Im Gegensatz zu posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierung oder
Acetylierung stellt die Methylierung von Aminosaureresten eine deutlich stabilere
Modifikation dar. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Protein-Methylierung an der
Regulation zahlreicher biologischer Prozesse wie RNA-Prozessierung, Transkription,
Reparatur von DNA-Schaden sowie bei der Signaltransduktion und Dbei
Differenzierungsvorgangen beteiligt ist (Ubersicht in Lee et al., 2005).

Die Methylierung von Proteinen rickte erst in den letzten Jahren mit der Identifizierung
verschiedener Protein-Methyltransferasen in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen
Interesses. Protein-Methylierung kann an Arginin-, Lysin-, Histidin-, Prolin- und
Carboxylresten von Aminosauren auftreten und galt bis vor kurzem als eine irreversible
Modifikation. Die Identifizierung einer Lysin-spezifischen Demethylase (LSD1)
durchbrach dieses Dogma und erdffnete neue Perspektiven fur die Funktion der Protein-
Methylierung (Shi et al., 2004). Wahrend die Methylierung von Argininresten an
zahlreichen RNA-Bindeproteinen und Histonen nachgewiesen wurde, findet die
Modifikation von Lysinen bevorzugt an den amino- und carboxyterminalen Armen von
Histonen statt. Ebenso wie die Acetylierung kann die Histon-Methylierung die
Wechselwirkung mit DNA und Chromatin-assoziierten Proteinen modulieren, was zu
veranderten nukleosomalen Strukturen und Funktionen fuhrt und in den verschiedensten
biologischen Wirkungen resultiert (Rice & Allis, 2001).



Einleitung

1.2 Methylierung von Argininen

1.2.1 Die Familie der Protein-Arginin-Methyltransferasen

Die Methylierung von Argininresten in Proteinen wurde vor beinahe 40 Jahren zum
ersten Mal an Proteinfraktionen aus Kalbsthymus beschrieben (Paik & Kim, 1967). Bis
heute konnten zahlreiche Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTSs) in verschiedenen
eukaryotischen Organismen wie Hefe, Drosophila melanogaster und in Saugetieren
identifiziert werden (Miranda et al., 2006; Gary & Clarke, 1998; McBride & Silver, 2001;
Boulanger et al., 2004). Zudem wurden durch Genom-Sequenzierungsprojekte weitere
PRMT-Gene in Danio rerio (Hung & Li, 2004), Xenopus, C. elegans und Arabidopsis
gefunden. In Saugetierzellen wurden bislang acht PRMT-Gene identifiziert (Abb. 1.2), die
starke Homologien untereinander aufweisen und fir PRMT1, PRMT2, PRMTS3,
CARM1/PRMT4, PRMT5/JBP1, PRMT6, PRMT7 und PRMT8 kodieren (Abramovich et
al., 1997; Chen et al., 1999; Frankel et al., 2002; Katsanis et al., 1997; Pollack et al.,
1999; Tang et al., 1998; Miranda et al., 2004; Lee et al., 2005a, 2005b).
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Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Arginin-Methylierung.

Im ersten Schritt wird von beiden bekannten Typen von Protein-Arginin-Methyltransferasen (Typ | und )
Monomethylarginin gebildet. Typ-I-Methyltransferasen (PRMT1, 3, 4, 6) erzeugen in einem zweiten
Reaktionsschritt asymmetrisches Dimethylarginin. Symmetrisches Dimethylarginin wird von den Typ-lI-
Methyltransferasen PRMT5 und PRMT7 gebildet. Man beachte, dass die Methylierung den basischen Charakter
des modifizierten Argininrestes nicht verandert, aber zu dessen VergroRerung und somit moglicherweise zu
sterischen Effekten fiihrt; gleichzeitig werden durch die Anheftung des Methylrestes Wasserstoffatome von der
Guanidinogruppe entfernt, die an Wasserstoff-Briickenbindungen beteiligt sein kénnen (Abb. modifiziert aus
McBride & Silver, 2001).
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Es werden zwei Typen von PRMTs unterschieden. Beide Typen katalysieren die
Ubertragung der Methylgruppe von S-Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) auf die
Guanidinogruppe von Arginin in bestimmten Proteinsubstraten, wodurch in einem ersten
Schritt monomethyliertes Arginin (MMA) und freies S-Adenosyl-Homocystein (AdoHcy)
entstehen (Abb. 1.1). Die beiden Typen unterscheiden sich in der nachfolgenden
Reaktion, die zur Bildung von zweifach methylietem Arginin fahrt. Typ-I-PRMTs
ubertragen zwei Methylreste auf den gleichen Stickstoff der Guanidinogruppe, wobei ein
.,asymmetrisches“ Dimethylarginin (aDMA) entsteht; Methyltransferasen von Typ |l
ubertragen je eine Methylgruppe auf jeden Stickstoff, so dass ein ,symmetrisches®
Dimethylarginin (sDMA) entsteht. Dabei sind PRMTS5 und PRMT7 die einzigen
bekannten Typ-llI-Methyltransferasen. Alle anderen PRMT-Familienmitglieder gehéren
zum Typ I. In den letzten Jahren wurden zahlreiche verschiedene Substrate von PRMTs
identifiziert (Ubersicht in Bedford & Richard, 2005). Der grofte Teil wurde dabei von
PRMT1 methyliert, die mit Uber 90 % den groRten Teil zu der Typ-I-Aktivitat in
Saugetierzellen beitragt (Tang et al., 2000). PRMT1 stellt somit die vorherrschende

Arginin-Methyltransferase in humanen Zellen und Geweben dar.

1.2.2 Struktur der Protein-Arginin-Methyltransferasen

Die acht humanen PRMTs variieren in ihrer Lange zwischen 361 (PRMT1) und 692
Aminosauren (PRMT7) (Abb. 1.2). Allen gemeinsam ist eine hochkonservierte
Kernregion, in der die Methyltransferaseaktivitat lokalisiert ist. Dort befinden sich auch
die Signaturmotive I, post I, Il, und Ill von S-Adenosylmethionin-(AdoMet)-abhangigen
Methyltransferasen. Die PRMT-typische THW-Schleife liegt am C-terminalen Ende der
Kernregion. Die grof3ten Sequenzunterschiede zwischen den einzelnen PRMT-
Familienmitgliedern liegen im N-terminalen Abschnitt der Proteine. Hier findet sich bei
PRMT6 eine Kernlokalisationssequenz (NLS), bei PRMT3 eine Zinkfingerstruktur und bei
PRMT2 eine SH3-Domane, die madglicherweise die Substratspezifitat steuert
(Kouzarides, 2002). Von menschlicher PRMT1 sind aullerdem vier alternative
Spleidformen bekannt, die in der Lange des N-Terminus variieren (Scott et al., 1998).
Interessanterweise findet man in PRMT7 eine mdglicherweise durch Genduplikation

entstandene Duplizierung aller PRMT-typischen Sequenzmotive.
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Abb. 1.2  Familie der Protein-Arginin-Methyltransferasen.

Schematische Darstellung der acht bekannten, humanen Protein-Arginin-Methyltransferasen. Farbig
hervorgehoben sind die in allen PRMTs vorkommenden Signaturmotive |, post I, Il und Il (schwarz), die hoch
konservierten PRMT-Kernregionen (grau, gelb), sowie die konservierte THW-Schleife (rot). PRMT2 und PRMT3
besitzen zudem eine aminoterminale SH3- (orange) bzw. eine Zinkfinger-Domane (grin). Am aminoterminalen
Ende von PRMT®6 befindet sich eine Kernlokalisationssequenz (NLS, blau). Die membranassoziierte Lokalisation
von PRMT8 wird durch eine aminoterminale Myristoylierung des Proteins vermittelt (~). Die Lange der jeweiligen
Proteine in Aminosauren ist am carboxyterminalen Ende angegeben.

Durch Kristallstrukturanalysen von PRMT1, PRMT3 (beide aus Ratte) und Hmt1 (aus
Hefe) konnten interessante Einblicke in die Funktionsweise der konservierten PRMT-
Kernregion gewonnen werden (Zhang & Cheng, 2003; Zhang et al., 2000; Weiss et al.,
2000). Die monomere PRMT-Kernregion kann in drei funktionelle Bereiche eingeteilt
werden (Abb. 1.3):

In der N-terminalen Halfte der Kernregion befindet sich die Bindestelle fir den
Methyldonor AdoMet. Dieser unter PRMTs am starksten konservierte Bereich ist auch in
anderen AdoMet-abhangigen Methyltransferasen teilweise konserviert (Zhang et al.,
2000). Die C-terminale Halfte der Kernregion formt eine PRMT-spezifische B-Fass-
Domane, die sich auf die AdoMet-Bindestelle im N-Terminus zurtckfaltet. In der Spalte
zwischen den beiden Domanen befindet sich das aktive Zentrum und die Bindestelle fur
Substratproteine. In allen drei kristallografischen Untersuchungen wurde aul3erdem eine
identische Dimerisierungsdomane identifiziert, die flir die enzymatische Aktivitat der
PRMTs essenziell ist. Sowohl die Mutation von Aminosauren in der
Dimerisierungsdomane von Hmt1 als auch die vollstandige Deletion dieses Bereichs in
PRMT1 (AS 188-222) fuhrten zu einer vollstandigen enzymatischen Inaktivierung der
Methyltransferasen (Weiss et al., 2000; Zhang & Cheng, 2003).

Durch die Dimerisierung entsteht eine ringformige Struktur. Damit befinden sich die
aktiven Zentren der beiden Monomere in raumlicher Nahe zueinander. Die Ausbildung
einer solchen Struktur ist mdglicherweise notwendig, damit der Methyldonor AdoMet
korrekt gebunden werden kann. Aulerdem konnte die raumliche Nahe der beiden

aktiven Zentren eine fortlaufende Herstellung des Endprodukts Dimethylarginin
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erleichtern. Einige PRMTs neigen zusatzlich zur Dimerisierung zur Bildung grofierer
homo-oligomerer Komplexe. So bilden Hmt1 und PRMT1 Hexamere und PRMT5
aggregiert in Komplexen, die aus zahlreichen Untereinheiten bestehen (Weiss et al.,
2000; Tang et al., 1998; Rho et al., 2001). Die Multimerisierung von PRMT1 und PRMT5
scheint essenziell fir die enzymatische Aktivitat der beiden Enzyme zu sein (Lim et al.,
2005).

Dimerisierung B

el =y
al “Yaap p1a-p14

Abb. 1.3 Struktur und Dimerisierung von PRMT1.

(A) Struktur des PRMT1-Monomers aus verschiedenen Perspektiven. Dargestellt sind N-terminale Helix oY (rot),
AdoMet-Bindedomane (griin), pB-Fass Struktur (gelb) und Dimerisierungsdoméne (hellblau). Das gebundene
Arginin (blau) liegt im aktiven Zentrum zwischen der AdoMet-Bindedomane und der B-Fass Struktur. Gebundenes
AdoHcy ist als Stabmodell gezeigt. (B) Zwei ringférmige Dimere sind Uber eine Disulfidbriicke an Cystein-254
miteinander verbunden. Hydrophobe Bereiche der Dimerisierungsdomane sind mit der duReren Oberflache der
AdoMet-Bindedomane assoziiert (Pfeil). (C, D) Gezeigt sind je zwei verschiedene Perspektiven von GRASP-
Oberfachen des PRMT1 Dimers (C) und Monomers (D). Die Oberflachenladung (rot=negativ, weiss=neutral,
blau=positiv) ist farblich markiert (Abb. modifiziert aus Zhang & Cheng, 2003).

Die Funktionen der unterschiedlichen N- und C-Termini von PRMTs sind bislang noch
unklar. Es wird angenommen, dass sie eine wichtige Rolle bei der spezifischen
Regulation einzelner PRMTs spielen. So beeintrachtigte die Deletion des N-Terminus
von Hmt1 (Hefe) die Stabilitat des Hexamers und verminderte somit die enzymatische
Aktivitat des Proteins (Weiss et al., 2000). Zudem scheint eine Interaktion der N- und C-
Termini von PRMT5 die Ausbildung homomerer Komplexe zu beeinflussen (Rho et al.,
2001). Die Deletion des N-terminalen Bereichs von PRMT3 inklusive der
Zinkfingerdomane flhrte ebenfalls zu einer Abnahme der enzymatischen Aktivitat und

beeintrachtigt mdglicherweise die Erkennung von Substratproteinen (Tang et al., 1998;
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Frankel & Clarke, 2000). Fur die N-terminale Region von CARM1/PRMT4 wurde bislang
keine regulatorische Funktion gezeigt. Allerdings spielt der CARM1/PRMT4-spezifische
C-Terminus eine wichtige Rolle fur die Funktion des Enzyms als transkriptioneller Co-
Aktivator (Teyssier et al., 2002). Die Kristallstrukturanalysen an Hmt1, PRMT1 und
PRMT3 haben gezeigt, dass sich auf der Oberflache der Methyltransferasen ein lange,
maandrierende Furche befindet. Mdglicherweise liegen dort mehrere Bindestellen fur
verschiedene Konsensussequenzen der Substratproteine. Somit kdnnte erklart werden,
warum ein einzelnes Enzym mehrere Substrate mit variierenden Konsensussequenzen
erkennen kann (Zhang & Cheng, 2003).

Trotz der hochkonservierten Methyltransferasedomane besitzen alle PRMTs eine
typische Substratspezifitat (Stallcup, 2001; Frankel et al., 2002). Der exakte
Mechanismus der Substraterkennung von PRMTs ist allerdings trotz kristallografischer
Studien noch immer unklar. Hinweise geben vor allem Untersuchungen, bei denen die
bevorzugten Methylierungsstellen auf bestimmten Substratproteinen kartiert wurden.
Dabei ist deutlich geworden, dass Typ-I-Enzyme bevorzugt Arginine methylieren, die in
Glycin-Arginin-reichen (GAR) Bereichen mit der Aminosauresequenz RGG, RXR oder
GRG vorliegen (Gary & Clarke 1998; Klein et al., 2000; Smith et al., 1999; Najbauer et
al., 1993). Dieses Sequenzmotiv findet sich besonders haufig bei RNA-bindenden
Proteinen wie z.B. den hnRNP-Proteinen (Kiledijan & Dreyfuss, 1992). Allerdings
methyliert CARM1/PRMT4 keine Arginine in GAR-Sequenzen und besitzt eine hdhere
Substratspezifitat als die anderen Typ-I-PRMTs. Bislang ist kein Sequenzmotiv
identifiziert worden, welches von CARM1/PRMT4 bevorzugt methyliert wird (Lee &
Bedford, 2002). Die Typ-lI-Methyltransferasen PRMT5 und PRMT7 methylieren sowohl
isolierte Arginine als auch Arginine in GAR-Sequenzen (Friesen et al., 2001; Lee et al.,
2005b).
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1.2.3 Regulation zellularer Prozesse durch Arginin-Methylierung

Die funktionelle Bedeutung der Arginin-Methylierung fur die lebende Zelle ist bis heute
noch nicht ausreichend verstanden. Die verfugbaren Daten legen nahe, dass die Arginin-
Methylierung sich hauptsachlich auf Prozesse im Zellkern auswirkt. So wurden in den
letzten Jahren zahlreiche Substrate der Protein-Arginin-Methyltransferasen identifiziert
die an verschiedenen zellularen Prozessen wie z.B. RNA-Prozessierung,
transkriptionelle Regulation, Reparatur von DNA-Schaden (vgl. Abb. 1.4), aber auch bei
der Signaltransduktion oder bei Differenzierungsvorgangen beteiligt sind. In den

folgenden Abschnitte werden diese Prozesse detaillierter beschrieben.

{ ANAProzessierunyg )

Samé8, Sm D/B, hnRNPs, rp52

C Requlation der Transkriptiunj
Histone, p300/CBPF, 5PT5,.HI\.-'-tat

Sm @’ e @1 Elongation ‘—@
Proteinreifung @ )
Acehylierung Repression
hnRNPs

DMNA Reparatur

MRE11, 53BP1

Abb. 1.4 Schematische Darstellung PRMT-regulierter Prozesse.

PRMTs sind an der Prozessierung von RNA, an der Regulation von Transkription und an der Reparatur von DNA-
Schéaden beteiligt. Durch Methylierung modifizierte Proteine sind mit einem roten Punkt markiert (Abb. modifiziert
aus Bedford & Richard, 2005).
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1.2.3.1 Regulation von RNA-Prozessierung und Transport

RNA-Bindeproteine wie die heterogenen nuklearen Ribonukleoproteine (hnRNPs)
erfullen zahlreiche strukturelle und funktionelle Aufgaben in eukaryotischen Zellen. Sie
binden pra-mRNA und sind an der Bildung der Ribonukleokomplexe und der
SpleiRosom-Komplexe beteiligt. Somit spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Verpackung und Prozessierung von RNA sowie der Regulation der Transkription und
Translation. Es sind zahlreiche verschiedene Ribonukleoproteine mit unterschiedlichen
Funktionen bekannt.

Die meisten RNA-Bindeproteine besitzen GAR-Sequenzabschnitte, die fur Bindung der
RNA verantwortlich sind. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Argininreste in diesen
Bereichen die bevorzugten Substrate von Typ-I-Methyltransferasen sind (Liu & Dreyfuss,
1995). So konnte fur einige hnRNP-Proteine wie hnRNP-A, hnRNP R und hnRNP K
bereits eine Methylierung durch PRMT1 nachgewiesen werden (Nichols et al., 2000;
Wada et al. 2002). Aus diesem Grund wird angenommen, dass die Methylierung von
Argininen einen Einfluss auf die Nukleinsaurebindung dieser Proteine hat. Die wenigen
Experimente zu dieser Thematik flhrten allerdings zu keiner eindeutigen Aussage. So
fuhrte die Methylierung von ,fragile X mental retardation protein® (Fmrp) zu einer
verminderten Bindung an die minimale RNA-Sequenz sc1 (Stetler et al., 2006). Die
Methylierung von hnRNP-A1 hat einen Effekt auf die sequenz-unspezifische Bindung an
homo-polymere RNA (Rajpurohit et al., 1994), wahrend die Methylierung von hnRNP-K
und von Hrp1 (Hefe) die Affinitdt der Proteine zu RNA nicht beeinflusste (Ostareck-
Lederer et al., 2006; Valentini et al., 1999).

Madglicherweise stellt die Arginin-Methylierung auch ein ,Reifungssignal® fur Proteine dar.
So wurde von mehreren Gruppen gezeigt, dass die durch PRMT5 und mdglicherweise
PRMT7 vermittelte Methylierung der spleillosomalen Sm-Proteine B/B’, D1 und D3
essenziell fur ihren korrekten Einbau in den Sm-Kern des Spleillosoms ist (Meister et al.,
2001; Brahms et al., 2001; Friesen et al., 2001a; Miranda et al., 2004; Lee et al., 2005b).
Das SpleiRosom ist ein makromolekularer Komplex, welcher sich aus Proteinen und
einer pra-mRNA aufbaut und das Splei’en im Zellkern von Eukaryoten katalysiert (vgl.
Kramer, 1996). Die Sm-Proteine werden nur im methylierten Zustand vom ,survival of
motor neuron“ (SMN)-Protein gebunden (Buhler et al., 1999; Brahms et al., 2001) und
mit Hilfe des SMN-Komplexes auf den snRNAs assembliert (Meister et al., 2002).

In einigen Fallen scheint die Methylierung von Argininresten auch die zellulare
Lokalisation der betroffenen Proteine zu beeinflussen. So wurde bei den von Hmt1

methylierten hnRNP-Proteinen Np13p, Hrp1p und Nab2p in S. cerevisiae gezeigt, dass
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sie nur im methylierten Zustand aus dem Zellkern exportiert werden kénnen (McBride et
al., 2000; Shen et al., 1998). Die zellulare Lokalisation von hnRNP-A2 wird ebenfalls
durch seinen Methylierungsstatus reguliert. Normalerweise lokalisiert hnRNP-A2
bevorzugt im Zellkern. Allerdings fuhrt eine Inhibierung der Methylierung durch den
Methyltransferaseinhibitor Adenosin-Dialdehyd (Adox) zu einer cytoplasmatischen
Anreicherung des Proteins (Nichols et al., 2000). Der gleiche Effekt war fur das RNA-
Bindeprotein Sam68 beschrieben worden, dessen genaue zellulare Funktion bislang
noch ungeklart ist. Allerdings verhinderte die Deletion der Methylierungsstellen den
Sam68-vermittelten Export von HIV-RNA (Cote et al., 2003). Aullerdem veranderte
Sam68 seine Bindung an andere Proteine in Abhangigkeit von seinem
Methylierungsstatus (Bedford et al., 2000). Die Methylierung bestimmter Argininreste
fuhrte dabei zu einer Abnahme der Bindung an SH3-Domanen bestimmter
Interaktionspartner wie p59 (fyn) und Phospholipase Cy-1.

Die Methylierung des ribosomalen Proteins rpS2 ist eine von Hefe bis Mensch
hochkonservierte Modifizierung und spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation der
ribosomalen Biosynthese (Bachand & Silver, 2004; Swiercz et al., 2005). Die funktionelle
Bedeutung der Methylierung von weiteren RNA-Bindeproteinen wie den poly (A)
Bindeproteinen (PABPs) und des Ewing Sarcoma Protein (EWS) ist noch nicht bekannt
(Lee & Bedford, 2002; Smith et al., 1999; Pahlich et al., 2005).

1.2.3.2 Regulation der Transkription

Posttranslationale Modifikationen von Histonen stehen in engem Zusammenhang mit der
Aktivierung und der Repression von Transkriptionsvorgangen. Zu den
posttranslationalen Modifikationen von Histonen gehort neben der Acetylierung
spezifischer  Lysinseitenketten durch Histon-Acetyltransferasen oder die
Phosphorylierung von Serinresten durch Histon-Kinasen auch die Methylierung von
Lysin- und Argininresten durch Histon-Methyltransferasen. Die Histonmodifikationen
beeinflussen sich in vielen Fallen gegenseitig, sodass spezifische Muster auftreten. Die
verschiedenen Histonmodifikationen erfolgen dabei auf einem oder mehreren Histon-
Termini und fuhren in einer kombinatorischen, sequenzabhangigen Weise zu einer
spezifischen Aktivierung bzw. Inaktivierung von Genen. Sie kdnnen daher als ein
,2Histon-Code“ der Zelle zur Steuerung transkriptionsabhangiger Vorgange verstanden
werden (Jenuwein & Allis, 2001; Sims & Reinberg, 2003; Kouzarides, 2002).

Mindestens drei Mitglieder der PRMT-Familie sind an dieser Steuerung von

Transkriptionsvorgangen beteiligt (vgl. Abb.1.3). PRMT1 methyliert spezifisch Histon H4
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an Arginin-3 in vivo und CARM1/PRMT4 methyliert Histon H3 an Arginin-2, -17 und —26
in vitro (Chen et al., 1999; Strahl et al., 2001; Wang et al., 2001; Schurter et al. 2001).
Beide Enzyme besitzen co-aktivierende Eigenschaften bei der ,nuclear receptor®-
abhangigen transkriptionellen Regulation (Miao et al., 2006; Koh et al., 2001;.Wang et
al., 2001; Bauer et al., 2002). Es wurde ebenfalls berichtet, dass eine H4-Arginin-3-
Methylierung eine nachfolgende Acetylierung von H4 verstarkt (Wang et al., 2001).

Mit dem hSWI/SNF-Komplex assoziierte PRMT5 methyliert bevorzugt hypoacetyliertes
Histon H3 an Arginin-8 bzw. H4 an Arginin-3 und scheint zu einer Inaktivierung der
Transkription von c-myc abhangigen Zielgenen beizutragen (Pal et al., 2003, 2004). Die
Arginin-Methylierung reprasentiert damit ahnlich wie die Histon-(De-) Acetylierung eine
Histonmodifikation, die zu einer Aktivierung bzw. Repression von Transkription fihren
kann (Ubersicht in Lee et al., 2005).

»High-mobility group® (HMG)-Proteine sind an der Modulation der Chromatinstruktur
beteiligt und spielen wichtige Rollen bei verschiedenen entwicklungsbiologischen
Mechanismen. Die Proteine der HMGA-Subfamilie verfiugen Uber je drei
hochkonservierte DNA-bindende Domanen (,AT-Hooks®), mit denen sie in die schmale
Furche AT-reicher DNA binden. AuRerdem vermittelt dieser Bereich auch Interaktionen
mit Transkriptionsfaktoren wie z.B. NF-kB oder ATF-2 (Thanos & Maniatis, 1992; Du &
Maniatis, 1994). Die AT-Hooks von HMGA1a enthalten zahlreiche RG-Sequenzen mit
methylierten Argininen (Edberg et al., 2004, 2005, Sgarra et al, 2003). Das
Methylierungsmuster und der Methylierungsgrad dieser Bereiche variiert dabei in
unterschiedlichen Zelllinien. Zudem konnte in apoptotischen Zellen eine deutliche
Zunahme der Arginin-Methylierung von HMGA1a beobachtet werden. Die Methylierung
dieser ,AT-Hooks“ durch PRMT6 (Miranda et al., 2005; Sgarra et al., 2006) kdnnte zur
Modulation von Protein-DNA oder Protein-Protein Wechselwirkungen beitragen.
Transkriptionsfaktoren wie p53 (An et al., 2004), YY1 (Rezai-Zadeh et al., 2003) und
NF«kB (Covic et al., 2004) rekrutieren die PRMTs an die Promotorregionen spezifischer
Gene (s. Abb. 1.3), wo sie zahlreiche regulative Aufgaben bei der Transkription erfllen.
So wurde die in vivo-Methylierung von Argininresten des transkriptionellen Co-Aktivators
p300/CBP durch CARM1/PRMT4 beschrieben. Diese Modifikation verhindert die
Assoziation von p300/CBP mit dem Transkriptionsfaktor CREB und beeinflusst somit die
Regulation der Transkription (Xu et al., 2001).

Weitere Studien haben gezeigt, dass Arginin-Methylierung auch an anderen Prozessen
der transkriptionellen Regulation beteiligt ist. So wurde gezeigt, dass PRMT1 und
PRMTS den Elongationsfaktor SPT5 binden und methylieren. Durch die Methylierung
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von SPT5 werden die promotorspezifischen Bindungseigenschaften von SPT5 verandert
und die Elongation der Transkription beeintrachtigt (Kwak et al., 2003). Aulierdem
scheint die Arginin-Methylierung auch bei der Regulation der Transkription von Virus-
Genen beteiligt zu sein. So fuhrte die Methylierung des HIV-Transaktivatorproteins Tat
durch PRMT6 zu einer Verminderung Tat-abhangiger Transkription (Boulanger et al.,
2005). Zudem fuhrte die verminderte Expression von PRMT6 zu einer erhdhten HIV-
Replikation.

1.2.3.3 DNA-Reparatur

Das Genom wird kontinuierlich durch UV-Strahlung, reaktive Sauerstoffspezies und eine
Vielzahl anderer exogener und endogener Ursachen geschadigt. Dadurch entstehen
vererbbare Mutationen, die zu einer malignen Entartung der Zelle fUhren konnen, wenn
die aufgetretenen Schaden nicht durch enzymatische Prozesse repariert werden.
Innerhalb sehr kurzer Zeit nach einem DNA-Schaden kommt es zu einer Anreicherung
zahlreicher Reparaturenzyme in nuklearen Reparatur-Foci an der betroffenen Region.
Dabei ist phosphoryliertes Histon H2AX (y—H2AX) essenziell fur die effiziente Erkennung
und/oder Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (Pilch et al., 2003; Sedelnikova et
al., 2003). Auch bei der Regulation dieser Prozesse scheint Arginin-Methylierung eine
wichtige Rolle zu spielen. Boisvert et al. (2003) konnten zeigen, dass mindestens ein
Protein des MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) DNA-Reparaturkomplexes methyliert vorliegt.
In einer Folgestudie wurden dann Argininreste in der C-terminalen GAR-Domane von
MRE11 als Substrat von PRMT1 identifiziert (Boisvert et al., 2005). Der
Methylierungsstatus von MRE11 hatte keinen Einfluss auf die MRN-Komplexbildung.
Allerdings verliert MRE11 seine Exonukleaseaktivitat, wenn die Arginine in der GAR-
Domane mutiert sind. Werden Zellen mit Methylierungsinhibitoren oder mit PRMT1
siRNA behandelt, so fuhrt dies zu einer fehlerhaften ,,checkpoint“-Kontrolle wahrend der
S-Phase des Zellzyklus (Boisvert et al. 2005b). Interessanterweise bleibt MRE11 dabei
in sogenannten ,Promyelocytic Leukemia® (PML)-Kérperchen gebunden, und die
Ausbildung von y—-H2AX Foci an DNA-Schaden ist stark reduziert (Boisvert et al., 2005a).
Madglicherweise wird durch den Methylierungsstatus von MRE11 die Bindung an
nukleare Strukturen wie PML-Korperchen oder Reparatur-Foci reguliert.

Ein vergleichbarer Effekt wird bei dem p53 Bindeprotein1 (53BP1) beobachtet, das
ebenfalls eine Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen spielt. Die DNA-
Bindung dieses Proteins wird durch eine von PRMT1 methyliete GAR-Domane

vermittelt, die zudem an die interne Tudor-Domane von 53BP1 bindet (Boisvert et al.,
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2005b; Charier et al. 2004). Huyen et al. (2004) haben gezeigt, dass 53BP1 mit seiner
Tudor-Domane an methylierte Lysine von Histon H3 bindet. Méglicherweise flihren DNA-
Schaden zu einer Konformationsanderung der DNA, wodurch methyliertes Lysin-79 in
Histon H3 von 53BP1 gebunden werden kann. Weitere Studien werden zeigen mussen,

ob fehlerhafte Arginin-Methylierung zum Entstehen genomischer Instabilitat beitragt.

1.2.4 Regulierung der Arginin-Methylierung

Im Gegensatz zu posttranslationalen Modifikationen wie der Phosphorylierung und
Acetylierung sind fur die Arginin-Methylierung bislang keine Enzyme identifiziert worden,
die eine Wiederabspaltung der Methylgruppe katalysieren. Der Methylierungsgrad eines
Proteins kann also nicht durch antagonistische Enzyme reguliert werden. Es mussen in
der Zelle daher andere Regulationsmechanismen vorhanden sein, die eine Modulation
der Methylierungsreaktion ermoglichen. So konnte die Aktivitat von PRMTs durch
posttranslationale Modifikationen, Protein-Protein Interaktionen oder Regulation der
Substrat-Zuganglichkeit  kontrolliert werden. Tatsachlich besitzt PRMT6 eine
Automethylierungsaktivitat (Frankel et al., 2002), deren Funktion aber bisher nicht
untersucht wurde. Moglicherweise spielt auch die Homo-Multimerisierung einiger PRMTs
eine regulatorische Rolle fur deren enzymatische Aktivitat (Weiss et al., 2000; Zhang &
Cheng, 2003). Von PRMT1, PRMT3 und CARM1/PRMT4 ist zudem bekannt, dass ihre
enzymatische Aktivitat durch Interaktionen mit anderen Proteinen reguliert werden kann
(Lin et al., 1996; Singh et al., 2004; Xu et al., 2004). PRMTS liegt in mindestens einem
cytoplasmatischen und zwei nuklearen Komplexen gebunden vor. Als Bestandteil des
,Methylosom“-Komplexes methyliert PRMTS5 die Sm-Proteine und spielt wie im vorigen
Abschnitt beschrieben eine Rolle bei der Herstellung der snRNP-Partikel (Friesen et al.,
2005). Die Bindung von PRMT5 an den hSWI/SNF-Komplex flihrt zu einer verstarkten
Methyltransferase-Aktivitat des Enzyms (Pal et al., 2004).

Im Jahr 2004 wurde gezeigt, dass die Methylierung von Histonen durch Peptidyl-Arginin-
Deiminase-4 (PAD4) rickgangig gemacht werden kann (Cuthber et al. 2004; Sarmento
et al, 2004). Bei dieser Reaktion werden sowohl unmodifiziertes als auch
monomethyliertes, nicht aber dimethyliertes Arginin (Hidaka et al., 2005) durch
Abspaltung eines Guanidino-Stickstoffs (Deiminierung) irreversibel in die nicht-
proteinogene Aminosaure Citrullin umgewandelt (s. Abb. 1.5). Da bislang noch keine
Aminotransferase identifiziert wurde, die eine Rickumwandlung in Arginin katalysiert, ist
die funktionelle Bedeutung der Deiminierung von (methylierten) Argininresten noch

unklar. Moglicherweise handelt es sich bei der Arginin-Methylierung um eine irreversible
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oder zumindest sehr dauerhafte Modifikation, die nur unter sehr speziellen Umstanden

durch Abspaltung des methylierten Guanidino-Stickstoffs entfernt werden kann. Die

Regulation der Arginin-Methylierung unterscheidet sich daher hdchstwahrscheinlich von

der Regulation der Lysin-Methylierung. Hier konnte kirzlich eine Lysin-spezifische

Aminoxidase identifiziert werden (Shi et al., 2004). Diese Lysin-spezifische Demethylase

1 (LSD1) entfernt die Methylgruppen von dimethyliertem Lysin-4 und Lysin-9 von Histon

H3 (Metzger et al., 2005). Mdglicherweise sind weitere, noch unbekannte Mitglieder

dieser Enzymfamilie auch in der Lage, die Methylgruppen von Argininresten zu entfernen

(vgl. Abb. 1.5).

Abb. 1.5 Mégliche Regulation der Arginin-Methylierung durch Enzyme.
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Aminoxidase, die in der Lage ist Methylgruppen von Arginin abzuspalten, ist noch nicht bekannt (Abb. modifiziert

aus Bedford & Richard, 2005).
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1.3 Das Kernprotein ,,Scaffold Attachment Factor A“,
ein Substrat der Arginin-Methylierung

,ocaffold Attachment Factor A* (SAF-A/hnRNP-U) gehdrt zur Familie der heterogenen
nukledren Ribonukleoproteine (hnRNPs), die zu den typischen Substraten der Arginin-
Methyltransferasen gehoéren (Liu & Dreyfuss, 1995; s. Kapitel 1.2.3.1). HnRNPs binden
pra-mRNA und sind an der Bildung der Ribonukleokomplexe beteiligt, wo sie eine
wichtige Rolle bei der Verpackung und Prozessierung von RNA spielen. Als
Hauptkomponenten einer Skelettstruktur des Zellkerns, ahnlich dem Cytoskelett im
Cytoplasma, sind hnRNPs und speziell SAF-A an der Architektur des Zellkerns, sowie an
Chromatin-organisierenden Prozessen beteiligt (Mattern et al., 1996). SAF-A ist zudem
essenziell fur die Integritat von Chromosomenterritorien und fur die Organisation von
makromolekularen ,Fabriken® der Transkription und Replikation. SAF-A ist ein
ubiquitares Protein (Romig et al., 1992; Fackelmayer et al., 1994) und ist fur die
Entwicklung und Lebensfahigkeit von Saugetieren unentbehrlich (Roshon & Ruley,
2005). Da die Funktion und die biochemischen Eigenschaften von SAF-A sehr gut
charakterisiert sind, eignet sich dieses Protein besonders zur Untersuchung der Rolle
der Arginin-Methylierung. Die folgenden Abschnitte fassen das heutige Wissen Uber

SAF-A zusammen.

1.3.1 SAF-A als Bestandteil der Kernmatrix

Das menschliche Kernprotein SAF-A (hnRNP-U) ist ausschlielich im Zellkern zu finden,
wo es zum Teil I6slich, zum anderen Teil an die Kernmatrix gebunden vorliegt
(Fackelmayer, 1991; Fackelmayer & Richter, 1994a). Zur Struktur der Kernmatrix, die zu
98 % aus Proteinen besteht, gehdren unter anderem die Lamina mit den integrierten
Kernporenkomplexen, Uberreste der Nukleoli, sowie ein dreidimensionales Netzwerk aus
unterschiedlich dicken Fasern. Die Protein-Zusammensetzung der Kernmatrix hangt sehr
stark von der Praparationsmethode ab (Cook, 1988). Prapariert man die Kernmatrix
unter schonenden Bedingungen, so beobachtet man 20-50 nm dicke polymorphe
Fasern, an denen Proteinkomplexe angelagert sind (He et al., 1990). Man geht davon
aus, dass diese Proteinkomplexe molekulare ,Fabriken® der DNA-Replikation
(,replication factories®) oder Transkription (,transcription factories“) darstellen (Hassan &
Cook, 1993; Hozak et al., 1993; Jackson et al., 1993). Diese Proteinkomplexe und

andere angeheftete Proteine kdénnen durch weitere biochemische Schritte entfernt
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werden. Ubrig bleibt ein Netzwerk von Fasern mit 2-3 nm Durchmesser, welches
hauptsachlich aus heterogener nuklearer RNA (hnRNA) und Proteinen besteht. Entfernt
man die RNA mit RNase, so wird das Fasergeflecht zerstort und die
Chromosomenterritorien I6sen sich auf (Ma et al., 1999). Behandelt man Zellen mit
Transkriptionshemmstoffen, so flhrt dies zum Zusammenbruch der Kernmatrix, was auf
eine direkte Korrelation von Transkription und Kernmatrix hinweist (Fey et al., 1986;
Nickerson et al., 1989). Die hnRNA hat also vermutlich eine strukturgebende Funktion
bei der Ausbildung und Aufrechterhaltung der Kernmatrix und scheint somit an der

Organisation des Genoms in Chromosomen-Territorien beteiligt zu sein.

SAR-
Bindeprotein

Abb. 1.6  Modellvorstellung fiir die Organisation des Chromatins.

Das Chromatin ist nach diesem Modell in Schleifen organisiert, die an ihrer Basis Uber spezielle DNA-Sequenzen
(SAR/MAR-Regionen) und SAR-bindende Proteine mit der Kernmatrix verbunden sind. Jede Schleife stellt eine
unabhangige funktionelle Einheit dar (aus Fackelmayer, 2000).

1.3.2 Domanenstruktur und Bindungseigenschaften von SAF-A

Eine Quantifizierung der SAF-A-Menge nach Kernmatrixpraparationen hat gezeigt, dass
etwa 50 % aller SAF-A Molekule mit der Kernmatrix assoziiert sind (Fackelmayer et al.,
1994). Die Kernmatrix-Bindedomane befindet sich auf den 210 C-terminalen
Aminosauren von SAF-A (Herrmann, 2002). Fur den Kernimport von SAF-A konnten
bisher zwei Kernlokalisierungssignale (NLS) identifiziert werden. Die erste NLS stellt eine
potentielle NLS mit einer Linge von neun Aminosiduren (**’KKRGVKRPR?*) dar
(Kiledjian & Dreyfuss, 1992), die zweite NLS (°KKLKVSELKEELKKRR?") liegt innerhalb
der DNA-Bindedomane des Proteins (s. Abb. 1.7) und ist zweigeteilt (Schwander, 2004).
SAF-A wurde unabhangig in der Arbeitsgruppe von G. Dreyfuss als Bestandteil der
hnRNP-Komplexe identifiziert (Choi & Dreyfuss, 1984). Diese Komplexe setzten sich aus
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mindestens 20 verschiedenen Proteinen mit molekularen Massen von 34 kDa (hnRNP-
A1) bis 120 kDa (hnRNP-U/SAF-A) zusammen. HnRNPs verandern die Struktur von
hnRNA und sind an der Prozessierung von pra-mRNA beteiligt (Dreyfuss, 1986;
Dreyfuss et al., 1988). Die Bindung von SAF-A an RNA erfolgt Uber eine im C-Terminus
lokalisierte RNA-Bindedomane, die sogenannte RGG-Box (Kiledijan & Dreyfuss, 1992).
Diese RGG-Box findet man auch in anderen RNA-bindenden Proteinen, wie Nucleolin,
Fibrillarin, SSB-1 und dem SAF-A verwandten Protein E1B-AP5 (Jong et al., 1987; Aris &
Blobel, 1991; Gabler et al., 1998). In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
SAF-A im Zellkern in inaktivierten X-Chromosomenterritorien angereichert wird. Die
Bindung an die nicht codierende Xist-RNA wird dabei uber die RGG-Box von SAF-A
vermittelt (Helbig & Fackelmayer, 2003). Durch in vivo ,Fluorescence Recovery after
Photobleaching” (FRAP) Analysen wurde gezeigt, dass SAF-A Teil einer hochst stabilen
Protein-Struktur in inaktivierten X-Chromosomenterritorien ist, die mdglicherweise zur
Immobilisierung von Xist-RNA dient (Fackelmayer, 2005). Ergebnisse aus der
Arbeitsgruppe von G. Dreyfuss haben auch gezeigt, dass Arginine in der RGG-Box von
SAF-A und anderen hnRNP-Proteinen durch Anheftung eines Methylrestes

posttranslational modifiziert werden (Liu & Dreyfuss, 1995).

SAF-Box RGG-Box
N | c

NLSII  NLS

Abb. 1.7 Schematische Darstellung von SAF-A.

Die N-terminale SAF-Box (schraffierte Box; AS 11-43) vermittelt SAR/MAR-spezifische DNA-Bindung. Mit der im
C-Terminus zwischen den Aminosauren 714-738 lokalisierten RGG-Box (graue Box; 25 AS lang) bindet SAF-A
an RNA. SAF-A besitzt zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS und NLSII), wobei fir NLSII eine zweigeteilte
Sequenz codiert. Der aminoterminale Bereich ist reich an sauren Aminosduren, wie Asparaginsaure und
Glutaminsaure. Der carboxyterminale Bereich ist auf 129 Aminosauren reich an Glycin (zu 26%, schrag
schraffiert).

Neben der Bindung an RNA liegen groe Mengen von SAF-A in vivo in DNA-
gebundener Form vor. Nach Quervernetzung mit Formaldehyd waren 20 % des im
Zellkern vorhandenen SAF-A fest mit DNA assoziiert (Fackelmayer et al., 1994; Gdhring
& Fackelmayer, 1997). In weiteren Experimenten konnte der DNA-bindende Bereich von
SAF-A auf die N-terminalen 45 Aminosauren eingegrenzt werden (Gohring et al., 1997;
Kipp et al., 2000). Innerhalb dieser DNA-Bindedomane existiert ein 31 Aminosauren
umfassendes Proteinmotiv, die sogenannte ,SAF-Box“, welches Sequenzhomologien zu

zahlreichen eukaryotischen Proteinen aufweist. SAF-A bindet mit der SAF-Box
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hochspezifisch an SAR/MAR-Elemente der DNA, wobei Bindungsstudien mit dem
SAR/MAR-Element MIl aus dem menschlichen Topoisomerase |-Gen (Romig et al.,
1992) und mit Subfragmenten von MII zeigten, dass die SAR/MAR-Spezifitat von SAF-A
nicht auf eine einzelne Bindestelle zuruckzufuhren ist. Die SAF-Box wurde als erste
Proteindomane identifiziert, die spezifisch an SAR/MAR-DNA bindet und zugleich
evolutionar hoch konserviert ist. Die Wechselwirkung einer einzelnen SAF-Box mit DNA
ist allerdings sehr schwach. Zu einer spezifischen und stabilen Bindung von SAF-A an
DNA kommt es erst, wenn mindestens funf ,A-tracts“ (A-tract = vier oder mehr
aufeinanderfolgende Adeninreste) in einer Sequenz >200 bp vorliegen und SAF-A
zusatzlich multimerisiert, wodurch mehrere SAF-Boxen miteinander gekoppelt werden
(Kipp et al., 2000). Dieser Mechanismus, bei dem die Kopplung vieler schwacher,
niederaffiner Wechselwirkungen in einer starken und spezifischen Bindung resultiert
(kooperativer Effekt), wird als Massenbindung bezeichnet (Zuckerkandl & Villet, 1988).
Die Multimerisierung von SAF-A kann auch in vitro beobachtet werden. So bildet
aufgereinigtes SAF-A in der Gegenwart von DNA filamentdse Strukturen (Lange ~1 ym;
Durchmesser ~35 nm), an denen die DNA verankert und z.T. schleifenformig organisiert
ist (Fackelmayer et al., 1994; Romig et al., 1992). Die Multimerisierungsdomane von
SAF-A konnte auf die letzten 85 Aminosauren im C-Terminus eingegrenzt werden
(Schwander, 2004).

1.3.3 Funktionelle Wechselwirkungen von SAF-A

Die Regulation der DNA-Replikation in der Zelle ist eines der grundlegenden Probleme
der Zell- und Molekularbiologie. Zwar ist bekannt, dass die DNA-Replikation an
definierten Stellen auf der DNA, den so genannten Origins, beginnt, aber die Aktivierung
und Regulation dieser Bereiche ist noch nicht ausreichend verstanden.

Fur eine vereinfachte Analyse der Replikationskontrolle wurden in der Arbeitsgruppe von
H.J. Lipps Plasmide entwickelt, die durch die Kombination eines SAR/MAR-Elementes
mit einem aktiv transkribierten Gen die Fahigkeit erwerben, sich autonom, also
unabhangig von den zellularen Chromosomen, zu replizieren. Diese mit einem
SAR/MAR-Element versehenen Vektoren sind im Zellkern stabil mit Metaphase-
Chromosomen assoziiert, wobei die Vektoren spezifisch mit SAF-A interagierten (Jenke
et al., 2002, 2004; Baiker et al., 2000). Durch die spezifische Interaktion zwischen dem
extra-chromosomalen Replikon und der essenziellen Kernmatrix-Komponente SAF-A
wird eine effiziente Weitergabe wahrend der Mitose mittels eines Huckepack-

Mechanismus ermdglicht. Die so stabilisierten Vektoren sind in der Lage, ohne eine
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Beteiligung von transaktiv wirksamen viralen Faktoren, in einer Kopienzahl von etwa 5-
10 Kopien episomal zu replizieren. Die episomale Replikation kann in Abwesenheit von
Selektionsdruck uber mehrere hundert Generationen stabil erfolgen (Piechaczek et al.,
1999). Die hohe mitotische Stabilitat der Vektoren und eine gleichbleibende Kopienzahl
uber einen langen Zeitraum lassen auf eine effiziente Replikation schlielen. Es ist
wahrscheinlich, dass die Vektoren die Replikationsmaschinerie der Wirtszelle nutzten
und zeitgleich wie die wirtseigene DNA repliziert werden.

Die Bindung von Plasmid-DNA an stabile Kernmatrixstrukturen wurde auch von Mearini
et al. (2004) gezeigt. Allerdings konnte in dieser Studie keine SAR/MAR-
sequenzspezifische Immobilisierung von Fluoreszenz-markierten Plasmiden beobachtet
werden. Von Kipp et al. (2000a) wurde gezeigt, dass die DNA-Bindedomane von SAF-A
ein  wichtiges regulatorisches Element fur den korrekten Ablauf von
Replikationsprozessen ist. Zellen die transient mit einer SAF-A-Mutante ohne SAF-Box
transfiziert wurden, waren in ihrer Proliferationsrate deutlich gehemmt. Offensichtlich bt
das mutierte Protein ohne DNA-Bindedomane einen dominant negativen Effekt auf die
naturliche Funktion von SAF-A aus.

Neben der Replikation ist SAF-A noch in weitere funktionelle Netzwerke der Zelle
involviert. So konnten bislang mehrere Interaktionspartner von SAF-A identifiziert
werden. Zu ihnen gehdren Transkriptionsfaktoren wie der Glukocorticoid Rezeptor (GR),
p300/CBP (Eggert et al., 1997, 2001; Martens et al., 2002), RNA Polymerase Il (Kim &
Nikodem, 1999; Carty & Greenleaf, 2002), KLF2 (Kruppel-like factor 2; Ahmad & Lingrel,
2005) YAP (Yes-associated protein; Howell et al., 2004) der Proliferationsinhibitor
Necdin (Taniura & Yoshikawa, 2002) und die Rezeptoruntereinheit E3RS der E3-
Ubiquitin-Ligase SCF*™™" (Davis et al., 2002). SAF-A nimmt also vermutlich auch bei
der Regulation der Transkription, der Proliferation und des proteasomalen Abbaus eine
funktionelle Rolle ein. So konnte gezeigt werden, dass SAF-A in vivo an den C-
terminalen Bereich des Glukocorticoid Rezeptors bindet, der die Transkription vieler
Hormon-abhangiger Gene reguliert. SAF-A stort die GR-abhangige Transkription durch
Unterdriickung der Glukocorticoid-abhangigen Aktivierung (Eggert et al., 1997). Werden
SAF-A/hnRNP-U und GR co-transfiziert, so ist der inhibierende Effekt von SAF-A
abhangig von der Menge an co-transfiziertem GR. Grolie Mengen an GR fuhren zu einer
Reduzierung der GR-abhangigen Transkription; niedrige Mengen an co-transfiziertem
GR haben kaum einen Effekt. Transient transfizierte SAF-A/hnRNP-U Konstrukte ohne
GR-Bindedomane fuhren interessanterweise zu einer Aktivierung der GR-abhangigen

Transkription (Eggert et al., 2001). Die relativen Konzentrationen von SAF-A, GR und
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DNA-Bindestellen fur GR in der Zelle haben also einen Einfluss auf die Glukocorticoid-
abhangige Transkription. Dabei sind die GR-Molekile zusammen mit assoziiertem
Hormon Uber eine Wechselwirkung mit SAF-A fest an die Kernmatrix gebunden. SAF-A
konnte daher als Speicherort fur kernlokalisierte Glukocorticoid-Rezeptoren dienen.

Eine Subpopulation des menschlichen SAF-A-Proteins ist als Teil des pra-
Initiationskomplexes in vivo an RNA Polymerase || gebunden. Diese Bindung wird durch
den mittleren Teil von SAF-A (AS 269-536) vermittelt. SAF-A behindert dabei die
Phosphorylierung der carboxyterminalen Domane (CTD) durch TFIIH und verhindert den
Start der Transkription (Kim & Nikodem, 1999). Eine kurzlich erschienene Studie hat
gezeigt, dass mit RNA Polymerase |l assoziiertes SAF-A Uber eine kurze C-terminale
Peptidsequenz an Actin gebunden ist. Moglicherweise ist dieser SAF-A/Actin-Komplex
an der Regulation der Initiationsphase von Transkription beteiligt (Kukalev et al., 2005).
Ein weiteres mit SAF-A assoziiertes Protein ist p300/CBP, ein Transkriptionsfaktor, der
als eine Art Verbindungsbriicke zwischen dem Transkriptionskomplex und anderen auf
der DNA gebundenen Transkriptionsfaktoren agiert (Martens et al., 2002). Virale
Proteine wie E1A und das grof3e T-Antigen aus Simian Virus SV40 konnen diese
Interaktionen storen. AulRerdem besitzt p300/CBP eine intrinsische Acetyltransferase-
Aktivitat (Ogryzko et al., 1996; Bannister & Kuozarides, 1996) und interagiert mit anderen
Acetyltransferasen wie p/CAF (Yang et al., 1996). Mit Chromatin-Immunprazipitationen
wurde gezeigt, dass p300-SAF-A Komplexe an SAR/MAR-Elemente im Topoisomerasel-
Gen binden, bevor dieses wahrend der G4-Phase im Zellzyklus aktiviert wird. Gleichzeitig
erfolgt eine lokale Acetylierung der Nukleosomen (Martens et al., 2002). Die Interaktion
von p300 und SAF-A mit SAR/MAR-Elementen nicht transkribierter Gene kénnte zu
einer lokalen Acetylierung von Histonen durch p300 fihren und somit diese
Chromatinregionen fur die Transkriptionskomplexe zuganglich machen.

In postmitotischen Neuronen bilden der Proliferationsinhibitor Necdin und SAF-A einen
stabilen Komplex in der Kernmatrix (Taniura & Yoshikawa, 2002). Die Bindestelle fur
Necdin befindet sich nahe einer C-terminalen Region, die ebenfalls eine Bindung an die
Kernmatrix vermittelt. Ektopisch exprimiertes Necdin liegt konzentriert in den Nukleoli
vor, wird aber von co-transfiziertem SAF-A in das Nukleoplasma transportiert. Eine
Inhibierung der Necdin-vermittelten Proliferation kdnnte also von einer Bindung von
Necdin an SAF-A in einem spezifischem Kernkompartiment abhangig sein (Taniura &
Yoshikawa, 2002).

AulBerdem scheint SAF-A ebenfalls fur die Kernlokalisation von E3RS, einer

[B-TrCP

Rezeptoruntereinheit der E3-Ubiquitin-Ligase SC , verantwortlich zu sein (Davis et
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al., 2002). Obwohl beide bekannten Substrate (IkBo. und B-Catenin) von SCFP TP
cytoplasmatisch lokalisiert sind, wurde die Untereinheit E3RS hauptsachlich im Kern
gefunden. Uber Co-Lokalisationsstudien mit SAF-A-NLS Mutanten und SAF-A-NES-
Konstrukten wurde gezeigt, dass E3RS fest an SAF-A gebunden ist und die subzellulare
Lokalisation von E3RS durch SAF-A bestimmt wird (Davis et al., 2002). Die Bindung
erfolgt hochstwahrscheinlich tGber ein nicht phosphoryliertes ,Destruction Motif* von SAF-
A (Kanemori et al., 2005). Allerdings ist SAF-A kein Substrat der E3-Ligase. Es wird nicht
ubiquitiniert und scheint eher eine Art Pseudosubstrat darzustellen, das die Ligase-
Aktivitat versiegelt und somit verhindert, dass falsche Substrate flir den proteasomalen
Abbau markiert werden (Davis et al., 2001).

SAF-A ist also ein Kernprotein mit verschiedenen funktionellen Aufgaben in der Zelle.
Aufgrund seiner DNA- und Protein-Bindungseigenschaften wird es fir wichtige
strukturelle, Chromatin-organisierende Funktionen bei der Zellkernarchitektur bendtigt
(Romig et al., 1992; Fackelmayer et al., 1994; Kipp et al., 2000), und in seiner Funktion
als hnRNP-Protein ist es an der Verpackung und Prozessierung von pra-mRNA beteiligt
(Dreyfuss et al., 1993). SAF-A wird wie zahlreiche andere RNA-bindende Proteine an
Argininresten in der RGG-Box methyliert (Liu & Dreyfuss, 1995). Bislang wurde aber
weder die verantwortliche Methyltransferase identifiziert noch die genauen
Methylierungsstellen auf SAF-A lokalisiert. Eine noch weit interessantere Frage ist
allerdings, welche Bedeutung diese Modifikation fur die Proteinfunktion von SAF-A in
vivo hat. Mit der Beantwortung dieser Frage konnten dann Rlckschlisse auf Funktion

der Arginin-Methylierung im Allgemeinen gezogen werden.
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2. Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit der funktionellen Bedeutung der
Arginin-Methylierung von Proteinen in der lebenden Zelle. Diese posttranslationale
Modifikation ist bis heute nur unzureichend verstanden, obwohl in den letzten Jahren
zahlreiche Erkenntnisse Uber die Protein-Arginin-Methyltransferase (PRMT)-Gene, die
dreidimensionale Struktur der Enzyme und die Methylierungsstellen auf mehreren
Substraten gewonnen wurde. Um die funktionelle Vielfalt der PRMT-Familie besser
verstehen zu konnen, werden im ersten Teil dieser Arbeit wichtige grundlegende
Eigenschaften wie Expression, Lokalisation und Substratspezifitat der acht bekannten
humanen PRMTs vergleichend untersucht. In weiterfihrenden Experimenten soll mit
Hilfe von GFP-Fusionsproteinen sowohl die Mobilitdt der PRMTs in vivo als auch ihre
Fahigkeit zur  Komplexbildung bzw.  Substratbindung  biochemisch  und
konfokalmikroskopisch charakterisiert werden.

Darauf aufbauend soll die funktionelle und strukturelle Bedeutung der Arginin-
Methylierung von Proteinen am Beispiel eines wichtigen Substratproteins untersucht
werden. Fur diese Studien wurde das gut charakterisierte Protein ,Scaffold Attachment
Factor A“ (SAF-A) gewahlt, das an mehreren Argininresten methyliert wird. Es ist wie
zahlreiche andere Substrate der Arginin-Methylierung an zentralen genetischen
Prozessen im Zellkern beteiligt. Welche Bedeutung diese posttranslationale Modifikation
fur die Proteinfunktionen von SAF-A in vivo hat ist bislang noch véllig ungeklart.

Im Rahmen dieser Arbeit soll daher untersucht werden, welche Methyltransferase die
Methylierung von SAF-A vermittelt, welche Aminosauren in vivo modifiziert werden und
welche Auswirkungen diese Modifikationen auf die Lokalisation und Mobilitat von SAF-A

haben.

23



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1  Material

3.1.1 Gerate, Chemikalien und Verbrauchswaren

Gerite
Bakterien-Inkubationsschuttler
Bakterienkulturroller
Brutschranke
Durchflusscytometer
Elektrophoresekammern
Elektroporationssystem
FACS-Gerat
Geldokumentationsanlage
Heizblock
Konfokal-Lasermikroskop
PCR-Gerat

pH-Meter

Roéntgenfilme
Rontgenfilmentwickler
Semi-Dry-Blotter
Spannungsgerate

Spectrophotometer
Sterilbank
Ultraschallgerat
Waagen
Zellkulturmikroskop
Zentrifugen

Chemikalienliste
Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese® 30
Adenosin 2°-3"dialdehyd (Adox)
Agar

Agarose

Alzianblau 8GS
Ammoniumpersulfat (APS)
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA (50 mg/ml)

Casiumchlorid
Coomassie-Brillant Blau R-250
Cycloheximid

Innova, NBS

Innova, NBS

HeraCell, Heraeus, Hanau
FACSCalibur, BD Biosciences

Technik ,Universitat Konstanz
GenePulser Il, Bio-Rad, Minchen
FACSAria BD Biosciences
BioDocAnalyze, Biometra

HBT130-2, HLC

LSM510 confocor Il, Zeiss, Jena
Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg
Modell CG842, Schott, Hofheim

Fuji SuperRX

Classic E.O.S Typ 5270/100, Agfa
Trans-Blot SD, Bio-Rad, Minchen
PowerPac 300, Bio-Rad, Minchen
Modell E815, Consort, Belgien
SmartSpec 3000, Bio-Rad, Minchen
HeraSafe HS15 Typ H, Heraeus, Hanau
Sonopuls HD 2070, Bandelin, Berlin
BP121S, BP610, Sartorius, Goéttingen
Axiovert 25, Zeiss, Jena

Super T21, Sorvall, Bad Homburg
Modell 5415D, Eppendorf, Hamburg
LC-70 Ultrazentrifuge, Beckman Coulter

Roth
Sigma
Difco
Sigma
Fluka
Sigma
Bio-Rad
Roth
NEB
Roth
Roth
Sigma

24



Material und Methoden

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothretiol (DTT)

EDTA

Essigsaure

Ethanol p.a.
Ethidiumbromid

Glycerin (87 %)

Glycin

Hefeextrakt

Isopropanol
Magermilchpulver
2-Mercaptoethanol
Methanol p.a.
Natriumdeoxycholsaure
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat
Natriumtetrathionat (NaTT)
Nonidet® P40 Substitute
Oligonukleotide
Paraformaldehyd
Polyethylenimin

Ponceau S

Protease Inhibitor Tabletten
Protein A Sepharose CL-4B
Protein G Agarose
PVDF-Membran

Rotiblock 10x

S-Adenosyl-L-[methyl->Hlmethionin

Salzsaure 25 %
Sulfolink Coupling Gel
TEMED

Tris

Triton X-100

Trypton

Tween® 20
Zinkchlorid

Antibiotika
Ampicillin
Kanamycin
Penicillin
Streptomycin

Enzyme

DNase, RNase
Micrococcus Nuklease
Pfu-Turbo DNA-Polymerase
Restriktionsenzyme
smPAD

T4-Ligase

Merck

Roth

Merck

Merck

Merck

Roth

Merck

Roth

Difco

Merck
Drogeriemarkt
Merck

Merck

Fluka

Roth

Sigma

Sigma

Fluka
MWG-Biotech
Riedel de Haen
Sigma

Sigma

Roche
Amersham Pharmacia
Pierce
Millipore

Roth
Amersham Pharmacia
Merck

Pierce

Roth

Merck

Sigma

Merck
Promega
Merck

Roche
Sigma
PAA, Linz
PAA, Linz

Roche

MBI Fermentas
Stratagene
NEB

Sigma

Roche
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Zellkultur

DMEM High Glucose Medium

Fotales Kalberserum (FCS)

G418-Sulfat (Geneticin)

Insulin

Trypsin-EDTA Lésung (1x)

Zellkulturschalen (60 mm, 100 mm, 145 mm)
35 mm Glasboden-Kulturschalen

GroBRenmarker

DNA

GeneRuler 100bp ladder Plus

Lambda DNA/Eco130I (Styl)/Mlul Marker 17
Protein

High Molecular Weight SDS-PAGE

Low Molecular Weight SDS-PAGE

Gel Filtration Molecular Weight Markers

Kits

BigDye® Cycle Sequencing Kit
ECL™ Detection Kit

GFX PCR-Purification/Gelband
Miniprap Kit

Anti-Citrulline (modified) Detection Kit

3.1.2 Allgemeine Puffer und Losungen

2x Sammelgelpuffer fiir SDS-Polyacrylamid-Gele
0.25 M Tris-HCI [pH6.8]

7 mM SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau

5x Trenngelpuffer fur SDS-Polyacrylamid-Gele
1.86 M Tris-HCI [pH8.8]
15 mM SDS

10x Laufpuffer fir SDS-Polyacrylamid-Gele (5I)
151.5 g Tris

720.5 g Glycin

50 g SDS

10x Probenpuffer fiir SDS-Polyacrylamidgele
100 mM Tris-HCI [pH8.0]

25 % (v/iw) SDS

50 % Mercaptoethanol

0.25 % Bromphenolblau

PAA, Linz

PAA, Linz

PAA, Linz

Sigma

PAA, Linz

Greiner

MatTek, Ashland, USA

MBI Fermentas
MBI Fermentas

Sigma
Sigma
Sigma

Applied Biosystems
Amersham Biosciences
Pharmacia

Pharmacia

Upstate
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50x TAE (Tris/Acetat/EDTA)
242 g Tris-Base

57.1 ml Essigsaure konz.
100 ml EDTA (0.5 M, pH8.0)
ad 11 H2O bidest.

Alkalisches SDS
0.2 N NaOH
1 % (v/w) SDS

Coomassie-Farbe-Losung
40 % (v/v) MetOH
10 % (v/v) Essigsaure, konz.

0.2 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R250 in H,O dest.

Coomassie Entfarber-Lésung
10 % (v/v) MetOH

40 % (v/v) Essigsaure, konz.

in H2O dest.

GET

50 mM Glukose

10 mM EDTA

25 mM Tris [pH8.0]

LB-Medium (1 1)
10 g NaCl

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

Lysepuffer (IP)

150 mM NaCl

50 mM Tris-HCI [pH8.0]

1 % (v/v) Nonidet® P40

+Protease Inhibitor Tabletten (EDTA-frei)

Matrixpuffer 1

10 mM PIPES [pH6.8]

(Isotonischer Puffer 1) 100 mM NaCl
300 mM Sucrose

3 mM MgCl,

0.5 % (v/v) Triton X-100

2 mM NaTT (frisch zugeben)

Matrixpuffer 2

10 mM PIPES [pH6.8]
(Extraktionspuffer 1) 250 mM (NH4)>,SO4
300 mM Sucrose

3 mM MgCl,

0.5 % (v/v) Triton X-100
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Matrixpuffer 3

10 mM PIPES [pH6.8]
(Isotonischer Puffer 2) 50 mM NaCl
300 mM Sucrose

3 mM MgCl,

0.5 % (v/v) Triton X-100

200 U/ml DNasel

Matrixpuffer 4

10 mM PIPES [pH6.8]
(Extraktionspuffer 2) 50 mM NaCl
250 mM (NH,4).SO,

300 mM Sucrose

3 mM MgCl,

0.5 % (v/v) Triton X-100

Matrixpuffer 5

10 mM PIPES [pH6.8]
(Extraktionspuffer 3) 1.7 M NaCl
300 mM Sucrose

3 mM MgCl,

0.5 % (v/v) Triton X-100

PAD Puffer (1x)
50 mM Tris
2mMDTT

5 mM CaCl,

PBS (1x)
138 mM NaCl

2.7 mM KCI

12.7 mM Na,HPO,
1.5mM KH2PO4
[pH7.4]

Ponceau-S-Losung
0.2 % (w/w) Ponceau-S
5 % (v/v) Essigsaure, konz.

Quellpuffer
5 mM MgCl,
10 mM Tris [pH7.4]

RIPA (1x)

50 mM Tris-HCI [pH8.0]

150 mM NaCl

1 % (v/v) Nonidet® P40 Substitute
0.5 % (w/v) Natriumdeoxycholsaure
0.1 % (w/v) SDS

28



Material und Methoden

Salzlosung
3 M Kaliumacetat
1.8 M Essigsaure

Semi-Dry Puffer fiir Western-Transfer
50 mM Tris-HCI [pH8.0]

40 mM Glycin

1.5 mM SDS

20 % (v/v) Methanol

SOC-Medium (11)
20 g Trypton

5 g Hefe

0.5 g NaCl

20 ml Glucose (1 M)

TE-Puffer (1x)
10 mM Tris-Hcl [pH8.0]
1 mM EDTA-NaOH [pH8.0]

TNT-Puffer (10x)
100 mM Tris-HCI [pH8.0]
1.5 M NaCl

0.05 % (v/v) Tween® 20

WB-Elutionspuffer

62.5 mM Tris-HCI [pH6.7]
2 % SDS

100 mM 2-Mercaptoethanol
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3.1.3 Antikorper, Vektoren und Oligonukleotide

Primare Antikorper

Antikorper Herkunft WB / IF IP
A232 (unmethyl. SAF-A)  Peptidantikdrper 1:1000/1:400 10 pl
A465 (unmethyl. SAF-A)  Peptidantikorper 1:1000/1:400 10yl
Citrullin Abcam, ab6464 1:1000 / - -
GFP Roche, 11 814 460 001 1:1000 / - 8 ug
Dimethylarginin (asym24) Upstate, #07-414 1:1000 / - 5 ug
Dimethylarginin (sym10)  Upstate, #07-412 1:1000 / - -
GST AG Hauber, HPI Hamburg 1:1500 / - -
GST-HRP Santa Cruz, sc-138 1:1500 / - -
hnRNP-A (4B10) Santa Cruz, sc-32301 1:1000 / - -
hnRNP-C1/C2 (4F4) Santa Cruz, sc-32308 1:2000 / - 3 ug
hnRNP-U (3G6) Santa Cruz, sc-32315 1:1000 / - 5 ug
Histon H3 Abcam, ab1791 1:1000 / - -
Lamin A/C Santa Cruz, sc-20681 1:1000 / - -
Monomethylarginin Abcam, ab415 1:2000 / - -
Monomethylarginin Abcam, ab414 1:2000 / - -
Myc-Tag (9B11) Cell Signaling #2276 1:1000 / - 5 ug
PRMT1 Upstate, #07-404 1:1000/1:400 5 g
PRMT2 Abcam, ab3763 1:200/1:30 -
PRMT3 Upstate, #07-256 1:500/1:30 -
PRMT4 Imgenex IMG-496 1:500/1:30 -
PRMT5 Upstate, #07-405 1:1000/1:30 -
PRMT6 Imgenex, IMG-506 1:1000/1:30 -
PRMT7 Upstate, #07-639 1:500/1:30 -
SAF-A (K371) Polyklonal, Kaninchenserum 1:1000 / 1:300 -
SAF-A (7C8) Alois Schepers, Minchen 1:1000 / - -
Sam68 (7-1) Santa Cruz, sc-1238 1:1000 / - -
oTubulin Sigma Aldrich, T5168 1:2000 / - -

WB = Western Blot, IF = Immunfluoreszenz, IP = Immunprazipitation

Tabelle 3.1 Verwendete primére Antikérper.

Sekundare Antikorper

Im Westernblot wurden anti-Kaninchen-Peroxidase (A0545) und anti-Maus-Peroxidase
(A9309) von Sigma mit einer Verdunnung von 1:50000 in TNT, + 05 %
Magermilchpulver, eingesetzt. Bei der Immunfluoreszenz wurde Alexa Fluor 568 anti-

Kaninchen (Ziege) von Molecular Probes in einer Verdinnung von 1:400 verwendet.
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Vektoren
Vektor (Fusions-) Protein Insert Herkunft
pEGFP-N1 eGFP - BD Biosciences
hnRNP-C D. Brook/Nottingham
hPRMTS8 M.T. Bedford/Texas
SAF-A Laborsammlung
pEGFP-C1 eGFP - BD Biosciences
hPRMT1 (NM_198319)  M.T. Bedford/Texas
hPRMT2 M.T. Bedford/Texas
hPRMT3 M.T. Bedford/Texas
hPRMT4 M.T. Bedford/Texas
hPRMTS M.T. Bedford/Texas
hPRMTG6 M.T. Bedford/Texas
hPRMT7 M.T. Bedford/Texas
pDsRed-N1 dsRed SAF-A Laborsammlung
pCMV-Tag1 Myc-Tag - Stratagene
SAF-A Laborsammlung
pCMV-Sport1 - cDNA
DKFZp762N1910Q3 RZPD, Berlin
pCMV-Sport6 - cDNA
IRAKp96100226Q2 RZPD, Berlin
pGEX(SN) GST PRMT1 (NM_198318) H. Herschman/UCLA
PRMT2 H. Herschman/UCLA
Tabelle 3.2 Verwendete Vektoren.

Primer fur PRMT1 ,,site-directed“-Mutagenese

PRMT1in1:

5-ACC TCT TCA AGG ACA AGG TGG CGG CGG CCG TCG GCT CGG

GCACCGGCAT -3’

PRMT1in2:

TTG AAG AGG T-3°

5-ATG CCG GTG CCC GAG CCG ACG GCC GCC GCCACCTTG TCC

Ausgetauschte Nukleotide, die fur Alanin kodieren, sind unterstrichen.

Primer fir SAF-A ,site-directed“-Mutagenese

R773Ko:
R773Ku:
R779Ko:
R779Ku:
R793Ko:
R793Ku:

5-GAG GGA ACT ACA ACA AAG GTG GAA TGC CCA AC-3°
5-GTT GGG CAT TCC ACCTTT GTT GTAGTT CCC TC-3°
5-GGT GGA ATG CCC AAC AAA GGG AAC TAC AAC CAG-3°
5-CTG GTT GTAGTT CCC ITT GTT GGG CAT TCC ACC-3°
5-GGA CGA GGA AAC AAT AAA GGC TAC AAA AAT CAATC-3°
5-GATTGATTT TTG TAG CCT TTATTG TTT CCT CGT CC-3°

Ausgetauschte Nukleotide, die fur Lysin kodieren, sind unterstrichen.
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Primer fiir SAF-A2:GFP Klonierung

A2vorn1: 5°-AGA TCG AGC TCA CGA AGG AGA AGC AAA CAC TG-3°
A2hinten: 5"-AGA TCA CCG GTG GCC GAT ACC CTT GGT ACC CGT A-3°
Die Schnittstellen fiur die entsprechenden Restriktionsenzyme (Agel, Sacl) sind

unterstrichen.

Primer fir Sequenzierung

EGFPupstream (bp 548-571->, vor MCS in pEGFP-N1):
5°-GAG GTC TAT ATA AGC AGA GCT GGT-3’

EGFPdnstream (bp 787-810<, in eGFP-Gen von pEGFP-N1) :
5-GGT CAG CTT GCC GTA GGT GGC ATC-3°

EGFPC (bp 1266-1287 -, vor MCS in pEGFP-C1):
5-CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G-3'

prmt1seq1 (bp 585-604 -, in PRMT1-Gen; NM_198319):
5°-GAC ATC ATC ATC AGC GAG TG-3°

prmt1seq2 (bp 883-903 -, in PRMT1-Gen; NM_198319):
5-GAC ATC TAT ACC GTC AAG GTG-3’

prmt1seqrev (bp 574-594 <, in PRMT1-Gen; NM_198319):
5°-GAT GAT GTC CAC CTT CTC CAC-3’

a2C250v (bp 1140-1161 -, in SAF-A2-Gen; AL834470):
5-AGA TCG AAT TCT GCT CGA GGA GCC AGA GAT GGA CC-3°

a2C250h (bp 1969-1991 &, in SAF-A2-Gen; AL834470):
5-AGA TCG GAT CCG ACC CCGACAGCCCCTGTTTTC CT-3°

Unterstrichene Sequenzen sind Primer-Uberhdnge. - gibt die Richtung der

Sequenzierung an.
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3.2 Methoden

3.2.1 Allgemeine Methoden

Die unten aufgefihrten Methoden wurden nach Sambrook et al. (1989) oder den

angegebenen Protokollen durchgeflhrt und werden im Text nicht naher erlautert.

e Agarose-Gelelektrophorese von DNA

e Coomassie-Farbung von Proteingelen

e Silberfarbung von Proteingelen (Wray et al., 1981)
e Bestimmung von DNA-Konzentrationen

e CsCl-Dichtegradientzentrifugation

e Proteinfallung nach Wessel und Fligge (1984)

e Bestimmung der Proteinmenge (Bradford, 1976)

3.2.2 Arbeiten mit Zellen

3.2.21 Zelltypen und Kulturbedingungen

Fur samtliche Experimente wurden, wenn nicht anders angegeben, die adharente
Zelllinie HEK293 (humane Embryo-Nierenzellen) verwendet. Die Zellen wurden in 145
mm und 100 mm Kulturschalen als Monolayerkultur in DMEM mit 10 % FCS (3.75 gl
NaHCO;, 4.5 g/l Glukose) bei 37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit, und 5 % CO, kultiviert.
Weiterhin waren dem Medium 40 pg/ml Penicilin-G und 80 pg/ml Streptomycin-Sulfat
zugesetzt worden. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage geteilt, indem sie mit Trypsin (5
mg/ml in PBS) von der Kulturschale geldst und 1:5 bzw. 1:10 passagiert wurden.

Samtliche anderen verwendeten Zelllinien wurden wie von ATCC empfohlen kultiviert.

3.2.2.2 Inhibierung der Methylierung in Zellen

Zur Inhibierung der Methylierung in HEK293 Zellen und Gewinnung von
hypomethyliertem Zellextrakt wird dem Kulturmedium 15 pm periodat oxidiertes
Adenosin (Adenosin-2°-3’-dialdehyd, Sigma A7154) beigeflgt und die Zellen nach 48 h

entweder geerntet oder fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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3.2.2.3 Chemische Transfektion eukaryotischer Zellen mit Polyethylenimin

24 h vor der Transfektion werden die HEK293 Zellen 1:10 geteilt. Zu 10 ug DNA werden
50 pl serumfreies Kulturmedium gegeben. AnschlieBend vermischt man die DNA mit
304.5 ul Polyethylenimin (PEIl)-Arbeitslésung (4.5 pl 0.5 %ige PEI-Lésung + 300 ul
serumfreies Medium) und inkubiert den Ansatz fir 30 min bei RT. Das Medium der
Zellen wird abgenommen und mit 3 ml frischem Medium ersetzt. Die Transfektionsldosung
wird tropfenweise auf die Zellen gegeben, gut gemischt und fir 4 h unter Standard-
Kulturbedingungen inkubiert. Anschlieliend wird das Medium gewechselt und die Zellen

bis zur Analyse weiter kultiviert.

3.2.2.4 Herstellung stabiler Zelllinien

HEK293 Zellen werden zwei Tage nach der Transfektion mit neuem Medium (DMEM mit
FCS und Penicillin/Streptomycin) versorgt, das G418 (Neomycin-Analog) in einer
Endkonzentration von 1 mg/ml enthalt. G418 ist ein Antibiotikum, das durch seine
Bindung an Ribosomen und eine damit verbundene Blockierung der Proteinsynthese
cytotoxisch wirkt. Voraussetzung fir die Verwendung von G418 ist, dass der transfizierte
Expressionsvektor neben dem zu exprimierenden Insert zusatzlich ein G418- bzw.
Neomycinresistenzgen (neo’) enthalt; das Resistenzgen codiert fiir eine Aminoglykosid-
3’Phosphotransferase (APH).

Durch die Aufrechterhaltung des Selektionsdruckes fur mindestens 3-4 Wochen wird
gewahrleistet, dass nur Zellen Uberleben, die den Expressionsvektor stabil in ihr Genom

integriert haben.

3.2.2.5 Langzeitlagerung eukaryotischer Zellen

Fir die Langzeitlagerung von Zellen werden diese bei einer Konfluenz von 75 bis 100%
trypsiniert und in 5 ml DMEM (+FCS, +P/S, +10 % (v/v) DMSQO) resuspendiert.
AnschlielRend wird die Zellsuspension auf 1.5 ml Cryorohrchen aliquotiert. Die Rdhrchen
werden fest verschraubt und in einen mit Isopropanol (RT) geflllten Einfrierbehalter (Mr.
Frosty) gestellt. Anschlieflend erfolgt die Tiefklihlung der Zellen bei —80°C Utber Nacht.
Das Isopropanol fungiert als Isolationsmedium und fihrt zu einer konstanten Tiefkiihlung
der Zellen mit einer Rate von —1°C/min. Die Zellen werden fur maximal 3 Wochen bei —
80°C zwischengelagert. Die Langzeitlagerung der eingefrorenen Zellen erfolgt in
fliussigem Stickstoff.

Fur die Wiederaufnahme der Kultivierung von cryokonservierten Zellen werden diese bei

37°C im Wasserbad aufgetaut und anschliel3end der gesamte Inhalt des Cryoréhrchens
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in eine mit vorgewarmten Medium (+FCS, +P/S) geflllte 100 mm Kulturschale gegeben.

Nach dem Absetzen der Zellen bzw. am nachsten Tag erfolgt ein Mediumwechsel.

3.2.2.6 Vorbereitung von Zellen fiir die Durchflusscytometrie

FUr die Durchflusscytometrie wurden mit GFP-Konstrukten transfizierte HEK293 Zellen in
100 mm Kulturschalen verwendet. Nach zwei Tagen wurden die Zellen geerntet. Hierfur
wurden die Zellen zweimal mit 10 ml 0,1 % (w/v) EDTA/1x PBS (4°C) gewaschen und
durch Trypsin vom Plattenboden geldst. Anschliel3iend wurden die Zellen in 10 ml 0,1 %
(w/v) EDTA/MXPBS (4°C) resuspendiert und zentrifugiert (5 min, 310 g, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch Klopfen gelockert. Dann wurden die
Zellen in 700 pl 0.1 % (w/v) EDTA/1x PBS (4°C) resuspendiert und mit 10 ml Methanol (-
20°C) fixiert. Um Zelltrummer und ein Verklumpen der Zellen zu vermeiden, wurden
Methanol und Zellen zeitgleich in ein konisch zulaufendes Plastikréhrchen pipettiert.
Nach einer mindestens 20 minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen Uber Nacht
bzw. bis zur Durchflusscytometrie bei —20°C gelagert.

Die Durchflusscytometrie sowie die vorherige DNA-Farbung der fixierten Zellen mit
Propidiumjodid wurden freundlicherweise von Daniel Speidel (HPI, Hamburg)

vorgenommen.

Férbelbsung
1:15 Propidiumiodid-Stammlésung

1:30 RNase A-Stammlésung

in PBS; jeweils frisch angesetzt, lichtgeschitzt gelagert

Propidiumiodid-Stammlésung

0.5 mg/ml Propidiumiodid in 380 mM Natriumcitrat [pH7.0]. Lagerung lichtgeschutzt bei
4°C

RNase A-Stammlbsung

10 mg/ml RNase A in 10 mM Natriumacetat [pH5.2] I6sen, 15 min kochen, nach
langsamer Abkuhlung auf RT pH-Wert durch Zugabe von 1/10 Volumen 1 M Tris-HCI
[pH7.4] einstellen. Lagerung in Aliquote bei —20°C.
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3.2.2.7 Analyse mittels FACS (,,Fluorescence Associated Cell Sorting“)

Fur die fluoreszenzgestitzte Zellsortierung wurden HEK293 Zellen verwendet, die
sowohl stabil als auch transient (2 Tage) mit GFP-Konstrukten transfiziert waren. Fir die
FACS wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS (RT) gewaschen und dann durch Trypsin
vom Kulturschalenboden geldst. AnschlieRend wurden die Zellen einer Zellkulturschale
(100 mm) in 3 bis 5 ml 4% (v/v) FCS/1x PBS (RT) resuspendiert und durch ein Zellsieb
(85 pm Ausschlussgrofie) pipettiert. Direkt daran schloss sich die FACS an. Die
Sortierungen wurden in Form von Massensortierungen vorgenommen. Hierbei wurden
die GFP-positiven Zellen eines Transfektionsansatzes gesammelt und anschlie3end
weiter kultiviert. Die Zellsortierungen wurden freundlicherweise von Arne Disedau (HPI,

Hamburg) durchgefihrt.

3.2.2.8 Immunfluoreszenzfarbung eukaryotischer Zellen

Auf Alzianblau-beschichteten Deckglaschen (DG) gewachsene Zellen wurden zweimal
mit 1x PBS gewaschen und mit 3.5 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) in 1x PBS fur 20 min
bei RT fixiert. Nach erneutem Waschen in 1x PBS wurden die DG zum Block reaktiver
Aldehydgruppen fur 10 min bei RT mit 100 mM Tris-HCI [pH7.5] inkubiert. Zur
Membranpermeabilisierung wurden die Zellen mit 0.5 % (v/v) Triton X-100/1x PBS
behandelt, nach 10 min kurz mit 1x PBS gewaschen und zur Absattigung unspezifischer
AK-Bindestellen flr eine Stunde bei RT mit 3 % (w/v) BSA/1x PBS geblockt. Nach
erneutem Waschen in 1x PBS erfolgte die Inkubation mit in 1x PBS verdinntem
primaren AK far 2 h bei 37°C (in feuchter Kammer). Anschlielend wurden die DG
grundlich gewaschen und fir 30 min bei 37°C mit dem sekundaren AK in 1x PBS
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die DG in Antifadelésung eingebettet und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Alternativ wurden die Zellen fir 30 min mit kaltem Aceton (-20°C) fixiert und
anschlieBend getrocknet. Die weiteren Schritte wurden wie oben beschrieben
durchgefuhrt.
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3.2.3 Mikroskopische Methoden

3.2.3.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Mit dem Zeiss LSM510 confocor Il wurden fixierte Zellen auf Objekttragern und lebende
Zellen aufgenommen. Die Praparate der immungefarbten Zellen wurden, wie in Kapitel
3.2.2.8 beschrieben, hergestellt. Fur die in vivo Mikroskopie wurden mit GFP-
Fusionsproteinen transfizierte HEK293 Zellen auf 35 mm Glasboden-Kulturschalen in 2
ml Medium Kkultiviert. Die Temperatur der Zellen wurde wahrend der Versuche am
Mikroskop durch einen beheizbaren Objekttragertischaufsatz konstant auf 37°C
gehalten. Fur die Aufnahme konfokaler Bilder wurden die in Tabelle 3.3 genannten
Einstellungen gewahlt. Um das Ausbleichen der Fluorochrome zu minimieren, wurde die
Leistung des Lasers der Fluoreszenzstarke der Zellen angepasst. Der
Vergroferungsfaktor variierte je nach Experiment und ist in den Aufnahmen durch einen

Grollenbalken angegeben.

Parameter Einstellung
Auflésung 512 x 512 Pixel
Aufnahme LP505 (GFP, Alexa Fluor 488)

LP560 (Alexa Fluor 568)
Argon/2 458, 477, 488, 514 nm (GFP, Alexa

Laser Fluor 488),HeNe 1 543 nm (Alexa Fluor 568)
Scanspeed 9

Grund-Laserleistung 50-70%

(Argon)

Konfokale Blende 1 Aj

(Pinhole) Y

Objektiv Plan-Apochromat 63x /1.4 Oil
VergroBerung (Zoom) variabel

Wellenlange zur 488 nm (GFP) Leistung: 0,5-5%,
Anregung 543 nm (DsRed) Leistung: 1-10%
Datentiefe 12 Bit

Tabelle 3.3 Parameter fiir konfokale Fluoreszenzmikroskopie.

3.2.3.2 ,,Fluorescence Recovery After Photobleaching” (FRAP)
Mittels FRAP lasst sich die Mobilitat bzw. die Diffusionsgeschwindigkeit von
fluoreszierenden Molekulen in Losungen sowie in lebenden Zellen untersuchen. Die

Methode beruht darauf, dass die fluoreszierenden Moleklle innerhalb einer definierten
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Region durch einen kurzzeitigen, hochenergetischen Laserpuls irreversibel geblichen
(,bleaching“) werden und anschlieRend die Ruckkehr der Fluoreszenz (,fluorescence
recovery“), welche durch die Diffusion von nicht geblichenen Molekilen in die geblichene
Region bedingt ist, Uber die Zeit verfolgt wird. Zudem bewegen sich geblichene Moleklle
aus der geblichenen Region heraus. Es kommt zu einer Durchmischung geblichener und
ungeblichener Molekdle.

Die FRAP-Experimente wurden an einem Konfokal-Lasermikroskop des Typs Zeiss
LSM510 durchgefuhrt. Es wurden stabil mit GFP-Konstrukten transfizierte HEK293
Zellen verwendet, die in 35 mm Kulturschalen mit Glasbodeneinsatz kultiviert wurden.
Die Zellen wurden wahrend der Messung durch einen beheizbaren
Objekttragertischaufsatz konstant bei 37°C gehalten.

Die Aufnahmen wurden bei einer Auflésung von 128x128, einer Datentiefe von 8 Bit und
einem VergroRerungsfaktor (Zoom) von 3-5 mit einem Ol-Immersionsobjektiv (Plan-
Apochromat 63x / N.A. 1,4 Lochblendendurchmesser: 4 Airy) getatigt. Die Hauptleistung
des Argon-Lasers wurde auf 85 % gesetzt. Die Anregung von GFP erfolgte durch eine
Laser-Wellenlange von 488 nm des Argon-Lasers, fur die Detektion wurde ein 530 nm-
Langpassfilter verwendet. Um das Bleichen wahrend der Aufnahmen zu minimieren,
wurde die Anregungsintensitat des 488 nm-Lasers auf 1 % reduziert. Hingegen wurde fur
das aktive und irreversible Bleichen von GFP die Transmission der Laser bei
Wellenlangen von 458, 477, 488 und 514 nm auf 100% gesetzt. Die rechteckige
Bleichregion (ROI) deckte in x-Richtung die gesamte Breite des Kerns ab und hatte in y-
Richtung eine Hohe von 15 Pixel (ca. 4.29 pm). Das Bleichen erfolgte fur 40-80
Iterationen, d.h., der Laser fuhr die Bleichregion 40-80 mal ab. Direkt vor und nach dem
Bleichen wurde eine gewisse Anzahl Bilder in konstanten zeitlichen Abstanden
aufgenommen, um den Verlauf der Fluoreszenzstrome zu verfolgen. Gewdhnlich wurde
die Anzahl der vor dem Bleichen aufzunehmenden Bilder auf 3 und die Gesamtzahl der
aufzunehmenden Bilder auf 400 gesetzt. Die Verzogerung der Aufnahme
aufeinanderfolgender Bilder wurde auf 0 ms gesetzt. Die Bilder wurden daher so schnell

wie mdglich nacheinander aufgenommen (~125 ms/Bild).

3.2.3.3 Auswertung von FRAP-Daten

Die Daten der FRAP-Experimente wurden mit Hilfe des Programms ,ImageJ*
ausgewertet. Die Bilderserie von 300-400 Bildern pro Zelle wurde mit dem ,Plug-In”
,LSM-Reader“ eingelesen. Mit den ,Tools* von ,Imaged“ kdénnen Regionen (ROI)

festgelegt werden, in denen die Intensitat der Fluoreszenz bestimmt werden soll. Dazu
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wurden jeweils gleich groRe Bereiche in der geblichenen und der nicht geblichenen
Region ausgewahlt (s. Abb. 3.7). In diesen Bereichen kann das Programm ,ImageJ“ die
mittlere Intensitat in allen Bildern bestimmen und die Daten in eine Texttabelle

ausgeben.

Abb. 3.1  Beispiel fiir die Auswertung von Zellen mit dem Programm ,,ImageJ*.

Es werden zwei Bereiche festgelegt, einer in der geblichenen (obere Reihe), einer in der nicht geblichenen
Region des Zellkerns (untere Reihe). Das Programm misst die Fluoreszenzintensitat in allen 400 Bildern. Die
Daten werden in Form einer Texttabelle ausgegeben (aus Schwander, 2004).

3.2.3.4 Normalisierung und Darstellung der FRAP-Kurven

Die Daten der FRAP-Experimente wurden als Tabelle aus ,ImageJ“ exportiert und in ,MS
Excel“ weiterverarbeitet. Das gemessene Fluoreszenzsignal in einer ROl wird auf die
Veranderungen der totalen Fluoreszenz angeglichen, was in der folgenden Formel

umgesetzt wird (Kim et al., 2002):
Irel = (Tt/To)/(lto/l0)

Dabei ist Tt die Fluoreszenzintensitat im geblichenen Bereich zu einem bestimmten
Zeitpunkt t, To die Fluoreszenzintensitat im nicht geblichenen Bereich zu einem
bestimmten Zeitpunkt t, lto die durchschnittliche Intensitat in der geblichenen Region
wahrend der ,pre-bleached“-Phase und lo die durchschnittliche Intensitat in der
nichtgeblichenen Region wahrend der ,pre-bleached“-Phase. Durch die Division lwo/lo
wird ein Korrekturfaktor gebildet, der die unterschiedlichen Intensitaten der ROls im in-
und out-Bereich angleicht. Die Zeit wird im Programm ,Excel“ in Sekunden nach dem

Bleichen angegeben.
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Abb. 3.2 Diagramm ausgewerteter FRAP-Daten.

Dargestellt ist eine exemplarische Auswertung der FRAP-Daten. Die Kurve stellt die Mittelwerte aller Daten dar,
mit den daraus resultierenden Standardabweichungen, die in den Fehlerbalken ausgedriickt werden. t1/2
bezeichnet die Diffusionszeit, nach der die Halfte des Proteins in den geblichenen Bereich zurlickgeflossen ist,
MF(t) die mobile Fraktion (aus Schwander 2004).

3.2.3.5 Regressionsanalyse der FRAP Daten

Eine nicht-lineare Regressionsanalyse der Daten zur Bestimmung der mobilen Fraktion
(MF@), t1/2 und des Diffusionskoeffizienten D wurde mit dem Programm ,Prism 4*
(Graphpad Inc.) durchgefuhrt (vgl. Abb. 3.2). Alle FRAP-Kurven konnten mit der Weibull

Funktion
F(t)=Fmax*(1-exp(-K*t))

optimal beschrieben werden. Dabei reprasentiert F(t) die Fluoreszenz zum Zeitpunkt t,
Fmax die Asymptote der Rickflusskurve (entspricht MF(t), K die Rickflusskonstante und
s den Weibull “Form Parameter”. Dieser Parameter beschreibt die Anderung der
exponentiellen Ruckflussrate Uber die Zeit. Bei s=1 verwandelt sich die Weibull Funktion

in eine Exponentialfunktion erster Ordnung.
F(t)=Fmax*(1-exp(-K*t))

In unseren Experimenten konnte mit dem Wert s = 0.74 eine signifikant bessere

Naherung erreicht werden als mit der Exponentialfunktion erster Ordnung (s. Abb. 3.3).
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Der Diffusionskoeffizient D (angegeben in pm?%s) wurde aus t1/2 mit folgender Formel

berechnet:

D=w?/(4*1)

T reprasentiert t1/2 in Sekunden, und o reprasentiert die Hohe der Bleichregion in pym
(Axelrod et al., 1976).

1.0
g
o 0.8-
w
2
5 0.61
=
T
o 0.4
2 —F(t)=Fmax*(1-exp(-K*t"s))
L e —F(t)=Fmax*(1-exp(-K1))
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Zeit [s]
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Abb. 3.3 Regressionsanalyse der Riickstromkurve von PRMT1:GFP.

Die experimentell ermittelten Rickstromkurven wurden mit einer Exponentialfunktion erster Ordnung (rot) und der
Weibull-Funktion (griin) beschrieben. Die Abweichungen zwischen den experimentellen und den berechneten
Kurven (unten) zeigen, dass mit der Weibull-Funktion (links) eine bessere Naherung als mit einer
Exponentialfunktion erster Ordnung (rechts) erreicht wird.

3.2.3.6 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Das Prinzip der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) beruht auf der
Beobachtung von Fluktuationen der Fluoreszenzsignale in einem moglichst kleinen
Beobachtungsraum. Sind Messraum und Fluorophor-Konzentration klein genug, so kann
der Ein- und Austritt einzelner Molekule beobachtet werden. Zur Detektion wird ein
Laserstrahl mit einer zum Fluorophor passenden Wellenlange Uber ein Objektiv auf die
Probe fokussiert. Die Fluoreszenz-Emission wird Uber das gleiche Objektiv aufgefangen,
gefiltert und mit einer "Avalanche"-Photodiode (APD) detektiert. Durch eine Lochblende

und die optische Fokussierung wird der Messraum auf unter einen Femtoliter verkleinert.
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Die Korrelation des Signals erfolgt Uber ein angeschlossenes Computersystem.
Korrelation bezeichnet das Ausmal} der wechselseitigen Beziehung zweier Grofen. Bei
der FCS ist damit die Ubereinstimmung von Fluoreszenzsignalen in Abhangigkeit von
der Zeit gemeint. Das Primarsignal einer FCS Messung stellt sich als Rauschen dar, das
jedoch eine Vielzahl von Informationen enthalt. Diese lassen sich Uber eine
Korrelationsfunktion G(rt) erschlieRen, die aus allen Fluoreszenzintensitaten F(t) einen
normalisierten Korrelationskoeffizienten fir jeden Zeitabstand (t) liefert. In einer
typischen Korrelationsfunktion wird G(t) gegen den dekadischen Logarithmus von t
aufgetragen. G(r) ist fur kleine t maximal, zeigt einen sigmoidalen Abfall und nahert sich
bei langen T dem Wert Null (Details in Bacia & Schwille, 2003).

Um die Mobilitdt von EGFP-Fusionsproteinen in Lésung mit FCS zu bestimmen, wurden
die Zellen nach einem Protokoll von Wachsmuth et al. (2000) prapariert und
anschlieend in isotonem Tris-Puffer (20 mM Tris-HCI [pH7.4], 130 mM NaCl) verdinnt.
Die Messungen wurden an einem Zeiss LSM 510/ConfoCor2 Mikroskop in
Zellkulturschalen mit optischem Glasboden durchgefuhrt. Der konfokale Raum wurde in
einem definiertem (200 ul) Flissigkeitsvolumen ca. 200 um oberhalb des Glasbodens
positioniert. Vor jeder Messung wurde die Position der Lochblenden fir optimale
Signalstarke pro Partikel kalibriert. Folgende Parameter (s. Tabelle 3.4) blieben wahrend

allen Messungen gleich:

Parameter Einstellung
Filter AOTF; Langpass > 505 nm
Laser Argon; 488 nm; 6 mA Rohrenstrom;
1 % Anregungsleistung
Objektiv C-Apochromat; 40x; N.A. 1,26; Wasserimmersion
Temperatur 37°C
Partikelkonzentration 1 bis 5/ konfokalem Volumen
Blende 50 ym Durchmesser
Messdauer 10 Sekunden

Tabelle 3.4 Parameter fiir Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie.

Filter und Anregungslaser wurden passend zu EGFP gewahlt, dessen
Anregungsmaximum bei 488 nm und Emissionsmaximum bei 510 nm liegt. Da FCS
empfindlich auf Anderungen des Refraktionsindexes reagiert, wurde ein verstellbares
Wasser-Immersionsobjektiv verwendet. Fir jedes untersuchte EGFP-Konstrukt wurden
zwischen 3 bis 6 unabhangige Messungen mit jeweils 100 Autokorrelationskurven
(Messdauer je Kurve: 10 s) durchgefuhrt. Um die Vergleichbarkeit zu Messungen in vivo

zu erhalten, betrug die Messtemperatur konstant 37°C. Zur Analyse der Daten wurde die

42



Material und Methoden

Zeiss ConfoCor2 Software verwendet. Die Autokorrelationskurven wurden dabei mit
einem Diffusionsmodell fir eine frei diffundierende Komponente approximiert und
ausgewertet (fir Details und Grundlagen der verwendeten mathematischen Modelle
siehe Handbuch des ConfoCor2 Systems). Durch die Approximation (,curve fit“) erhalt
man die charakteristische Diffusionszeit t4 eines Molekuls in Losung. Somit kann der

translationale Diffusionskoeffizient D Uber die Gleichung
2, 4%
D= /(4*tq)

berechnet werden. Den Aquatorialradius © des konfokalen Raumes erhalt man durch
Kalibrierungsmessungen mit Rhodamin-6-Grin (Rh6G). Es wurde ein Wert von o =159
nm berechnet.

Zur Berechnung der hydrodynamischen Radien ry der Molekile (unter Annahme einer

kugelformigen Gestalt der Molekule) wurde die Stokes-Einstein Gleichung
rq=kK*T/(D*67*™n)

verwendet. Dabei reprasentiert k die Boltzmann Konstante und T die Temperatur (310K).
Die Viskositat n der Losung wurde in Messungen mit EGFP experimentell bestimmt
(1.18 mPa*s). Die Berechnung des hydrodynamischen Radius ry ermoglicht eine

Abschatzung des Molekulargewichtes der Proteinkomplexe mittels der Gleichung
m=4TC*p*N/_\*rH3.

Die durchschnittlichen Dichte p des Proteins wurde auf 1.2 g/cm® festgelegt, und die
Avogadrozahl hat den Wert Np = 6.022*10%° mol™.
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3.2.4 Molekularbiologische Methoden

3.2.4.1 Mutagenese-PCR

Zur Mutagenese einzelner Aminosauren wurde eine ,site-directed“ Mutagenese mittels
PCR durchgefuhrt. Hierzu wurden spezielle ,mismatch‘-Primer entworfen, die durch eine
veranderte Nukleotidsequenz, im  Vergleich zur  Template-DNA, einen
Aminosaureaustausch zur Folge haben (vgl. Abb. 3.4). Zur ,site-directed“-Mutagenese
von SAF-A wurden Primer verwendet, die einen Austausch der Aminosaure Arginin zu
Lysin (R>K) bewirken. Bei diesen Primern kommt es wahrend der Hybridisierung des
ersten PCR-Zyklus zu Fehlpaarungen in einem Bereich von ein bis drei Nukleinsauren.
Zur Klonierung von PRMT1mut wurden die Primer PRMT1in1 und PRMT1in2 verwendet,
die einen Austausch von drei nebeneinander liegenden Aminosauren (VLD->AAA)
verursachen. Der Bereich der Fehlpaarungen erstreckt sich hier wahrend der

Hybridisierung Uber neun Nukleotide.

Abb. 3.4 Schematische Darstellung der Orientierung der Mutageneseprimer.
Die Amplifikation startet an den Primer (rot) mit dem ,mismatch' (Dreieck). Die Richtung der Elongation wird durch
die blauen Pfeile angegeben und erfolgt Giber den gesamten Vektor (aus Schwander, 2004).

Die Amplifikation des PCR-Produktes startet an den Primern und verlauft um den
gesamten Vektor. Alle Mutationen wurden zunachst mit dem DNA-Template pEGFP-
SAF-A, bzw. pCMV-SAF-A:myc durchgefuhrt. Die Mutante R773/779/793K entstand
durch erneute Mutationen des Vektors R773K:GFP. Samtliche verwendeten Primer sind
unter Kapitel 3.1.3 aufgefuhrt.

Um eine effektive und korrekte Amplifikation zu erreichen, wurde die thermostabile
Turbo-Pfu-DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus verwendet, die aufgrund ihrer
Korrekturlesefunktion eine sehr niedrige Fehlerrate (1.3 x 10°) aufweist. Je PCR-Ansatz
(50 pl) wurden zu 10 ng Template-DNA 200 yM dNTPs, 1-5% DMSO, 5 mM MgSO,, je
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10 pmol/Primer, 5 pyl 10x Pfu Reaktionspuffer und 2.5 U Turbo-Pfu-DNA-Polymerase

zugegeben und mit folgendem Programm amplifiziert:

Denaturierung: 95°C, 5 min
30 Zyklen:

Hybridisierung/Extension:  68°C, 10 min
Denaturierung: 95°C, 30 sek
Finale Extension: 0

Tabelle 3.5 Typisches Programm fiir Mutagenese-PCR.

3.2.4.2 Klonierung von SAF-A2:GFP

Die cDNA-Vektoren DKFZp762N1910Q3 (AL834470) und IRAKp96100226Q2
(BC029105) wurden beim Deutschen Ressourcenzentrum fir Genomforschung GmbH
(RZPD) in Berlin angefordert und die Plasmide mittels Maxipraparation aus E. coli
isoliert. Beide Vektoren wurden mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten und mit
dem GFX-Plasmidkit von Amersham Pharmacia Biotech nach Anleitung gereinigt.
AnschlieRend wurden die geschnittenen Vektoren (0.6 pg) mit T4-Ligase (20U/Ansatz)
und dem entsprechenden Puffer Uber Nacht bei 20°C ligiert. Die Amplifikation der fur
SAF-A2 kodierenden Sequenz erfolgte mittels PCR mit den Primern A2vorn1 und
AZ2hinten. AnschlielRend wurde das gesamte PCR-Produkt und der Vektor pEGFP-N1
(0.6 pg) mit den Restriktionsenzymen Agel und Sacl geschnitten, gereinigt und Uber
Nacht bei 20°C ligiert. Die Ligationsansatze wurden erneut gereinigt und durch
Elektroporation in E.coli XL-1blue transformiert. Nach anschlie3ender Plasmidisolierung
wurde die Klonierung des neuen Vektors pEGFP-SAF-A2 durch DNA-Sequenzierung

uberpruft.

3.2.4.3 Elektrotransformation von E .coli

Fur die Transformation werden bei —70°C eingefrorene, kompetente E. coli-Zellen (XL1-
blue, in 40 ul Aliquote) aufgetaut und auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 ng gereinigter
DNA wird die Elektroporation in vorgekuhlten Kuvetten (Spaltbreite 1 mm) mit einem
Elektroporator (Gene-Pulser Il, BioRad) bei 1.8 kV, 25 pF und 200 Q durchgefuhrt.
AnschlieRend werden die Zellen in 1 ml SOC-Medium uberfuhrt und nach 1 h bei 37°C
auf Selektionsplatten ausplattiert (LB mit 1.6 % Agar und 50 ng/ml Kanamycin).
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3.2.4.4 Plasmidisolierung aus E .coli (Minipraparation)

Von den Selektionsplatten werden Einzelkolonien in 1 ml LB-kan" Giberimpft und bei 37°C
fur 4 h kultiviert.

Die Bakterien werden flr 5 min abzentrifugiert (13200 rpm) und das Pellet in 100 ul GET
(siehe unten) resuspendiert. Die Bakterien werden mit 200 pl alkalischen SDS lysiert und
die Proteine sowie die bakterielle genomische DNA mit 150 pl Salzlésung gefallt. Der
gesamte Ansatz wird 5 min abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefaf
uberfihrt und mit kaltem EtOH (100 %) bei —20°C fur 30 min gefallt. Der Ansatz wird
erneut abzentrifugiert (13200 rpm, 15 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das
getrocknete DNA-Pellet wird in 100 pl TE+RNase (250 ng/ml) aufgenommen und fir 30
min bei 37°C inkubiert.

3.2.4.5 Plasmid-Isolierung aus E.coli-Zellen (Maxipraparation)
Plasmide wurden nach der Methode von Birnboim (1979) isoliert und anschliel3end Uber

einen CsClI-Dichtegradient nach Sambrook et al. (1989) aufgereinigt.

3.2.4.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung klonierter DNA-Fragmente erfolgte entsprechend der Dideoxy- oder
Kettenabbruch-Methode nach Sanger (1977) unter Verwendung des ,BigDye“-Kits von
Applied Biosystems.

Ansatz:
1 Mg DNA-Template
10 pmol spezifischer Primer
3l Big Dye (Terminator-Cycle-Sequencing-Mix)
5ul 2.5x Puffer

ad 20 ul aqua dest.

Thermocycler-Programm:

25 Zyklen:

Denaturierung: 96°C, 30 sek
Hybridisierung: 50°C, 5 sek

Extension: 60°C, 4 min

AnschlieRend wurde die DNA mit Ethanol gefallt und getrocknet. Die Sequenzanalyse

erfolgte am Institut fur Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie, Hamburg.
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3.2.5 Biochemische Methoden

3.2.5.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels SDS-PAGE lassen sich Proteine aufgrund ihrer verschiedenen Molekulargewichte
auftrennen. Hierzu werden denaturierende Gele nach Laemmli (1970) und Thoma et al.
(1979) verwendet. Je nach Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins werden

Gele mit 7% bis 14% (w/v) Polyacrylamidgehalt eingesetzt.

3.2.5.2 Westernblot Analyse

Fur den immunologischen Proteinnachweis werden die mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine nach der Methode von Towbin et al. (1979) auf
eine PVDF-Membran (Millipore Porengrofe 0.45 uym) transferiert.

Der Transfer wird in einer Semi-Dry-Blot-Kammer der Firma BioRad durchgefthrt und
erfolgt bei 1 mA/cm? fiir 1h bei einer Geldicke von 0.7 mm. Nach dem Transfer wird die
Membran mit Ponceau-S-Losung reversibel angefarbt, um die Positionen der
Markerproteine festzuhalten. Vor dem immunologischen Nachweis werden unspezifische
Proteinbindestellen blockiert, indem man die Membran fur 30 min in 1x Rotiblock-Lésung
inkubiert. AnschlieRend folgt die Inkubation mit dem primaren Antikdrper (Verdinnung:
1:20 bis 1:2000 in TNT, je nach Antiserum) fur 1h bei RT. Nach weiteren Waschschritten
(3 x 5 min mit TNT) folgt eine 30 minutige Inkubation mit dem sekundaren Peroxidase-
gekoppelten Antikdrper (Verdinnung: 1:50000 in TNT, + 0.5 % Magermilchpulver). Die
Nachweisreaktion erfolgt nach erneutem Waschen mit TNT (3 x 10 min) durch eine
Chemilumineszenzreaktion mit dem ECL-System. AnschlieBend erfolgt eine
Lumineszenz-Photographie auf Rontgenfilm. Bei vergleichenden Analysen wird ein Blot
nachfolgend mit mehreren Antikdrpern inkubiert. Als Zwischenschritt kénnen die
Antikdrper der vorherigen Inkubation vom Blot eluiert werden. Dafir inkubiert man die
Membran mit WB-Elutionspuffer fir 30 min bei 70°C. Anschlieend wird die Membran
mit H,O (2 x 10 min) und TNT (1 x 10 min) bei RT gewaschen.

3.2.5.3 Far Western Analyse

Zum Nachweis einer direkten Protein-Protein Wechselwirkung in vitro kann die
sogenannte Far Western Analyse durchgefuhrt werden.

Endogenes SAF-A wurde aus Extrakt von HEK293 Zellen immungefallt und in zwei
identische Aliquote aufgeteilt. Die immungefallten Proteine wurden mit SDS-PAGE

aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und fir eine Stunde in 1x PBS
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renaturiert. Die Membran wurde in zwei Streifen geschnitten und eine weitere Stunde mit
rekombinater PRMT1-GST (50 ng/ml in 1x PBS) bzw. der zehnfachen Menge GST-
Protein inkubiert. Nach mehrmaligem intensivem Waschen in TNT wurden die
gebundenen Proteine mit Meerrettichperoxidase-gekoppeltem anti-GST Antikérper und

anschlieRender Chemilumineszenz detektiert.

3.2.5.4 Immunprazipitation (IP) von Proteinen

Transfizierte Zellen werden 40-48 h nach der Transfektion, nicht transfizierte Zellen bei
einer Konfluenz von 90-100 % geerntet. Die Zellen werden in Lysepuffer (1 ml/100 mm
Platte) aufgenommen und fir 20 sek auf Eis sonifiziert.

AnschlieRend wird das Zelllysat mit 10000g fur 10 min bei 4°C abzentrifugiert. Fur die
Immunprazipitation werden 3-5 ug Antikérper zu 1 ml des Uberstandes gegeben und fir
3 h bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 30 ul Protein G Sepharose wird fir eine weitere
Stunde inkubiert. Die Sepharose wird 4-6 mal mit je 1 ml Lysepuffer und 1-2 mal mit je 1
ml 1x PBS gewaschen und der gebundene Immunkomplex anschlieend durch kochen
(90°C, 5 min) in 20-30 ul 2x SDS-Probenpuffer eluiert.

3.2.5.5 Mechanische Zellfraktionierung

Auf 100 mm Kulturschalen gewachsene Zellen werden fir 5 min mit 3 ml Quellpuffer
uberschichtet und anschlieRend geerntet. Die Zellen werden in einem Dounce-
Homogenisierer aufgeschlossen und die Zellkerne mit 1000 g fur 5 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wird abgenommen (Cytoplasmafraktion) und das Pellet (Kernfraktion) in 3
ml Wasser resuspendiert. Zur weiteren Analyse werden von jeder Fraktion 360 pl

abgenommen und die enthaltenen Proteine mittels der Wessel-Fligge Methode gefallt.

3.2.5.6 Kernfraktionierung ,,in situ*

Die Kernfraktionierung von Zellkernen wurde leicht verandert nach Fey & Penman (1988)
durchgefuhrt (Schema s. Abb. 3.5). HEK293 Zellen werden durch PEI-Transfektion mit
den verschiedenen Konstrukten transfiziert und nach 24 h auf Alzianblau-beschichtete
Deckglaschen (213 mm) umgesetzt. Nach weiteren 24 h werden die Zellen fraktioniert.
Daflr wascht man die Zellen zweimal kurz mit PBS und Uberschichtet sie anschlie3end
mit 100 ul/Deckglaschen Matrixpuffer 1. Zur Stabilisierung wird Natriumtetrathionat
(Endkonzentration: 2 mM) zugegeben und der Ansatz 10 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend werden die Deckglaschen mit je 100 pl/Deckglas Matrixpuffer 2

uberschichtet und fir 10 min bei RT inkubiert. In einem weiteren Fraktionierungsschritt
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werden die Kerne mit 100 pl Matrixpuffer 3 + 20 Einheiten DNase/100 ul fir 20 min bei
RT Uberschichtet und anschlieend fur 5 min mit Matrixpuffer 4 behandelt.

Im letzten Schritt fraktioniert man die Kerne mit Matrixpuffer 5. AnschlieRend werden sie
mit Fixierlosung (1x PBS, 1x Hoechst 33258, 40 % Glycerin, 8 % Formaldehyd) fixiert.

Die Analyse der Zellen erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie.
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/
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unlosliche Proteine losliche Proteine
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/
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Salz
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salzextrahierte salzextrahierbare
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Abb. 3.5 Schema der Kernfraktionierung ,,in situ®.

3.2.5.7 Glyceringradientenzentrifugation

Zur Auftrennung der Proteine im nativen Zustand wurden Gradienten mit einem
Glycerinanteil von 10-30 % (w/v) erstellt. Hierzu wurden elf verschiedene
Glycerinkonzentrationen (10-30%, in 2% Abstanden) in Lysepuffer hergestellt und
manuell in Fraktionen von je 800 ul in Polyallomer-Zentrifugenréhrchen von Beckman
gegossen. Auf den Gradienten wurde ca. 1 ml Ganzzellextrakt in Lysepuffer aufgetragen.
Die Zentrifugation erfolgte fur 20 h bei 4°C und 25000 bzw. 30000 rpm in einem SW41
Ti-Rotor (Beckman). Die Gradienten wurden in je 11 Fraktionen (ca. 800 ul) von oben
abgenommen und gelelektrophoretisch analysiert. Als Sedimentationsmarker dienten
BSA (66kDa, 4.2S), p-Amylase (200kDa, 8.9S) und Apoferritin (443kDa, 17.6S).
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3.2.5.8 In vitro Methylierungsassay

Bakteriell exprimierte und gereinigte oder aus Ganzzellextrakt immungefallte
Methyltransferasen konnen in einem in vitro Methylierungsassay auf ihre
Methylierungsaktivitdt getestet werden. Als Methylgruppen-Akzeptoren (Substrate)
werden rekombinante Histone oder hitzeinaktivierte, hypomethylierte (s. Kapitel 3.2.2.2)
Zellextrakte verwendet. Zur Herstellung dieser Zellextrakte werden Adox-behandelte
Zellen in Wasser geerntet und die endogenen Methyltransferasen durch Erhitzen auf
70°C fur 10 min inaktiviert. Ausgefallene Proteine werden abzentrifugiert (10 min, max.
rom) und der Uberstand auf 1x PBS [pH7.5] eingestellt.

Fir die Methylierungsreaktion wird folgender Ansatz pipettiert:

¢ 500 ng rekombinantes oder immungefalltes Protein (an 30 ul Protein G
Sepharose)

e 5 pCi S-Adenosyl-L-[methyl-*H]Methionin (spezifische Aktivitat 2.96 TBg/mmol)

e 20 ul hypomethylierter, hitzeinaktivierter Zellextrakt

e ad60 ul 1x PBS
Die Reaktion wird bei 37°C fur 2 Stunden inkubiert und anschliel3end mit 7 ul 10x SDS-
Puffer versetzt. Zur Analyse wird der Ansatz durch SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteine in mit Coomassie-Farbeldésung angefarbt und zur Signalverstarkung fir 45 min
in enHance Reagenz (PerkinElmer Life Sciences) inkubiert. Abschlielend werden die
Proteingele in H,0 gewaschen (3 x 10 min), auf Whatman-Filterpapier getrocknet und die

radioaktiv markierten Proteine mittels Fluorographie visualisiert.

3.2.5.9 In vitro Citrullinierungsassay
Die Aminosaure Arginin kann enzymatisch durch Peptidyl-Arginin-Deiminasen (PAD) in
die basische, nicht-proteinogene Aminosaure Citrullin umgewandelt werden.

Fur die Citrullinierungsreaktion wird folgender Ansatz pipettiert:

e Immungefalltes Protein (an 30 pl Protein G Sepharose) in 60 pl 1x PAD Puffer
oder auf 1x PAD Puffer eingestellter Zellextrakt (60 pl aus 1 ml Ansatz)
e 1.5yl gereinigte smPAD
Die Reaktion wird bei 37°C flur 30 min inkubiert und anschlieRend mit 7 yl 10x SDS-
Puffer versetzt. Analyse erfolgt durch SDS-PAGE und Westernblot mit spezifischem anti-
Citrullin Antikorper.
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3.2.5.10 Massenspektrometrie

Endogenes SAF-A wurde mit Protein G-Sepharose gekoppeltem (1 mi
Hybridomalberstand an 30 ul gesetzter Sepharose) anti-SAF-A Antikérper (7C8) aus
Zellextrakt von 2-10 x 10° HEK293 Zellen immungefallt. Nach griindlichem Waschen in
Lysepuffer und 1x PBS wurden die gebundenen Proteine mit 50 ul 1x Probenpuffer (+
0.5 % (w/v) DTT) von der Sepharose eluiert, iUber SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie Brillant Blau R250 angefarbt. AnschlielRend wurde die sichtbare Bande bei
120 kDa aus dem Gel ausgeschnitten. Die Analyse mittels ,Matrix-assisted Laser
Desorption lonization/Time of Flight* (MALDI-TOF) Massenspektometrie, (Axima CRF,
Shimadzu) wurde freundlicherweise am Heinrich-Pette-Institut von Dr. J.
Heukeshoven/Abt. Tumorvirologie durchgefuhrt. Zur Peptididentifizierung wurde das

Programm Mascot von Matrix Science verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Lokalisation, Komplexbildung und Mobilitat von
Protein-Arginin-Methyltransferasen in humanen Zellen

Die Primarstruktur von Proteinen wird auf DNA-Ebene durch den genetischen Code
festgelegt. Zudem kann die Zelle bereits neu synthetisierte Proteine durch
posttranslationale Modifikationen verandern und somit z.B. ihre Lokalisation, Aktivitat
oder ihre Wechselwirkung mit anderen Proteinen regulieren. Die strukturelle und
funktionelle Vielfalt von Proteinen in der Zelle kann dadurch um ein Mehrfaches erhoht
werden. Es gibt zahlreiche solcher posttranslationaler Modifikationen — mit
unterschiedlichen biologischen Auswirkungen. Je nach Funktion konnen diese
Modifikationen stabil oder transient sein. So stellen transiente Protein-Modifikationen wie
die Phosphorylierung oder Acetylierung ein wichtiges regulatorisches Instrument der
Zelle zum An- bzw. Ausschalten spezifischer zellularer Reaktionen dar. Dagegen
beeinflussen  stabile  posttranslationale = Modifikationen  wie  Myristoylierung,
Glykosylierung oder Ubiquitinierung die physikalisch-chemischen Eigenschaften von
Proteinen, meist ohne direkten Einfluss auf die Aktivitat eines Proteins.

Die in dieser Arbeit untersuchte Methylierung von Argininresten in Proteinen wurde zwar
vor fast 40 Jahren zum ersten Mal an Proteinfraktionen aus Kalbsthymus beschrieben
(Paik & Kim, 1967), die physiologische Rolle der Arginin Methylierung ist jedoch trotz
zahlreicher Verdffentlichungen noch immer weitgehend unklar (Ubersicht in Bedford &
Richard, 2005). In den letzten Jahren konnten in mehreren Arbeiten acht eng verwandte
Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) sowie zahlreiche ihrer Substrate und
Wechselwirkungspartner identifiziert werden. Um die funktionelle Vielfalt der PRMT-
Familie besser verstehen zu konnen, wurden im ersten Teil dieser Arbeit wichtige
grundlegende Eigenschaften wie Expression, Lokalisation und Substratspezifitat der acht
bekannten humanen PRMTs vergleichend untersucht. In weiterfUhrenden Experimenten
wurde mit Hilfe von GFP-Fusionsproteinen sowohl die Mobilitat der PRMTs in vivo als
auch ihre Fahigkeit zur Komplexbildung biochemisch und konfokalmikroskopisch

untersucht.

4.1.1 Lokalisation endogener Protein-Arginin-Methyltransferasen

Erste Aussagen Uber eine mogliche Funktion bzw. Uber potenzielle Interaktionspartner
von Proteinen kdnnen manchmal durch ihre intrazellulare Verteilung getroffen werden.

Die Lokalisation der acht PRMT-Familienmitglieder wurde bereits zuvor in verschiedenen
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Zelllinien beschrieben, allerdings variieren die Ergebnisse der einzelnen Studien z.T.
betrachtlich. Um einen direkten Vergleich der subzellularen Lokalisation aller nicht-
membranassoziierten PRMTs in einer humanen Zelllinie zu ermdglichen, wurden
HEK293 Zellen auf Deckglaschen kultiviert, mit kommerziellen Antikdrpern gegen
PRMT1 bis PRMT7 nach einem identischen Protokoll immungefarbt (s. Kapitel 3.2.2.8)

und fluoreszenzmikroskopisch fotografiert (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Lokalisation endogener Protein-Arginin-Methyltransferasen.

HEK293 Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert und mit Antikdrper gegen PRMT1 bis PRMT7 immungefarbt
(IF). AnschlieRend wurden die Zellen konfokal fluoreszenzmikroskopisch analysiert und fotografiert. Zum
Vergleich wurden die Zellen zuséatzlich im differenziellen Interferenz Kontrast (DIC) aufgenommen.

Balken, 10 pm.
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Dabei zeigten sich erhebliche Unterschiede in der Lokalisation der einzelnen
Methyltransferasen. PRMT2, PRMT4 und PRMT7 waren hauptsachlich im Zellkern, aber
auch in signifikanter Menge im Cytoplasma zu beobachten. PRMT3 und PRMTS waren
wie bereits beschrieben Uberwiegend im Cytoplasma lokalisiert (Tang et al., 1998; Rho
et al., 2001), wahrend PRMT®6, als einzige Arginin-Methyltransferase mit einer bekannten
NLS, fast ausschlieBlich im Nukleus zu beobachten war. Die Lokalisation der in
eukaryotischen Zellen vorherrschenden Arginin-Methyltransferase PRMT1 wurde in
bisherigen Arbeiten sehr unterschiedlich beschrieben, was moglicherweise durch die
Verwendung verschiedener Zelllinien erklart werden kann (Tang et al., 1998 ; Frankel et
al., 2002; Cote et al., 2003).

Interessanterweise war die Lokalisation endogener PRMT1 sehr stark abhangig von der
fur die Immunfluoreszenz verwendeten Fixierungsmethode. So konnte bei der
Standardfixierung der Zellen mit Paraformaldehyd (PFA) eine Uberwiegende
Anreicherung des Proteins im Zellkern und eine schwachere, granulare Fluoreszenz im
Cytoplasma beobachtet werden. Bei einer Fixierung der Zellen mit Aceton veranderte
sich dies deutlich hin zu einer vorwiegend cytoplasmatischen Lokalisation von PRMT1
(Abb. 4.2). Die Lokalisation der anderen PRMTs war jedoch unabhangig von der
verwendeten Fixierungsmethode (Daten nicht gezeigt). Um zu Kklaren, welche
Fixierungsmethode die subzellulare Verteilung von PRMT1 am besten wiedergibt,
wurden HEK293 Zellen biochemisch fraktioniert und die cytoplasmatische bzw. nukleare
Fraktion im Westernblot auf Anwesenheit von PRMT1 getestet. Dabei zeigte sich wie bei
der Fixierung mit Aceton eine signifikante Anreichung des Proteins im Cytoplasma (Abb.
4.2, rechts).
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Abb. 4.2  Fixierungsabhéngige Lokalisation endogener PRMT1.

Links: HEK293 Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert, mit Aceton bzw. Paraformaldehyd (PFA) fixiert und mit
Antikorper gegen PRMT1 immungefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht
und fotografiert (IF). Zum Vergleich wurden die Zellen im differenziellen Interferenz Kontrast (DIC) aufgenommen.
Rechts: HEK293 Zellen wurden in eine cytoplasmatische und eine nukleare Fraktion aufgetrennt und im
Westernblot auf Anwesenheit von PRMT1 getestet. Zur Kontrolle wurden die gleichen Fraktionen mit Antikérper
gegen o-Tubulin (cytoplasmatisch) und Lamin A (nukleéar) angefarbt.
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4.1.2 Expression und enzymatische Aktivitat der PRMT:GFP-
Konstrukte

Die Charakterisierung der Diffusionseigenschaften von Proteinen kann wichtige
Erkenntnisse bezuglich ihrer Wechselwirkung mit anderen Proteinen erbringen. Fur
spatere in vivo ,Fluorescence Recovery after Photobleaching® (FRAP)-Mobilitatsstudien
und zur Bestimmung der Komplexgrofden der einzelnen PRMTs mittels Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie (FCS) wurden in einer Zusammenarbeit mit Mark T. Bedford
(Universitat von Texas, Smithville) GFP-Fusionsproteine aller acht humanen PRMTs
hergestellt. Um sicherzustellen, dass die PRMT:GFP-Fusionsproteine identische
Eigenschaften wie ihre endogenen Aquivalente besitzen, wurden sie beziglich ihrer
Expression, Lokalisation und Aktivitat sowohl biochemisch als auch mikroskopisch
untersucht. Dazu wurden HEK293 Zellen stabil mit den PRMT:GFP-Expressionsvektoren
transfiziert und anschlieBend nach Fluoreszenzintensitat mittels ,Fluorescence
Associated Cell Sorting“ (FACS) sortiert. Alle stabil exprimierten GFP-Fusionsproteine
zeigten im SDS-PAGE mit anschlieBendem Westernblot die erwartete GroRe. Sie
unterschieden sich jedoch deutlich in ihrer Expressionsstarke (Abb. 4.3 A). Transient
transfizierte Zellen exprimierten im Gegensatz dazu nahezu identische Mengen der
PRMTs (Daten nicht gezeigt). Die Expressionsmenge der stabil transfizierten PRMTs
wird daher vermutlich durch selektive Manahmen in der Zelle reguliert.
Alle GFP-Fusionsproteine wurden auf3erdem auf ihre enzymatische Aktivitat getestet
(Abb. 4.3 B). Dazu wurden die stabil transfizierten Fusionsproteine mit anti-GFP-
Antikorper aus HEK293 Ganzzellextrakten immungefallt und zusammen mit S-Adenosyl-
L-[methyl-*H]Methionin (*H-SAM) und hypomethyliertem Ganzzellextrakt (Abb. 4.3 B,
oben) bzw. rekombinanten Histonen H2A/B, H3 und H4 (Abb. 4.3 B, unten) in einem in
vitro Methylierungsexperiment eingesetzt. Die Substratproteine, die durch die
Methylierung radioaktiv markiert wurden, wurden durch SDS-PAGE mit anschliellender
Fluorographie visualisiert.
PRMT1, -4, -6 und -8 zeigten die starksten enzymatischen Aktivitaten, mit jeweils
charakteristischer Substratspezifitat. Zudem war bei einer sehr langen Exposition des
Films eine spezifische Substratbande von PRMT5 bei einer Groflke von ca. 30 kDa und
eine schwache Methylierung von Histon H3 und H4 zu beobachten. (Daten nicht
gezeigt). Fur die Fusionsproteine PRMT2, -3 und -7:GFP konnte keine spezifische
Aktivitat nachgewiesen werden, was eventuell durch die vergleichsweise schwache
Expression von PRMT3 und —7 zu erklaren ist (vgl. Abb. 4.3 A). Nur bei sehr langer
Exposition waren auch bei diesen PRMTs Substratbanden zu erkennen, die sich jedoch
nicht von der unspezifischen Hintergrundaktivitat in der Kontrollspur unterschieden.
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Abb. 4.3  Expression und Aktivitdt der PRMT:GFP-Fusionsproteine.

HEK293 Zellen wurden stabil mit PRMT:GFP Konstrukten transfiziert. (A) Vergleich der Expressionsmengen von
GFP-Fusionsproteinen im Westernblot mit a GFP-Antikrper. Als Ladekontrolle diente hnRNP-C. (B) radioaktiver
Aktivitatsnachweis. PRMT:GFP Konstrukte wurden aus Ganzzellextrakten mit a GFP-Antikérper immungefallt und
zusammen mit *H-SAM und hypomethyliertem Ganzzellextrakt (oben) bzw. rekombinanten Histonen (unten) in
einem Methylierungsexperiment eingesetzt. Substratproteine mit eingebauten Radionukliden wurden durch SDS-
PAGE mit anschlieender Fluorographie visualisiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne immungefallte PRMT.

56



Ergebnisse

4.1.3 Lokalisation der PRMT:GFP-Konstrukte

Um zu klaren, ob die GFP-Fusionsproteine eine ahnliche subzellulare Lokalisation wie
ihre endogenen Aquivalente zeigen, wurden stabil transfizierte HEK293 Zellen mit
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 4.4). Die Fusionsproteine von
PRMT2, -3, -5, und -6 lokalisieren identisch wie die endogenen PRMTs nach
Immunfarbung mit spezifischen Antikérpern. PRMT4 und PRMT7 sind etwas starker
cytoplasmatisch angereichert als ihre endogenen Aquivalente (vgl. Abb. 4.1).
PRMT1:GFP zeigt ein Lokalisationsmuster wie endogene PRMT1 bei Immunfluoreszenz-
Aufnahmen nach Aceton-Fixierung (vgl. Abb. 4.2). PRMTS ist, wie bereits von Lee et al.
(2005a) beschrieben, ein membranassoziiertes Protein.

iiiii||||||||||||||| |

PRMT3

Abb. 4.4 Typische Lokalisation der PRMT:GFP-Fusionsproteine.
Konfokale Schnitte durch typische, stabil mit PRMT1 bis PRMT8:GFP transfizierte HEK293 Zellen. Zum Vergleich
wurden die Zellen im differenziellen Interferenz Kontrast (DIC) aufgenommen. Balken, 25 ym.
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4.1.4 Bestimmung der KomplexgroBen von PRMT1-7 durch
Zentrifugation uber Glyceringradienten

Um zu untersuchen, ob die endogenen PRMTs und ihre entsprechenden GFP-

Fusionsproteine in identischen Komplexen vorhanden sind, wurde das

Sedimentationsverhalten der Proteine im Glyceringradienten miteinander verglichen.
Ganzzellextrakte aus stabil transfizierten HEK293 Zellen wurden gemischt und die
Proteinkomplexe uber Glyceringradientenzentrifugation sedimentiert. Anschlielend
wurden die Fraktionen im Westernblot mit Antikdrper gegen GFP bzw. gegen endogene

PRMT1-7 untersucht (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5 Bestimmung der Komplexgré8en von PRMTs durch Glyceringradientenzentrifugation.
Eine Mischung von Ganzzellextraktien aus stabil mit PRMT1-7:GFP transfizierten, sortierten HEK293 Zellen
wurde auf einen 10-30%-igen Glyceringradienten geladen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch
Zentrifugation (30000 rpm, 20h, 4°C) und anschlieBender Gelelektrophorese der von oben abgenommenen
Fraktionen. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte durch Westernblot mit aGFP-Antikérper. Die PRMT:GFP
Fusionsproteine sind durch ihre jeweilige Nummer markiert. Gleichzeitig wurde die Sedimentation endogener
PRMTs untersucht und mit kommerziellen Antikérpern gegen PRMT1-7 im Westernblot nachgewiesen. Als
Sedimentationsmarker dienten BSA (66kDa, 4.2S), B-Amylase (200kDa, 8.9S) und Apoferritin (443kDa, 17.6S).

Dieses Experiment zeigt, dass samtliche GFP-Fusionsproteine in ahnlichen oder
identischen KomplexgroRen wie ihre entsprechenden endogenen PRMTs sedimentieren
und daher mit groRer Sicherheit Teil der gleichen Proteinkomplexe in vivo sind. PRMT2,

-3, -6 und —7 zeigen ein typisches Migrationsverhalten von Monomeren oder kleinen
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oligomeren Komplexen. Von PRMT1, -4 und -5 ist bekannt, dass sie als Bestandteil
grolierer (Multi-) Proteinkomplexe mit sich selbst und einer ganzen Reihe von weiteren
Proteinen interagieren (Lim et al., 2005; Xu et al., 2004, Friesen et al., 2001a). Das
Sedimentationsverhalten im Glyceringradienten bestatigt diese Ergebnisse, denn sowohl
die endogenen PRMTs als auch die entsprechenden GFP-Fusionsproteine
sedimentierten in Proteinkomplexen mit einer Gro3e von Uber 200 kDa. Einzig das
Sedimentationsverhalten von PRMT5:GFP unterschied sich deutlich von dem endogener
PRMTS. Dieses Fusionsprotein scheint in sehr grof3en, unldslichen Proteinkomplexen zu
aggregieren, die bereits fluoreszenzmikroskopisch zu beobachten sind (Abb. 4.6).

Die vorangegangenen Experimente deuten darauf hin, dass alle untersuchten
PRMT:GFP Fusionsproteine mit Ausnahme von PRMT5:GFP korrekt exprimiert werden
und in verschiedenen funktionellen Proteinkomplexen integriert sind. Sie eignen sich

daher gut flr weitere in vivo Lokalisations- und Mobilitatsstudien.
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Abb. 4.6  Aggregation von PRMT5:GFP in unléslichen Proteinkomplexen.

Links: Konfokale Fluoreszenzaufnahme von stabil exprimierter PRMT5:GFP in HEK293 Zellen. Die Pfeile
markieren groBe Proteinkomplexe im Cytoplasma. Balken, 10 pum. Rechts: Vergleich des
Sedimentationsverhaltens von endogener PRMT5 und PRMT5:GFP im Glyceringradienten. Details s. Abb. 4.5.

4.1.5 Bestimmung der KomplexgroRen von PRMTs durch
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Durch die Bestimmung der KomplexgroRen mittels Glyceringradientenzentrifugation
konnten erste Daten Uber das Komplexierungsverhalten von PRMTs gewonnen werden.
Um quantitative Aussagen Uber die exakte GroRe der Proteinkomplexe treffen zu
kénnen, wurden die Diffusionseigenschaften PRMT:GFP-Fusionsproteine durch
konfokale Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) in verdinnten
Ganzzellextrakten untersucht.

Die Autokorrelationskurven wurden mit einem Diffusionsmodell fur eine frei
diffundierende Komponente approximiert (,curve fitY) und, wie in Kapitel 3.2.3.6

beschrieben, ausgewertet. Die Abbildung 4.7 zeigt typische Autokorrelationskurven der
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einzelnen PRMTs. Durch die Approximation erhalt man die charakteristische
Diffusionszeiten 14 der Proteinkomplexe in Losung. Aus diesen lassen sich ihre
ungefahre GroRe und Masse berechnen (s. Tabelle 4.1). Die PRMTs waren, wie bereits
im Glyceringradient beobachtet, in unterschiedlich groien Komplexen gebunden:

PRMT6 und PRMT7 zeigen Diffusionseigenschaften von Monomeren. PRMT2
diffundiert als Dimer und PRMT3 als Tetramer. Die beiden PRMTs mit den meisten
bekannten Interaktionspartnern, PRMT1 und PRMT4, sind erwartungsgemal} Teil sehr
groflier (Multi)-Proteinkomplexe. Fiur PRMT5 konnte keine verlassliche Aussage getroffen
werden. Wie schon mikroskopisch und biochemisch beobachtet, bildet PRMTS grolRe

unlosliche Aggregate mit einer Masse von mehreren Megadalton.
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Abb. 4.7a Diffusionseigenschaften der PRMT:GFP-Fusionsproteine in L6sung.

Gezeigt sind Autokorrelationskurven (schwarz) aus Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)-Messungen
von PRMT:GFP-Fusionsproteinen in Lésung. Naherungskurven (grau) wurden durch Approximation mit einem
1-Komponentenmodell errechnet. AG(z) gibt die Abweichung der Naherungskurve von den experimentellen Daten
an.
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Abb. 4.7b Diffusionseigenschaften der PRMT:GFP-Fusionsproteine in L6sung.
Legende: siehe vorige Seite.
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approx. Masse
T £sem Dtsem ry*sem Masse * sem Monomer
Protein [us] [um?/s] [nm] [kDa] [kDa]
PRMT1 2726+65 23.3+06 83102 17431140 72
PRMT2 122.3+3.2 518+15 3.7+0.1 157+14 78

PRMT3 167.8+6.2 37.7+15 51+0.2 419+£52 96
PRMT4 261.0+3.0 24202 7901 1519+60 90
PRMT5 641.2+335 10.0+0.6 19.5+1.1 23389+3729 100

PRMT6 100.1£0.6 63.2+0.5 3.0+0.1 85+2 72
PRMT7 116.8+25 542+13 3.6+0.1 137£10 115
EGFP 70.3+£09 90.2+11 21+041 20+ 1 30

Tabelle 4.1 Quantitative Auswertung der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie.
Diffusionskoeffizient D, hydrodynamischer Radius ry und die approximierte Masse der Molekiile wurden, wie in
Kapitel 3.2.3.6 beschrieben, berechnet. Alle Angaben sind Mittelwerte (MW) + Standardfehler der MW (sem).

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Komplexbildung von PRMTs
abhangig von ihrer enzymatischen Aktivitat ist. Zur Inhibierung der Methylierungsreaktion
wurden Zellen fur 48 h mit Adenosin-Dialdehyd (perjodat-oxidiertes Adenosin, Adox)
behandelt. Adox wirkt dabei als spezifischer Inhibitor der S-Adenosylhomocystein-
(AdoHcy)-Hydrolase, wodurch die intrazellulare Konzentration an AdoHcy steigt und eine
Endprodukthemmung der Methyltransferasen verursacht wird (O'Dea et al., 1987).
Dadurch kommt es zu einer Anreicherung unmethylierter Substrate in der Zelle. Die
Effizienz der Inhibierung wurde durch den Nachweis hypomethylierter Substratproteine
bestatigt (Abb. 4.8 A). In hypomethylierten Zellen konnte zudem eine wie von Cbté et al.,
(2003) beschriebene cytoplasmatische Anreicherung des RNA-bindenden Proteins
Sam68 beobachtet werden (Abb. 4.8 B). Die Lokalisation von Scaffold Attachment
Factor A (SAF-A) blieb unverandert. Die Behandlung der Zellen mit Adox ist nicht
cytotoxisch und hat keinen signifikanten Einfluss auf den Zellzyklus (Abb. 4.8 C).

Die Inhibierung hatte allerdings keinen Effekt auf die Diffusionseigenschaften der
verschiedenen PRMTs. Die gemessenen Diffusionszeiten von Fusionsproteinen aus
unbehandelten bzw. Adox-behandelten Zellextrakten waren nahezu identisch (Tabelle
4.2).
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Abb. 4.8  Inhibierung der Methylierung von PRMT Substraten durch Adenosin-Dialdehyd
(Adox). (A) Ganzzellextrakte aus unbehandelten bzw. mit Adox behandelten Zellen wurden im Westernblot auf
Anwesenheit von asymmetrisch dimethyliertem Arginin getestet (AK: asym24, links). ldentische Extrakte dienten
als Substrat fir ein radioaktives in vitro Methylierungsexperiment mit ®H-SAM und rekombinanter PRMT1-GST (s.
Kapitel 3.2.5.8). Die methylierten Proteine wurden durch Fluorographie sichtbar gemacht. (B) Cytoplasmatische
Anreicherung von Sam68 in Adox-behandelten Zellen. Unbehandelte und Adox-behandelte Zellen wurden in eine
cytoplasmatische und eine nukleare Fraktion aufgetrennt und im Westernblot mit Antikrper gegen SAF-A und
Sam68 immungefarbt. (C) Behandlung mit Adox hat keinen signifikanten Einfluss auf den Zellzyklus. Stabil mit
PRMT1:GFP transfiziete HEK293 Zellen wurden 48 h lang mit 15 yM Adox behandelt bzw. unbehandelt
gelassen. Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes der Zellen wurden DurchfluBcytometrie-Messungen durchgefiihrt.
Pro Histogramm wurden 10000 Zellen vermessen (Ordinate: Zellzahl; Abszisse: DNA-Gehalt).

- Adox + Adox
T ¥ sem T ¥ sem
Protein [us] [us]

PRMT1 2726+6.5 2784 +14.7
PRMT2 1223+32 137013
PRMT3 167.8+6.2 159.3+7.0
PRMT4 261.0+3.0 267.3+8.6
PRMTS5 641.2+33.5 710.0+14.0
PRMT6 100.1+0.6 121.0+4.2
PRMT7 116825 108520
EGFP 70.3+0.9 n.d.

Tabelle 4.2 Vergleich der Diffusionszeiten +/- Adox-Behandlung.
Angegeben sind die durch Approximation erhaltenen charakteristischen Diffusionszeiten tq der Proteinkomplexe
in Losung. Alle Angaben sind Mittelwerte (MW) + Standardfehler des MW (sem).
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4.1.6 Die Mobilitat von PRMTs in vivo

Die Mobilitat von Proteinen in der lebenden Zelle wird durch zahlreiche Faktoren
erheblich beeinflusst, wie z.B. lokale Unterschiede der Viskositat oder Interaktionen mit
anderen Proteinen bzw. Makromolekilen. Um zu untersuchen, in welchem Ausmal}
transiente Wechselwirkungen oder stabile Komplexbildungen die Dynamik der einzelnen
PRMTs in vivo beeinflussen, wurden ,Fluorescence Recovery after Photobleaching®
(FRAP)-Experimente mit allen bekannten humanen PRMTs in stabil transfizierten
HEK293 Zellen durchgefuhrt. Innerhalb eines definierten Bereichs, der sich Uber
Cytoplasma und Zellkern einer Zelle erstreckte, wurde die GFP-Fluoreszenz durch
kurzzeitige, hochenergetische Laserpulse geblichen und anschlieBend der Rickstrom
fluoreszierender Proteine aus ungeblichenen Bereichen in den geblichenen Bereich Uber
die Zeit verfolgt. Bereits die rein visuelle Betrachtung der Fluoreszenzriuckstrome lie®
Unterschiede im Diffusionsverhalten der einzelnen PRMT-Fusionsproteine erkennen
(Abb. 4.9). Zur Quantifizierung des Ruckstroms wurden die Fluoreszenzhelligkeiten in
ausgewabhlten Bereichen der mikroskopischen Aufnahmen bestimmt. Dies ermdglicht die
Berechnung der Zeit bis zum Wiedererlangen der halben Fluoreszenzintensitat (t1/2) und
davon ausgehend des Diffusionskoeffizienten D der untersuchten Proteine Uber eine
nicht-lineare Regressionsanalyse (Details s. Kapitel 3.2.3.5).

Aufgrund der hoheren Viskositat im Nukleus wird die Diffusion von inerten Molekulen
etwa um den Faktor 2-3 im Verhaltnis zum Cytoplasma reduziert. Tatsachlich
diffundierte nukledr lokalisierte PRMT2 um den Faktor 3.5 langsamer als die
cytoplasmatische Fraktion des Proteins (vgl. Diffusionskoeffizienten in Tabelle 4.3, oben)
ahnlich wie das Kontrollprotein GFP allein. Dies deutet darauf hin, dass entweder die
Mobilitat von PRMT2 nicht signifikant durch transiente, ortsabhangige Wechselwirkungen
mit anderen Proteinen beeinflusst wird oder dass PRMT2 sowohl im Zellkern als auch im
Cytoplasma mit Proteinkomplexen ahnlicher Grol3e assoziiert ist.

Interessanterweise konnte bei PRMT3 kein Unterschied in der Mobilitat zwischen
cytoplasmatischer und nuklearer Fraktion beobachtet werden. Dies deutet darauf hin,
dass transiente Wechselwirkungen mit anderen Proteinen zu einer verlangsamten
Diffusion von PRMT3 im Cytoplasma flhren. Alle anderen sowohl im Zellkern als auch

im Cytoplasma lokalisierten Proteine wiesen eine niedrigere Mobilitat im Zellkern auf.
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Abb. 4.9  Qualitative FRAP-Daten von PRMT-Fusionsproteinen.

FRAP-Analyse von PRMT1 bis PRMT8:GFP in stabil transfizieten HEK293 Zellen. Die Spalte links (-1 s) zeigt
die GFP-Fluoreszenz unmittelbar vor dem Bleichen. Die Bilder der folgenden Spalte (0 s) wurden direkt nach dem
kurzen, irreversiblen Bleichen der Fluoreszenz in einer definierten Region (H6he in y-Richtung: 4,29 uym, Breite in
x-Richtung: gesamte Zelle) aufgenommen. Die folgenden Bilder zeigen den Fluoreszenzriickstrom aus
ungeblichenen Bereichen in den geblichenen Bereich uber die Zeit. (Bildgrofie = 36,6 x 36,6 pm).

Wie erwartet, diffundierten die mit groReren Proteinkomplexen assoziierten PRMT1, -4,
und -5 signifikant langsamer als die hochmobilen Familienmitglieder PRMT3 und
PRMT7. Zudem zeigten die FRAP-Experimente, dass die ausschlieRlich im Zellkern
lokalisierte  PRMT6 mit einem Molekulargewicht von 72 kDa deutlich langsamer
diffundiert als das I6sliche und mehr als doppelt so groRe Kontrollprotein f-
Galaktosidase-NLS, das als Tetramer mit einem Molekulargewicht von 600 kDa vorliegt.
Vermutlich interagiert PRMT6 mit einer Vielzahl anderer nuklearer Proteine, was zu einer
deutlichen Abnahme der Diffusionsgeschwindigkeit fuhrt. PRMT8 besitzt typische

Diffusionseigenschaften membranassoziierter Proteine (vgl. Nehls et al., 2000).

65



Ergebnisse

Zusatzlich wurde untersucht, ob sich die Mobilitat der PRMTs unter hypomethylierten
Bedingungen verandert. Dazu wurde die Methylierung von Proteinen durch Zugabe des
Methylierungsinhibitor Adox bei der Zellkultur inhibiert und die Zellen nach zwei Tagen
Inkubation untersucht. Um auszuschlielen, dass eine durch die Hypomethylierung
verursachte Viskositatsanderung oder andere unspezifische Effekte zu einer
Veranderung der Mobilitat samtlicher Proteine im Zellkern fuhren, wurden wiederum

Kontrollexperimente mit dem Protein p-Galaktosidase-NLS durchgefihrt.
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Abb. 4.10 Riickstromkurven der verschiedenen PRMTs in vivo.

Die Diagramme zeigen die graphische Auswertung der FRAP-Daten in Form von Fluoreszenzriickstromkurven.
Auf der Ordinate ist die in den geblichenen Bereich von Zellkernen zurlickkehrende Fluoreszenz als relative
Fluoreszenzintensitat angegeben. Auf der Abszisse ist die Zeit in Sekunden angegeben. Die negativen Zeitwerte
beziehen sich auf Zeitpunkte unmittelbar vor dem Bleichen. Die Mobilitdt wurde unter normalen
Zellkulturbedingungen (-Adox) und hypomethylierten Bedingungen (+Adox) jeweils fir die nukledre und
cytoplasmatische Fraktion des Proteins bestimmt. Man beachte, dass PRMT6 nur im Nukleus und PRMT5 nur im
Cytoplasma lokalisieren. Die Rickstromkurve fir membranassoziierte PRMT8 ist in einem separaten Diagramm
gezeigt. Jede Kurve reprasentiert den Mittelwert von 11-24 einzelnen Zellen.
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Die Behandlung der Zellen mit Adox hatte dabei ganz unterschiedliche Auswirkungen auf
die Diffusionsgeschwindigkeit der einzelnen PRMT-Familienmitglieder (Abb. 4.10, rechts;
Tabelle 4.3, unten). Wahrend die Mobilitat von PRMT1, PRMT5, PRMT7 und dem
Kontrollprotein p-Galaktosidase-NLS nahezu unverandert blieb, konnte bei PRMT2,
PRMT3 und der nuklearen Fraktion von PRMT4 eine deutliche Abnahme der

Diffusionsgeschwindigkeit beobachtet werden. Nur die Mobilitat der im Zellkern
lokalisierten PRMT6 war unter hypomethylierten Bedingungen etwas erhoht.

-Adox Cytoplasma Nukleus Cytoplasma Nukleus
t/2 * sem t/2 * sem D+ sem D *sem

Protein n [Sekunden] [Sekunden] [um?/s] [um?/s]
PRMT1 20 2.75+0.21 4.61+042 1.83+0.12 1.20+0.12
PRMT2 17 0.97 £ 0.08 3.51+0.33 528+044 1.56%0.16
PRMT3 15 0.90 £ 0.08 0.95+0.11 553+044 555+0.52
PRMT4 15 1.61+£0.13 2.63+0.29 3.12+0.21 1.98 £0.17
PRMT5 12 3.59+£0.36 - 1.44 +£0.15 -
PRMT6 16 - 3.94+£0.13 - 1.18+0.04
PRMT7 20 0.58 £ 0.07 1.04 £ 0.08 9.21+0.64 4.99+0.38
PRMT8* 16 2478 +2.09 - 0.21 £0.03 -
PRMT1mut 14 n.d. 5.65+0.43 nd. 0.88%0.07
hnRNP-C 20 - 11.57+£0.91 - 0441003
EGFP 8 0.23+0.07 0.56 £0.08 22.18+3.14 9.59+1.20
BGal-NLS 19 - 2.68 £0.14 - 1.80+0.09
+Adox Cytoplasma Nukleus Cytoplasma Nukleus
t/2 * sem t/2 * sem D+ sem D *sem

Protein n [Sekunden] [Sekunden] [um?/s] [um?/s]
PRMT1 24 2.61+0.16 4.01+0.29 1.93+0.13 1.26+£0.07
PRMT2 21 1.67 £0.10 5.35+0.35 298+0.19 0.92+0.05
PRMT3 13 1.28 £0.11 210+0.22 386+027 2.72+0.36
PRMT4 18 1.61+0.12 4.69+0.42 3.09 £ 0.21 1.14 £ 0.11
PRMT5 17 3.32+0.39 - 1.58 £ 0.12 -
PRMT6 24 - 3.10+0.17 - 1.59+0.09
PRMT7 11 0.65 £ 0.07 0.97 £ 0.11 782+064 582+0.74
PRMT8* - n.d. - n.d. -
PRMT1mut 24 n.d. 4.79+0.35 n.d. 1.09 + 0.08
hnRNP-C 20 - 9.32+£0.59 - 0.53%0.04
EGFP - n.d. n.d. n.d. n.d.
BGal-NLS 19 - 2.46 £0.11 - 1.94+0.09

Tabelle 4.3 Diffusionseigenschaften von GFP-Fusionsproteinen in vivo.
Alle Angaben sind Mittelwerte (MW) + Standardfehler des MW (sem). n.d. = nicht durchgefiihrt. (*) man beachte:
PRMT8 ist ein membranassoziiertes Protein.
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Unter normalen Zellkulturbedingungen, die eine vollstandige Methylierung der Proteine
erlauben, verhielten sich samtliche untersuchten PRMTs (auBer PRMT8:GFP) wie
vollstandig I6sliche Proteine. Sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma konnte keine
signifikante Immobilisierung festgestellt werden. Der Anteil der mobilen Fraktion MF(t)
war bei allen Uber 90% (s. Tabelle 4.4).

Interessanterweise fuhrte die Inhibierung der Methylierung durch Adox zu einer
deutlichen Abnahme der mobilen Fraktion MF(t) von kernlokalisierter PRMT1. Dieser
Effekt war dabei hauptsachlich bei PRMT1 (~74 % MF(t)) und etwas weniger ausgepragt
bei PRMT3 (~88 % MF(t)) zu beobachten (Abb. 4.10, rechts; Tabelle 4.4). Bei den
anderen PRMTs blieb der Anteil der mobilen Fraktion MF(t) nahezu unverandert.

Mobile Fraktion MF(t) [%]

-/ + Adox

Protein Cytoplasma Nukleus Membran
PRMT1 97 /97 97 /74 -
PRMT2 97 /98 97 /96 -
PRMT3 94 /100 95/88 -
PRMT4 100/99 99 /97 -
PRMT5 97/92 - -
PRMT6 - 100/ 98 -
PRMT7 98 /100 100/ 98 -
PRMTS8 - - 74 ] -
PRMT1mut n.d. 92/80 -
hnRNP-C - 78175 -
EGFP 99 /n.d. 97 / n.d. -
BGal-NLS - 96 / 100 -

Tabelle 4.4 Mobile Fraktionen der GFP-Fusionsproteine.
Alle Angaben sind Mittelwerte. n.d. = nicht durchgefiihrt.
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4.2 Untersuchungen zur Mobilitat von PRMT1 in vivo

Die in humanen Zellen vorherrschende Protein Arginin Methyltransferase 1 (PRMT1) ist
an zahlreichen biologischen Prozessen wie Differenzierung, Zellproliferation und
transkriptioneller Regulation beteiligt. Im vorherigen Kapitel konnte durch Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie und in vivo Mobilitatsstudien bestatigt werden, dass PRMT1
in groRe funktionelle Proteinkomplexe eingebaut ist. Unter hypomethylierten
Bedingungen wurde dabei eine teilweise Immobilisierung des Enzyms im Zellkern
beobachtet. In weiterfihrenden Studien sollte dieser Effekt nun genauer charakterisiert
werden. Um mehr Uber die physiologische Rolle von PRMT1 zu erfahren, wurden zudem
Mobilitats- und Lokalisationsstudien mit einer enzymatisch inaktiven Mutante von PRMT1
durchgefuhrt.

4.2.1 Lokalisation, Aktivitat und Oligomerisierung von PRMT1- und
PRMT6:GFP

Um sicherzustellen, dass sich die PRMT-Fusionsproteine identisch wie die endogenen
PRMTs verhalten, wurden die in den Kapiteln 4.1.2 und 4.1.3 durchgefihrten
biochemischen und mikroskopischen Charakterisierungen von PRMT1:GFP und
PRMT6:GFP erweitert (Abb. 4.11). Diese Kontrollexperimente zeigen, dass beide
Fusionsproteine in physiologischen Mengen exprimiert werden (Spur 1 und 2) und in
Komplexen mit den entsprechenden endogenen PRMTs co-immunprazipitiert werden
(Spur 6 und 7). Diese Oligomerisierung ist eine Voraussetzung fiir die enzymatische
Aktivitat der PRMTs (Zhang et al., 2003; Lim et al., 2005). Tatsachlich zeigten die
immungefallten Oligomere eine spezifische enzymatische Aktivitat (Spur 3-5). Daher
eignen sich die PRMT-Fusionsproteine ideal fur Mobilitats- und Lokalisationsstudien von
katalytisch aktiven Oligomeren in vivo.

Wahrend PRMT6, wie bereits beschrieben, ausschliellich im Zellkern zu beobachten
war (Frankel et al., 2002), konnte PRMT1 sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma
nachgewiesen werden. Obwohl die meisten Substratproteine von PRMT1 im Nukleus
lokalisiert sind, wurde durch Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten in Cytoplasma
und Zellkern (Abb. 4.11 B) und durch biochemische Fraktionierungsexperimente (Abb.
4.11 A; Spur 8 und 9) eine (~6-fach) starkere cytoplasmatische Lokalisierung von

PRMT1 im Vergleich zum Zellkern gezeigt.
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Werden stabil PRMT1:GFP transfizierte Zellen mit dem Methylierungsinhibitor Adox
behandelt, so kommt interessanterweise zu einer deutlichen Anreicherung (~Faktor 2.5)

des Fusionsproteins im Zellkern (Abb. 4.12).
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Abb. 4.11 Expression, Aktivitdt, Oligomerisierung und Lokalisation von PRMT1:GFP und
PRMT6:GFP. HEK293 Zellen wurden stabil mit PRMT1:GFP bzw. PRMT6:GFP transfiziert und anschlieRend
sortiert. (A) Spur 1 und 2: Expressionsmenge der GFP-Fusionsproteine im Vergleich zur endogenen
Proteinmenge. Proteine wurden im Westernblot mit spezifischen Antikorpern gegen PRMT1 bzw. PRMT6
detektiert. Spur 3-5: radioaktiver Methylierungsnachweis. PRMT1:GFP und PRMT6:GFP wurden aus
Ganzzellextrakten mit a GFP-AK immungefallt und zusammen mit *H-SAM und hypomethyliertem Ganzzellextrakt
in einem Methylierungsnachweis eingesetzt. Substratproteine mit eingebauten Radionukliden wurden durch SDS-
PAGE mit anschlieRender Fluorographie visualisiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne immungefallte PRMT.
Die Exposition des PRMT6-Experiments war 10-fach langer als die des PRMT1-Experiments. Spur 6 und 7:
PRMT-Fusionsproteine co-immunprazipitieren ihre endogenen Aquivalente. Immunfallungen wie in Spur 3-5
wurden im Westernblot mit Antikérpern gegen PRMT1 bzw. PRMTG6 analysiert. Spur 8 und 9: PRMT1 lokalisiert
bevorzugt im Cytoplasma. Westernblot mit oPRMT1 Antikdrper von Zellfraktionierung aus PRMT1:GFP
exprimierenden Zellen. Man beachte: Endogene PRMT1 und PRMT1:GFP fraktionieren identisch in Cytoplasma
und Nukleus. (B) Konfokale Schnitte durch typische PRMT1:GFP (oben) bzw. PRMT6:GFP (unten)
exprimierende Zellen mit entsprechendem quantitativem Fluoreszenzintensitatsprofil (Rechteck = Messbereich).

70



Ergebnisse

-Adox +Adox Anreicherung

Intensitatsratio N/C

Abb. 4.12 Nukleére Anreicherung von PRMT1 in hypomethylierten Zellen.

PRMT1:GFP exprimierende HEK293-Zellen wurden flir 2 Tage mit dem Methylierungsinhibitor Adox behandelt.
Gezeigt sind konfokale Bilder von typischen Adox-behandelten (+) bzw. unbehandelten Zellen (-) sowie eine
Quantifizierung der Anreicherung von PRMT1 im Nukleus. Zur Quantifizierung wurde in mehr als hundert Zellen
die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat an verschiedenen Stellen in Nukleus (N) und Cytoplasma (C) ermittelt
und als Intensitatsquotient (N/C) dargestellt. Balken, 10 uym, Fehlerbalken = Standardabweichungen.

4.2.2 Mobilitat von PRMT1:GFP in hypomethylierten Zellen

In Kapitel 4.1.6 wurde gezeigt, dass PRMT1 als vollstandig I6sliches Protein in der
gesamten Zelle diffundiert. Interessanterweise konnte nach Adox-Behandlung im
Zellkern hypomethylierter Zellen bereits unter dem Mikroskop eine unbewegliche (oder
sehr langsam diffundierende) Fraktion des Enzyms beobachtet werden (Abb. 4.13).
Diese Mobilitdtsanderung betrifft etwa 25% der nuklearen Fraktion des Proteins und ist
ausschlieRlich bei PRMT1 zu beobachten.

Abb. 4.13 Hypomethylierung beeinflusst die Mobilitdt von PRMT1 in lebenden Zellen.
Bestimmung der in vivo Mobilitdt von PRMT1 mittels FRAP. Die Zellen waren entweder unbehandelt (obere
Reihe) oder fir 2 Tage mit Adox behandelt worden (untere Reihe). Die Spalte links (-1 s) zeigt die GFP-
Fluoreszenz unmittelbar vor dem Bleichen. Die Bilder der folgenden Spalte (0 s) wurden direkt nach dem kurzen,
irreversiblen Bleichen der Fluoreszenz in einer definierten Region (Hohe in y-Richtung: 4,29 um, Breite in x-
Richtung: gesamte Zelle) aufgenommen. Die folgenden Bilder zeigen den Fluoreszenzriickstrom Uber die Zeit.
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Zur besseren Ubersicht wurden die bereits in Abb. 4.10 gezeigten FRAP-Kurven von
PRMT1 und PRMT6 in neuen Diagrammen dargestellt (Abb. 4.14). Weder die Mobilitat
von PRMT6 noch die des ldslichen Kontrollproteins B-Galaktosidase-NLS waren durch
die Behandlung mit Adox verandert (Abb. 4.14 C, D; vgl. Tabelle 4.3).

Die Hauptsubstrate von PRMT1 sind uberwiegend DNA/RNA-bindende Proteine wie
hnRNPs oder die Histone H3/H4. Um zu untersuchen, ob die Immobilisierung nuklearer
PRMT1 eventuell durch Bindung an hypomethylierte Substratproteine vermittelt wird,
wurden zusatzlich FRAP-Analysen mit hnRNP-C, einem Bestandteil der pra-mRNA
prozessierenden hnRNP-Partikel, durchgefuhrt. Erwartungsgemalf} diffundierte hnRNP-C
als Teil groBer hnRNP-Komplexe sehr langsam. Eine Veranderung der
Diffusionseigenschaften des Proteins in hypomethylierten Zellen konnte nicht beobachtet
werden (Abb. 4.14 D). Allerdings zeigte die Fluoreszenzrickstromkurve von hnRNP-C

einen ahnlich Verlauf wie die von nuklearer PRMT1 in hypomethylierten Zellen.
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Abb. 4.14 Quantitative Mobilititsmessungen von PRMT1, PRMT6, hnRNP-C und fgal-NLS.
Hypomethylierung fihrt zu einer partiellen Immobilisierung von PRMT1 im Zellkern. FRAP-Experimente, wie in
Abb. 4.10 gezeigt, wurden an PRMT1:GFP und PRMT6:GFP exprimierenden HEK293 Zellen durchgefiihrt. Die
Zellen waren entweder unbehandelt (griin) oder fiir zwei Tage mit Adox behandelt (rot). Die Mobilitdt von PRMT1
wurde separat fur die nukledre (A) und die cytoplasmatische (B) Fraktion bestimmt. (C) PRMT6 wurde
ausschlieRlich im Nukleus gemessen. (D) Inhibition der Methylierung beeinflusst nicht die Mobilitdt von hnRNP-
Komplexen und pgal-NLS. Quantitative FRAP-Experimente wurden an stabil mit hnRNP-C:GFP und pgal-
NLS:GFP transfizierten HEK293 Zellen durchgefihrt. (rot, gelb mit Adox; griin, blau, unbehandelt). Fir jede
Messung wurden mindestens 25 einzelne Zellen untersucht. Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.
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Wenn die Anreicherung und Immobilisierung von PRMT1 im Zellkern durch eine
verstarkte Bindung des Enzyms an hypomethylierte Substrate hervorgerufen wird, dann
sollten diese Effekte durch eine Re-Methylierung der Proteine wieder ruckgangig
gemacht werden kdnnen. In einem Zeitreihenexperiment wurde zunachst untersucht wie
lange die Zelle fur eine vollstandige Re-Methylierung der Substratproteine von PRMT1
bendtigt. Die Zellen wurden fur zwei Tage mit Adox behandelt und anschlief3end in Adox-
freiem Medium weiterkultiviert. Nach weniger als sechs Stunden Regenerationszeit
konnte in den Zellen kein unmethyliertes SAF-A mehr nachgewiesen werden (Abb. 4.15
B). SAF-A ist ein typisches Substrat von PRMT1 und vermittelt die
methylierungsabhangige Bindung von PRMT1 an hnRNP-Komplexe (s. Kapitel 4.3.2 und
4.3.3).
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Abb. 4.15 Immobilisierung von nukledrer PRMT1 ist vollstandig reversibel.

(A) Die Mobilitat von PRMT1:GFP wurde in stabil transfizierten HEK293 Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
gemessen: unbehandelt (griine Kurve), zwei Tage mit Adox behandelt (rote Kurve) und sieben Stunden nach
Entfernen von Adox (blaue Kurve). (B) Re-methylierung von Substratproteinen nach Entfernung von Adox aus
dem Kulturmedium. Hypomethylierte Zellen wurden griindlich mit PBS gewaschen und fiir weitere 2, 4, 6 und 8
Stunden in Adox-freiem Medium kultiviert. Die Ganzzellextrakte wurden im Westernblot mit verschiedenen
Antikorper gegen das endogene Substratprotein SAF-A (s. Kapitel 4.3.3) untersucht. Oben, Westernblot mit
einem Antikorper gegen gesamtes SAF-A; unten, Blot mit einem Peptidantikorper, der nur unmethyliertes SAF-A
erkennt (s Kapitel 4.3.5). Nach 6 Stunden kann kein unmethyliertes SAF-A mehr nachgewiesen werden. Die
Gesamtmenge an SAF-A bleibt jedoch unverandert.
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Um zu untersuchen, ob die Immobilisierung von PRMT1 reversibel ist, wurden erneut
quantitative Mobilitatsstudien an stabil mit PRMT1:GFP transfizierten HEK293 Zellen
durchgefuhrt. Interessanterweise waren sowohl die Immobilisierung von PRMT1 als auch
die nukleare Anreicherung des Enzyms (nicht gezeigt) nur bei fortgesetzter Inhibierung
der Methylierung zu beobachten. Abbildung 4.15 B zeigt vergleichend FRAP-Kurven von
PRMT1 in unbehandelten Zellen (griine Kurve), in Adox-behandelten Zellen (rote Kurve)
und in regenerierten Zellen (blaue Kurve, 7 h nach Auswaschen von Adox). Entfernt man
den Methylierungsinhibitor Adox, erlangt PRMT1 seine typischen
Diffusionseigenschaften nach etwa sieben Stunden zurick; zeitgleich mit einer
vollstandigen Re-Methylierung von PRMT1-Substraten.

Die oben beschriebenen Mobilitatsstudien deuten darauf hin, dass eine Fraktion von
PRMT1 durch Bindung an hypomethylierte Substratproteine im Zellkern immobilisiert
wird. Um herauszufinden welche Proteine abhangig von ihrem Methylierungsstatus mit
PRMT1 interagieren, wurden Co-Immunfallungsexperimente durchgefuhrt. Dazu wurden
Extrakte aus +/- Adox-behandelten, stabil mit PRMT1:GFP transfizierten HEK293 Zellen
mit aPRMT1- bzw. aGFP-Antikorper immungefallt und die co-prazipitierten Proteine
durch SDS-PAGE mit anschlielender Silberfarbung bzw. Immundetektion im
Westernblot visualisiert (Abb. 4.16). In den Prazipitaten aus hypomethyliertem Zellextrakt
waren besonders Histone des Nukleosomenkerns stark angereichert. Zudem konnte bei
einigen weiteren Proteinen eine methylierungs-abhangige Interaktion beobachtet
werden. So waren z.B. drei Proteine mit einem Molekulargewicht von 50, 97 und 120
kDa in den +Adox-Prazipitaten angereichert; ein weiteres 70 kDa Protein hingegen

deutlich reduziert.
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Abb. 4.16 Identifizierung PRMT1-assoziierter Proteine.

Immunfallungen (IP) mit oPRMT1- bzw. oGFP-Antikbrpern aus Ganzzellextrakten von PRMT1:GFP
exprimierenden Zellen (ohne Adox bzw. zwei Tage mit Adox behandelt). Nach extensivem Waschen wurden die
gebundenen Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung (oben) bzw. Westernblot mit
Antikérper gegen Histon H3 (unten) sichtbar gemacht. Proteine, die abhangig vom Methylierungsstatus mit
PRMT1 co-prazipitieren, sind mit Punkten neben den Proteinspuren hervorgehoben. Schwere und leichte Ketten,
der fir die IP eingesetzten Antikdrper, sind markiert (*).

4.2.3 Expression, Lokalisation und Mobilitat von PRMT1mut:GFP

Um zu Uberprifen, ob es sich bei der nukledaren Immobilisierung und Akkumulation von
PRMT1 in hypomethylierten Zellen um eine aktivitatsabhangige Wechselwirkung mit
Substratproteinen handelt, wurde eine enzymatisch inaktive Mutante von PRMT1
hergestellt. Dazu wurden im Expressionsvektor fur PRMT1:GFP die drei Codons fir die
Aminosaurereste Valin 68, Leucin 69 und Aspartat 70 mittels einer ,site directed”
Mutagenese-PCR zu Alanin-Codons umgewandelt (VLD—>AAA). Die Sequenz VLD liegt
in einem hoch konservierten Bereich der PRMT-Familie an der Bindestelle des Co-
Faktors S-Adenosylmethionin und ist essentiell fur die Methyltransferaseaktivitat von
PRMTs (Zhang & Cheng, 2003). Mehrere Studien an verschiedenen PRMTs haben
bereits gezeigt, dass die Mutation der VLD Sequenz zu einer vollstandigen Inaktivierung
von Arginin-Methyltransferasen fuhrt (Chen et al., 1999; Wada et al., 2002; Boulanger et
al., 2004).
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Abb. 4.17 Oligomerisierung und Aktivitdt von PRMT1mut:GFP.

PRMT1mut.GFP assoziiert mit endogener PRMT1 in enzymatisch aktiven Oligomeren. Extrakt aus
PRMT1mut:GFP (mut) bzw. PRMT1:GFP (wt) exprimierenden Zellen wurde mit anti-GFP Antikérper immungefallt
(Kontrolle mit anti-Myc Antikérper) und in zwei Aliquote aufgeteilt. Links: Immungefallte Proteine wurden Ulber
SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit aPRMT1 Antikorper inkubiert. Man beachte: Sowohl wt
PRMT1:GFP als auch PRMT1mut:GFP co-prazipitieren endogene PRMT1. Rechts: Je ein Aliquot wurde in einem
in vitro Methylierungsnachweis mit *H-SAM und hypomethyliertem Ganzzellextrakt auf Aktivitdt getestet.
Methylierte Proteine wurden mittels Fluorographie detektiert.

PRMT1:GFP und PRMT1mut:GFP wurden stabil in HEK293 Zellen transfiziert und nach
3 Wochen Selektionsdruck mit dem Antibiotikum G418 wurde die Gesamtpopulation
fluoreszierender Zellen aussortiert und weiterkultiviert (s. Kapitel 3.2.2.7). Zunachst sollte
uberpruft werden, ob durch die eingefugte Mutation die Methyltransferaseaktivitat von
PRMT1mut.GFP zerstort ist. Dazu wurde die Mutante mit Antikorper gegen GFP
immungefallt und in einem in vitro Methylierungsnachweis auf Aktivitat getestet. Dabei
zeigte sich, dass die Mutante mit co-gefallter, endogener PRMT1 in enzymatisch aktiven,
oligomeren Komplexen assoziiert ist (Abb. 4.17).

Bei der mikroskopischen Betrachtung stabil transfizierter Zellen zeigte die Mehrzahl der
PRMT1mut.GFP exprimierenden Zellen eine deutlich schwachere Fluoreszenz als
wildtyp (wt) PRMT1:GFP exprimierende Zellen (Daten nicht gezeigt). Bei transienter
Expression wurden beide Konstrukte gleich stark exprimiert. Dies bedeutet, dass eine
starke Expression der Mutante zu einem Selektionsnachteil der Zellen flhrt, wahrend die
wt-Variante diesen Nachteil nicht mit sich bringt. Um auszuschlieRen, dass die Starke
der Expression einen Einfluss auf die Lokalisation der GFP-Konstrukte hat, wurden beide
Fusionsproteine nach gleicher Fluoreszenzintensitat sortiert und anschlieRend

fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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Abb. 4.18 Nukleédre Anreicherung von PRMT1mut:GFP.

Oben: Konfokale Bilder typischer PRMT1:GFP (wt) bzw. PRMT1mut:GFP (mut) exprimierender HEK293 Zellen,
sowie eine Quantifizierung der Anreicherung dieser Fusionsproteine im Kern. Quantifizierung wie in Abb. 4.12
beschrieben. Man beachte die deutliche Anreicherung von PRMT1mut:GFP im Zellkern. Unten: Nukleéare
Anreicherung von PRMT1mut:GFP in hypomethylierten Zellen. Balken, 10 pm. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Trotz der Oligomerisierung von PRMT1mut mit aktiver, endogener PRMT1 konnte im
Vergleich zu wt PRMT1:GFP eine deutlich veranderte subzellulare Lokalisation von
PRMT1mut.GFP beobachtet werden (Abb. 4.18, oben). Dabei war die Mutante etwa um
den Faktor 7 starker im Zellkern angereichert als das wt GFP-Konstrukt. Beim Vergleich
von Adox-behandelten und unbehandelten Zellen konnte keine signifikante Veranderung
des Fluoreszenz-Intensitatsverhaltnisses zwischen Zellkern und Cytoplasma beobachtet
werden (Abb. 4.18, unten). Allerdings fuhrte die Adox-Behandlung zu einer

homogeneren Verteilung der Mutante im Zellkern.
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FRAP-Mobilitatsstudien zeigten, dass die Mutation auch einen Einfluss auf die Mobilitat
von PRMT1 hat (Abb. 4.19; vgl. Tabelle 4.3). So diffundiert PRMT1mut (D=0.88 pm?/s)
im Zellkern langsamer als wt PRMT1 (D=1.20 pm?/s). Zudem konnte bereits im Zellkern
unbehandelter Zellen eine kleine unbewegliche Fraktion (~8 %) von PRMT1mut
beobachtet werden. Die Behandlung der Zellen mit Adox fuhrte wie auch bei wt PRMT1
zu einer verstarkten Immobilisierung des inaktiven Enzyms (~20 %) im Zellkern. In Adox-
behandelten Zellen zeigten PRMT1mut (D=1.09 pm?%s) und wt PRMT1 (D=1.26 pm?/s)

fast identische Diffusionseigenschaften.
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Abb. 4.19 Mobilitdt von PRMT1mut:GFP im Nukleus.

Bestimmung der in vivo Mobilitat von PRMT1mut:GFP mittels FRAP. Die Zellen waren entweder unbehandelt
(griin) oder fiir 2 Tage mit dem Methylierungsinhibitor Adox behandelt worden (rot). FRAP-Experimente wurden
wie in Abb. 4.10 beschrieben durchgefiihrt. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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4.3 Methylierung von Scaffold Attachment Factor A

Typ-I-Methyltransferasen methylieren bevorzugt Arginine, die in der Aminosauresequenz
RGG, RXR oder GRG vorliegen (Gary & Clarke, 1998; Klein et al. 2000; Smith et al.
1999). Diese als Glycin-Arginin-reichen  (GAR)-Sequenzen  bezeichneten
Aminosaureabfolgen kommen gehauft in RNA-Bindedomanen von hnRNP-Proteinen wie
hnRNP-A1, hnRNP-K oder hnRNP-U/Scaffold Attachment Factor A (SAF-A) vor, wo sie
als RGG-Boxen bezeichnet werden (Kiledijan & Dreyfuss, 1992; Kim et al., 1997; Liu &
Dreyfuss; 1995). Vorausgegangene Experimente haben gezeigt, dass Arginine in der
RGG-Box von SAF-A und andere hnRNP-Proteinen tatsachlich methyliert sind (Liu &
Dreyfuss, 1995).

SAF-A ist ein multifunktionelles Kernprotein, das als Bestandteil der hnRNP-Komplexe
an der Verpackung und Prozessierung von pra-mRNA beteiligt ist (Dreyfuss et al., 1993)
und aufgrund seiner DNA-Bindungseigenschaften wichtige strukturelle, Chromatin-
organisierende Funktionen in der Zellkernarchitektur hat (Romig et al., 1992;
Fackelmayer et al., 1994; Kipp et al., 2000). In zahlreichen Studien des Labors konnten
zudem wichtige Erkenntnisse Uber Domanenstruktur, Lokalisation und Protein-
Wechselwirkungen von SAF-A gewonnen werden.

SAF-A eignet sich daher sehr gut als Modellprotein fur die Aufklarung der funktionellen
Bedeutung der Arginin-Methylierung in humanen Zellen. In den folgenden Experimenten
sollte unter anderem untersucht werden, welche Methyltransferase fur die Methylierung
von SAF-A verantwortlich ist, welche Aminosauren modifiziert werden und welche

Bedeutung diese Modifikation fur die Proteinfunktion in vivo hat.

4.3.1 PRMT1 co-sedimentiert mit hnRNP-Komplexen
In Kapitel 4.2.2 wurde gezeigt, dass nukledre PRMT1 durch Bindung an hypomethylierte

Substratproteine teilweise immobilisiert wird. Dabei war vor allem eine methylierungs-
spezifische Bindung an Histone des Nukleosomenkerns beobachtet worden. Um zu
untersuchen, ob PRMT1 auch mit seinen Hauptsubstraten, den hnRNP-Proteinen, in
hnRNP-Komplexen assoziiert ist, wurden native 40S hnRNP-Partikel Uber
Glyceringradientenzentrifugation isoliert und im Westernblot auf Anwesenheit von
PRMT1, SAF-A und hnRNP-C getestet (Abb. 4.20). Die Laufzeit und Geschwindigkeit
der Zentrifuge wurden dabei so gewahlt, dass die 40S Partikel etwa in der Mitte des
Gradienten sedimentierten.

Nur ein sehr geringer Anteil von PRMT1 co-sedimentierte in der Fraktion der 40S

hnRNP-Partikel (Abb. 4.20 B, -Adox). Der Hauptanteil des Enzyms sedimentierte in
79



Ergebnisse

Multimerkomplexen mit einem Molekulargewicht von ~250-400 kDa in den drei obersten
Fraktionen des Gradienten (vgl. Kapitel 4.1.4). Dieses Ergebnis anderte sich jedoch
drastisch, wenn das Experiment mit Extrakten aus Adox-behandelten Zellen
durchgefuhrt wurde. In diesen Zellen co-sedimentierten grole Mengen PRMT1 mit den
40S hnRNP-Partikeln oder ihren Multimeren in den unteren Fraktionen des Gradienten.
Zudem war die Menge loslicher PRMT1 signifikant reduziert (Abb. 4.20 A, vgl. oberste
Fraktion +/- Adox).

A

116 &
97 =
66 -
43 -
30 -
Adox e PRMTH
Adox ——— SAF-A
Adox '_:'__‘;;: hnRNP-C
40S
B
SAF-A
kurze
Exposition
PRMT1
lang [~ #%| PRMT1
-+
Adox

Abb. 4.20 PRMT1 co-sedimentiert mit 40S hnRNP-Partikeln.

(A) Proteine aus Ganzzellextrakten wurden auf einen 10-30%-igen Glyceringradienten geladen. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte durch Zentrifugation (25000 rpm, 20h, 4°C) und anschlieRender SDS-Gelelektrophorese der
von oben abgenommenen Fraktionen. Die Proteine wurden mit Coomassie Brillant Blau angefarbt (oben).
PRMT1, SAF-A und hnRNP-C1/C2 wurden mit spezifischen Antikérpern im Westernblot detektiert (unten). Es
wurden gleichzeitig Extrakte von unbehandelten (-Adox) und hypomethylierten (+Adox) Zellen untersucht. (B) 40S
hnRNP Partikel wurden durch Glyceringradientenzentrifugation aufgereinigt und im Westernblot auf Anwesenheit
von SAF-A und PRMT1 getestet. Es zeigte sich eine bevorzugte Assoziierung von PRMT1 mit hypomethylierten
hnRNP Komplexen.
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4.3.2 Direkte Bindung von PRMT1 an hnRNP-Partikel

Um zu zeigen, dass PRMT1 tatsachlich stabil an hnRNP-Partikel bindet, wurden die
typischen hnRNP-Proteine SAF-A und hnRNP-C immungefallt und die Prazipitate im
Westernblot auf co-gefallte PRMT1 getestet. Gleichzeitig wurde untersucht, ob auch
PRMT3, PRMT5 oder PRMT6 eine stabile Wechselwirkung mit hnRNP-Proteinen
eingehen.

Von den untersuchten PRMTs konnte einzig PRMT1 sowohl mit einem SAF-A:myc
Konstrukt (Abb. 4.21 A) als auch mit endogenem SAF-A (Abb. 4.21 B) co-prazipitiert
werden. Da SAF-A eine Komponente der hnRNP-Partikel ist und PRMT1 auch mit
Antikorper gegen hnRNP-C1/C2 co-prazipitiert werden konnte (Abb. 4.21 C), lasst sich
eine indirekte, Uber andere hnRNP-Proteine vermittelte, SAF-A/PRMT 1-Interaktion nicht

ausschliefRen.
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Abb. 4.21 PRMT1 ist mit SAF-A in hnRNP Komplexen assoziiert.

(A) PRMT1, nicht jedoch PRMT3, PRMT5 oder PRMT6 wurden mit SAF-A:Myc co-prazipitiert. HEK293 Zellen
wurden mit einem SAF-A:Myc Expressionsvektor bzw. einem leeren pCMV-Tag1 Vektor (Kontrolle, C) transfiziert
und der Zellextrakt mit 3 pg aMyc Antikdrper immunprazipitiert. Die immungeféllten Proteine wurden tUber SDS-
PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und mit einem Mix aus aMyc Antikérper und dem jeweils
angegebenen aPRMT Antikorper inkubiert (Bild links). Die Kontrollspur wurde ebenfalls mit PRMT1 Antikérper
inkubiert. Der Pfeil zeigt die Position von SAF-A:Myc an. Der Stern (*) markiert die schweren Ketten der IgG. Die
Anwesenheit der PRMTs in den Zelllysaten wurde durch Westernblot mit den gleichen Antikdrpern bestatigt (Bild
rechts). Man beachte: aPRMT6-AK erkennt unspezifische Proteine (120 kDa und 30 kDa). (B) PRMT1 interagiert
mit endogenem SAF-A. Ganzzellextrakt (Lysat) wurde mit Antikérper gegen endogenes SAF-A bzw. Protein G
Sepharose (ohne AK als Kontrolle) immungefallt und im Westernblot auf Anwesenheit von SAF-A und PRMT1
untersucht. (C) PRMT1 und SAF-A werden mit hnRNP-C1/2 co-prazipitiert. Ganzzellextrakt (Lysat) wurde mit
Antikdrper gegen hnRNP-C1/2 immungefallt (IP) und prazipitierte Proteine im Westernblot mit Antikdrper gegen
hnRNP-C1/C2, SAF-A und PRMT1 nachgewiesen.
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Um diese Moglichkeit zu untersuchen, wurde eine ,Far Western“-Analyse durchgefihrt.
Das Prinzip dieser Methode basiert auf einer modifizierten klassischen Westernblot-
Analyse: Endogenes SAF-A wurde zusammen mit den assoziierten hnRNP-Proteinen
immungefallt. Die prazipitierten Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran transferiert. Anschliefend wurden die Proteine auf der Membran
renaturiert und mit rekombinanter PRMT1-GST bzw. GST als Kontrolle inkubiert. Die
Immundetektion mit anti-GST bzw. anti-PRMT1 Antikorpern ergab deutliche Signale an
der Position von SAF-A und zeigt damit, dass PRMT1 direkt mit SAF-A interagiert (Abb.
4.22 A). Im Kontrollansatz mit der 10-fachen Menge an GST und einer ,mock"-

Immunprazipitation ohne Antikdrper (Abb. 4.22 B) war kein Signal zu beobachten.
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aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und in

OLGST PBS renaturiert. Die in zwei Streifen geschnittene
*| 8 Membran wurde mit rekombinater PRMT1-GST bzw. der

zehnfachen Menge GST-Protein inkubiert. Gebundene
Proteine wurden mit Meerrettichperoxidase-gekoppeltem
aGST Antikérper und anschlieBender Chemilumineszenz

. - detektiert (unten). Westernblot mit aSAF-A Antikdrper zeigt
die Anwesenheit von SAF-A in beiden Spuren (oben). (*),

\\Q) schwere und leichte Ketten der IgG. Aus unbekannten
\0 Griinden bindet GST an die leichten Ketten der 1gG. (B)

B (’\\ Gleiches Experiment wie bei (A), jedoch wurde die
\Q \EO Immunfallung mit einer mock-Prazipitation ohne Antikdrper

kontrolliert (nur Protein G Sepharose) und gebundenes

- P PRMT1-GST wurde mit einem oPRMT1 spezifischen
SAF A-b O'PRMT1 Antikodrper detektiert. /P, Immunprazipitat.
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In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob PRMT1 bevorzugt an
hypomethyliertes SAF-A bindet. Dazu wurde SAF-A aus Extrakten von +/-Adox
behandelten Zellen immungefallt und auf co-gefallte PRMT1 untersucht. Dabei konnte
eine methylierungs-spezifische Interaktion der beiden Proteine beobachtet werden (Abb.
4.23). Diese Ergebnisse zeigen, dass PRMT1 bevorzugt an hypomethylierte hnRNP-
Komplexe bindet und dass diese Bindung durch eine direkte Protein-Protein Interaktion
mit SAF-A vermittelt wird.

Adox
-+
Abb. 4.23 Hypomethyliertes SAF-A bindet verstédrkt an PRMT1. e w—l SAF-A
Endogenes SAF-A wurde aus unbehandeltem (-Adox) bzw. hypomethyliertem
(+Adox) Extrakt von HEK293 Zellen immungefallt und im Westernblot auf
Anwesenheit von SAF-A und co-prazipitierter PRMT1 getestet. PR MT1

4.3.3 PRMT1 vermittelte Arginin-Methylierung von SAF-A
Liu und Dreyfuss (1995) haben gezeigt, dass Argininreste in der RGG-Box von SAF-A

teilweise methyliert vorliegen, doch die dafur verantwortliche Methyltransferase konnte
bislang nicht identifiziert werden. Die direkte Protein-Protein Wechselwirkung von
PRMT1 und SAF-A lasst vermuten, dass die Arginin-Methylierung von SAF-A zumindest
teilweise von PRMT1 vermittelt wird. In den folgenden Untersuchungen sollte dies
experimentell bestatigt werden. Zunachst wurde untersucht, ob immungefalltes SAF-A in
einem in vitro Methylierungsexperiment von rekombinanter PRMT1-GST methyliert wird.
Die Fluorographie in Abbildung 4.24 A zeigt, dass sowohl SAF-A als auch weitere co-
prazipitierte hnRNPs mit radioaktiv markierten Methylgruppen modifiziert wurden. In
einem weiteren Experiment wurde Uberpruft, ob auch die mit SAF-A in Co-
Immunfallungen assoziierte, endogene PRMT1 enzymatisch aktiv ist. Abbildung 4.24 B
zeigt, dass mit SAF-A co-prazipitierte endogene PRMT1 sowohl in frans als auch in cis
katalytische Aktivitat besitzt. PRMT1 methylierte nach Zugabe von *H-SAM sowohl im
Komplex mit SAF-A/PRMT1 assoziierte hnRNP-Proteine (,cis”, Abb. 4.24 B, rechts) als
auch Proteine aus hypomethyliertem Zellextrakt (,trans“ Abb. 4.24 B, links). Die
Methylierungsreaktion in frans wurde nach Zugabe von hitzeinaktiviertem Extrakt aus
Adox-behandelten Zellen und S-Adenosyl-L-[methyl-*H]Methionin (*H-SAM) beobachtet.
Dies demonstriert, dass losliche PRMT1 im nativen hnRNP-Komplex Zugang zu den
hnRNP-Proteinen hat.
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Abb. 4.24 SAF-A wird durch rekombinante und endogene PRMT1 methyliert.

(A) Links: Hypomethylierter Ganzzellextrakt aus mit SAF-A:Myc transfizierten HEK293 Zellen wurde mit aMyc
Antikdrper immungefallt. Die prazipitierten Proteine dienten als Substrat fiir einen in vitro Methylierungsnachweis
mit *H-SAM und gereinigter, rekombinanter PRMT1-GST. Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran geblottet. Die 3H-methylierten Proteine wurden durch Fluorographie sichtbar
gemacht. Zusatzlich erfolgte eine Detektion von SAF-A durch Westernblot. (*), schwere Ketten der IgG. Rechts: 1
ug aufgereinigte PRMT1-GST angefarbt mit Coomassie Blau. (B) Endogene, mit SAF-A co-prazipitierte PRMT1
ist katalytisch aktiv. Extrakt aus SAF-A:Myc exprimierenden Zellen wurde mit aMyc Antikérpern immungefallt und
auf co-prazipitierte PRMT1-Aktivitdt getestet. Als Substrat diente entweder hypomethylierter Ganzzellextrakt
(linke Spur, ,,trans? oder hypomethylierte Proteine aus co-prazipitierten Komplexen (rechte Spur, ,cis). In diesen
Assays wurde nur "H-SAM, jedoch keine rekombinante GST-PRMT1 hinzugegeben.

PRMT1 ist eine Typ-I-Methyltransferase und Ubertragt zwei Methylreste auf den gleichen
Stickstoff der Guanidinogruppe, wobei ein ,asymmetrisches“ Dimethylarginin entsteht
(vgl. Einleitung Abb. 1.1). Wie bei einer Methylierung durch PRMT1 zu erwarten ist,
wurde immungefalltes SAF-A im Westernblot von einem Antikdrper gegen
.,asymmetrisches”, nicht aber gegen ,symmetrisches Dimethylarginin erkannt (Abb.
4.25). SAF-A aus Adox-behandelten Zellen war erwartungsgemall vollstandig

unmethyliert.
Adox

-+
p—p— T4
Y
[  ]asym24
[ ]sym10

SAF-A
IP

Abb. 4.25 SAF-A ist ein typisches Substrat fiir Typ-I-Methyltransferasen.

Immungefalltes SAF-A wird im Westernblot von einem Dimethylarginin-spezifischen Antikdrper erkannt. Extrakte
aus unbehandelten (-Adox) und hypomethylierten Zellen (+Adox) wurden mit Antikdrper gegen endogenes SAF-A
immungefallt. Prazipitierte Proteine wurden im Westernblot mit Antikérper gegen SAF-A (K371), hypomethyliertes
SAF-A (A232), asymmetrisches Dimethylarginin (asym24) und symmetrisches Dimethylarginin (sym10)
immungefarbt.
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4.3.4 In situ Zellfraktionierung von SAF-A:GFP transfizierten Zellen

Mit biochemischen Methoden konnen l6sliche Proteine und das Chromatin aus dem
Zellkern extrahiert werden wobei eine Kernmatrix bzw. ein Kerngerist (je nach
Extraktionsmethode) als wunldsliche Struktur zurdckbleibt. Als Grundlage der
Kernmatrixstruktur wird ein Netzwerk aus Proteinen und RNA angenommen, welches
den gesamten Zellkern durchzieht. Allerdings ist es bislang nicht gelungen, die
strukturbildenden Proteinkomponenten zu identifizieren und charakterisieren. Hinweise,
hauptsachlich von in vitro Experimenten, deuten auf eine Beteiligung der Kernmatrix bei
der  Replikation, RNA-Synthese  und Prozessierung, = Verankerung  von
Chromatinschleifen, Regulation der Genexpression und anderen Funktionen hin
(Berezney, 1991). Als Hauptbestandteil der Kernmatrix konnten hnRNP-Proteine
identifiziert werden. Das hier naher untersuchte SAF-A gehoért dabei zu den zehn
haufigsten Kernmatrixproteinen. Im folgenden Experiment sollte nun untersucht werden,
ob eine gewisse Menge von PRMT1 Uber die Interaktion mit SAF-A mit der Kernmatrix

assoziiert ist.

SAF-A:EGFP  aPRMT1 DAPI merge

o .-.
o . -.

Abb. 4.26 Kernfraktionierung von SAF-A:EGFP transfizierten Zellen.

Mit SAF-A:EGFP stabil transfizierte HEK293 Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert und, wie in Kapitel 3.2.5.6
beschrieben, fraktioniert. Ein Teil der Zellen wurde vor bzw. nach der Fraktionierung mit Antikérper gegen PRMT 1
immungefarbt und anschlielend mikroskopisch analysiert. Erste Spalte: Fluoreszenzaufnahme von SAF-A:EGFP;
zweite Spalte: Immunfluoreszenz von PRMTA1; dritte Spalte: Chromatin-Anfarbung mit DAPI (Hoechst 33258);
vierte Spalte: Uberlagerung der Bilder. Balken, 10 pm.

Dazu wurden stabil mit SAF-A:GFP transfizierte HEK293 Zellen auf Deckgléschen
kultiviert und einer klassischen in situ Zellfraktionierung (s. Kapitel 3.2.5.6) zur
Praparation des Kerngerusts unterzogen. Anschlielend wurden die Zellen mit Antikérper
gegen endogene PRMT1 immungefarbt. Abbildung 4.26 zeigt Immunfluoreszenz-

aufnahmen von den GFP-Fusionsproteinen und endogener PRMT1 vor und nach einer
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Zellfraktionierung. Die Anfarbung mit Hoechst 33258 (DAPI) diente der Kontrolle, ob der
DNase-Verdau im dritten Fraktionierungsschritt funktioniert hat. Von SAF-A:GFP blieb
erwartungsgemald ein grof3er Teil im Zellkern gebunden. Nach der Extraktion verbleibt
ein korniges Fleckenmuster im Kern, das vermutlich durch das Auswaschen einer nicht
strukturgebundenen Fraktion von SAF-A hervorgerufen wird. Interessanterweise war
auch ein Teil von PRMT1 im Zellkern an die KerngerUststruktur gebunden. Die
Lokalisationsmuster von PRMT1 und SAF-A waren zwar ahnlich, eine eindeutige Co-

Lokalisation der beiden Proteine konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.

4.3.5 Herstellung eines Methyl-sensitiven anti-SAF-A Antikorpers
PRMT1 methyliert bevorzugt Arginine, die in der Aminosauresequenz RG oder RGG

vorliegen. Im gesamten SAF-A-Protein sind 19 solcher Sequenzabfolgen zu finden,
wobei 15 davon im carboxyterminalen Bereich lokalisiert sind (vgl. Anhang). Eine
besondere Anhaufung befindet sich in der kurzen Region zwischen den Aminosauren
779 bis 794, wo vier RG-Sequenzabfolgen innerhalb von nur 16 Aminosauren liegen
(Abb. 4.27 A, wt Sequenz).

Diese Peptidsequenz wurde in E. coli als Fusionsprotein mit einer Protein A-Bindestelle
exprimiert und als Substrat flr einen in vitro Methylierungsnachweis mit rekombinanter
PRMT1-GST und PRMT2-GST verwendet. Das Peptid mit der wt-Sequenz wurde dabei
effektiv von PRMT1, aber nicht vom Kontrollprotein PRMT2 methyliert (Abb. 4.27 A). Die
gleiche Peptidsequenz, bei der die Arginine durch Lysine ersetzt waren, wurde nicht als
Substrat erkannt. Dieses Ergebnis bestatigt, dass die Arginin-Methylierung von SAF-A im
Bereich der AS 779 bis 794 durch die Typ-I-Methyltransferase PRMT1 vermittelt wird.
Um zu Uberprifen, ob die Arginine im Bereich zwischen AS 779-794 auch in vivo von
PRMT1 methyliert werden, wurde ein polyklonaler Antikorper gegen ein (unmethyliertes)
synthetisches 16-mer Peptid mit der Wildtyp-Sequenz CRGNYNQNFRGRGNNRG hergestellt.
Zur Aufreinigung und Immobilisierung an Thiopropyl-Sepharose wurde ein zusatzliches
Cystein an den Aminoterminus des Peptids angehangt. Das Peptid wurde in Kaninchen
injiziert und die Seren getestet. Der Erfolg der Immunisierung wurde mit dem bakteriell
exprimierten Protein C399 verfolgt, das die C-terminale Halfte von SAF-A umfasst und
durch die Expression in E.coli unmethyliert ist (Gohring et al., 1997). Drei der vier
immunisierten Kaninchen entwickelten einen guten Titer spezifischer Antikorper, die
durch Affinitatschromatographie nach Kipp et al. (2000) mit dem immobilisierten Peptid

aus dem Serum aufgereinigt wurden.
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Abb. 4.27 Der neue Antikérper A232 erkennt ausschlielich unmethyliertes SAF-A.

(A) Ein Peptid, bestehend aus den Aminosauren 779-794 von SAF-A (Wildtypsequenz (wt) mit vier mdglichen
Methylierungsstellen und einer mutierten (mut) Variante), wurde als Fusionsprotein mit einer Protein A-Bindestelle
bakteriell exprimiert und als Substrat in einem in vitro Methylierungsnachweis mit ®H-SAM und rekombinanter
PRMT1 und PRMT2 eingesetzt. Die enzymatische Aktivitdt wurde parallel in Assays mit hypomethylierten
Zelllysaten als Substrat getestet. (B) Kaninchen wurden mit dem synthetischen Peptid (wt) immunisiert und
entwickelten Antikdrper gegen unmethyliertes SAF-A. Identische Mengen an Zellextrakt aus Adox-behandelten
Zellen und unbehandelten Kontrolizellen wurden (ber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit Antikérper gegen gesamtes SAF-A (K371) oder mit Antikbrper gegen das unmethylierte,
synthetische Peptid (A232) inkubiert.

Obwohl der gereinigte Antikorper A232 das rekombinante Protein C399 mit hoher
Sensitivitat und Spezifitdt erkannte, zeigte sich keinerlei Signal in Westernblot-
Experimenten mit Ganzzellextrakt aus logarithmisch wachsenden Zellen (Daten nicht
gezeigt). Werden die Zellen dagegen mit dem Methylierungsinhibitor Adox behandelt,
wird das Protein nach 24 bis 48 Stunden vom Antikorper erkannt (Abb. 4.27 B). Neu
synthetisiertes SAF-A kann daher nicht mehr methyliert werden, wodurch das Epitop in
unveranderter Form prasentiert wird. Dieser neue methylspezifische Antikdrper eignet
sich hervorragend zur Bestimmung des Methylierungsstatus von SAF-A in humanen
Zellen und ermoglicht damit sowohl quantitative Messungen der unmethylierten SAF-A

Menge, als auch direkte Lokalisationsstudien des unmethylierten Proteins in der Zelle.
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4.3.6 Die Methylierung von SAF-A in verschiedenen Zelltypen

Die Rolle der Arginin-Methylierung fur die lebende Zelle ist bislang nur ansatzweise
verstanden. Zwar ist bekannt, dass die Menge der PRMTs in verschiedenen Zellen und
Geweben variiert (Katsanis et al., 1997). Es ist jedoch noch nicht geklart ob dies einen
Einfluss auf den Methylierungsstatus einzelner Proteine in verschiedenen Zelltypen hat.
Eine solche Untersuchung kann Aufschluss dartuber geben, in welchen Zellen und
Geweben die Proteinmethylierung eine wichtige Rolle spielt.

Da SAF-A in allen Geweben in grollen Mengen exprimiert wird, wurde es als
Modellprotein fir diese Experimente gewahlt. Durch Westernblot-Analysen wurde mit
dem oben beschriebenen methylierungs-sensitiven Peptidantikorper A232 der
Methylierungsgrad von SAF-A in 23 humanen und einer Affen-Zelllinie untersucht. Als
Kontrolle diente der polyklonale Antikorper K371, der SAF-A unabhangig vom
Methylierungsstatus erkennt (Abb. 4.28). Es wurden sowohl Suspensionszelllinien (z.B.
Jurkat T-Lymphozyten, CA46 B-Lymphozyten, HL-60 Promyeloblasten) als auch
adherente Zellen untersucht (z.B. HelLa Cervix Adenokarzinoma-Zellen, TE671
cerebellare Medullablastoma-Zellen und SaOs-2 Osteosarkoma-Zellen). Zudem wurde
auf die Heterogenitat der Zellen in Bezug auf Ursprung (z.B. Tumore aus Leber, Kolon
und Epidermis; verschiedene Leukamieformen; normales Gewebe), Morphologie
(epithelial, fibroblastisch, lymphoblastisch, myeloblastisch) und Kulturbedingungen
geachtet. Alle diese Zelllinien enthalten erwartungsgemaly vergleichbare Mengen an
SAF-A. Uberraschenderweise konnte in keiner der Zelllinien unmethyliertes SAF-A
nachgewiesen werden. Die Arginin-Methylierung von SAF-A ist dem zufolge eine

wesentliche ubiquitare und quantitative Modifikation.
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Abb. 4.28 Methylierungsstatus von SAF-A in verschiedenen Zelllininen.

Ganzzellextrakte von 23 humanen und einer Affen-Zelllinie (Cos7) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine PVDF-Membran geblottet und mit Antikbrper gegen gesamtes SAF-A (K371) bzw. Peptidantikbrper gegen
unmethyliertes SAF-A (A232) immungefarbt. Man beachte, dass SAF-A ein ubiquitdres Protein ist und in allen
untersuchten Zelllinien vollstdndig methyliert vorliegt.

4.3.7 Lokalisation und Mobilitat von hypomethyliertem SAF-A

Die subzellulare Lokalisation zahlreicher RNA-bindender Proteine wie RNA Helikase A,
Sam68 und hnRNP-A wird durch ihren Methylierungsstatus beinfluRt (Coté et al., 2003;
Smith et al., 2004; Nichols et al., 2000). Um zu untersuchen, ob dies auch fur SAF-A der
Fall ist, wurden Immunfluoreszenz-Experimente mit dem methylierungs-sensitiven
Peptidantikorper A232 und einem Antikorper gegen gesamtes SAF-A (K371)
durchgeflihrt. Dabei zeigte sich, dass die subzellulare Lokalisation von SAF-A
unabhangig vom Methylierungsstatus des Proteins ist, da beide verwendeten Antikdrper
ein identisches Farbemuster im Zellkern aufwiesen (Abb. 4.29). Auch die Gesamtmenge
an SAF-A blieb nach Adox-Behandlung unverandert. Die Methylierung hat also weder

Einfluss auf die Stabilitdt noch auf den Expressionslevel des Proteins.
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Abb. 4.29 Lokalisation von hypomethyliertem SAF-A.

Lokalisation von SAF-A ist unabhangig vom Methylierungsstatus. Hypomethylierte (+Adox) bzw. unbehandelte
(-Adox) HEK293 Zellen wurden mit Antikérper gegen SAF-A (K371) bzw. hypomethyliertes SAF-A (A232)
immungefarbt. Man beachte die identische Lokalisation von unmethyliertem (A232, +Adox) und methyliertem
(K371, -Adox) SAF-A.

In vivo FRAP-Mobilitatsstudien mit fluoreszenzmarkierten Proteinen haben gezeigt, dass
sich viele Proteine innerhalb des Zellkerns sehr schnell bewegen. Ein monomeres
Protein kann den Zellkern innerhalb weniger Sekunden durchqueren (Seksek et al.,
1997; Phair & Misteli, 2000), ein Proteinkomplex mit einer Gré3e von bis zu 500 kDa in
weniger als einer Minute (Dundr & Misteli, 2000). Interessanterweise konnte beobachtet
werden, dass viele Proteine eine geringere Diffusionsgeschwindigkeit besitzen, als nach
ihrem Molekulargewicht anzunehmen ware (Phair & Misteli, 2000; Pederson, 2000;
Shopland & Lawrence, 2000; Kruhlak et al., 2000). Grund dafur sind transiente
Wechselwirkungen z.B. mit Nukleinsduren, anderen Proteinen oder der Kernmatrix
(Shopland & Lawrence, 2000; Kruhlak et al., 2000).

In unserem Labor durchgefuhrte Experimente haben gezeigt, dass SAF-A eine sehr
geringe Mobilitdt im Zellkern besitzt, die stark vom Transkriptionszustand der Zelle
abhangt (Reuschlein, 2004). Normalerweise liegen etwa 50 % aller SAF-A-Molekiile in
einer immobilen Fraktion im Zellkern vor. Wird jedoch die mRNA-Synthese durch Zugabe
von Transkriptionsinhibitoren (a-Amantin und DRB) verhindert, kommt es zu einem
Zusammenbruch  der  Zellkernstruktur  und  somit zu  einer  erhdhten
Diffusionsgeschwindigkeit und einer Verringerung der immobilen Fraktion (auf ca. 30 %)
von SAF-A. Die Bindung von SAF-A an nukledre RNA als Bestandteil der Kernmatrix
wird dabei von der RGG-Box vermittelt. Entfernt man die RGG-Box, hat dies
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vergleichbare Auswirkungen auf die Mobilitdt des Proteins wie eine Hemmung der
Transkription. Um zu Uberprifen, ob die RNA-Bindung und somit die Mobilitat von SAF-A
durch den Methylierungsstatus der RGG-Box beeinflusst ist, wurden in vivo FRAP-
Mobilitadtsstudien von SAF-A:GFP in +/- Adox-behandelten Zellen durchgefuhrt.
Interessanterweise wurde eine erhohte Mobilitat von SAF-A unter hypomethylierten
Bedingungen beobachtet. Der Anteil der mobilen Fraktion MF(t) war im Vergleich zu
unbehandelten Zellen ebenfalls um ca. 10% erhoht (Abb. 4.30).

Um eine gesicherte Aussage (ber die Anderung der Mobilitdt von hypomethyliertem
SAF-A:GFP treffen zu kdonnen, wurden die Ergebnisse statistisch abgesichert. Dazu
wurden die Daten mittels eines unabhangigen ,t-Tests“ auf Signifikanz gepruft. Bereits
nach ca. 4 s Fluoreszenzruckstrom sind die Mittelwerte mit einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit p<0.05 signifikant verschieden.
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Abb. 4.30 Mobilitdt von SAF-A:GFP im Nukleus.

Bestimmung der in vivo Mobilitat von SAF-A:GFP mittels FRAP. Die Zellen waren entweder unbehandelt (griin)
oder fur 2 Tage mit dem Methylierungsinhibitor Adox behandelt worden (rot). FRAP-Experimente wurden wie in
Abb. 4.10 beschrieben durchgefiihrt. Fehlerbalken geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an.
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4.3.8 Kartierung der Methylierungsstellen durch MALDI-TOF

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass SAF-A sowohl in vitro als auch in
vivo von PRMT1 im Bereich der Aminosauren 779-794 methyliert wird. Allerdings geben
diese Analysen keinen eindeutigen Hinweis darauf, welche der potentiellen Arginine in
vivo tatsachlich methyliert vorliegen. Zudem befinden sich in der gesamten Sequenz von
SAF-A noch einige weitere potentielle Methylierungsstellen mit der Aminosauresequenz
RG. Die exakte Kartierung der Methylierungsstellen auf SAF-A sollte Uber eine
massenspektrometrische Analyse erfolgen. Dazu wurde endogenes SAF-A aus HEK293
Zellen immungefallt und mittels MALDI-TOF untersucht.

Proteine lassen sich anhand von Peptidmassen ihrer proteolytischen Fragmente in einer
Proteindatenbank identifizieren. Bei diesem sog. ,Peptide-Mass-Fingerprinting“ wurden
die experimentell bestimmten Peptidmassen von SAF-A mit den Massen der theoretisch
zu erwartenden Peptidfragmente (,in silico-Verdau®) verglichen. Dabei konnten nicht alle
beobachteten Peptidmassen einem unmodifiziertem Peptidfragment von SAF-A
zugeordnet werden. Daher wurden die theoretischen Peptidmassen methylierter Peptide
von SAF-A berechnet und mit den beobachteten, nicht zugeordneten Peptidmassen
verglichen. Diese Untersuchung zeigte, dass mindestens sieben der insgesamt 19
potentiellen RG-Methylierungsstellen von SAF-A modifiziert sind (Tabelle 4.5).
Interessanterweise waren alle identifizierten Arginine im C-terminalen Bereich von SAF-
A zu finden und lagen ausschliel3lich in dimethylierter Form vor. Es wurden keine
Methylierungsstellen gefunden, die nicht dem Konsensus RG entsprachen. In der Region
zwischen den Aminosauren 779 bis 794, die fur die Herstellung des methylsensitiven

Antikorpers verwendet wurde, waren die Arginine 789 und 793 dimethyliert.

Masse exper. Masse berech. Aminoséuressequenz AS in SAF-A  Modifikation
Da Da

1804.33 1804.42 NKSGKNQFNRGGGHRGR 693-709 2x Dimethyl

1383.76 1383.68 NQFNRGGGHRGR 698-709 2x Dimethyl

2304.04 2304.07 RGNMPQRGGGGGGSGGIGYPYPR 733-755 2x Dimethyl
1315.54 1315.58 GSYSNRGNYNR 763-773 Dimethyl
1049.54 1049.52 GRGNNRGYK 788-796 Dimethyl
836.40 836.40 GNNRGYK 790-796 Dimethyl

Tabelle 4.5 Methylierte Argininreste in SAF-A.
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4.3.9 Klonierung von SAF-A Punktmutanten

Die Kartierung der Methylierungsstellen auf SAF-A ermoglichte die zielgerichtete
EinfUhrung spezifischer Punktmutationen an diesen Stellen, um die funktionelle Rolle der
Modifikation naher zu untersuchen. Als Ausgangsmaterial fur die Mutagenesereaktionen
wurden die Expressionsvektoren pEGFP-SAF-A bzw. pCMV-SAF-A:myc verwendet.
Zunachst wurden einzelne Codons der Argininreste 773, 779 und 793 zu Lysincodons
mutiert; spater wurde eine Mehrfachmutation hergestellt, bei der alle drei Argininreste
mutiert sind (R773/779/793K). Um Veranderungen im Methylierungsstatus der Proteine
biochemisch untersuchen zu kénnen, wurden zwei Argininreste mutiert (R779 und
R793), die auf dem Epitop des methylsensitiven Antikorpers A232 liegen und in vivo
methyliert sind. Zudem wurde der an das Epitop angrenzende Argininrest R773 mutiert
(s. Abb. 4.31). Um die positive Ladung der Seitenkette zu erhalten, wurde bei allen
Mutationen die Aminosaure Arginin zu Lysin (R->K) ausgetauscht. Weder bei den
Einfachmutationen noch bei der Mehrfachmutation waren signifikante Anderungen der

Lokalisation, Mobilitat oder Bindungseigenschaften zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Epitop von A232
Abb. 4.31 Schematische Darstellung potenzieller Methylierungsstellen.
Gezeigt ist das Epitop fir den methylierungssensitiven Peptidantikérper A232 in der RG-reichen Sequenz des

Carboxy-Terminus von SAF-A. Zwischen R762 und Q798 liegen insgesamt sieben potenzielle
Methylierungsstellen.

Wie bei zahlreichen anderen Substraten von PRMT1 ist auch bei SAF-A die funktionelle
Bedeutung der Methylierung immer noch unklar. Die Methylierung von Argininen wird fur
grundlegende zellulare Vorgange, wie Genexpression oder DNA-Replikation nicht
bendtigt; sie ist aber essentiell fur die Differenzierung embryonaler Stammzellen und fir
die Entwicklung von Mauseembryonen (Pawlak et al., 2000). Da SAF-A in samtlichen
untersuchten Zelllinien in vollstdndig methylierter Form vorliegt (vgl. Kapitel 4.3.6),
konnte die Methylierung in gewisser Weise ein ,Etikett® darstellen, das ein Protein

markiert und z.B. als ,funktionell®, ,korrekt gefaltet” oder ,korrekt lokalisiert* ausweist.

93



Ergebnisse

Interessanterweise konnte in eigenen Experimenten beobachtet werden, dass transient
transfizierte, im Gegensatz zu stabil transfizierten SAF-A:GFP Konstrukten nur zu einem
geringen Prozentsatz methyliert sind (Daten nicht gezeigt). Durch die transiente
Uberexpression von SAF-A:GFP Molekiilen und die vergleichsweise niedrige Umsatzrate
von SAF-A in der Zelle kénnte es zu einem Uberschuss an nicht funktionellen und daher
eventuell unmethylierten SAF-A Moleklilen kommen.

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob transient transfiziertes SAF-A:GFP
generell nicht oder erst mit Zeitverzoégerung nach der Expression methyliert wird. Dazu
wurde der ,Nachschub“® an neuen SAF-A Molekulen durch Zugabe des
Proteinbiosynthesehemmestoffs Cycloheximid (CHX) gestoppt und der
Methylierungsstatus von SAF-A:GFP bzw. der SAF-A-Punktmutante
R773/779/793K:GFP Uber einen Zeitraum von acht Stunden mit dem methylierungs-
sensitiven Antikdrper A232 uberpruft (Abb. 4.32). Beide GFP-Fusionsproteine lagen zu
Beginn der Zeitreihe in teilweise unmethylierter Form vor, die vom Antikdrper A232
erkannt wurde. Wahrend die Gesamtmenge von endogenem SAF-A und den GFP-
Fusionsproteinen nahezu unverandert blieb, konnte mit zunehmender Zeit der CHX-
Inkubation eine Abnahme von unmethylietem SAF-A:GFP beobachtet werden. Es
kommt also zu einer zeitverzogerten posttranslationalen Methylierung des GFP-
Fusionsproteins. In Kontrollexperimenten wurde eine zu geringe PRMT1-Aktivitat als
Grund fur die unvollstandige Methylierung von SAF-A:GFP ausgeschlossen (Daten nicht
gezeigt).

Behandlung mit CHX [h]

O 2 4 8 0 2 4 8

= — | — unmethyl. GFP Konstr.

- i — — GFP Konstr.
AT TS s & \end. SAF-A

R773[779/793K wtSAF-A

Abb. 4.32 Posttranslationale Methylierung von SAF-A:GFP.

HEK293 Zellen wurden mit SAF-A:GFP bzw. der dreifachen SAF-A Punktmutante R773/779/793K:GFP transient
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurde die Proteinbiosynthese durch Zugabe von Cycloheximid (CHX; 200
pg/ml Kulturmedium) gestoppt. Die Zellen wurden zu bestimmten Zeitpunkien wahrend der Inkubationszeit
geerntet und im Westernblot auf Anwesenheit von GFP-Fusionsproteinen bzw. unmethylieten GFP-
Fusionsproteinen und endogenem SAF-A getestet. Man beachte die Abnahme von unmethyliertem SAF-A:GFP
Uber die Zeit.

Die SAF-A-Punktmutante R773/779/793K:GFP blieb weitestgehend unmethyliert, obwohl
noch zwei nicht-mutierte, potenzielle Methylierungsstellen (R787, R789) im Epitop von
A232 vorhanden sind (vgl. Abb. 4.317). Die bevorzugte Methylierungsstellen im Bereich
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zwischen Arginin 779 und Glycin 794 befinden sich also an Arginin 779 und/oder Arginin
R793.

Bei der Wiederholung des oben beschriebenen Experiments mit den einfach mutierten
Konstrukten R779K- bzw. R793K:GFP zeigte sich, dass transient transfiziertes
R779K:GFP ahnlich wie SAF-A:GFP methyliert wird. Die Punktmutante R793K:GFP
blieb dagegen wie R773/779/793K:GFP nahezu vollstandig unmethyliert (Abb. 4.33).
Dieses Ergebnis bestatigt die bereits durch MALDI-TOF ermittelte in vivo Methylierung
von Arginin 793.
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Abb. 4.33 Arginin 793 ist eine bevorzugte Methylierungsstelle in SAF-A.

HEK293 Zellen wurden mit SAF-A:GFP bzw. mit verschiedenen Punktmutanten transient transfiziert und wie in
Abb. 4.32 beschrieben behandelt. Die Zellen wurden direkt bzw. nach acht Stunden Inkubationszeit geerntet und
im Westernblot auf Anwesenheit von GFP-Fusionsproteinen bzw. unmethylierten GFP-Fusionsproteinen (A232)
getestet.

4.3.10 Untersuchungen zur Reversibilitat der Arginin-Methylierung

Posttranslationale Modifikationen an Proteinen erweitern die strukturelle und funktionelle
Vielfalt des Proteoms um ein Vielfaches. So dienen Protein-Modifikationen wie
Phosphorylierung und Acetylierung der Zelle als reversible Schalter, um z.B. die Aktivitat
von Proteinen zu regulieren. Voraussetzung fur die Reversibilitat einer Modifikation ist
allerdings das Vorhandensein antagonistischer Enzyme (z.B. Kinasen und
Phosphatasen), um eine zeitliche Regulation zu gewahrleisten.
Die Suche nach einer spezifischen Arginin-Demethylase blieb Uber viele Jahre erfolglos.
Daher wurde die Methylierung von Argininresten lange als eine statische, irreversible
Modifikation betrachtet. Erst im Jahr 2004 konnte gezeigt werden, dass eine durch
Peptidyl-Arginin-Deiminase-4 (PAD-4) vermittelte Arginin-Deiminierung die Methylierung
von Histonen ruckgangig gemacht werden kann (Cuthber et al. 2004; Sarmento et al.,
2004). Bei dieser Reaktion werden sowohl unmodifiziertes als auch monomethyliertes,
nicht aber dimethyliertes Arginin (Hidaka et al., 2005) durch Abspaltung eines Guanidino-
Stickstoffs irreversibel in die seltene Aminosaure Citrullin umgewandelt (s. Abb. 4.34 A).
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Bislang wurden samtliche Untersuchungen zur Reversibilitat der Arginin-Methylierung an
Histonen durchgefuhrt, wo diese Modifikation eine Rolle bei der Regulation
transkriptioneller Aktivitat spielen konnte. Ob diese Reaktion auch an hnRNP-Proteinen,
den Hauptsubstraten von PRMT1, stattfindet, ist noch ungeklart.

In den folgenden Experimenten sollte daher untersucht werden, ob die bei SAF-A und
anderen Substrat-Proteinen methylierten Arginine durch PAD zu Citrullin deiminiert
werden kdnnen.

Zunachst wurden Ganzzellextrakte aus HEK293 Zellen als Substrat fur einen
Citrullinierungsassay mit einer Skelettmuskel-Peptidyl-Arginin-Deiminase
(smPAD/PAD2) verwendet. Die erfolgreiche Deiminierung von Proteinen konnte im
Westernblot mit einem spezifischen Antikorper gegen Citrullin gezeigt werden (Abb. 4.34
B, links). Mit spezifischen Antikdrpern gegen Monomethyl- und Dimethyl-Arginin wurde
uberpruft, ob bei dieser Reaktion auch methylierte Guanidino-Stickstoffatome von
Argininresten abgespalten werden. Ist dies der Fall, so miusste es zu einer Veranderung
des Bandenmusters methylierter Proteine kommen.

Erwartungsgemal konnte keine Veranderung des Bandenmuster dimethylierter Proteine
beobachtet werden. Allerdings wurde tatsachlich bei mindestens zwei Proteinen
monomethyliertes Arginin zu Citrullin umgewandelt (Abb. 4.34 B, rechts).

In einem weiteren Experiment wurde speziell untersucht, ob die PRMT1-vermittelte
Methylierung von SAF-A durch eine Deiminierung mit smPAD ruackgangig gemacht
werden kann. Dazu wurde hypomethyliertes SAF-A immungefallt und mit rekombinanter
PRMT1-GST und °H-SAM in vitro methyliert. AnschlieRend wurden ein in vitro
Citrullinierungsexperiment durchgefuhrt. Sollten radioaktiv markierte Methyl-Guanidin-
Sticktoffe durch Deiminierung von Argininen abgespalten werden, so wirde dies zu einer
Abnahme des Fluorographiesignals flihren. In Abbildung 4.34 B, unten wird deutlich,
dass trotz effektiver Citrullinierung der Proteine keine radioaktiv markierten
Methylgruppen abgespalten wurden. Man beachte: Die Deiminierung von Argininen fuhrt
zu einer Anderung der Gesamtladung der Proteine. Dadurch veréndert sich das
Migrationsverhalten von SAF-A im SDS-PAGE.

Es konnte also gezeigt werden, dass die Dimethylierung, und grofitenteils auch die
Monomethylierung des Guanidin-Stickstoffs von Arginin, eine Deiminierung durch PADs

verhindern.
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Abb. 4.34 Citrullinierung von Argininen.

Dimethylierte Arginine werden nicht zu Citrullin deiminiert. Oben: Schema der Deiminierung von Arginin zu
Citrullin vermittelt durch eine Caz+—abhéngige Peptidyl-Arginin-Deiminase (PAD). Mitte: Ganzzellextrakte aus
HEK293 Zellen wurden mit gereinigten Skelettmuskel-Peptidylarginindeiminase (+ smPAD) citrulliniert.
Anschliefend wurden die Proteine im Westernblot mit Antikorper gegen Citrullin, Dimethylarginin und
Monomethylarginin immungefarbt. Als Ladekontrolle wurde die Gesamtmenge an Proteinen mit Coomassieblau
angefarbt. Die Punkte markieren Proteine, deren Monomethylarginine zu Citrullin deiminiert wurden. Unten: Aus
hypomethyliertem Ganzzellextrakt immungefalites SAF-A wurde zunéchst in vitro mit ®*H-SAM und rekombinanter
GST-PRMT1 methyliert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden in zwei Aliquote aufgeteilt und in vitro mit
smPAD inkubiert (Kontrolle, - smPAD). Die Proteine radioaktiv markierten Proteine wurden mittels Fluorographie
detektiert. Man beachte das unterschiedliche Migrationsverhalten von citrulliniertem SAF-A im SDS-PAGE.
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4.3.11 Klonierung und Analyse von SAF-A2

In Kapitel 4.3.6 dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SAF-A in samtlichen untersuchten
Zelllinien vollstandig methyliert vorliegt. Zudem konnte bislang kein Enzym identifiziert
werden, das dimethylierte Argininreste von hnRNP-Proteinen entfernen kann. Die
Methylierung von hnRNP-Proteinen scheint also nicht zeitlich reguliert, sondern von
statischer Natur zu sein. Eine Regulation konnte jedoch mit Hilfe von unmethylierten
Isoformen der hnRNP-Proteinen erfolgen. So ware denkbar, dass methylierte und
unmethylierte Isoformen fur spezifische Funktionen in der Zelle verantwortlich sind.
Tatsachlich haben Fackelmayer und Richter (1994) gezeigt, dass SAF-A in zwei
Isoformen mit unterschiedlicher Primarsequenz, aber &hnlichen biochemischen
Eigenschaften vorkommt. Beide Formen binden sowohl an RNA als auch an DNA.
Allerdings konnte im Elektronenmikroskop ein Unterschied im Aggregationsverhalten der
Isoformen beobachtet werden. Isoform 1 (SAF-A) aggregiert mit DNA in langlichen,
unverzweigten Filamenten; Isoform 2 liegt in globuldren Strukturen mit einem
Durchmesser von 35 nm vor. Wahrend zur Funktion SAF-A in den letzten Jahren
zahlreiche Studien veroffentlicht wurden, konnte die komplette Primarsequenz der
zweiten Isoform aufgrund fehlender Datenbankeintrage lange nicht identifiziert werden.
Mit Abschluss des humanen Genomprojekts wurden diese fehlenden Eintrage erganzt,
und eine Identifizierung unbekannter Sequenzabschnitte ermoglicht.

In einem Teilprojekt sollte untersucht werden, ob diese bislang nicht charakterisierte
Isoform von SAF-A ebenfalls ein Substrat und Bindungspartner von PRMT1 darstellt.
Zudem wurde SAF-A2 bezlglich seiner Expression, Lokalisation und
Diffusionseigenschaften untersucht. Dazu wurde die kodierende Sequenz der SAF-A
Isoform 2 (SAF-A2) durch Datenbankrecherche ermittelt und in einen GFP-
Expressionsvektor kloniert. Ein Teil der Primarsequenz von SAF-A2 wurde durch eine
Vergleichsanalyse (,Basic Local Alignment Search Tool“ (BLASTP/X); www.ExPAsy.org)
der bekannten Peptidsequenz DEVTYGELEKEEAQ (Fackelmayer & Richter, 1994) mit

veroffentlichten ,Expressed Sequence Tag“ (EST) cDNA-Sequenzen gefunden. Der

noch fehlende N-terminale Bereich konnte durch den Vergleich Uberlappender cDNA-
Sequenzen identifiziert werden. Aus zwei cDNA-Vektoren wurde die Gesamtsequenz
von SAF-A2 zusammengesetzt und in den Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert. Die

Primarsequenz des Proteins umfasst 747 Aminosauren (vgl. Anhang).
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Abb. 4.35 Sequenzhomologie-Vergleich der zwei SAF-A Isoformen.

Dotplot eines Sequenzvergleichs der SAF-A Isoformen (SAF-A: 825; SAF-A2: 747 Aminosauren). Die farbigen
Linien stellen stark homologe Bereiche dar. Die grof3te Homologie liegt im zentralen Bereich der Proteine (rot).
Unten: Sequenzvergleich der hoch konservierten DNA-Bindedoméane ,SAF-Box“. Rot markiert sind die fir SAF-
Box-Motive typischen Leucine. Blau markiert ist das fir die DNA-Bindung essenzielle Glycin. (:) markiert
Aminosauren mit gleicher Ladung.

Ein Sequenzvergleich beider SAF-A Isoformen zeigt, dass besonders im zentralen
Bereich eine hohe Sequenzhomologie besteht (Abb. 4.35). Der DNA-bindende Bereich
von SAF-A, die sogenannte ,SAF-Box“ (Goéhring et al., 1997; Kipp et al., 2000) ist auf
SAF-A2 ebenfalls konserviert (Abb. 4.35). Interessanterweise fehlt im C-Terminus von
SAF-A2 die RNA-Bindedomane (RGG-Box). Ingesamt sind auf SAF-A2 nur acht der fur
dieses Proteinmotiv typischen RG-Sequenzabfolgen zu finden; vier davon befinden sich
im vorderen Bereich, vier im hinteren Viertel des Proteins.

Das neue Fusionsprotein wurde im Westernblot mit verschiedenen Antikérper auf
korrekte Expression getestet. Interessanterweise konnte SAF-A2:GFP nur mit einem
Antikdrper gegen GFP, aber nicht mit SAF-A-spezifischen Antikdrpern detektiert werden.
Dabei migrierte SAF-A2:GFP mit einem scheinbaren Molekulargewicht von ca. 130 kDa
erwartungsgemaly etwas schneller als SAF-A:GFP (Abb. 4.36 A, oben). Aullerdem
wurde das Sedimentationsverhalten der zwei SAF-A Isoformen im Glyceringradienten
miteinander verglichen. Dazu wurden Extrakte aus stabil transfizierten HEK293 Zellen
uber Glyceringradientenzentrifugation sedimentiert. AnschlieRend wurden die Fraktionen
im Westernblot mit Antikbrper gegen GFP untersucht (Abb. 4.36 A, unten). SAF-A2:GFP

war in fast allen Fraktionen in ahnlichen Mengen nachzuweisen. D.h., SAF-A2 ist in
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unterschiedlich groRen Komplexen gebunden. Der grofdte Teil von SAF-A sedimentiert
als Bestandteil der hnRNP-Komplexe etwas tiefer als die zweite Isoform. Die
subzellulare Lokalisation beider SAF-A Isoformen ist sehr &hnlich; beide waren
ausschlieBlich im Zellkern zu finden und zeigten ein heterogenes Verteilungsmuster
(Abb. 4.36 B). SAF-A ist mit der RGG-Box uber eine Bindung an Xist-RNA in den
inaktiven X-Chromosomenterritorien (Barr-Korperchen) angereichert (Helbig &
Fackelmayer, 2003; Fackelmayer, 2005). Auf SAF-A2 fehlt dieses RNA-Bindemotiv,
daher konnte erwartungsgemal® keine Anreicherung von SAF-A2 an inaktiven X-

Chromosomen beobachtet werden.
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Abb. 4.36 Expressionsvergleich der zwei SAF-A Isoformen.

(A) Oben: SAF-A2:GFP wird im Westernblot nicht von SAF-A-spezifischen Antikérpern erkannt (7C8, K371).
Unten: Ganzzellextrakten aus stabil mit SAF-A bzw. SAF-A2:GFP transfizierten HEK293 Zellen wurde auf einen
10-30%-igen Glyceringradienten geladen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch Zentrifugation (25000 rpm,
20h, 4°C) und anschlieflender Gelelektrophorese der von oben abgenommenen Fraktionen. Die Detektion der
Fusionsproteine erfolgte durch Westernblot mit aGFP-Antikérper. (B) Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von
GFP-Fusionsproteinen im Zellkern. Die Pfeile markieren in inaktiven X-Chromosomenterritorien angereichertes
SAF-A:GFP. Balken, 10 uym.

Als Bestandteil der hnRNP-Komplexe gehort SAF-A zu den Hauptsubstraten der Typ |
Methyltransferase PRMT1 und wird an zahlreichen Argininen in der RGG-Box methyliert.
Dieser RNA-bindende Abschnitt fehlt bei der zweiten Isoform vollstandig. Auch wenn
acht vereinzelte RG-Konsensussequenzen auf SAF-A2 vorhanden sind, konnten
erwartungsgemaly keine dimethylierten Arginine nachgewiesen werden (Abb. 4.37,
links). Um so Uberraschender war die Entdeckung, dass PRMT1, aber nicht endogenes
SAF-A mit SAF-A2 assoziiert ist (Abb. 4.37, rechts). Ob diese Wechselwirkung jedoch
eine direkte, von der Methylierungsreaktion unabhangige Bindung ist, oder indirekt Uber

andere Proteine vermittelt wird, muss in zukunftigen Experimenten geklart werden.
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Abb. 4.37 Methylierungs-unabhédngige Interaktion von SAF-A2 und PRMT1.

Links: Extrakte von transient mit GFP-Fusionsproteinen transfizierten Zellen wurden im Westernblot mit
Antikérper gegen GFP und asymmetrisches Dimethylarginin (asym24) untersucht. Rechts: HEK293 Zellen
wurden stabil mit einem SAF-A2:GFP Expressionsvektor transfiziert und der Zellextrakt mit 5 uyg aGFP Antikérper
immunprazipitiert. Die immungefallten Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
transferiert und mit Antikdrper gegen GFP, SAF-A und PRMT inkubiert. (*) markiert endogenes SAF-A aus
vorheriger Farbung mit SAF-A Antikorper.

In FRAP-Untersuchungen sollte die Mobilitat der beiden SAF-A Isoformen vergleichend
untersucht werden. Abbildung 4.38 zeigt den qualitativen und quantitativen Vergleich des
Fluoreszenzrickstroms beider SAF-A Proteine. Zur besseren optischen Darstellung
wurde die Mobilitédt beider Isoformen gleichzeitig in einem Zellkern gemessen. Dazu
wurde das rot fluoreszierende Fusionsprotein SAF-A:dsRed in stabil SAF-A2:GFP
exprimierende HEK293 Zellen co-transfiziert. Schon bei der mikroskopischen
Betrachtung des Ruckstromverhaltens kann ein deutlicher Unterschied festgestellt
werden. Wahrend bei SAF-A:dsRed eine unbewegliche (oder sehr langsam
diffundierende) Fraktion zu beobachten war, diffundierte SAF-A2:GFP wie ein komplett
|6sliches Protein (MF(t) ~94 %). Die errechnete Diffusionsgeschwindigkeit (D=0.62
um?/s) war dabei etwas schneller als die von I6slichem hnRNP-C (D=0.44 pm?s, vgl.
Tabelle 4.3). Obwohl die Diffusionseigenschaften von SAF-A-Fusionsproteinen
unabhangig vom verwendeten Fluorophor sind (Schwander, 2004), wurden alle
quantitativen Untersuchungen einzeln in stabil mit SAF-A- bzw. SAF-A2:GFP

transfizierten Zellen durchgefuhrt.
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Abb. 4.38 Vergleich der in vivo Mobilitdt der SAF-A Isoformen.
FRAP-Analyse von SAF-A:GFP, SAF-A:dsRed und SAF-A2:GFP in stabil transfizierten Zellen. Details zur
Darstellung s. Abb. 4.9 und 4.10.

Die vergleichende Charakterisierung der SAF-A Isoformen zeigt, dass beide Proteine
trotz hoher Sequenzhomologie unterschiedliche biochemische Eigenschaften besitzen.
Interessanterweise ist SAF-A2 ein Interaktionspartner aber kein Substrat von PRMT1.
Auch die Diffusionseigenschaften der beiden Proteine sind sehr verschieden. Vermutlich
interagieren die zwei Isoformen mit unterschiedlichen Proteinen im Zellkern. An welchen
funktionellen Prozessen im Zellkern SAF-A2 beteiligt ist, muss in kommenden

Experimenten untersucht werden.
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5. Diskussion

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit der Aufklarung der funktionellen
Bedeutung einer bisher nur unzureichend verstandenen posttranslationalen Modifikation,
der Methylierung von Argininresten in Proteinen. Die Kombination von in vivo
Untersuchungen zur Lokalisation und Dynamik der fur diese Modifikation
verantwortlichen Enzyme und Studien zur funktionellen Rolle der Arginin-Methylierung in
humanen Zellen bietet zum ersten Mal die Moglichkeit, tiefere Einblicke in die Dynamik
funktioneller Netzwerke zu erhalten, an denen Arginin-Methyltransferasen beteiligt sind.

In den ersten beiden Abschnitten dieser Arbeit wurde die Komplexbildung und in vivo
Mobilitat der acht bekannten humanen Protein-Arginin-Methyltransferasen erstmals
mittels Lebendzellmikroskopie-Verfahren vergleichend untersucht. Ein besonderer
Schwerpunkt lag dabei auf der Charakterisierung der haufigsten Methyltransferase
PRMT1 bezuglich ihrer subzellularen Lokalisation und Substratbindung. In einem
weiteren Abschnitt wurde die funktionelle Bedeutung der Arginin-Methylierung anhand
eines gut charakterisierten Substratproteins, des Scaffold Attachment Factors A (SAF-A),

naher untersucht.

5.1 Mobilitat und Komplexbildung von Protein-Arginin-
Methyltransferasen in humanen Zellen

5.1.1 Lokalisation und Aktivitat der PRMTs

Um die spezifischen Funktionen der verschiedenen PRMT-Familienmitglieder in der
lebenden Zelle besser verstehen 2zu konnen, wurde eine vergleichende
Charakterisierung der einzelnen PRMTs bezuglich ihrer Lokalisation, Komplexbildung
und Mobilitat durchgefihrt. Schon die spezifische Lokalisation der endogenen PRMTs
und ihrer GFP-Fusionsproteine macht deutlich, dass die acht Familienmitglieder in
unterschiedliche funktionelle Netzwerke der Zelle involviert sind (Abb. 4.1) Die
subzellulare Verteilung der einzelnen PRMTs in HEK293 Zellen variiert dabei erheblich
von einer vorwiegend cytoplasmatischen Lokalisation von PRMT1, 3 und 5, (Tang et al.,
1998; Rho et al., 2001) uber eine vorwiegend nukledre Lokalisation von PRMT2, 4 und 7,
(Frankel et al., 2002; Lee et al., 2005) bis hin zu einer ausschlieBlich im Zellkern
lokalisierten PRMTG6 (Frankel et al., 2002) bzw. membranassoziierten PRMT8 (Lee et al.,
2005a).
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Um sicherzustellen, dass die in spateren Mobilitatsstudien eingesetzten GFP-
Fusionsproteine der PRMTs vergleichbare Eigenschaften wie ihre endogenen
Aquivalente besitzen, wurden sie beziiglich ihrer Expression, Lokalisation und Aktivitat
sowohl biochemisch als auch mikroskopisch untersucht. Samtliche GFP-Fusionsproteine
lokalisierten identisch wie die endogenen PRMTs nach einer Immunfarbung mit
spezifischen Antikdrpern (Abb. 4.1 & 4.4). Lediglich die GFP-Fusionsproteine von
PRMT4 und PRMT7 zeigten eine starkere cytoplasmatische Anreicherung als ihre
endogenen Aquivalente. Welche Lokalisation in diesen Fallen jedoch die tatsdchliche
Verteilung der beiden Proteine in der Zelle wiederspiegelt, kann bisher nicht eindeutig
gesagt werden. Madglicherweise reagieren die bei der Immunfluoreszenz eingesetzten
Antikérper unspezifisch mit Proteinen des Zellkerns, oder eine Uberexpression der GFP-
Fusionsproteine fuhrt zu einer Anreicherung der Proteine im Cytoplasma. Da PRMT4
jedoch co-aktivierende Funktionen bei der Regulation der Transkription ausubt (Lee et
al., 2005), ist eine vorwiegend nukledre Lokalisation des Enzyms &uferst
wahrscheinlich.

Interessanterweise variierte die subzellulare Verteilung von PRMT1:GFP und
PRMT4:GFP in verschiedenen Zelltypen. Wahrend in HEK293 Zellen eine Uberwiegend
cytoplasmatische Anreicherung beobachtet wurde, zeigte sich in Hela und Jurkat Zellen
eine variable, bei PRMT4 sogar Zellzyklus-abhangige Lokalisation der Proteine
(unverdffentlichte Beobachtungen, P. Pably).

Die enzymatische Aktivitdt der Fusionsproteine wurde durch in  vitro
Methylierungsexperimente Uberpriuft. Dabei zeigten vor allem die zwei am besten
charakterisierten Methyltransferasen PRMT1 und PRMT4 die groRte spezifische
Aktivitat. Fur beide Enzyme sind in den letzten Jahren zahlreiche Substrate identifiziert
worden, die an verschiedenen Prozessen im Zellkern beteiligt sind (Bedford & Richard,
2005). So sind PRMT1 und PRMT4 z.B. involviert in Prozesse bei der Transkription
durch eine Methylierung von Histon H4 bzw. H3 (Chen et al., 1999; Wang et al., 2001).
Die Methylierung von rekombinanten Histonen H4 bzw. H3 beweist, dass beide
Fusionsproteine mit funktionellen Proteinkomplexen assoziiert sind. Fiur PRMT2 und die
membranassoziierte PRMT8 konnte bislang keine Aktivitat nachgewiesen werden.
Allerdings wurde bereits gezeigt, dass PRMT8 und PRMT1 hetero-dimerisieren (Lee et
al., 2005a). Die bei PRMT8 beobachtete Aktivitat ist daher durch co-prazipitierte PRMT1-
Aktivitat zu erklaren.

Fuir die Fusionsproteine PRMT3- und PRMT7:GFP konnte keine deutliche

Methylierungsaktivitdt nachgewiesen werden, was durch eine relativ schwache
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Expression und eine vergleichsweise niedrige enzymatische Aktivitat dieser PRMTs zu
erklaren ist. So besitzt z.B. PRMT3 nur einen Bruchteil (~0.8 %) der spezifischen
Aktivitat von PRMT1 (Tang et al., 1998). Aullerdem wurden in bisherigen
Untersuchungen, im Gegensatz zu den in dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten,
fast ausschliel3lich rekombinante Enzyme und Substrate verwendet. So konnte fir
PRMT3 mit dem ribosomalen Protein rpS2 bislang nur ein in vivo Substrat identifiziert
werden (Swiercz et al., 2005). Hochstwahrscheinlich wird die Aktivitat der nativen
PRMTs durch weitere assoziierte Faktoren wesentlich spezifischer reguliert als bei

bakteriell exprimierten GST-Fusionsproteinen (Frankel & Clarke, 2000).

5.1.2 Bestimmung der KomplexgroRen von PRMTs

Durch biochemische und fluoreszenzmikroskopische Studien wurde gezeigt, dass die
nativen PRMTs in unterschiedlich gro3en (Multi-) Proteinkomplexen gebunden sind. Im
Glyceringradienten sedimentierten endogene PRMT1, 4 und 5 erwartungsgemald in
groleren Komplexen mit einem Molekulargewicht von tdber 200 kDa (Abb. 4.5). Von
diesen Enzymen ist bekannt, dass sie zur Ausbildung groRRer funktioneller homomerer
und heteromerer Komplexe fahig sind (Lim et al., 2005; Xu et al., 2004, Friesen et al.,
2001a). Die anderen PRMTs waren deutlich beweglicher und zeigten ein typisches
Sedimentationsverhalten von Monomeren oder kleinen oligomeren Komplexen.
Samtliche GFP-Fusionsproteine sedimentierten in vergleichbaren Komplexgréflen wie
ihre endogenen Aquivalente und sind daher héchstwahrscheinlich Teil der gleichen
funktionellen Proteinnetzwerke in vivo. Sie eignen sich also ohne Einschrankung zur
fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Diffusionseigenschaften von PRMTs. Einzig
das GFP-Fusionsprotein von PRMT5 zeigte ein unnaturliches Komplexierungsverhalten.
Es bildet im Cytoplasma grofRRe unldsliche Aggregate mit einer Masse von mehreren
Megadalton (Abb. 4.6). Die Auswertung der Diffusionseigenschaften von PRMT5:GFP ist

daher nur unter Vorbehalt zu betrachten.

Durch Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) wurde die Grofle der PRMT-
Komplexe genauer quantifiziert (Tabelle 4.1). Dabei zeigte sich, dass PRMT6 und
PRMT7 als Monomere, PRMT2 als Dimer und PRMT3 als tetramerer Komplex vorliegen.
Fir PRMT1 und PRMT4 wurden allerdings wesentlich schwerere Komplexe ermittelt als
im Glyceringradienten. Die Diskrepanz zwischen den durch FCS-Analyse bzw.
Glyceringradientenzentrifugation  ermittelten Komplexgréften kann verschiedene

Ursachen haben. Moglicherweise zerfallen die groRen fragilen Molekilkomplexe im
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Verlauf der langen Ultrazentrifugation (~20 h) zu kleineren stabilen Untereinheiten. Die
Analyse mittels FCS bietet daher den Vorteil, dass zwischen Probenvorbereitung und
dem Ende der Messung nur wenige Minuten vergehen. Unterschiedlichen Methoden
zum Aufschlielen der Zellen (FCS: mechanisch in hypotonem Puffer; Glyceringradient:
Lyse durch Detergenz) hatten keinen Einfluss auf die Komplexstabilitat, da bei FCS-
Kontrollmessungen mit Detergenz-lysierten Zellen kein Unterschied zu beobachten war.
Aulerdem ist zu beachten, dass es sich bei den durch FCS-Analyse ermittelten
Molekulargewichten der Proteinkomplexe nur um Abschatzungen handelt. So wurde zur
vereinfachten Berechnung der hydrodynamischen Radien ry von Molekulkomplexen
mittels der Stokes-Einstein-Gleichung eine kugelformigen Gestalt der Molekule
angenommen. Dieser idealisierte Wert von ry geht mit seiner dritten Potenz (vgl. Kapitel
3.2.3.6) in die Berechnung des Molekulargewichtes der Komplexe ein und birgt daher ein

relativ groRes Fehlerpotenzial.

In den Kapiteln 4.2.2 und 4.3.1 wurde durch biochemische Analysen gezeigt, dass
PRMT1 in hypomethylierten Zellen mit Histonen des Nukleosomenkerns und hnRNP-
Partikeln assoziiert ist. Allerdings konnte in FCS-Experimenten keine Anderung des
Komplexierungsverhaltens von PRMT1 in Adox-behandelten Zellen beobachtet werden
(Abb. 6.1 und Tabelle 4.2), wie auch bei den anderen PRMTs. Mdglicherweise gehen
diese extrem grof’en Aggregate bei der Zentrifugation wahrend der Probenvorbereitung

verloren.

187 - Adox 165 + Adox
1.5 1 3

1.4 4
1.3 4
1.2 1

1.1 1

G(z) normalisiert
G(t) normalisiert

1 10 100 1000 10000 100000 1 10 100 1000 10000 100000
T [us] 7 [us]

Abb. 6.1 Vergleich der Diffusionseigenschaften von PRMT-Komplexen.

Dargestellt ist ein Vergleich normalisierter Autokorrelationsfunktionen (ACF) von FCS-Messungen in verdiinnten
Zellextrakten. Die Zellen waren entweder unbehandelt (-Adox) oder fir zwei Tage mit Adox behandelt (+Adox).
Man beachte: PRMT1, 4 und 5 zeigen Diffusionseigenschaften groRer Proteinkomplexe. Bei keiner der
untersuchten PRMTs kann ein signifikanter Unterschied zwischen —Adox und +Adox ACFs beobachtet werden.
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5.1.3 Mobilitat der PRMTs in vivo
Die Dynamik der PRMTs in der lebenden Zelle wurde mittels ,Photobleaching” (FRAP)-

Experimenten untersucht. Mit dieser Methode kann sowohl die Diffusionsgeschwindigkeit
als auch die mobile bzw. immobile Fraktion von fluoreszierenden Molekulen in lebenden
Zellen bestimmt werden. Trotz des hohen Gehalts an DNA, RNA und Proteinen in
Zellkernen, der intuitiv eine viskose, gelartige und stark diffusionsbeschrankende
Umgebung erwarten lasst, haben FRAP-Experimente der letzten Jahre gezeigt, dass die
meisten  Proteine, wie z.B. Faktoren des ,Chromatin-remodeling, der
Transkriptionsaktivierung, des pra-mRNA-Spleiens oder der rRNA-Prozessierung,
innerhalb des Zellkerns aufierst mobil sind (Huang et al., 1998; Houtsmuller et al., 1999;
Pederson, 2000; Phair & Misteli, 2000; Shopland & Lawrence, 2000; Snaar et al., 2000).
Die Viskositat des Nukleoplasmas ist etwa zwei- bis dreimal hdher als die des
Cytoplasmas und nur etwa funfmal héher als die von Wasser (Wachsmuth et al., 2000),
passend zu der Beobachtung, dass mit FITC markierte Dextrane sich im Zellkern nur
etwa viermal langsamer als in wassriger Losung bewegen (Seksek et al., 1997). Ein
monomeres Protein kann daher den Zellkern innerhalb weniger Sekunden durchqueren,
und selbst grol’e molekulare Komplexe kénnen innerhalb einiger Minuten vom Zentrum
des Kerns zu seiner Peripherie diffundieren (Seksek et al., 1997; Phair & Misteli, 2000).
Die Mobilitat eines Proteins in der Zelle wird jedoch (im Gegensatz zu FCS-
Mobilitatsmessungen in Lésung) nicht malRgeblich durch seine Grélie, sondern vor allem
durch seine transienten bzw. stabilen Interaktionen mit anderen Molekulen beeinflusst.
Die Dynamik der PRMTs in verschiedenen Zellorganellen kann daher wichtige

Informationen Uber die spezifischen Wirkungsorte und Interaktionen der Enzyme liefern.

Aufgrund ihrer zahlreichen Substrate und Interaktionspartner (Ubersicht in Bedford &
Richard, 2005) diffundierten PRMT1, 4, und 5 erwartungsgemal’ langsamer als die
hochmobilen Familienmitglieder PRMT3 und PRMT7. Dies bestatigt die Beobachtung,
dass diese zwei Enzyme nur eine aullerst geringe Methylierungsaktivitat aufweisen
(Tang et al., 1998). Obwohl bislang fir PRMT2 experimentell keine enzymatische
Aktivitat gezeigt werden konnte, wird die Diffusion des Enzyms durch transiente,
maoglicherweise aktivitats-unabhangige Wechselwirkungen verlangsamt.

Samtliche PRMTs aufter PRMT3 und PRMT7 diffundierten deutlich langsamer als das
inerte Kontrollprotein p-Galaktosidase-NLS-GFP, das als Tetramer mit einem
Molekulargewicht von 600 kDa vorliegt (Sorg & Stamminger, 1999). Dies verdeutlicht,

dass Proteine mit einem wesentlich hoheren Molekulargewicht als die PRMTs prinzipiell
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frei im Kern diffundieren kdnnen. Die Mobilitdt der Enzyme wird also malfdgeblich durch

Interaktionen mit anderen Molekiilen beeinflusst.
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Abb. 6.2 Verdnderung der Diffusionseigenschaften von PRMTs in hypomethylierten Zellen.
Angegeben ist die Abweichung vom Diffusionskoeffizienten AD in hypomethylierten Zellen vom
Diffusionskoeffizienten D der PRMTs in unbehandelten Zellen. Man beachte, dass PRMT5 nur im Cytoplasma
und PRMTG6 bzw. BGal nur im Nukleus lokalisieren.

Wie bereits erwahnt, wird aufgrund der hoheren Viskositat im Nukleus die Diffusion von
inerten Molekulen wie z.B. GFP etwa um den Faktor 2—-3 im Verhaltnis zum Cytoplasma
reduziert. Abweichungen von diesem Verhaltnis deuten darauf hin, dass ein Protein
bevorzugt Interaktionen mit Proteinen eines speziellen Zellkompartiments eingeht.
Obwohl die meisten bekannten Substratproteine der PRMTs Aufgaben im Zellkern
erfullen, war das Verhaltnis von cytoplasmatischer zu nuklearer Mobilitat von PRMT1, 3,
und 4 starker beeinflusst als dies durch Unterschiede in der Viskositat erklart werden
kdnnte. Moglicherweise binden die PRMTs schon wahrend bzw. kurz nach der
Proteinbiosynthese an ihre Substratproteine, was zu einer verlangsamten Diffusion der
Enzyme im Cytoplasma fuhrt.

Wurden die Zellen mit dem Methylierungsinhibitor Adox behandelt, so hatte dies
interessanterweise ganz unterschiedliche Auswirkungen auf die Mobilitat der PRMTs in
verschiedenen Zellkompartimenten (Abb. 6.2). Wahrend die Mobilitat von PRMT1, 5, 6
und 7 nahezu unverandert blieb, konnte bei PRMT2, 3 und 4 eine ortsspezifische
Mobilitdtsanderung beobachtet werden. Vor allem bei PRMT4, zu deren Hauptsubstrate
die Histone des Nukleosomenkerns gehoéren, war ausschlie3lich die nukleare Fraktion in

ihrer Diffusion verlangsamt.
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Mdglicherweise besitzen die PRMTs eine unterschiedlich starke Bindungsaffinitat
bezlglich ihrer Substrate, die in hypomethylierten Zellen verstarkt zur Geltung kommt.
Wahrend Methyltransferasen, die in ihrer Mobilitat nicht beeintrachtigt werden, eventuell
nur schwach mit ihren Substraten assoziiert sind, binden PRMT2, 3 und 4
moglicherweise sehr stabil an ihre Substrate, bis die enzymatische Reaktion vollstandig
ausgefuhrt wurde. Wird die Methylierungsreaktion durch Adox inhibiert, fihrt dies zu
einer Stabilisierung der Substratbindung und somit zu einer verringerten Mobilitat der
Enzyme.

PRMT1 zeigt einen Extremfall einer solchen stabilen Substratbindung. Hier flhrte die
Inhibierung der Methylierung zu einer teilweisen Immobilisierung des Enzyms im Zellkern
(Abb. 4.10), wahrend die Mobilitdt der cytoplasmatischen Fraktion und der
ungebundenen nukledren Fraktion nahezu unbeeinflusst blieb (Abb. 6.2). Diese durch
eine stabile Substratbindung verursachte Immobilisierung von PRMT1 wird in den

folgenden Abschnitten ausfihrlich diskutiert.

5.2 Lokalisation und Mobilitat von PRMT1 in vivo

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde durch  biochemische und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungsmethoden gezeigt, dass PRMT1 in grofRRe
funktionelle Proteinkomplexe eingebaut ist, und bei einer Inhibierung der
Methylierungsreaktion teilweise im Zellkern immobilisiert wird.

Durch die im zweiten Teil der Dissertation beschriebenen Ergebnisse konnten weitere
ungeklarte Fragen bezlglich der Lokalisierung, Dynamik und Aktivitat von PRMT1 in
lebenden Zellen beantwortet werden. So wurde beobachtet, dass PRMT1 bevorzugt im
Cytoplasma von HEK293 Zellen lokalisiert, obwohl die Hauptsubstrate des Enzyms
hauptsachlich im Zellkern zu finden sind (Lee et al., 2005; Tang et al., 2000; Christensen
& Fuxa, 1988). Die Lokalisation von PRMT1 wurde zwar bereits in verschiedenen
Veroffentlichungen beschrieben, allerdings variierten die Beobachtungen betrachtlich
zwischen vorwiegend cytoplasmatischer bzw. nuklearer Verteilung des Proteins (Cote et
al., 2003; Tang et al., 1998; Frankel et al., 2002). Moglicherweise wird die subzellulare
Lokalisation von PRMT1 durch eine zelltypspezifische Expression der Substratproteine
beeinflusst, wodurch PRMT1 in unterschiedliche Kompartimente der Zelle rekrutiert wird.
Eine weiterer Grund flir die unterschiedlichen Beobachtungen konnte eine ineffiziente
Fixierung von léslichen Proteinen bei Immunfluoreszenzstudien sein. So zeigten eigene

Experimente, dass die Lokalisation endogener PRMT1 sehr stark abhangig von der
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verwendeten Fixierungsmethode ist (Abb. 4.2). Wurden die Zellen mit Paraformaldehyd
fixiert, so zeigte sich eine Uberwiegende Anreicherung des Proteins im Zellkern und eine
schwachere, granulare Fluoreszenz im Cytoplasma. Ein ahnlich artifizieller Effekt wurde
in Zellen beobachtet, die als I6slich bekannte Proteine wie z.B. GFP exprimierten. In
diesen Zellen konnte die in vivo Lokalisation direkt mit der Lokalisation des Proteins nach
einer Fixierung mit Paraformaldehyd verglichen werden. Bei einer Fixierung der Zellen
mit Aceton wurde eine vorwiegend -cytoplasmatische Lokalisation von PRMT1
beobachtet. Dies scheint ein realistischeres Bild der subzellularen Verteilung des
Proteins wiederzuspiegeln, wie biochemische Zellfraktionierungsexperimente zeigen
(Abb. 4.2 und 4.11).

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten in verschiedenen Organellen lebender
Zellen zeigte eine etwa 6-fach starkere cytoplasmatische Fluoreszenz von PRMT1:GFP
im Vergleich zum Zellkern. Interessanterweise ist diese Verteilung sehr variabel. Werden
HEK293 Zellen fir mindestens 24 h mit dem Methylierungsinhibitor Adox behandelt, so
kommt es zu einer signifikanten Anreicherung von PRMT1-Molekulen im Zellkern (Abb.
4.12). Die nukleare Anreicherung ist allerdings vollstandig reversibel; sie verschwindet
etwa 6-8 Stunden nachdem die Inhibierung der Methylierung beendet wurde, zu einem
Zeitpunkt an dem samtliche Substratproteine im Zellkern wieder vollstandig methyliert
vorliegen. Die vorwiegend cytoplasmatische Lokalisierung von PRMT1 wird also
hochstwahrscheinlich nicht durch eine co-translationale Methylierung der nuklearen
Substratproteine im Cytoplasma hervorgerufen. Es hat vielmehr den Anschein, dass die
Methylierung der Substrate posttranslational im Zellkern erfolgt.

Noch ungeklart ist, durch welchen Transportmechanismus das Enzym in den Zellkern
hinein- bzw. wieder heraustransportiert wird. Denkbar ware, dass PRMT1 stabil an neu
synthetisierte, unmethylierte Substratproteine im Cytoplasma bindet, im ,Huckepack®-
Verfahren durch die Kernporen gelangt und erst wieder freigesetzt wird, wenn die
enzymatische Reaktion vollstandig ausgefuhrt ist. Durch eine Inhibierung der
Methylierung wird dieser Enzym-Substrat-Komplex stabilisiert, was zu einem
verlangsamten Export nukledrer PRMT1 und somit zu einer Verschiebung der
subzellularen Konzentrationsverhaltnisse von PRMT1-Molekulen fuhren kdnnte. Durch
diese Hypothese kann auch die vorwiegend nukleare Lokalisation einer enzymatisch
inaktiven Mutante von PRMT1 erklart werden. Bei diesem Konstrukt (PRMT1mut) wurde
eine Punktmutation in der Bindestelle des Co-Faktors S-Adenosylmethionin
vorgenommen, was zu einer enzymatischen Inaktivierung von PRMT1 fihrt (Wada et al.,
2002). Allerdings bindet PRMT1mut an endogene PRMT1, und wird in katalytisch aktive
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Oligomere eingebaut. Durch die Anwesenheit inaktiver PRMT1-Molekule sinkt die
spezifische Aktivitat der PRMT1-Oligomere, die somit langer stabil an den
Substratproteinen im Kern gebunden bleiben. Dies fuhrt vermutlich, wie bei einer
Inhibierung der Methylierung, zu einem verlangsamten Kernexport von PRMT1 und
somit zu einer Anreicherung von PRMT1-Molekulen im Zellkern. Interessanterweise
konnte bei der Mutante im Vergleich zum Wildtyp auch eine geringere Mobilitat im
Zellkern beobachtet werden (vgl. Diffusionskoeffizienten in Tabelle 4.3), wodurch diese

Theorie noch weiter gestutzt wird.

Passend zu der Hypothese, dass PRMT1 stabil an unmethylierte Substrate im Kern
gebunden ist, wurde bei in vivo FRAP-Mobilitatsmessungen in hypomethylierten Zellen
eine immobile (oder zumindest sehr langsam diffundierende) Fraktion von PRMT1 im
Zellkern, nicht aber im Cytoplasma beobachtet. Biochemisch konnte zudem eine
methylierungs-abhangige Bindung von PRMT1 an die beinahe unbeweglichen Histone
des Nukleosomenkerns (Abb. 4.16; vgl. Mobilitdt von Histonen in Kimura, 2005) und, wie
im folgenden Abschnitt naher diskutiert, an Komponenten des hnRNP-Partikels (Abb.
4.20 und 4.21) beobachtet werden. Es existieren also mindestens zwei relativ
unbewegliche funktionelle Einheiten, die an der Immobilisierung von PRMT1 in
hypomethylierten Zellen beteiligt sind.

Interessanterweise ist bei PRMT6, einem verwandten Enzym von PRMT1 mit ahnlicher
Substratspezifitat (Frankel et al., 2002), keine Veranderung der subzellularen
Lokalisation bzw. Mobilitat zu beaobachten (Abb. 4.11 und 4.14). Dadurch wird die
These bestatigt, dass PRMT6, im Gegensatz zu PRMT1, nicht mit gréReren
Proteinkomplexen assoziiert ist und keine stabile Bindung mit seinen Substraten eingeht.
Die beiden Proteine unterscheiden sich also hochstwahrscheinlich im enzymatischen

Reaktionsmechanismus bei der Substratbindung.
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5.3 Arginin-Methylierung von SAF-A

Im dritten Teil dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die vorherrschende
Arginin-Methyltransferase in humanen Zellen, PRMT1, stabil mit hnRNP-Partikeln
assoziiert ist. Die Assoziation mit den hnRNP-Partikeln erfolgt dabei Uber eine direkte,
Interaktion mit SAF-A, einem wichtigen Bestandteil der hnRNP-Komplexe und des
Kerngerustes. Wie von Liu und Dreyfuss (1995) gezeigt, liegen Argininreste in der RGG-
Box von SAF-A und weiteren hnRNP-Proteinen teilweise in methylierter Form vor.
Bislang war jedoch nicht bekannt, welche Methyltransferase die Anheftung der
Methylgruppen katalysiert, und welche Arginine auf SAF-A in vivo modifiziert sind. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass SAF-A durch PRMT1 in vitro
und in vivo methyliert wird. Zudem wurden mehrere Methylierungsstellen von SAF-A
identifiziert und mdgliche Funktionen der Methylierung von SAF-A untersucht. Die
Herstellung eines methylsensitiven Antikorpers erlaubte die Untersuchung des

Methylierungsstatus von SAF-A in verschiedenen Zelltypen.

5.3.1 Direkte Interaktion von PRMT1 und SAF-A in hnRNP-Partikeln

In den vorangegangenen Mobilitatsstudien mit PRMT1 wurde beobachtet, dass ein Teil
der nuklearen Population des Enzyms durch eine stabile Bindung an Histone des
Nukleosomenkerns immobilisiert wird. Die stabile Bindung von PRMT1 war dabei
abhangig vom Methylierungstatus der Substratproteine. Neben den Histonen des
Nukleosomenkerns gehoren vor allem zahlreiche RNA-Bindeproteine wie die in den
hnRNP-Komplexen assoziierten hnRNP-Proteine zu den Hauptsubstraten von PRMT1
(Liu & Dreyfuss, 1995). Wenn also PRMT1 feste Bindungen mit unmethylierten
Substratproteinen eingeht, konnte das Enzym in Adox-behandelten Zellen auch stabil mit
hnRNP-Komplexen assoziiert sein. In der Tat co-sedimentiert PRMT1 mit 40S hnRNP-
Partikeln im Glyceringradienten (Abb. 4.20). Die Menge an hnRNP-Partikel-assoziierter
PRMT1 ist dabei stark abhangig vom Methylierungsstatus der Proteine. So ist eine
Anreicherung von PRMT1 an hnRNP-Partikeln zu beobachten, wenn das Protein
aufgrund eines fehlenden Methyldonors (S-Adenosylmethionin) enzymatisch inaktiv ist.
Die Bindung von PRMT1 an hnRNP-Partikel erfolgt also unabhangig von der
enzymatischen Aktivitat des Proteins. Der Bindungsmechanismus ist daher vermutlich
deutlich komplexer als bei einer gewdhnlichen transienten Enzym-Substrat-
Wechselwirkung. Wahrscheinlich bindet PRMT1 stabil an seine unmethylierten Substrate
und wird erst wieder freigesetzt, wenn die enzymatische Reaktion vollstandig ausgefuhrt

ist. Moglicherweise ist die direkte Assoziation von PRMT1 mit ihren Hauptsubstraten,
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den hnRNPs, eine Grundlage fur den extrem hohen Methylierungsgrad der
Substratproteine unter normalen Kulturbedingungen. So konnte in verschiedenen
Studien gezeigt werden, dass samtliche Substrate von PRMTs in vollstandig methylierter
Form vorliegen (Pawlak et al., 2002; Lischwe et al., 1985). Zusatzlich zur Anreicherung
im 40S hnRNP-Partikel ist PRMT1 auch in noch erheblich groleren Komplexen
gebunden, die tiefer im Glyceringradienten sedimentieren. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um hnRNA mit zahlreichen angelagerten hnRNP-Partikeln.

Um ausschlieBen zu kdénnen, dass PRMT1 im Glyceringradienten mit anderen
Komplexen assoziiert ist, die zufallig einen ahnlichen Sedimentationswert wie 40S
hnRNP-Partikel besitzen, wurde die direkte Bindung von PRMT1 an hnRNP-Partikel
durch Co-Immunfallungen des Enzyms mit den typischen hnRNP-Proteinen SAF-A und
hnRNP-C1/2 bestatigt (Abb. 4.21). Zudem konnte gezeigt werden, dass ausschliel3lich
endogene PRMT1, aber nicht PRMT3, PRMTS5 und PRMT6 mit hnRNP-Partikeln
assoziiert ist. Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche hnRNPs, wie hnRNP-K, hnRNP-
A1/A2 und hnRNP-R als Substrate der PRMTs identifiziert wurden, konnte fir diese
Proteine bislang keine stabile Enzym-Substrat-Wechselwirkung gezeigt werden
(Ostareck-Lederer et al., 2006; Rajpurohit et al., 1994; Nichols et al., 2000; Wada et al.,
2002).

HnRNP-Partikel setzten sich aus mindestens 20 verschiedenen hnRNP-Proteinen
zusammen (Dreyfuss et al., 1988). Daher war unklar Uber welche Proteine die Bindung
von PRMT1 an die hnRNP-Partikel vermittelt wird. Durch ein in vitro Bindungsexperiment
nach der sogenannten ,Far-Western“-Methode konnte SAF-A als ein direkter
Wechselwirkungspartner von PRMT1 identifiziert werden (Abb. 4.22). Das Prinzip dieser
Methode basiert auf einer modifizierten klassischen Westernblot-Analyse, bei der
immungefalltes SAF-A mit co-prazipitierten hnRNP-Proteinen zunachst mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert wird. AnschlieRend werden
die Proteine auf der Membran renaturiert und, anstatt mit Antikbrpern wie beim
klassischen Westernblot, mit rekombinanter PRMT1 inkubiert. Nach grandlichem
Waschen der Membran erfolgt eine Immundetektion der Protein-gebundenen
rekombinanten PRMT1 auf der Membran. Dabei konnten neben einer starken Bindung
von PRMT1 an SAF-A auch wesentlich schwachere Wechselwirkungen mit weiteren co-
prazipitierten Proteine beobachtet werden. Um welche Proteine es sich dabei handelt,
konnte in diesem Experiment nicht geklart werden. Moglicherweise gibt es neben SAF-A

noch weitere direkte Wechselwirkungspartner von PRMT1 im hnRNP-Partikel.

113



Diskussion

5.3.2 PRMT1-vermittelte Arginin-Methylierung von SAF-A

Bereits vor zehn Jahren wurde von Liu und Dreyfuss (1995) beschrieben, dass
Argininreste in der Glycin-Arginin-reichen Region von SAF-A teilweise dimethyliert
vorliegen. Bislang konnte jedoch nicht eindeutig geklart werden, welche
Methyltransferase tatsachlich in vivo die Methylierung von SAF-A vermittelt. Erste
Hinweise darauf, dass SAF-A ein Substrat der vorherrschenden Typ-I-Methyltransferase
PRMT1 ist, wurden von Lee und Bedford (2001) gefunden. Sie konnten zeigen, dass
bakteriell exprimiertes SAF-A in vitro von PRMT1 methyliert wurde. Allerdings kénnen
durch in vitro Methylierungsexperimente mit rekombinanter PRMT1 nicht automatisch
Ruckschlusse auf die tatsachliche Substratspezifitat in vivo gezogen werden. Die
Tatsache, dass PRMT1 in vivo physisch mit SAF-A assoziiert ist, macht die
Methyltransferase allerdings zu einem sehr wahrscheinlichen Kandidaten fur die
Methylierung von SAF-A.

Tatsachlich wurde in dieser Arbeit durch in vitro und in vivo Methylierungsexperimente
eine  PRMT1-vermittelte Methylierung von SAF-A nachgewiesen. Zunachst wurde
gezeigt, dass aus Adox-behandelten Zellextrakten immungefalltes, endogenes SAF-A
von rekombinanter PRMT1 methyliert wird (Abb. 4.24 A). Dabei zeigte sich, dass auch
zahlreiche weitere mit SAF-A co-prazipitierte Proteine von PRMT1 modifiziert werden.
Hdchstwahrscheinlich handelt es dabei um Proteine aus dem hnRNP-Komplex. In einem
weiterfUhrenden Experiment konnte beobachtet werden, dass endogene, mit dem
hnRNP-Komplex assoziierte PRMT1 katalytisch aktiv ist. So methylierte PRMT1 nach
Zugabe von °H-SAM sowohl im Komplex mit SAF-A/PRMT1 assoziierte hnRNPs als
auch Substratproteine aus hypomethyliertem Zellextrakt (Abb. 4.24 B). Dies bedeutet,
dass PRMT1 sowohl in cis (d.h. im eigenen Komplex) als auch in trans katalytisch aktiv
ist. Das Enzym hat also im nativen hnRNP-Komplex Zugang zu den hnRNP-Proteinen.
Dieses Ergebnis steht im scheinbaren Widerspruch zu den von Liu und Dreyfuss (1995)
veroffentlichten Ergebnissen, die keine Methyltransferaseaktivitat in hnRNP-Komplexen
beobachten konnten. Diese Diskrepanz kann allerdings leicht erklart werden. Bei Liu und
Dreyfuss wurden die hnRNP-Komplexe aus unbehandelten Zellen isoliert, in denen
samtliche hnRNPs bereits vollstandig methyliert sind und daher nicht mehr als Substrate

fur die co-gefallten PRMTs zu Verfligung stehen.
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5.3.3 Kartierung der Methylierungsstellen in vitro und in vivo

Die Stellen der Methylierung durch Typ-I-PRMTs sind bereits an zahlreichen
Substratproteinen gut untersucht worden. Dabei wurde beobachtet, dass Typ-I-Enzyme
bevorzugt Arginine methylieren, die in der Aminosauresequenz RGG, RXR oder GRG
vorliegen. Interessanterweise findet man auf SAF-A insgesamt 19 Wiederholungen des
Dipeptids RG, von denen sich 15 im carboxyterminalen Sechstel des Proteins befinden.
Um zu uberpriufen, welche Argininreste von SAF-A durch PRMT1 methyliert werden,
wurden verschiedene Kartierungsexperimente durchgefliihrt. So ist rekombinante
PRMT1, aber nicht PRMT2, in der Lage ein synthetisch hergestelltes Peptid mit einer
Aminoséaureabfolge ("°RGNYNQNFRGRGNNRG*') aus dem C-Terminus von SAF-A in vitro
zu methylieren (Abb. 4.27 A). Das Peptid enthalt vier RG-Folgen, von denen zwei sogar
in der Abfolge RGRG vorliegen, was ausgezeichnet mit bisher kartierten
Methylierungsstellen in anderen Proteinen Ubereinstimmt (Cote et al., 2003; Ostareck-
Lederer et al., 2006; Gary & Clarke, 1998; Klein et al., 2000; Smith et al., 1999). Ein
identisches Peptid, bei dem alle vier Arginine durch Lysine ersetzt sind, wurde
erwartungsgemalfd nicht von PRMT1 methyliert.

Die oben beschriebenen in vitro Analysen geben allerdings noch keinen Hinweis darauf,
ob die Arginine im Bereich zwischen AS 779-794 auch in der lebenden Zelle tatsachlich
modifiziert vorliegen. Um dies zu Uberprufen wurde ein polyklonaler Antikorper gegen ein
(unmethyliertes) synthetisches 16-mer Peptid mit der oben beschriebenen Wildtyp-
Sequenz hergestellt. Dieser Antikdrper (A232) erkennt ausschliefl3lich unmethylierte SAF-
A Proteine aus Zellen, die zuvor mindestens fur 24 Stunden mit dem
Methylierungsinhibitor Adox behandelt wurden (Abb. 4.27 B). In unbehandelten Zellen ist
das Epitop durch Methylgruppen abgeschirmt und wird nicht vom Peptidantikdrper
erkannt. In Westernblot-Experimenten mit SAF-A Konstrukten, bei denen potenziell
methylierte Arginine im Bereich von AS 779-794 durch Lysine ersetzt wurden, konnte

Arginin-793 als bevorzugte Methylierungsstelle identifiziert werden.

Durch massenspektrometrische Analysen von Peptidfragmenten aus endogenem SAF-A
wurde zudem gezeigt, dass mindestens sieben der insgesamt 19 potentiellen RG-
Methylierungsstellen in vivo dimethyliert vorliegen, die alle im C-terminalen Bereich des
Proteins lokalisieren (Tabelle 4.5). Es wurden erwartungsgemafl® ausschliel3lich
Methylierungsstellen gefunden die dem Konsensus RG entsprachen.

Bei der Auswertung der massenspektrometrischen Daten mussen verschiedene Aspekte

in Betracht gezogen werden. So gilt es zu beachten, dass beim tryptischen Verdau der
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Proteine vor und hinter unmodifizierten Argininen, aber nicht hinter modifizierten
Argininen geschnitten wird (Baldwin & Carnegie, 1971). Wegen der kurzen Abstande
(z.T. 2-3 Aminosauren) zwischen den Argininen in der RGG-Box von SAF-A kénnen sehr
kurze Peptidfragmente entstehen, die massenspektrometrisch nur schwer zu detektieren
sind. Auch ist anzunehmen, dass das Methylierungsmuster bei einzelnen SAF-A
Molekuilen variiert und somit beim tryptischen Verdau Peptide von unterschiedlicher
Lange bzw. mit unterschiedlichen Modifikationen entstehen. Die Auswertung der MALDI-
TOF Daten wird dadurch enorm erschwert. Da eine Computer-gestitzte Identifizierung
der Methylierungsstellen mangels einer geeigneten Software nicht mdglich war, erfolgte
die Auswertung der massenspektrometrischen Daten manuell. In Tabelle 4.5 wurden
daher nur Peptide aufgeflhrt, bei denen eine Modifizierung der Argininreste sicher
nachzuweisen ist. Bei zahlreichen detektierten Peptidmassen konnte keine eindeutige
Aussage getroffen werden, da sie sowohl modifizierten als auch unmodifizierten
Peptiden exakt zugeordnet werden konnten. Es ist daher mdglich, dass neben den in
Tabelle 4.5 angegebenen Methylierungsstellen noch weitere Argininreste in vivo

modifiziert sind.

5.3.4 Biochemische Charakterisierung der Arginin-Methylierung
von SAF-A

Die physiologische Rolle der Arginin-Methylierung ist bisher nur ansatzweise verstanden.
Unbeantwortet ist zum Beispiel die einfache Frage, ob sich der Methylierungsstatus von
Proteinen in verschiedenen Zelltypen unterscheidet. Eine solche Untersuchung kann
Aufschluss daruber geben, in welchen Zellen oder Geweben die Protein-Methylierung
eine besondere Rolle spielt. Da die Menge der PRMTs sich in verschiedenen Zellen und
Geweben offenbar unterscheidet (Katsanis et al., 1997), wurde in einem Teilprojekt die
Methylierung von SAF-A in Zellen unterschiedlichen Ursprungs untersucht. Da SAF-A in
allen Geweben in groflen Mengen exprimiert wird, stellt es ein ideales Modellprotein fur
diese Experimente dar. Es waren mehrere experimentelle Ansatze denkbar, wie zum
Beispiel der Nachweis des Einbaus radioaktiv markierter Methylgruppen, oder die
Hydrolyse des gereinigten Proteins mit nachfolgender Aminosaure-Analyse. Da sich
diese Ansatze jedoch nur dulerst schwierig mit einer groleren Anzahl an Proben
durchfuhren lassen, wurden ein immunologischer Nachweis ohne diese Beschrankungen
entwickelt. Der Nachweis beruht auf dem oben beschriebenen Peptidantikorper (A232),
der zwischen methyliertem und unmethyliertem SAF-A unterscheiden kann da er nur mit

unmethyliertem SAF-A reagiert. Dadurch I&sst sich der Methylierungsstatus des Proteins
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durch einfache Westernblot-Experimente erfassen. Als Kontrolle diente ein polyklonaler
Antikorper (K371), der SAF-A unabhangig vom Methylierungsstatus erkennt. Auch wenn
in vorherigen Studien bereits beschrieben wurde, dass die meisten PRMT1-Substrate
wahrend des gesamten Zellzyklus konstitutiv und beinahe vollstandig methyliert sind
(Pawlak et al., 2002, 2000), so war das Ergebnis dieser Studie trotzdem Uberraschend.
In keiner der insgesamt 24 untersuchten Zelllinien konnte unmethyliertes SAF-A
nachgewiesen werden (Abb. 4.28). Damit bleibt wenig Spielraum fir Spekulationen, dass
es sich bei der Arginin-Methylierung von hnRNPs um eine dynamische Modifikation wie
Acetylierung oder Phosphorylierung handeln konnte. Aus den Ergebnissen lasst sich
aullerdem schlussfolgern, dass SAF-A schon wahrend, oder unmittelbar nach der
Translation methyliert wird. Dies spricht eher fir eine statische Funktion der
Methylierung. So kdnnte die Methylierung in gewisser Weise ein ,Etikett” darstellen, das
zur Markierung von Proteinen dient und diese z.B. als ,funktionell”, ,korrekt gefaltet” oder
.korrekt lokalisiert ausweist. Tatsachlich wurde beobachtet, dass die Methylierung einen
Einfluss auf die subzellulare Lokalisation von Proteinen wie z.B. RNA-Helikase A, Sam68
und hnRNP-A hat (Cote et al, 2003; Smith et al., 2004; Nichols et al., 2000). In
Lokalisationsstudien mit SAF-A konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen
methyliertem und unmethyliertem Protein beobachtet werden (Abb. 4.29). Ebenso
scheint die Menge an SAF-A im Zellkern von unbehandelten und Adox-behandelten
Zellen identisch zu sein. Der Methylierungsstatus von SAF-A hat also vermutlich keinen
Einfluss auf die Stabilitat des Proteins. Zudem ist keine erhéhte Expression von SAF-A in
hypomethylierten Zellen zu beobachten, wodurch eine mdglicherweise verminderte
Funktionalitat von hypomethyliertem SAF-A kompensiert werden kdnnte.

SAF-A und zahlreiche weitere hnRNP-Proteine besitzen neben ihrer Funktion im hnRNP-
Komplex auch Chromatin-organisierende Aufgaben in der Zellkernarchitektur. So wurde
SAF-A als ein Hauptbestandteil der Kernmatrix identifiziert. Interessanterweise konnte
durch in situ Kernfraktionierungen gezeigt werden, dass eine kleine Population von
PRMT1 ebenfalls stabil an Kernmatrixstrukturen gebunden ist (Abb. 4.29).
Maglicherweise sind SAF-A und PRMT1 nicht nur im hnRNP-Partikel, sondern auch in
der Kernmatrix fest miteinander assoziiert. Durch die raumliche Nahe von Enzym und
Substrat konnte eine effektive Methylierung der hnRNPs gewahrleistet werden.

Denkbar ware auch, dass SAF-A-Molekille erst dann methyliert werden, wenn sie in
einem korrekten funktionellen Kontext integriert sind. Diese Vermutung wird durch die
Beobachtung gestltzt, dass viele Substratproteine in normalen Zellen vollstandig
methyliert vorliegen (Abb. 4.28; Lischwe et al., 1985(a); Pawlak et al., 2000). Passend zu
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dieser Hypothese wurde beobachtet, dass transient transfizierte, im Gegensatz zu stabil
transfizierten SAF-A:GFP Konstrukten nur zu einem geringen Prozentsatz methyliert
sind. Da SAF-A ein sehr langlebiges Protein mit einer vergleichsweise niedrigen
Umsatzrate ist, kdnnte es durch eine transiente Uberexpression zu einer Anreicherung
von funktionell inaktiven und daher eventuell unmethylierten SAF-A-Molekulen kommen.
Wird der Nachschub an SAF-A-Molekulen durch Hemmung der Proteinbiosynthese
gestoppt, werden die SAF-A:GFP Molekille innerhalb von acht Stunden nahezu
vollstdndig posttranslational methyliert (Abb. 4.32). Mdoglicherweise werden die
verfugbaren unmethylierten SAF-A:GFP Moleklile nach und nach in funktionelle
Komplexe eingebaut und dabei von PRMT1 modifiziert.

Allerdings scheint die Methylierung der hnRNPs keine essenzielle Voraussetzung flr
ihren Einbau in hnRNP-Komplexe zu sein, da in Prmt1 -/- Zellen ohne enzymatische
PRMT1-Aktivitat (und damit verbundener Hypomethylierung der hnRNPs) die Bildung
bzw. Zusammensetzung der hnRNP-Komplexe nicht beeintrachtigt ist (Pawlak et al.,
2000). Dies wird in der vorliegenden Arbeit auch durch die Anwesenheit von funktionell
intakten hnRNP-Partikeln nach der Hemmung der Methylierung bestatigt (Abb. 4.20). Es
zeigte sich jedoch, dass die Mobilitat von SAF-A in hypomethylierten Zellen im Vergleich
zu Zellen mit einem normalen Methylierungsstatus signifikant erhdht ist. Moglicherweise
wird also durch die Methylierung die Bindung von SAF-A an Kernmatrixstrukturen

beeinflusst.

5.3.5 Regulation der Arginin-Methylierung

Ein groller Unterschied zwischen der Arginin-Methylierung und anderen
posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung oder Acetylierung liegt in
der Stabilitat der Modifikation. Wahrend bei der Phosphorylierung bzw. Acetylierung die
Dauer und das Ausmal® der Modifikation durch antagonistische Enzyme (Kinasen/
Phosphatasen bzw. Acetyltransferasen/Deacetylasen) beeinflusst wird, konnte trotz
intensiver Suche bislang keine spezifische Demethylase identifiziert werden, die eine
zeitliche Modulation der Arginin-Methylierung ermdéglichen wirde (Denman, 2005).
Arginin-Methylierung scheint also von ahnlich stabiler Natur zu sein, wie die haufig an
Histon-Termini beobachtete Methylierung von Lysinresten. Kurzlich wurde allerdings eine
erste Lysin-spezifische Demethylase (LSD1) beschrieben, die in der Lage ist
dimethyliertes Lysin-4 von Histon H3 in unmodifiziertes Lysin umzuwandeln (vgl. Abb.
1.5; Shi et al., 2004). Im selben Jahr konnte von zwei unabhangigen Gruppen gezeigt

werden, dass auch die Arginin-Methylierung von Histonen durch eine von Peptidyl-
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Arginin-Deiminase 4 (PAD4) vermittelte Deiminierung rickgangig gemacht werden kann
(Cuthbert et al., 2004; Wang et al., 2004). Die Familie der PADs katalysiert dabei die
Abspaltung eines unmodifizierten bzw. monomethylierten Guanidino-Stickstoffs von
Argininresten an Histonen, wodurch die seltene Aminosaure Citrullin entsteht (vgl. Abb.
4.34 A). Ob es sich hierbei um eine Histon-spezifische Deiminierung von Argininresten
handelt, oder ob diese Reaktion auch an SAF-A und weiteren Substratproteinen der
PRMTs stattfindet, sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Dazu wurden
Proteine in Ganzzellextrakten durch Zugabe einer rekombinanten PAD in vitro citrulliniert
und anschlieBend im Westernblot auf Anwesenheit von mono- und dimethylierten
Argininresten untersucht. Wie schon fur dimethylierte Arginine in Histonen beschrieben
(Hidaka et al., 2005), konnte fur SAF-A und andere nicht-Histon-Proteine gezeigt
werden, dass eine Dimethylierung und grofdtenteils auch eine Monomethylierung von
Argininresten eine Umwandlung der betroffenen Aminosauren in Citrullin verhindert
(Abb. 4.34 B). Dies spricht gegen eine generelle Funktion der PADs als enzymatische
Antagonisten zu den Methyltransferasen, die fast ausschlieBlich die Bildung von
Dimethylarginin katalysieren; passend zu der Beobachtung, dass die Hauptsubstrate der
PRMTs wie z.B. SAF-A (vgl. Abb. 4.28) in vivo vollstandig in (di-) methylierter Form
vorliegen (Pawlak et al.,, 2002; Lischwe et al., 1985(a)). So wird in Zellen fast
ausschlieRlich N®,N®-Dimethylarginin gefunden; N®-Monomethylarginin ist hingegen nur
in sehr geringen Mengen nachzuweisen (Boffa et al., 1977; Karn et al., 1977).
Interessanterweise sind ca. 65 % des nukledren N® N®-Dimetyhlarginin an hnRNPs
gebunden und ca. 12 % aller Argininreste von hnRNPs sind durch Methylgruppen
modifiziert (Boffa et al., 1977).

Obwohl also mindestens zwei Enzymfamilien prinzipiell dazu in der Lage sind, an Lysin-
bzw. Argininreste angeheftete Methylgruppen wieder zu entfernen, bleiben berechtigte
Zweifel, ob die Methylierung von Argininen tatsachlich ein reversibler Prozess ist. So
sind PADs zwar indirekt in der Lage, als Antagonisten zu den Arginin-Methyltransferasen
zu agieren, allerdings kdonnen (monomethylierte) Arginine nicht dauerhaft funktionell
durch Citrullin ersetzt werden. Eine Deiminierung von Arginin zu Citrullin verandert die
Gesamtladung und somit die physiko-chemischen Eigenschaften (z.B. Protein-/DNA-
Interaktion) eines Proteins (Vossenaar et al., 2003). Citrullin musste also durch einen
bislang unbekannten Reaktionsweg wieder in Arginin umgewandelt werden oder
citrullinierte Proteine (z.B. Histone im Nukleosom) mussten abgebaut und durch neue
Proteine ersetzt werden (Bannister et al., 2002). Fir keinen der beiden Wege gibt es

bisher experimentelle Belege.
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Ein weiterer Grund, der gegen eine tragende Rolle von PADs bei der Regulation der
Arginin-Methylierung spricht, ist die zelltypspezifische Expression der PAD-
Familienmitglieder. Wahrend die vorherrschende Methyltransferase, PRMT1, ubiquitar in
samtlichen untersuchten Zelllinien zu finden ist, werden PADs nur in spezialisierten
Zellen der Haut (PAD1), Skelettmuskel (PADZ2), Haarfollikel (PAD3) und reifen
Granulocyten (PAD4) exprimiert (Fackelmayer, 2005a), und sind somit in den meisten
Zellen als mogliche Antagonisten der Methyltransferasen nicht verfugbar. AuRerdem
bendtigen PADs fiir ihre enzymatische Aktivitat hohe Konzentrationen an Ca** (Arita et
al.,, 2004), die in gesunden somatischen Zellen mit intakter Kalzium-Homobostase
normalerweise nicht vorkommen.

Die Tatsache, dass SAF-A und andere hnRNPs in samtlichen Zelllinien vollstandig
methyliert vorliegen, lasst vermuten, dass die Methylierung von hnRNP-Proteinen nicht
zeitlich reguliert wird, sondern eine dauerhafte Modifikation der Proteine darstellt. Ein
gewisser Grad an Regulation kdnnte allerdings mit Hilfe von unmethylierten Isoformen
der hnRNPs erreicht werden, die sich in ihrer Funktion von den methylierten Proteinen
unterscheiden bzw. deren Funktion erganzen. Tatsachlich konnte im Rahmen dieser
Arbeit eine zweite Isoform von SAF-A (SAF-A2) identifiziert werden, die ebenfalls von
PRMT1 gebunden, aber nicht methyliert wird (Abb. 4.37). Ein Vergleich der
Primarsequenzen zeigt eine extrem hohe Sequenzhomologie im zentralen Bereich und
in der aminoterminalen DNA-Bindedomane (SAF-Box) der beiden Isoformen (Abb. 4.35).
Beide Proteine haben zwar ahnliche DNA/RNA-Bindungseigenschaften, unterscheiden
sich aber in ihrem Aggregationsverhalten (Fackelmayer & Richter, 1994). Im
Elektronenmikroskop konnte beobachtet werden, dass SAF-A mit der DNA zu langen,
unverzweigten Filamenten aggregiert, wahrend Isoform 2 globulare Strukturen mit einem
Durchmesser von ca. 35 nm ausbildet. Der Unterschied im Aggregationsverhalten liegt
vermutlich in den stark verschiedenen C-Termini der beiden Isoformen begrindet. Bei
der zweiten Isoform fehlt ein grol3er Teil der carboxyterminalen Region von SAF-A, auf
dem sowohl die stark methylierte RGG-Box, die Kernmatrixbindedomane als auch die
Multimerisierungsdomane lokalisiert sind. Interessanterweise konnte trotz der fehlenden
RNA-Bindedomane (RGG-Box) eine effiziente RNA-Bindung bei SAF-A2 beobachtet
werden (Fackelmayer & Richter, 1994). Obwohl beide Proteine ein ahnliches
Lokalisationsmuster im Zellkern zeigen, konnte biochemisch keine direkte Assoziation
der beiden Isoformen beobachtet werden. Die deutlich hdhere Mobilitat von SAF-A2 in
FRAP-Experimenten und das unterschiedliche Sedimationsverhalten im

Glyceringradienten legen den Schluss nahe, dass die beiden Proteine in

120



Diskussion

unterschiedlichen Komplexen bzw. Kernstrukturen gebunden sind und vermutlich
spezifische Funktionen in der Zelle besitzen (Abb. 4.36 und 4.37). Im Moment kann
jedoch nur darlber spekuliert werden, welche funktionellen Aufgaben SAF-A2 in der
Zelle besitzt. Um konkrete Vorstellungen Uber die Aufgabenbereiche von SAF-A2 zu
erhalten, missen in zuklnftigen Experimenten weitere Interaktionspartner identifiziert

werden.

5.3.6 Funktion der Arginin-Methylierung in vivo

In letzter Zeit wurden zahlreiche Substratproteine der Arginin-Methyltransferasen
identifiziert, die an verschiedenen zellularen Prozessen wie z.B. RNA-Prozessierung,
transkriptioneller Regulation, Reparatur von DNA-Schaden sowie Differenzierungs-
vorgangen beteiligt sind. Ob allerdings die Methylierung von Argininresten in diesen
Prozessen tatsachlich eine regulierende Funktion besitzt, ahnlich der von anderen
posttranslationalen Modifikationen, ist grof3tenteils noch nicht geklart.

Im Gegensatz zur Phosphorylierung oder Acetylierung verandert die Methylierung von
Argininresten nicht den Ladungszustand der betroffenen Aminosaure. Dies ist von
besonderer Bedeutung, da Arginin eine positiv geladene Aminosaure ist, die oft an der
Ausbildung von Wasserstoffbricken und amino-aromatischen-Bindungen beteiligt ist und
zudem haufig im reaktiven Zentrum von Enzymen bzw. auf Proteinoberflachen gefunden
wird, die eine Bindung an Proteine, kleine Liganden oder DNA vermitteln. Im Vergleich
zur Phosphorylierung von Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten verandert das Anheften
einer Methylgruppe kaum die chemischen Eigenschaften von Argininresten und hat
daher vermutlich nur einen geringen Effekt auf die Bindungseigenschaften der
betroffenen Aminosaure. Es ist daher eher wahrscheinlich, dass Arginin-Methylierung
nicht als ein An/Aus Schalter fungiert, sondern bei der Modulation bestimmter Prozesse
beteiligt ist.

Auch wenn in den letzten Jahren zahlreiche Substrate von PRMTs identifiziert wurden,
die an unterschiedlichsten Prozessen in der Zelle beteiligt sind, so bleibt die tatsachliche
Rolle der Arginin-Methylierung von SAF-A, wie fur andere Substratproteine auch,
weiterhin im Unklaren. Es herrscht eine signifikante Diskrepanz zwischen dem hohen
Methylierungsgrad der Substratproteine in allen untersuchten Zelllinien und der
Beobachtung, dass Arginin-Methylierung fur grundlegende zellulare Funktionen nicht
bendtigt wird, da embryonale Stammzellen aus Prmt1 ,knock-out® Mauseembryos
lebensfahig sind. Allerdings ist eine PRMT1-vermittelte Arginin-Methylierung essenziell

fir die Differenzierung dieser Zellen in vitro und fiir das Uberleben der Prmt1 ,knock-out*

121



Diskussion

Mauseembryos (Pawlak et al., 2000). Mdoglicherweise kann diese Diskrepanz durch die
Annahme erklart werden, dass die Arginin-Methylierung von Proteinen eine Art ,Protein-
Etikett darstellt. Im Gegensatz zu einer klassischen ,Signalfunktion“ kénnte ein ,Etikett*
irreversibel an ein Protein angebracht werden, und dieses fiur seine komplette
Lebensdauer markieren. Dieses Etikett kdnnte Informationen beinhalten, die zwar fur die
meisten Prozesse nicht bendtigt werden, jedoch unentbehrlich sind, wenn sich, wie z.B.
bei Differenzierungsprozessen, die zellulare Bedingungen andern. Die Funktion ware
vergleichbar mit einem Preisetikett an einer Ware. Das Etikett ist zwar nicht essenziell fur
die Funktion der Ware, beinhaltet aber wichtige Informationen wenn diese von einer
Person zu nachsten weitergereicht wird. In diesem Fall kdonnten die angehefteten
Methylgruppen signalisieren, dass so modifizierte Proteine ,funktionell®, ,richtig gefaltet*
oder, nach ihrem ersten Einbau in funktionelle Komplexe, ,korrekt lokalisiert* sind. Diese
Idee wird gestutzt durch die Bobachtung, dass PRMT1 zusammen mit ihren
Hauptsubstraten, den hnRNPs, in hnRNP-Komplexen assoziiert ist. Somit kdnnte ein
neu synthetisiertes hnRNP-Protein sofort beim Einbau in den Komplex methyliert
werden. Passend zu dieser Hypothese, liegen samtliche von PRMT1 methylierten
Substrate im hnRNP-Komplex vollstandig methyliert vor (Lischwe et al., 1985(a); Pawlak
et al., 2000). Im Moment kann nur daruber spekuliert werden, fuir welche Prozesse ein
.Methylierungsetikett von Bedeutung sein konnte und wie die darin enthaltene
Information ausgelesen werden kdnnte. Vermutlich sind die involvierten Prozesse so
ubiquitar wie die Methylierung selbst und kénnen potenziell in jeder Zelle vorkommen.
Andererseits laufen fur die Zelle lebenswichtige Prozesse, wie Replikation und
Transkription, auch in Abwesenheit von PRMT1-vermittelter Methylierung (die nicht
durch andere Methyltransferasen kompensiert werden kann) ab (Pawlak et al., 2000;
2002). Auch die Proteinfaltung und der Zusammenbau funktioneller Komplexe scheinen
nicht von einer Methylierung der Proteine abhangig zu sein, da Prmt1 ,knock-out‘-Zellen
und Adox-behandelte Zellen in der Lage sind normale hnRNP-Komplexe aus
unmethylierten Komponenten zu bilden. Das heif3t, weder Protein-Protein-Interaktionen
zwischen den hnRNPs noch ihre Bindung an RNA werden durch die Methylierung
beeinflusst. Es scheint also, dass die Arginin-Methylierung eher in Prozessen eine Rolle
spielt, bei denen sich der Zustand der Zelle andert. Moglicherweise wird damit eine
Flexibilitdt der Zelle bei der Reaktion auf extrazellulare Stimuli erreicht. Denkbar ware,
dass in der Zelle bevorzugt methylierte Proteine wiederverwendet werden, um
Energieressourcen fir neu exprimierte Gen-Produkte wahrend Differenzierungs- und

Entwicklungsprozessen zu sparen. Dazu passt die Beobachtung, dass embryonale
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prmt1 -/- Stammzellen in vitro nicht differenzieren kénnen und Embryos aus diesen
Zellen nicht entwicklungsfahig sind.

In einer Veroffentlichung von Fackelmayer (2005a) wird noch eine weitere, ganzlich neue
Funktion der Arginin-Methylierung diskutiert. Fackelmayer postuliert, dass die
Methylgruppe als eine Art Schutzgruppe fir essenzielle Argininreste fungieren kdnnte
und diese somit vor einem Angriff durch endogene Dicarbonyl-Verbindungen, wie
Methylglyoxal, abschirmt. Diese hochreaktiven Molekule entstehen als Nebenprodukte
normaler metabolischer Prozesse (z.B. bei der Glykolyse) und koénnen die
Guanidinogruppe von Argininresten chemisch modifizieren. Werden essenzielle Arginine
angegriffen (z.B. im aktiven Zentrum von Enzymen) fuhrt dies zu einem Verlust der
Proteinfunktion (Kimura et al., 1996). Interessanterweise wird die Reaktivitat der
Guanidinogruppe gegenuber Dicarbonyl-Verbindungen durch Dimethylierung, aber nicht
durch Monomethylierung drastisch herabgesetzt (Patthy et al., 1977). Die Dimethylierung
von Argininen scheint also tatsachlich einen Schutz vor einer Modifikation durch
Dicarbonyl-Verbindungen zu bieten.

Sicherlich sind nicht alle Arginine in Proteinen von gleicher Bedeutung fur die
funktionellen Ablaufe in einer Zelle, und Proteine mit einer kurzen Halbwertszeit sind
wahrscheinlich weniger anfallig fur eine Inaktivierung durch Dicarbonyl-Verbindungen, da
sie relativ schnell abgebaut und re-synthetisiert werden. Aul3erdem scheinen zahlreiche
Enzyme durch die Interaktion mit Substraten oder Co-Faktoren vor einem Angriff
geschutzt zu sein (Qamar et al., 1996; Sandmeier & Christen, 1982). Daher scheint es
plausibel, dass hauptsachlich langlebige, enzymatisch inaktive Proteine durch Arginin-
Dimethylierung geschutzt sein mussen. Tatsachlich gehdren die meisten PRMT-
Substratproteine zu dieser Kategorie: Histone, hnRNPs, Sm-Proteine und zahlreiche
weitere Proteine, die am RNA-Metabolismus beteiligt sind. Die Dimethylierung von
Argininresten dient also mdglicherweise nicht der Modulation, sondern vielmehr dem
Schutz der Funktion eines Proteins. Ob diese sehr interessante Hypothese auch

tatsachlich in vivo realisiert ist, muss in zukunftigen Experimenten untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

Die Methylierung von Argininresten in Proteinen ist eine posttranslationale Modifikation,
die an der Regulation zahlreicher zellularer Prozesse beteiligt zu sein scheint. Trotz der
Identifizierung einer groReren Anzahl an Substratproteinen und Strukturaufklarung
einiger der fur die Methylierung verantwortlichen Enzyme ist es bisher nicht gelungen ein
Gesamtbild der tatsachlichen funktionellen Bedeutung der Arginin-Methylierung in
lebenden Zellen zu entwerfen.

Um grundlegende Einblicke in die Dynamik funktioneller Netzwerke zu erlangen, an
denen Arginin-Methyltransferasen beteiligt sind, wurden in dieser Dissertation alle bisher
bekannten Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) vergleichend untersucht. Die
Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Mitglieder der PRMT-Familie spezifische,
nicht redundante Aufgaben in der lebenden Zelle erfullen, und sich in Lokalisation,
Mobilitat und Komplexbildung unterscheiden.

So zeigte sich, dass die am haufigsten vorkommende Methyltransferase PRMT1, aber
nicht die anderen PRMTs, funktionell an Komplexen im Zellkern immobilisiert wird. In
weiterflhrenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Immobilisierung von
PRMT1 durch stabile Wechselwirkung mit Substratproteinen im Nukleosom und in
hnRNP-Komplexen verursacht wird. Die Bindung des Enzyms an die hnRNP-Komplexe
wird dabei durch eine direkte Wechselwirkung mit dem ,Scaffold Attachment Factor A®
(SAF-A) vermittelt, der selbst ein Substrat von PRMT1 darstellt und an mehreren in
dieser Arbeit kartierten Stellen methyliert wird. Die Bindung von PRMT1 an
Komponenten der hnRNP-Komplexe lasst vermuten, dass das Enzym regulatorische
Aufgaben im Zusammenhang mit mMRNA-Reifung und -Transport erfullt.

Zusatzlich konnte erstmals eine neue Isoform von SAF-A identifiziert werden, die
ebenfalls mit PRMT1 interagiert, aber kein Substrat des Enzyms darstellt. Vergleichende
Charakterisierungen der beiden SAF-A-Isoformen legen den Schluss nahe, dass die
beiden Proteine verschiedene physiologische Funktionen ausuben.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse gestatten neue Einblicke in die
physiologische Rolle der Arginin-Methylierung in lebenden Zellen und bilden somit eine

wichtige Grundlage fur weiterfuhrende Untersuchungen.
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7. Anhang

Sequenzen

SAF-A (Accession No. AAC19382 + zusatzliches Alanin an Stelle 230)

'MSSSPVNVKK
>l PAMEPGNGSL
10lGDOMELGEEN
1 lGAGDENGHGE
291 PGARQGQQOA
>l EDHGRGYFEY
91T SRDRLSASS
ITKDIDIHEVR
‘0l pENDVITCFA
“>IHNCAVEFNFG
“OIMMIGLPGAGK
I KLNTLLQRAP
eOlRKAVVVCPKD
SR ITYVELQKE
"'NRGGGHRGRG
SlyPYPRAPVFEP
80l GYNQWQQGQF

LKVSELKEEL
DLGGDSAGRS
GAAGAADSGP
QQPOQPPATQQ
GGKKKAEGGG
TEENKYSRAK
LTMESFAFLW
IGWSLTTSGM
NFESDEVELS
OKEKPYFPIP
TTWVTKHAAE
OCLGKFIEIA
EDYKQRTQKK
EAQKLLEQYK
GFNMRGGNFR
GRGSYSNRGN
WGQKPWSQHY

KKRRLSDKGL
GAGLEQEAAA
MEEEEAASED
QOPOQORGAA
GGGRPGAPAA
SPQPPVEEED
AGGRASYGVS
LLGEEEFSYG
YAKNGQDLGV
EEYTFIQNVP
NPGKYNILGT
ARKKRNFILD
AEVEGKDLPE
EESKKALPPE
GGAPGNRGGY
YNRGGMPNRG

HOGYY®?®

KAELMERLQA
GGDEEEEEEE
ENGDDQGFQE
KEAAGKSSGP
GDGKTEQKGG
EHFDDTVVCL
KGKVCFEMKV
YSLKGIKTCN
AFKISKEVLA
LEDRVRGPKG
NT IMDKMMVA
QTNVSARAQR
HAVLKMKGNF
KKQNTGSKKS
NRRGNMPQRG
NYNQNFRGRG

graue Box: Peptidsequenz fur methylsensitiven AK

SAF-A2 (Accession No. DQ470474)

'MEVKRLKVTE
> AGPGGACKAE
1016 ATL.GOARAQPP
1> IKREEDEPEER
20lKRQRDEKDEH
251y TSDLHFQVS
30INLPMKEGCTE
3 IPGQTFGENDV
40l pHVLCKNCVV
“>lECEVILMVGL
*OlpEMDPKSRDL
1L FKTFSRKVV
e0lK CDYMDEVTY
©>IRONRSRGQGY
"MIPYGRDYEYNR

ALDDEEAGGR
EEEEGISALD
GEDELGDEEE
TSLFAVTVAP
DKKRGVKRPR
DTYNCDLHFK
TEKIPVRHLY
CETEDYGEKF
GRPLFPHVLC
PEEKKDCEVV
GFKKQMADTG
RKMCLFAGFQ
TLPEVAECFD
NKNKSGKNQF
GGGGGSGGIG
NNRGYKNQSQ

LRSELQRRGL
PRPVAASGGG
PEPPEAAAME
SGDETPGSEV
GRAYYEFREE
KDRYGGQPLF
VSLLRVGWSV
IGCFANFETE
ELNFGQOKEEP
PGSGKTQWAL
LVQOASQCLS
VVVPNEEDWK
GELEKEEAQP
VGGORRGYDN
YRDYYRQYNR

DSRGLKVDLA
PGGDEEEDEE
AAAEPDASEK
PGDKAAEEQG
AYHSRSKSPL
SEKFPTLWSG
DESRPQLGED
EVELSFESKNG
FFPPPEEFVE
KYAKENPEKR
KLVQIASRTK
KRLELRKEVE
IVTKYKEEAR
RAYGQOYWGO
DWQSYYYHHP

ORLOEALDAE
EEEEDEEALL
PAEATAGSGG
DDODSEKSKP
PPEEEAKDEE
ARSTYGVTKG
EFSYGEDGRG
EDLGVAFWIS
IHAVPVEERV
YNVLGAETVL
RNFILDQCNV
GDDVPESIML
KLLPPSEKRT
PGNRGGYRNF
QODRDRYYRNY

MLEDEAGGGG
EDEDEEPPPA
VNGGEEQGLG
AGSDGERRGV
EDQTLVNLDT
KVCFEAKVTQ
LKAENGQFEE
KDSLADRALL
RTAVPPKTIE
NQMRMKGLEE
YNSGQRRKLL
EMKANFSLPE
NRRNNRNKRN
YDRYRGDYDR
YGYQGYR’*'

Fett markiert sind die potenziellen Methylierungsstellen mit RG-Sequenz. Unterstrichen

sind methylierte Arginine in vivo.
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