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5 Zusammenfassung

DNA-Methylierung ist eine eigenetische Modifikation, die @ne wichtige Rolle in der Gen-
Regulation, der Embryogenese, der Inaktivierung des X-Chromosoms, der genomischen Prégung
(Imprinting), der Inaktivierung von genomischen parasitéren Elementen und der Tumorgenese
spielt. MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2) ist das erste identifizierte Protein, das in vitro an
methylierte DNA bindet. Durch seine Wedselwirkung mit dem Co-Repressor-Komplex aus
mSin3A und HDACL/2 (histone deaceylase 1/2) stellt es ein Bindeglied zwischen der DNA-
Methylierung, der Represson der Gen-Expresson und der Chromatinorganisation dar. Dass
Mutationen des MECP2-Gens bel Maéadchen Rett-Syndrom, eine neurologische Storung,
verursadhen, unterstreicht die grofe biologische Bedeutung von MeCP2.

Weill MeCP2 in vitro an MAR (matrix attachment region) bindet, wurde in der vorliegenden
Arbeit zuerst untersucht, ob MeCP2 in vivo an bestimmte, nicht-methylierte DNA binden kann.
Dazu wurden HEK293-Zellen mit einem Expressonsplasmid fur Gesamt-MeCP2 (1 — 486 a9
und einem Luciferase-Reporterplasmid transient ko-transfiziert. Wenn das 5'-Lysozymgen-MAR
aus Huhn kezehungsweise Satelliten-DNA aus Maus gromaufwérts des Reporterpromotors
insertiert wurde, reduzierte sich die Luciferase-Expresson im Vergleich zur Kontrolle. Das weist
darauf hin, dass der transkriptionelle Represor MeCP2 an diese beiden nicht-methylierten
DNA-Elementen auch unter in vivo-Bedingung binden kann.

Durch transente Transfektion wurde auch die Fragestellung tberprift, ob die Represson von
MeCP2 ausschliefdlich Gber HDAC erfolgt. HEK293 Zellen wurden mit einem durch Adenovirus
Major-Late-Promotor  (AdMLP)  getriebenen  Luciferase-Reporterplasmid und  einem
Expresgonsplasmid fur ein Fusionsprotein aus der Repressordoméne von MeCP2 (196 — 486 a9
und der Gal4-DNA-Bindungsdomédne  ko-transfiziert. Nadh Insertion der Gal4-
Erkennungsequenz  stromaufwérts des ADMLP verminderte sich die Luciferase-Expresson.
Dass diese Represson durch Zugabe des Histon-Deacéylase-Hemmstoffs Trichostatin A
aufgehoben werden konrte, wies auf eine Betelligung von HDAC hin. Wenn AAMLP durch
SVAQ-Enhance/Promotor  (SV40EP) ersetzt wurde, beobaditete ich in transenten
Transfektionsexperimenten eine  wesentlich stérkere Represson, die dlerdings durch
Trichostatin A nicht mehr aufgehoben werden konnte. Ahnliche Versuchsergebnisee mit der
minimalen Represoordoméne (196 — 310 ag und der C-terminalen Region (311 — 486 ag von
MeCP2 erhérteten den Befund, dass die Represson von SV40EP durch MeCP2 nicht durch
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Trichostatin A aufgehoben werden konnte. Daraus wurde die Schlusdolgerung gezogen, dass
MeCP2 auch iber einen Histon-Deacéylase-unabhangigen Weg Gen-Expresson reprimieren
kann.

Um die kritischen Aminosdurereste fir die Represor-Aktivitat zu detektieren, wurden seds
Regionen aus neun Aminosaureresten (A bis F) innerhalb der minimalen Repressordoméane
gegen die Sequenz des FLAG-Epitops zuziglich eines Valins ausgetauscht. Die
Repressonseigenschaft der sechs Mutanten wurde mit der vom Wildtyp verglichen: die Mutante
D verlor fast vollstdndig de Fahigkeit, SV40EP zu reprimieren; die Mutante E war in seiner
Repressorfunktion stark bedntraditigt; die anderen vier Mutanten reprimierten den SV40EP
ungehindert. Zusétzlich konnte der Bereich um die Regionen D und E (249 — 294 ag die durch
die VP16-Aktivierungsdoméne stimulierte Transkription eines Minimal-Promotors unterdriicken,
wenn dieser Bereich zwischen der Ga4-DNA-Bindungsdomdne und der VP16
Aktivierungsdomane angebaut wurde. Das zagt, dassder Bereich um die Regionen D und E das
zentrale Kernstiick fur die Represor-Aktivitét von MeCP2 darstellt.

Die Region D enthdlt eine hohe Dichte a konservierten basischen Aminosduren. Zur
Untersuchung ihrer Relevanz fir die Represson wurden sie paaweise in saure Aminosauren
mutiert. Die basschen Reste K267, R268 wd K271 erwiesen sich als essentiel, well
entsprechende Mutanten eine verminderte Repressor-Aktivitét zeigten. Die Reste K266 wnd
R270 waren hingegen nicht essentiell.

Um zu untersuchen, ob MeCP2 neben mSin3A noch andere Interaktionspartner hat, wurde das
Lysast von HEK293Zellen separat mit Antikbrper gegen fiunf  verschiedene
Transkriptionsfaktoren immunpraapitiert. Die Anwesendheit von MeCP2 im Immunprazpitat
wurde im Western-Blot Uberprift. Auf diese Weise konnte gezegt werden, dass TFIIB, en
genereller Transkriptionsfaktor, und c-Jun, eine Komponente von dem Aktivator AP-1, mit
MeCP2 in Wedsalwirkung treten. Diese beiden Interaktionen spielen wahrscheinlich eine Rolle
bel dem Histon-Deaceylase-unabhangigen Repressonsmedianismus.

Wie die Mutationen im MECP2-Gen zum Rett-Syndrom fuhren, ist zur Zeit in Details noch nicht
bekannt. Es wird angenommen, dass einige Gene bezehungsweise Elemente beim Ausfal vom
Represoorprotein MeCP2 nicht mehr korrekt reprimiert sind. Einen potentiellen Hinweis auf die
Identitdt solcher Repressonsziele von MeCP2 liefert der Befund, dass die Uberwiegende
Mehrheit der 5'-Methylcytosine in der genomischen DNA bei Sdugetieren in den endogenen
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transponierbaren Elementen lokalisert ist und mit der transkriptionellen Abschaltung deser
parasitéaren Elemente ssziiert ist. Im weiteren Tell meiner Arbeit wurde deshalb untersucht, ob
MeCP2 an der negativen Regulation von LINE-1 und Alu, zwei immer noch aktiven Gruppen
der Retrotransposons im menschlichen Genom, beteili gt sein kdnrte.

Die internen Polll-Promotoren von zwei aktiven LINE-1-Elementen, L1.3 und L1gp, Wurden
hinter die Ga4-Bindungsdelle und vor das Reportergen Luciferase positioniert. Nach einem
» Targeting* der Repressordoméne (TRD) von MeCP2 tber Gal4-DNA-Bindungsdoméne an die
LINE-1-Promotoren verminderte sich die Luciferase-Expresson in transfizierten Zellen. Wenn
in vitro methylierte L1.3-Reporterkonstrukte mit dem MeCP2-Uberexpressonsplasmid ko-
transfiziert wurden, lief3 sich ebenfalls eine Reduktion der Luciferase-Expresson feststellen. Aus
diesen beiden Ergebnisen konnte die Schlusdolgerung gezogen werden, dass die
Represordoméne (TRD) von MeCP2 LINE-1-Promotoren transkriptionell reprimieren kann und
die DNA-Bindungsdoméne (MBD) von MeCP2 an methylierte LINE-1-Promotoren hinden
kann. Somit ist LINE-1 ein wahrscheinliches Ziel von MeCP2 in vivo.

Um die Spezfitdt der transkriptionellen Represoren zu untersuchen, wurden zwel weitere
Methyl-CpG bindende Proteine aim Vergleich mit MeCP2 herangezogen. Dazu wurde die
Gesamt-RNA aus HEK293-Zellen isoliert und as Matrize fur die RT-PCR Klonierung der
cDNAs von MBD1v3 und MBD2b verwendet. In transienten Transfektionsexperimenten unter
Benutzung des Reporters Gal4-L1.3-Luciferase konnte nur die Represordomane (TRD) von
MBD1, nicht aber die von MBD2, den L1.3-Promotor reprimieren. In vitro methylierter L1.3-
Promotor wurde hingegen weder durch MBD1v3, noch durch MBD2b reprimiert. Diese
Beobadtung verdeutlicht, dass MBD-Proteine funktionell nicht redundant snd und de
Represson von LINE-1 duch MeCP2 sehr spezfischiist.

Der interne Pollll -Promotor von AluSx wurde hingegen durch MeCP2 nicht reprimiert, egal ob
der Repressor indirekt Uber Gal4dBD und drekt Uber die DNA-Methylierung an den Alu-
Promotor bindet. Auch MBD1 und MBD2 konnten sich hier nicht als Alu-Repressoren erweisen.
Dieser Befund deutet darauf hin, dass die durch die DNA-Methylierung vermittelte Represson
der Alu-Expresson nicht Uber MBD-Proteine efolgt.



