UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Institut fir Humangenetik

Direktor der Einrichtung: Prof. Dr. Andreas Gal

Das Fragile-X-Syndrom: Vergleichende Analyse der zellularen
Proteininteraktionsmuster der physiologischen und einer
pathogenen Form des Proteins FMRP

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Universitdt Hamburg.

vorgelegt von:

Nickolas Mirko Petrenz
aus Ebsdorfergrund

Hamburg 2010



Angenommen von der Medizinischen Fakultat
der Universitat Hamburg am: 11.02.2011

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Priufungsausschuss, der Vorsitzende: PD Dr. S. Kindler

Prifungsausschuss, zweiter Gutachter: Prof. Dr. M. Glatzel

Prifungsausschuss, dritte Gutachterin: PD Dr. E. Mohr



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
S =11 1=T 10 o Vo 5
1.1 Das Fragile-X-Syndrom..........ccoooiiiiiiiiiiiii s 5
1.2 Das Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) ..., 8
1.3 Das mutierte Protein FMRP-IB04N...........cccimi e 11
1.4 Bekannte Interaktionspartner von FMRP..............oooiiiiiiiies 11
1.5 Arbeitshypothese und Fragestellung .............cooooiiiiiiiieee e 12
2 Material und MethOdEN ........oiiiiiiiii e 14
2.0 MAEEIIAL. ... 14
2.1.1 ChemiKaliEN .....cooiiie e 14
2.1.2 Bakterienstamme und ZellliNien ...........ccuviiiiiiiiiiii e 14
2.1.3 Verwendete VEKIOrEN ..ot 15
g I N 11 (o 1= 16
2.1.4.1 Primare ANtIKOIPEr .......ooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 16
2.1.4.2 SeKundare ANtIKOIPET .......cooiiiiiiieee e 17
2.2 MENOTEN......coie e 18
2.2.1 Molekularbiologische Methoden ................coooiiiiiiiiie 18
2.2.1.1 AgarosegeleleKtrophorese ... 18
2.2.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien .................. 18
2.2.1.3 Praparation von Plasmid DNA ... 18
2.2.1.4 Quantifizierung Von DNA ... 19
2.2.1.5 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese .................. 19
2.2.1.6 Coomassie-Farbung des SDS-GelS .......cccceeeeieiiiiiiiiieieee e 19
2.2.1.7 MassenspeKtrometrie ........cccooovv i 20
2.2.1.8 Western blot und Immundetektion ..., 20



Inhaltsverzeichnis

2.2.2 Zellbiologische Methoden ... 21

2.2.2.1 Kultivierung und Transfektion humaner embryonaler Nieren-zellen .21

2.2.2.2 Affinitatschromatographische Reinigung rekombinanter Proteine ....21

2.2.2.3 Immunzytochemie an primaren Hippocampusneuronen .................. 23

2.2.2.4 Mikroskopische Arbeitstechniken............cccccovvviiiiiiiiiiiii, 23

3 EFQEDNISSE ... . 24
3.1 Prazipitation von EGFP-FIMRP...........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieivesveesereeveeeeseeeeeeeeeeeees 24
3.2 Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung..........cccccooiiiiieee.n. 27
3.3 Unterteilung der identifizierten Proteing ............cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 30
3.4 Verifizierung der massenspektrometrischen Ergebnisse...............ovvveieeeeinnne. 31
B FIMRP...eeeee ettt et nes 32

K 3 B | ) G I AU 35

K B B | ) € T USRS 37

B4 PABPC ... 39

K 3 1Y (@ L O TR UURTR 41

IR G 2] 1Y L SRR 43

BT KHSRP.....ceee ettt 45

348 XREOCB ....eeeeeieie ettt ettt ettt e et e e et e e nae e e nneeeenes 47

B4 9 TDRDS.... .ottt 48

4 DISKUSSION ....ceiiiiittt ettt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaas 51
5 ZuSammENFaSSUNG ......cooiiieiiiiiiie ettt e e e e e e e 65
6 ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ....cceviiieii e s 66
7 BiIblOGrafi@ ... 68
S T = T €= T [ U T S 79
O LEbENSIAUT ... 80
10 Eidesstattliche VersiCherung ... 82



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Fragile-X-Syndrom

Das Fragile-X-Syndrom (FRAX) ist eine der haufigsten Ursachen genetisch
bedingter mentaler Retardierung und wurde erstmals 1943 von Martin und Bell
beschrieben (Martin und Bell, 1943). Eine entscheidende, zytogenetische
Beobachtung fuhrte 1969 zur heutigen Bezeichnung des Syndroms. Lubs
entdeckte einen fragil wirkenden Abschnitt am langen Arm des X-Chromosoms
(Lubs, 1969). Dieser auch als FRAXA-Lokus bezeichnete Abschnitt konnte
mittlerweile in der Bande Xqg27.3 lokalisiert werden (Harrison et al.,1983).
Southerland gelang schlieldlich die Aufklarung dieser Beobachtung. Er konnte
zeigen, dass der betroffene Bereich unter spezifischen Kulturbedingungen (z.B. in
Folat-freiem Medium) wahrend der Mitose nicht vollstandig kondensiert und daher
fragil erscheint (Sutherland, 1977).

Die Angaben zur Pravalenz der Erkrankung sind schwankend. Sie reichen bei
Mannern von 1:4000 bis 1:4500, bei Frauen von 1:6000 bis 1:9000 (Kooy et al.,
1998; Warren und Sherman, 2001). Diese Zahlen basieren haufig auf Kohorten-
studien, bei denen Kinder mit Lernstorungen untersucht wurden. Problematisch ist
jedoch, dass viele Betroffene, und hierbei insbesondere weibliche Patienten, einen
normalen oder nur leicht unter dem Durchschnitt liegenden Intelligenzquotienten
(1Q) haben und somit in diesen Untersuchungen nicht immer erfasst werden
(Hagerman, 2008). Zudem koénnten unterschiedliche Erfassungskriterien der
untersuchenden Studien die schwankenden Angaben verursachen. Einer aktuellen
Publikation zufolge ist die Pravalenz mit 1:2500 betroffenen Individuen hoher als
bisher angenommen (s.0.). Auf eine geschlechts-spezifische Aufteilung wurde
verzichtet, da aufgrund des oben wiedergegebenem Sachverhalts das
geschlechtsspezifische Vorkommen weniger differiert als bisher angenommen
(Hagerman, 2008).

Das FRAX gehort zur Gruppe der Trinukleotid-Expansionserkrankungen, zu der
beispielsweise auch die Chorea Huntington zahlt. Grundlage dieser Erkrankungen
ist die Erweiterung eines repetitiven Bereichs in den betroffenen Genen. Die
Expansion der Trinukleotidsequenzen konnte auf Ungenauigkeiten bei der DNA-
Replikation oder ein ungleiches Crossing-over zuruckzuflhren sein (Warren, 1997;
Wells, 1996).
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Beim FRAX kommt es zu einer Veranderung im humanen FMR1-Gen (fragile X
mental retardation gene 1). Das Gen besteht aus 17 Exons und kodiert ein ca. 4,4
Kilobasen groRes Transkript (Eichler et al., 1993). Im ersten Exon des FMR1-Gens
befindet sich stromaufwarts der kodierenden Region eine repetitive CGG-
Trinukleotidsequenz. Bei Gesunden ist die Anzahl dieser CGG-Tripletts kleiner als
50 (siehe Abb.1.1). Individuen, die eine repetitive Region mit 50 bis 200 CGG-
Wiederholungen besitzen, werden als sog. Pramutationstrager bezeichnet. Bei
ihnen kommt es nicht zur Auspragung des FRAX, allerdings steigt die Anzahl der
betroffenen Individuen in den nachfolgenden Generationen signifikant an (Reiss et
al., 1993; Sherman et al., 1984; Sobesky et al., 1996). Ist die repetitive Sequenz
grofder als 200 Tripletts kommt es zur Auspragung des FRAX.

Die Folge der Trinukleotidexpansion ist eine Methylierung der Cytosinreste des
betroffenen Bereichs und angrenzender DNA-Abschnitte. Hier, im 5°Ende des
Gens, befindet sich auch der Promotor, der fir die Transkription des FMR1-Gens
verantwortlich ist. Die Methylierung der Promotorregion verhindert die Bindung von
Transkriptionsfaktoren und hat die vollstandige Inaktivierung des Gens zur Folge
(Schwemmle et al., 1997; Sutcliffe et al., 1992). FMRP (fragile x mental retardation
protein), das Produkt des FMR1-Gens, wird nicht mehr hergestellt und fehlt in den
betroffenen Zellen.
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des ersten Exons (Box) des FMR1-Gens mit der
Ursache des FRAX. Gesunde Menschen und Trager der Pramutation haben 6-50 bzw.
50-200 CGG-Wiederholungen (—»), die Region ist nicht methyliert (@) und das Gen wird
transkribiert (—”). Bei am FRAX erkrankten Patienten ist die Triplett-Region weiter
expandiert (>200). Es kommt zur Methylierung () der Triplettsequenz und der
angrenzenden Promotorregion, die die Transkription des FMR1-Gens verhindert (Die
Darstellung ist frei modifiziert nach Schatt (2009) und Robertson und Wolffe (2000)).
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Die Vererbung des FRAX ist ungewdhnlich fir einen X-chromosomalen Erbgang
und weicht von den Mendelschen Regeln ab. Es zeigt sich eine unvollstandige
Penetranz sowohl bei Mannern als auch bei Frauen. Besonders interessant ist,
dass Manner als Trager der Pramutation (Pramutationstrager), die Erkrankung auf
ihre Enkel Ubertragen kdnnen, obwohl sie selber nicht betroffen sind (Sherman et
al., 1984). Diese Beobachtung wurde als das sog. Sherman-Paradox bekannt.
Interessanterweise kommt es erst zur Expansion eines pramutierten Allels,
nachdem eine weibliche Meiose durchlaufen wurde. Bei Nachkommen normal
intelligenter Mutter und Tochter pramutationstragender Manner kommt es zu einer
unterschiedlichen Penetranz hinsichtlich der mentalen Retardierung. Die Unter-
schiede dieser Untersuchung hinsichtlich der Auspragung einer mentalen
Retardierung waren deutlich: 74% erkrankte Nachkommen bei den Tdchtern
pramutationstragender Manner, gegenuber 18% erkrankten Nachkommen bei den
Muttern pramutationstragender Manner (Sherman et al., 1984).

Die Folgen des Fehlens von FMRP sind vielfaltig. Im
Vordergrund der phanotypischen Auspragung steht die
mentale Retardierung. Die Bandbreite der Auspragung
reicht von einer leichten Lernbehinderung - mit an-
nahernd normalem 1Q - und leichter kognitiver
Dysfunktion bis hin zu frihkindlichem Autismus.
Typischerweise rangiert der 1Q betroffener Individuen
zwischen 20 und 70 und ist mit zunehmendem Alter
rucklaufig (Fisch et al., 2002; Wright-Talamante et al.,
1996). Haufig sind es Sprach- und Sprechstérungen,
die als erste Auffalligkeit einer gestérten Entwicklung
bemerkt werden (Wisniewski et al., 1991). Einige der
Patienten leiden zudem an Verhaltensauffalligkeiten
wie einer Hyperaktivitat oder einem Aufmerksamkeits-
defizit (Cornish et al., 2004).

Zu diesen kognitiven Stérungen kommen morpho-
logische Auffalligkeiten. Etwa 80% der betroffenen
Manner leiden an einer Makroorchidie (Lachiewicz und

Abbildung 1.2
Panotypische Auffalligkeiten
Dawson, 1994). Besonders pragnant sind kraniale und des FRAX. Man beachte die
. . N . fazialen Besonderheiten.
faziale Dysmorphien. Dazu gehoren eine Makro- (penagarikano et al., 2007)

zephalie, eine langliche Gesichtsform, eine prominente
Kinn- und Stirnpartie und grofRe teilweise abstehende Ohren (siehe Abb. 1.2).
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Weitere Merkmale sind Hochwuchs und eine allgemeine Bindegewebsschwache,
die sich in der Uberstreckbarkeit von Gelenken, aber auch in kardialen Patho-
logien, wie z.B. einem Mitralklappenprolaps, auf3ern kénnen (Crabbe et al., 1993;
Sreeram et al., 1989).

Die Symptome des FRAX sind durch eine ausgepragte Variabilitat gekenn-
zeichnet, die besonders bei Frauen zur Geltung kommt. Bei Heterozygotie kommt
es zu einer zufalligen Inaktivierung eines X-Chromosoms. Die Folge ist ein
Zellmosaik, in dem erkrankte Zellen neben gesunden existieren. Je nachdem wie
haufig und in welchen Zellen das betroffene X-Chromosomen aktiv ist, kommt es
zu einem extrem variablen Phanotyp (Kirchgessner et al., 1995; Reiss et al.,
1995). Hemizygote Manner sind haufiger von dem Vollbild der Erkrankung
betroffen als heterozygote Frauen.

1.2 Das Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP)

FMRP wird in nahezu allen Geweben des Menschen exprimiert (Khandjian et al.,
1995; Devys et al., 1993). Die hochsten Konzentrationen sind, analog zu den
verbreitetsten Symptomen des FRAX (mentale Retardierung und Makroorchidie),
in Hirn und Hoden nachweisbar. Im Hirn lieRen sich dabei die hdchsten Spiegel
des Proteins in den Neuronen des Hippokampus und des Kleinhirns detektieren
(Devys et al., 1993; Hinds et al.,1993). Zudem ist FMRP im neonatalen Hirn in
deutlich héheren Konzentrationen nachweisbar als im adulten Hirn (Lu et al.,
2004), was eine Beteiligung des Proteins im Rahmen der Hirnentwicklung
vermuten lasst.

In den vom FRAX betroffenen Zellen wird FMRP nicht exprimiert (siehe 1.1). Es
sind diverse Isoformen von FMRP bekannt, die durch alternatives Spleil3en
entstehen (Verheij et al., 1995). Das Protein besitzt ein Molekulargewicht von 70
bis 80 Kilodalton (kDa) und besteht aus etwa 630 Aminosauren. In Neuronen
befindet sich FMRP vornehmlich im Zytoplasma, hier lasst es sich vermehrt im
Soma, den Dendriten und in postsynaptischen Bereichen nachweisen (Eberhart et
al., 1996; Feng et al., 1997a; Antar et al., 2004). In geringerer Konzentration ist
das Protein allerdings auch im Nukleus zu detektieren (Feng et al., 1997b; Verheij
et al., 1993). FMRP besitzt ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) und ein
nukleares Exportsignal (NES) fur den Transport in und aus dem Zellkern (siehe
Abb. 1.3, Eberhart et al., 1996). Entsprechend fungiert FMRP als sog. Shuttle-
Protein, das zwischen Zellkern und Zytoplasma verkehrt (Tamanini et al., 1999).
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FMRP

115 154 221 276 285 329 408 418 516 531

NLS KH1| |KH2 NES -

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung von FMRP und den RNA-bindenden Domanen
KH1, KH2 und RGG box, sowie den Motiven NLS und NES. Die Zahlen geben jeweils die
Position in der Aminosauresequenz von FMRP an (Die Abbildung ist frei modifiziert nach
Oostra und Chiurazzi (2001). Fir weitere Erklarungen, siehe Text).

FMRP verflugt Uber zwei dem heterogenen nuklearen Ribonukleoprotein K (KH)
ahnliche Domanen und eine C-terminal gelegene Arginin/Glycin-reiche Sequenz:
die RGG box (siehe Abb. 1.3; Ashley et al.,1993; Siomi et al., 1993). Sowohl die
KH-Domanen als auch die RGG box sind RNA-bindende Motive (Kiledjian und
Dreyfuss, 1992). Aktuellere Untersuchungen von FMRP sprechen zudem fir ein
weiteres N-terminales RNA-Bindungsmotiv, das eine Homologie zu der ebenfalls
RNA-bindenden Tudordomane aufweist (Ramos et al., 2006). Dementsprechend
zeigten in vitro Experimente, dass FMRP mit etwa 4% der Transkripte eines
humanen fetalen Gehirnlysates assoziiert ist, darunter befindet sich auch seine
eigene mMRNA (Brown et al., 2001; Schaeffer et al., 2001).

Im Zytoplasma assoziiert FMRP als Bestandteil von mRNP (messenger
Ribonukleoprotein) -Komplexen mit elongierenden Polyribosomen (Khandjian et
al., 1996; Siomi et al., 1996; Feng et al., 1997a). Weitere Untersuchungen konnten
eine Beteiligung an der Regulation der Translation nachweisen (Laggerbauer et
al., 2001). So kann FMRP die lokale Translation spezifischer gebundener mRNAs
an Synapsen hemmen (Steward und Worley, 2001; Zalfa et al., 2003). Aktuellere
Ergebnisse zeigen zudem eine stimulative Wirkung von FMRP auf die Translation
bestimmter mRNA-Molekile (Bechara et al., 2009).

Betrachtet man die hier dargestellten Informationen zu FMRP, entsteht das Modell
eines neuronal wichtigen Proteins, das mit Hilfe seines NLS in den Zellkern
transportiert wird und hier mit unterschiedlichen Proteinen und spezifischen
MmRNA-Molekulen assoziiert, um mRNP-Komplexe zu formieren. Mittels seines
NES gelangt das Protein aus dem Nukleus in das Zytoplasma, wo es mit
Polyribosomen assoziiert. Je nach Zusammensetzung der mRNP-Komplexe
konnte FMRP dabei unterschiedliche regulative Impulse vermitteln und die
Translation bestimmter RNA-Molekile modulieren (siehe auch Abb. 1.4). FMRP
fungiert somit als Shuttle-Protein flir den Transport spezifischer mRNA aus dem
Nukleus in das Zytoplasma. Hier erflllt es moglicherweise komplexe regulative
Funktionen bei der Synthese von Proteinen.
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Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der vermuteten zelluldren Funktion von FMRP.
Das Protein wird in den Nukleus importiert, dort assoziiert FMRP mit weiteren Proteinen und
wird aus dem Kern exportiert. Als Bestandteil von mRNP-Komplexen gelangt es entlang der
Mikrotubuli von Dendriten zu den Synapsen. Hier reguliert FMRP gemeinsam mit
metabotrophen Glutamatrezeptoren aktivitatsabhangig die Synthese spezifischer Proteine
(Die Abbildung ist frei modifiziert nach Warren und Bassel (2008). Fur weitere Erklarungen,
siehe Text).

Ein mdglicher Erklarungsansatz, in dem eine Verbindung zwischen der zellularen
Funktion von FMRP und den pathologischen Konsequenzen des FRAX gezogen
wird, ist die sog. mMGLUR (metabotropic glutamate receptor) -Theorie (Bear et al.,
2004). Im Zentrum dieser Theorie stehen metabotrophe Glutamatrezeptoren an
den Synapsen von Neuronen. Die Aktivierung dieser Rezeptoren stimuliert die
Translation bestimmter mRNAs, welche an diversen neuronalen Funktionen
beteiligt sind. Diese stimulierende Funktion wird negativ von FMRP beeinflusst.
Fehlt FMRP an der Synapse, kdnnte es zu einer gesteigerten Proteinsynthese
kommen, die sich mdglicherweise in einer veranderten Morphologie der Synapse
widerspiegelt. Die neuronalen Symptome des FRAX waren somit durch eine
verstarkte Antwort der Zelle auf eine regulare mGLUR-AKktivitat zu erklaren (Bear
et al., 2004). Basierend auf dieser Theorie gibt es klinische Studien an FRAX-
Patienten mit mGLUR-Antagonisten, die eine Linderung der Symptomatik in
Aussicht stellen.

10



Einleitung

1.3 Das mutierte Protein FMRP-1304N

Die Entdeckung, dass eine isolierte Punktmutation im FMR7-Gen bei normaler
Trinukleotidsequenz eine ausgepragte FRAX-Symptomatik zur Folge hat, lieferte
neue Ansatzpunkte hinsichtlich der Aufklarung zellularer Funktionen von FMRP
(De Boulle et al., 1993; Siomi et al., 1994). Die Mutation fuhrt also auf zellularer
Ebene zu ahnlichen Veranderungen wie der Wegfall von FMRP. Dies legt nahe,
dass sich die Mutation an einer funktionell zentralen Stelle von FMRP befindet.

FMRP-I304N
1304N

115 154 221 276 285 : 329 408 418 516 531

NLS KH1| |KH2 NES -

Abbildung 1.5 Schematische Darstellung von FMRP-I304N. In der RNA-bindenden KH2-
Domane befindet sich an der Position 304 die Punktmutation (I304N). Hier erfolgte ein
Austausch der Aminosaure Isoleucin (Wildtypprotein) gegen Asparagin (mutiertes Protein;
die Abbildung ist frei modifiziert nach Oostra und Chiurazzi (2001). Fur weitere Erklarungen,
siehe Text und Abb.1.4).

Durch die Punktmutation kommt es zu einem Aminosauren-Austausch (lsoleucin
zu Asparagin an der Position 304) in der zweiten KH-Domane von FMRP (siehe
Abb. 1.5; Darnell et al., 2005), in dessen Folge es zu einer Veranderung der
Sekundarstruktur des Proteins kommt (Siomi et al., 1994; Musco et al., 1996). Es
resultiert eine eingeschrankte RNA-Bindungsfahigkeit von FMRP-1304N im
Vergleich zu FMRP (Verheij et al., 1995). Die Assoziation von FMRP-I304N mit
aktiven Polyribosomen zu einem mRNP-Komplex ist eingeschrankt (Feng et al.,
1997a). Zudem ist die inhibitorische Wirkung von FMRP-I304N im Rahmen der
Translation durch eine fehlende Fahigkeit zur Homodimerisierung vermindert
(Laggerbauer et al., 2001).

1.4 Bekannte Interaktionspartner von FMRP

Die ersten Proteine, die als Interaktionspartner von FMRP nachgewiesen werden
konnten, sind die beiden autosomalen Homologe FXR1 (fragile x related protein 1)
und FXR2 (fragile x related protein 2; Siomi et al., 1995; Zhang et al., 1995). Sie
zeigen funktionell viele Parallelen zu FMRP. So sind FRX1 und FXR2 beide in der
Lage, RNA zu binden (Siomi et al, 1995) und fungieren als Shuttle-Proteine
zwischen Zytoplasma und Nukleus bzw. Nukleoloplasma (Tamanini et al., 1999).

11
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Die Interaktion der Proteine miteinander und eine Assoziation mit ribosomalen 60s
Untereinheiten konnte nachgewiesen werden (Siomi et al., 1996). Weitere
Interaktionspartner von FMRP konnten von Schenck et al. (2001) identifiziert
werden. Die Proteine CYFIP1 (cytoplasmic FMR1 interacting protein 1) und
CYFIP2 (cytoplasmic FMR1 interacting protein 2) verfugen Uber eine zu grofen
Teilen identische Aminosauresequenz (88%). Trotzdem unterscheiden sie sich in
ihrem Interaktionsverhalten: CYFIP2 interagiert mit FMRP, FXR1 und FXR2,
CYFIP1 dagegen ausschlieBlich mit FMRP (Schenck et al., 2001). Fur beide
Proteine wurde eine zytoplasmatische Lokalisation beschrieben, auerdem konnte
eine Colokalisation mit FMRP und Ribosomen beobachtet werden (Schenck et al.,
2001).

Die Assoziation der beschriebenen Interaktionspartner von FMRP mit Ribosomen
|&sst eine Funktion der Proteine bei der Translation vermuten. Somit verdichten
sich auch die Hinweise auf eine regulative Funktion von FMRP im Rahmen der
Translation.

1.5 Arbeitshypothese und Fragestellung

Fur die Aufklarung der molekularen Wirkungsweise von FMRP ware es
interessant, weitere Proteine zu identifizieren, die mit FMRP interagieren. Die
Identitat dieser Interaktionspartner erlaubt moglicherweise Ruckschlusse auf die
Funktion von FMRP innerhalb der Zelle. Die bisher identifizierten Proteine konnten
mit der Translation - bzw. der Regulation der Translation - in Verbindung gebracht
werden (siehe 1.4). Weitere Interaktionspartner von FMRP mit einem ahnlichen
Funktionsspektrum wirden die These einer regulativen Funktion von FMRP an der
Translation festigen.

Im Rahmen des FRAX fluhrt eine isolierte Punktmutation (FMRP-1304N) zu
mannigfaltigen, zellularen Veranderungen und einem ausgepragten FRAX-
Phanotyp. Daher ist es besonders wissenswert zu Uberprufen, ob Interaktions-
partner von FMRP in ihrem Bindungsverhalten zu dem mutierten Protein
beeinflusst sind. Ein Protein, das mit FMRP interagiert, nicht aber mit FMRP-
I304N, konnte eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie des FRAX
spielen und zudem an der Genese einer mentalen Retardierung beteiligt sein.

12
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In dieser Arbeit soll deshalb, mit Hilfe einer Affinitdtschromatographie aus
humanem Zellmaterial, FMRP isoliert und die daran gebunden Interaktionspartner
identifiziert werden. In einem weiteren Schritt sollen diese putativen Interaktions-
partner verifiziert, sowie erste Rlckschlisse auf den die Assoziation vermittelnden
Bindungstyp geschlossen werden. Aulderdem sollen vergleichende Versuche mit
dem mutierten Protein FMRP-I304N mogliche Unterschiede im Interaktions-
verhalten darstellen. Erkenntnisse uber die subzellulare Lokalisation der
identifizierten Proteine sollen mit Hilfe von immunzytochemischen Aufnahmen
kultivierter Rattenneurone des Hippokampus gewonnen werden.

13
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt von Merck (Darmstadt,
Deutschland), Sigma-Aldrich (St.Louis, USA), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland),

Roche (Penzberg, Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) in
hdchstmdglicher Qualitat bezogen und verwandt.

2.1.2 Bakterienstamme und Zelllinien

Tabelle 2.1 Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme und Zelllinien

Name Hersteller

Bakterienstamm | Escherichia coli XL1- Blue Stratagene

European Collection
Humane embryonale

Zelllinie . of Cell Cultures
Nierenzellen-293 (HEK-293) (ECACC)

Labortiere Rattus norvegicus Zentrale Tierhaltung,
(Wistar-Ratte) UKE Hamburg
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2.1.3 Verwendete Vektoren

Tabelle 2.2 Ubersicht der verwendeten Grundvektoren

Material und Methoden

Vektor Bemerkung Hersteller
pEGFP-N1 kodiert die GFPmut1-Variante Clontech

von Wildtyp-GFP (Cormack et al., 1996; .
pEGFP-N1 | . Laboratories, Inc

siehe Herstellerangaben). USA

GenBank Accession: #U55762

Grundvektor pEGFP-N1 Arbeitsgemeinschaft

(AG) Rob Willemsen

Innerhalb des Polylinkerbereiches

wurden die Nukleotide 174-3882 der | Department of
pEGFP- FMR1 cDNA (NCBI Referenz Sequenz: | Clinical Genetics,
FMRP NM _002024.4) inseriert, dieser Bereich | Erasmus University,

y
umfasst den gesamte kodierende Region | Rotterdam,

(Nukleotide 190-2085). Niederlande,

(Schrier et al., 2004)

Grundvektor pEGFP-N1

Innerhalb des Polylinkerbereiches . .

wurden die Nukleotide 47-3882 der ggﬁ'ggg%:?jﬂﬂiﬁ

FMR1 cDNA (NCBI Referenz Sequenz:

NM_002024.4) inseriert, dieser Bereich Department of
pEGFP- umfasst den gesamte kodierende Region CIirF:icaI Genetics
FMRP- (Nukleotide 190-2085). E Lo
1304N Rrasmus University,

Im Vergleich zu pEGFP-FMRP ist ein Ni"etéeerg:rr]‘;’e

langerer Abschnitt der FMR1 cDNA ’

inseriert (siehe auch 3.4.1, Abb. 3.5). ,

Zudem erfolgte an Position 1099 ein (Schrier et al., 2004)

Basenaustausch von Adenin zu Thymin,

mit der Folge einer Triplettveranderung.
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2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Primare Antikorper

Tabelle 2.3 Ubersicht der verwendeten primaren Antikérper

Antikorper: | GroRe Verdiinnung | Verdiinnung
Name des Hersteller Western Immunzyto-
Spezies | Antigens blot chemie
Bethyl
AntljDDX-S 69 KDA Laboratories Inc. 1:2500 1:250
Kaninchen Montgomery,
USA
Bethyl
AntljDDX-17 72 kDa Laboratories Inc. 1:5000 1:250
Kaninchen Montgomery,
USA
Anti-FMRP Janin Schutt, ) )
Kaninchen 78 kba UKE Hamburg 1:1000 1:100
Anti-FMRP Euromedex, .
Maus 78 kDa Frankreich ) 1:200
Anti-KHSRP AG Kindler ) _
Kaninchen 75 kba UKE Hamburg 1:2000 1:200
. Craig Garner
Ant-MAP2 409 kpa | Standford i 1:2000
Kaninchen : .
University
. Sigma-Aldrich
Ant-MAP2 | 499 kDa | Chemie Gmbh, i 1:2000
Maus N
Mudnchen
. Proteintech
Anti-MOV-10 14 kDa | Group, Chicago, 1:1000 1:50
Kaninchen
USA
Anti-PABP Evita Mohr, . .
Kaninchen 73 kba UKE Hamburg 1:500 1:100
Anti-RBM-14 69 kDA Abcam plc, 11000 1100
Kaninchen Cambridge, UK ' '
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Antikorper: | GroRe Verdinnung | Verdiinnung
Name des Hersteller Western Immunzyto-
Spezies | Antigens blot chemie
ANti-RPS-6 Cell Signaling
MRS 30 kDa | Technology, Inc., 1: 500 1:100
Kaninchen
Danvers, USA
) Novus
Qgt:STDRD'?’ 83 kDa | Biologicals, Ltd. 1:1000 1:25
Cambridge, UK
. Sigma-Aldrich
Anti-XRCC-6 70 kDa Chemie Gmbh, 1:80 1:25
Maus .
Minchen
2.1.4.2 Sekundare Antikorper
Tabelle 2.4 Ubersicht der verwendeten sekundéren Antikérper
Verdiinnun Verdunnung
Antikorper: Hersteller Western b Ic?t Immunzyto-
chemie
Horse radish peroxidase Dianova, 1:10000 )
(HRP)-Anti-Kaninchen Hamburg '
HRP-Anti-Ziegen Dianova, 1:10000 ;
Hamburg
HRP-Anti-Maus Dianova, 1:10000 i
Hamburg
ALEXA-488-Anti-Maus Invitrogen, - 1:200
Karlsruhe
ALEXA-488-Anti-Kaninchen | IVitrogen, - 1:200
Karlsruhe
ALEXA-546-Anti-Maus Invitrogen, - 1:200
Karlsruhe
ALEXA-546-Anti-Kaninchen | IVitrogen, - 1:200
Karlsruhe
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden einprozentige Agarosegele fur eine
horizontale nicht-denaturierende, Elektrophorese nach Sambrook et al. verwendet
(Sambrook et al., 1989). Als Grolkenstandard wurde DNA Ladder 100 bp
(Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet. Die Detektion von DNA-
Fragmenten erfolgte unter UV-Licht.

2.2.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien (E-coli XL1- Blue, Stratagene) wurden nach Walhout et al.
generiert (Walhout et al., 2000) und bei -80°C eingefroren. Zur Transformation
wurden 100 yl kompetente E-coli XL1- Blue Bakterien auf Eis aufgetaut und mit
100 pl Transformationsansatz (20 pyl 5x KCM (0,5 M KCI, 0,15 M CaClz, 0,25 M
MgCl), 0,2 pl Plasmid-DNA) inkubiert. Das Gemisch wurde 20 Minuten auf Eis
gekuhlt und anschlielend fur 5 Minuten bei 37°C erwarmt. Es folgte die Zugabe
von 1 ml Lysogeny broth (LB) -Medium (1% Tryptone, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl,
pH 7,4) sowie die Inkubation fur 1 h auf einen Schuttelheizblock bei 37°C. Nun
wurde der Ansatz fur 30 Sekunden bei 16.000 x g zentrifugiert und das Pellet in
100 ul LB-Medium resuspendiert. Die Suspension wurde auf einer kanamycin-
haltigen LB-Platte ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

2.2.1.3 Praparation von Plasmid DNA

Aus Bakterien wurde Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse isoliert (Sambrook et
al.,1989). Zur Bereitstellung groRerer Mengen Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte
die Aufreinigung mit Hilfe von Affinitatssdulen (Nucleobond Xtra Maxi Plus EF Kit,
Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben.
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2.2.1.4 Quantifizierung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sungen erfolgte im Spektro-
photometer (BioPhotometer, Eppendorf AG) nach Herstellerangaben in geeigneten
Verdunnungen. Vektor-DNA wurde zusatzlich mittels Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt (siehe 2.2.1.1.). Die Vektorbanden wurden mit denen eines GroRen-
markers (DNA Ladder 100 bp, Invitrogen) verglichen, um Intensitat und Qualitat zu
beurteilen.

2.2.1.5 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden mit Hilfe einer Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) in acht- bzw. zehnprozentigen Gelen aufgetrennt
(Sambrook et al., 1989). Genutzt wurde hierfur das Tetra Cell System (BIO-RAD).
Als GroéRenmarker wurde ein gefarbter Proteinstandard verwendet (PageRuler,
prestained Protein Ladder Plus, Fermentas).

2.2.1.6 Coomassie-Farbung des SDS-Gels

Im Anschluss an die SDS-Page (siehe 2.2.1.5) wurde das SDS-Gel Uber Nacht in
Coomassie-Farbelosung (0,1% Brilliant Blue R-250 Staining Solution, Serva, 40%
Methanol, 10% Acetat) inkubiert und anschlieRend mit Coomassie-Entfarbeldésung
(40% MeOH, 10% Essigsaure) entfarbt. Um moglichst ausgepragte Banden zu
erreichen, erfolgte anschlieRend eine weitere Farbung mit kolloidaler Coomassie-
Farbeldésung (20% 5 x Roti Blue, Roth, 20% Methanol) Gber Nacht. Abschliel3end
wurde das SDS-Gel in doppelt destillierten Wasser (ddH20) gewaschen.
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2.2.1.7 Massenspektrometrie

Die wie in 2.2.2.7 gefarbten Proteine in dem SDS-Gel wurden in Zusammenarbeit
mit dem Institut far klinische Chemie des UKE Hamburg von der AG
Massenspektrometrische Proteomanalytik (PD Dr. Friedrich Buck und Soénke
Harder) massenspektrometrisch analysiert.

Fir die lonisation von Molekllen wurde das Matrix-unterstitzte Laser-Desorptions/
lonissations (MALDI) -Verfahren genutzt und nach der Top-Down-Strategie
vorgegangen. Hierbei wurden die angefarbten Proteinbanden aus dem SDS-Gel
herausgeschnitten und anschlielend mit Trypsin verdaut (Brendel et al., 2004). Es
folgt die massenspektrometrische Analyse der Peptidhydrolysate und eine
Datenbankanalyse zur Identifizierung der zugrundeliegenden Proteine (AG
Massenspektrometrische Proteomanalytik UKE Homepage, 2010)

2.2.1.8 Western blot und Immundetektion

Zur Immundetektion wurden die im SDS-Gel der GréRe nach aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (PROTAN, Whatman) tbertragen. Der
Transfer wurde im Semi-dry-Verfahren (Trans-Blot SD Cell, BIO-RAD) durch-
gefuhrt und erfolgte nach Herstellerangaben in Transferpuffer (25 mM Tris-Base,
150 mM Glycin, 10% Methanol). Die Proteinibertragung auf die Membran konnte
mit Ponceau S-Losung (Sigma-Aldrich) nach Herstellerangaben verifiziert werden.
Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran nun fur 1 h
bei Raumtemperatur mit Blockierlosung (10% Magermilchpulver in TBS-T (TBS-T:
0,1 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,5 mM NacCl, 0,1% Tween20)) inkubiert. Die Reaktion
mit dem primaren Antikdrper in entsprechender Konzentration (Tab. 2.3) in
Blockierldsung erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Nach drei zehnminutigen Wasch-
schritten mit TBS-T folgte die Inkubation mit dem entsprechenden Horse radish
peroxidase (HRP)-gekoppelten, sekundaren Antikorper (Tab. 2.4) in TBS-T fur 1 h
bei Raumtemperatur. Im Anschluss an drei zehnminutige Waschschritte in TBS-T
wurden die nun antikérpermarkierten Proteine mit Hilfe des ECL-Systems
(SuperSignal, West Pico -, West Femto Chemiluminescent Substrate, Thermo
Scientific) und einem digitalen Belichtungsgerat (Molecular Imager, ChemiDOC
XRS, BIO-RAD) nach Herstellerangaben detektiert.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung und Transfektion humaner embryonaler Nieren-
zellen

Die Kultivierung der humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293-Zellen)
erfolgte in DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium (High Glucose), Invitrogen/
Gibco) mit 10% FBS (f6tales bovines Serum ,Gold“, Hitzeinaktiviert, PAA) in Zehn-
Zentimeter-Kunststoff-Gewebekulturschalen bei 37°C. Ab einer Konfluenz von
etwa 90% wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden sie zunachst zwei mal mit
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOg4, 1,76 mM KH2POg4, pH 7,4)
gewaschen und anschlielRend mit Hilfe von Trypsin (1%, Sigma-Aldrich) in PBS
von der Gewebekulturschale abgelost. Die Trypsinwirkung wurde mittels DMEN
mit 10% FBS gestoppt, und die Zellen in der geeigneten Verdinnung (1:3 bis 1:8)
mit frischen Nahrmedium auf Gewebekulturschalen plattiert. Die Transfektion
erfolgte ab einer Konfluenz von etwa 40% mit Hilfe von Turbofect (Fermentas)
nach Herstellerangaben mit 10 ug DNA pro Schale. Fir jedes Konstrukt wurden
jeweils zwolf Kulturschalen mit HEK-293-Zellen transfiziert. Alle Zellkulturarbeiten
erfolgten unter sterilen Bedingungen.

2.2.2.2 Affinitatschromatographische Reinigung rekombinanter
Proteine

Mit Hilfe der GFP-Trap-Methode (siehe Abb. 3.1) ist es mdglich, EGFP-markierte
Proteine durch Immunprazipitation und Zentrifugation zu isolieren. Dazu wird eine
EGFP-bindende Agarosematrix in Form kleiner Klgelchen genutzt (GFP-Trap_A,
Chromotek), die EGFP-markierte Proteine bindet. Die Proteine kdnnen nun durch
Zentrifugation isoliert und anschlieRend durch Denaturierung von den Agarose-
matrix getrennt werden. Das prazipitierte Material wird anschlielend auf ein SDS-
Gel geladen und nach GroRRe aufgetrennt.

1. Proteinextraktion

Nach der Transfektion (siehe 2.2.2.1) mit den entsprechenden DNA-Konstrukten
und einer Inkubationszeit von etwa 72 h wurden die HEK-293-Zellen auf Eis
zunachst zwei mal mit PBS gewaschen.
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Mit Hilfe von 1 ml RIPA-Puffer (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1%
SDS, 1% TX100, 1% Na-Deoxycholate, 5 mM EDTA) pro Gewebekulturschale und
unter Zugabe von Proteaseinhibitor (1 mM PMSF und 1x Protease Inhibitor
Complete, Roche) zur Proteaseinhibition wurden die Zellen 15 Minuten auf Eis
permeabilisiert und von den Schalen abgeldst. Das Zelllysat wurde weitere 30
Minuten inkubiert und dabei alle 10 Minuten durchmischt. Mit Hilfe einer Pipette
wurde im nachsten Schritt die DNA entfernt. Zur Reinigung wurde das Zelllysat bei
16.000 x g und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in einem 12 ml
Roéhrchen gesammelt. Als ,Eingangskontrolle fur den Western blot wurde an
dieser Stelle 300 ul des Zelllysats entnommen, 75 pl Laemmlipuffer zugesetzt und
das Gemisch fur 5 Minuten bei 95°C erhitzt.

2. Affinitatschromatographie

Fir 12 ml HEK-Zelllysat pro DNA-Konstrukt wurden 60 pl Agarosematrix (GFP-
Trap_A, Chromotek) zunachst nach Herstellerangaben mit Waschpufferlésung (10
mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA und Proteaseinhibitor
(1 mM PMSF und 1x Protease Inhibitor Complete, Roche)) gereinigt und daraufhin
mit dem gesammelten Zelllysat fur 2 h bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Im
Anschluss wurde das Gemisch bei 2000 x g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Es folgten drei weitere Zentrifugationen bei 2000 x g
und 4°C mit jeweils 10 ml Waschpufferlosung, um die Agarosematrix zu reinigen.
Zur Elution wurde die Agarosematrix in 30 ul (fir die massenspektrometrische
Untersuchung) bzw. 300 ul (fur die Untersuchungen mittels Western blot)
Laemmlipuffer (Cleveland et al., 1977) resuspensiert und fur 10 Minuten bei 95°C
gekocht, um die gebundenen Proteinkomplexe zu I6sen. Das Eluat wurde bei
-20°C eingefroren und spater per SDS-PAGE aufgetrennt. Fur die Unter-
suchungen mittels Western blot wurden jeweils 15 ul pro Spur des gewonnenen
Prazipitats aufgetragen.

GFP-Trap mit RNA-Verdau

Als zusatzliche Variation zu dem beschriebenen Ablauf mit den Konstrukten fir
das EGFP-markierte FMRP, dem EGFP-markierten FMRP-I304N und der
Kontrolle mit EGFP erfolgte eine weitere Affinitatschromatographie mit EGFP-
markiertem FMRP. Wahrend der Affinitatschromatographie wurde die RNA im
Zelllysat durch RNase A (0,05 ug/ul, Qiagen) abgebaut, um tUber RNA gebundene
Proteine von FMRP zu l6sen.
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2.2.2.3 Immunzytochemie an primaren Hippocampusneuronen

Mit Hilfe der Immunzytochemie ist es mdglich, die subzellulare Verteilung von
Proteinen in Zellen zu analysieren. Die nach Banker und Goslin (Culturing Nerve
Cells, 1998) praparierten, kultivierten und wie beschrieben auf Deckglaschen
fixierten primaren Hippokampusneurone von Wistar-Ratten (Blichenberg et al.,
1999) wurden mir von der AG Kindler (Institut fir Humangentik, UKE) zur
Verflgung gestellt.

Die bei -80°C eingefrorene Zellen wurden zunachst in 1x PBS aufgetaut und
anschlieBend 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Blockierlosung (10%
Ziegenserum (Normal Goat Serum, Gibco) in 1x PBS) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Nun erfolgte die Reaktion mit den entsprechenden
Primarantikorpern (siehe Tab. 2.3) in Blockierlosung uber Nacht bei 4°C. Es
schlossen sich drei Waschschritte a 10 Minuten mit jeweils 1 ml 1x PBS an. Die
Inkubation mit den entsprechenden fluoreszierenden Sekundarantikdrpern (siehe
Tab. 2.4) erfolgte bei Raumtemperatur innerhalb von 2 h in Blockierlosung. Nach
weiteren drei zehnminuatigen Waschschritten mit 1x PBS wurden die so
behandelten Deckglaschen mit Hilfe von 10 pl eines kernfarbenden Reagens
(Prolong Gold antifade reagent DAPI, Invitrogen) auf einem Objekttrager
eingebettet und bei 4°C Uber Nacht getrocknet.

2.2.2.4 Mikroskopische Arbeitstechniken

Zur Dokumentation und Betrachtung der immunzytochemisch behandelten
Praparate (siehe 2.2.2.3) wurde das motorisierte Durch- und Auflicht-Fluoreszenz-
Mikroskop 1X81 (Olympus Optical CO. (Europa) GmbH) mit der Digital Kamera
C4742-80-12AG (Hamatsu Pothonics Deutschland GmbH) genutzt. Es wurden die
Programme Cell*R 3.3 (Olympus Soft Imaging Solution GmbH) fur die Aufnahmen
am Mikroskop und Adobe Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated) zur
Auswertung und Bearbeitung der Bilder verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Prazipitation von EGFP-FMRP

Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass es sich bei FMRP um ein
RNA-bindendes Protein handelt (Siomi et al., 1993 und 1994; Ashley et al., 1993),
das uber mehrere Bindungsdomanen verfugt (siehe auch Abb.1.3). Wenig spater
wurde der Nachweis erbracht, dass FMRP mit anderen Proteinen interagiert.
Identifiziert wurden die homologen Proteine FXR1 und FXR2 (Zhang et al., 1995,
Siomi et al., 1995). Hinweise auf eine regulatorische Funktion von FMRP im
Rahmen der Translation (Laggerbauer et al., 2001), sowie die Assoziation zu
mRNP-Komplexen (Feng et al.,1997a) legten die Hypothese multipler Protein-
Protein-Interaktionen von FMRP nahe. Grundlegendes Ziel dieser Arbeit ist daher
die Identifikation weiterer Interaktionspartner von FMRP, mit deren Hilfe die
molekulare Wirkungsweise von FMRP weiter aufgeschlusselt werden kdnnte.
Sowohl die Aufklarung der pathologischen Vorgange im Rahmen des FRAX als
auch der physiologischen Funktionen von FMRP in der Zelle konnten auf diese
Weise vorangetrieben werden.

Zunachst sollten madgliche Interaktionspartner von FMRP identifiziert werden.
Dafur wurde folgender Versuchsaufbau realisiert: HEK-293-Zellen wurden mit
einem eukaryontischen Expressionsvektor (siehe 2.1.3) transfiziert, um EGFP-
markiertes FMRP zu exprimieren. Das rekombinant hergestellte Fusionsprotein
samt der daran gebundenen Interaktionspartner konnte nun affinitdtschromato-
graphisch mit Hilfe der sog. GFP-Trap-Methode gereinigt werden. Das EGFP-
markierte Fusionsprotein wurde hierbei mittels einer EGFP-bindenden Agarose-
matrix isoliert (siehe Abb. 3.1 und Kapitel 2.2.2.2).
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Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der Affinititschromatographie zur Reinigung des
EGFP-markierten rekombinanten FMRP. 1. Inkubation der EGFP-bindenden Agarosematrix
mit dem HEK-293-Zelllysat, das u.a. das EGFP markierte FMRP und die daran gebundenen
endogenen Interaktionspartner enthalt. 2. Die Bindung der EGFP-affinen Kiigelchen an das
EGFP-markierte FMRP ist erfolgt. 3. Zentrifugation bei 2000 x g, der Uberstand wird
abgenommen. 4. Das Prazipitat wird in mehreren Waschzyklen durch Resuspension in
Waschpuffer und anschlieRender Zentrifugation gereinigt. 5. AbschlieRend wird das
Prazipitat in Laemmli-Probenpuffer gekocht, um die Proteinbindungen zu I6sen und auf ein
SDS-Gel aufgetragen (siehe auch 2.2.2.2).
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Das wie illustriert gereinigte Fusionsprotein inklusive der moglichen Interaktions-
partner, sowie eine entsprechende Menge des ursprunglichen Zelllysates
(transfiziertes HEK-Zelllysat vor Inkubation mit der Agarosematrix fungiert als
,-Eingangskontrolle“, siehe auch Abb. 3.1) wurden anschlieRend auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Diese beiden Proben konnten per Gelelektrophorese der Grélie nach
aufgetrennt, und das SDS-Gel mit einer Coomassie-Farbeldsung gefarbt werden
(siehe 2.2.1.6).

1

250 kDa .
—

130 kDa
—

.—EGFP-FMRP

k0, N

72 kDa
—

55 kDa '
— 4

Abbildung 3.2 Coomassie gefarbtes SDS-Gel.

Linke Spur: In Laemmli-Probenpuffer gekochte Eingangskontrolle des transfizierten
HEK-293-Wildtypproteinzelllysats vor der Inkubation mit der Agarosematrix (ein
Vierhundertstel des Zelllysats von zwolf Gewebekulturschalen (30 pl)). Rechte Spur:
In Laemmli-Probenpuffer gekochtes gereinigtes Wildtypprazipitat (gesamtes
gereinigtes Prazipitat von zwolf Gewebekulturschalen (30 pl); fur weitere
Informationen siehe 2.2.1.5 und 2.2.2.2)

Wie in Abb. 3.2 zu erkennen ist, unterscheidet sich die ,Eingangskontrolle® von
dem letztendlich gewonnenen Prazipitat. In der ,Eingangskontrolle“ lassen sich
eine starkere Farbung sowie zahlenmassig mehr und ausgepragtere Banden, als
in dem gereinigten Prazipitat erkennen. Ein groRer Teil der in der ,Eingangs-
kontrolle® noch vorhandenen Proteine ist nach Abschluss der Immunprazipitation
nicht mehr nachweisbar. Auf der rechten Seite sticht zudem eine ausgepragte
Bande bei etwa 120 kDa ins Auge. Hierbei handelt es sich um das rekombinante
Fusionsprotein EGFP-FMRP.
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Die Intensitatsunterschiede sowie die groRe Menge von EGFP-FMRP lassen sich
als Hinweise auf eine funktionierende Immunprazipitation deuten. Weitere Banden
beherbergen die putativen Interaktionspartner von FMRP, die im nachsten Schritt
unter Zuhilfenahme der Massenspektrometrie identifiziert werden sollen.

3.2 Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung

Die in dem gefarbten SDS-Gel enthaltenen Proteine wurden in Zusammenarbeit
mit dem Institut far klinische Chemie des UKE Hamburg analysiert (AG
Massenspektrometrische Proteomanalytik, besonderer Dank gilt PD Dr. Friedrich
Buck und Sonke Harder). Die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte
nach der Top-down-Strategie (siehe 2.2.1.7). Aus dem unten abgebildeten SDS-
Gel wurden 14 Banden ausgeschnitten (siehe Abb. 3.3), die darin enthaltenen
Proteine wurden tryptisch verdaut und anschlieend massenspektrometrisch
untersucht.

250kDa 2. J
I

3
J30ks 4 (N

R

95 kDa
—

Abbildung 3.3 Lokalisation der ausgeschnittenen Banden des in Abb. 3.2 abgebildeten
SDS-Gels. Rechts und links findet sich jeweils dieselbe Spur (EGFP-FMRP-Prazipitat). Auf
der rechten Seite ist anhand der roten Kasten mit Nummerierung dargestellt an welchen
Stellen des SDS-Gels Banden ausgeschnitten wurden.
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Bei der Analyse der ausgeschnittenen Banden konnten insgesamt 50 unter-
schiedliche Proteine identifiziert werden. Eine vollstandige, alphabetisch sortierte
Auflistung aller identifizierten Proteine findet sich in der Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1 Tabellarische Darstellung der mittels Massenspektrometrie
identifizierten Proteine in alphabetischer Reihenfolge.

. Zuga_ngsnum_mer Bande im
Protein Bioinformatik- SDS-GEL
Harvester

ALDH18A1 IP100008982 7
ATP5A1 IP100440493 12
C140rf145 IP100607659 1
CCT6A IP100027626 10
CCT6B IP100220656 10
CCT7 IP100018465 10
CCT8 IP100302925 10
CKB IP100022977 13
CLTC IP100024067 3
DAXX IP100170867 8
DDX17 IP100023785 7und 8
EEF1A1 IP100396485 12
EFTUD2 IP100003519 4
EIF4A1 IP100025491 12
ENO1 IP100465248 12
FMRP IP100215720 4 und 5
FRG2C IP100175122 6
HNRNPH1 IP100013881 12
HNRNPM IP100171903 8
HSPA9 IP100007765 9
HSP7C IP100003865 8
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. Zuga_ngsnumrner Bande im
Protein Bioinformatik- SDS-GEL
Harvester

HSP70 IP100304925 8 und 9
HSP90AB1 IP100414676 6
HSPD1 IP100076042 10
ILF3 IP100298788 6
Keratin z.B. KRT1 IP100220327 2
KHSRP IP100855957 7
LBR IP100292135 10
Nono IP100304596 10
PA2G4 IP100299000 13
PABPC1 IP100008524 8
PCBP1 IP100016610 14
PCBP2 IP100216689 14
PKM2 IP100220644 10
PRKDC IP100296337 1
PRMT1 IP100215734 14
PRPF40B IP100789604 10
RBMI4 IPI00013174 8
RPL4 IPI00003918 12
RPN1 IP100025874 9
RPS27A IP100798155 1,3 und 10
SMARCB1 IP100029695 14
S100A8 IP100007047 5
TCP1 IP100290566 10
TDRD3 IP100006571 6
TOMM40 IP100014053 14
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. Zuga.ngsnum!ner Bande im
Protein Bioinformatik- SDS-GEL
Harvester
TUBA1A IP100180675 1
UBAP2L IP100514856 3
XRCC6 IP100644712 9
ZNF518B IP100304621 3

Mit Hilfe der angegebenen Zugangsnummer lassen sich die Proteine Uber die
Bioinformatik-Meta-Suchmaschine ,Bioinformatik-Harvester” eindeutig identifizieren.
Die dritte Spalte der Tabelle benennt die Bande des SDS-Gels (siehe Abb. 3.3), in der
das Protein nachgewiesen wurde.

3.3 Unterteilung der identifizierten Proteine

Mit Hilfe von Datenbankrecherchen wurden weitere Informationen zu den
identifizierten Proteinen gesammelt. Dazu wurde die Bioinformatik-Meta-
Suchmaschine Bioinformatic Harvester |V des Karlsruher Instituts fur Technologie
genutzt. Informationen Uber Lokalisation und Bindungsverhalten der Proteine
stammen von AceView, Entrez Gene und OMIM (NCBI).

Bei der Auswertung der massenspektrometrischen Daten fiel die groRe Gruppe
von nukleinsaurebindenden Proteinen auf. Zu diesen zahlen nach AceView und
Entrez Gene (NCBI): DDX17, EIF4A1, ENO1, HNRNPH1, HNRNPM, ILF3,
KHSRP, NONO, PA2G4, PABPC1, PCBP1, PCBP2, PRKDC, RBMI4, RPL4,
TDRD3, XRCC6 und ZNF518B. Zur weiteren Unterteilung wurde zwischen RNA-
und DNA-bindenden Proteinen unterschieden. Die RNA-bindenden Proteine
(DDX17, EIF4A1, HNRNPH1, HNRNPM, KHSRP, PA2G4, PABPC1, RPL4 und
TDRD3) haben hierbei gegenuber den DNA-bindenden (ENO1, PRKDC, XRCC6
und ZNF518B) einen groReren Anteil. Weitere sechs Proteine der Gruppe sind in
der Lage, sowohl DNA als auch RNA zu binden (ILF3, NONO, PA2G4, PCBP1,
PCBP2 und RBM14). Bereits frihere Untersuchungen konnten zeigen, dass es
sich bei FMRP um ein RNA-bindendes Protein handelt (Siomi et al., 1993 und
1994; Ashley et al., 1993). Da ein groRRer Teil der identifizierten Proteine ebenfalls
diese Fahigkeit besal, lag die Madglichkeit nahe, dass einige der als
Interaktionspartner identifizierten Proteine mittels RNA an FMRP gebunden sind.
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Daraufhin wurde der Versuchsaufbau fur die fortflhrenden Experimente mittels
Western blot modifiziert, und ein zusatzlicher RNA-Verdau des HEK-293-
Zelllysates wahrend der Immunprazipitation eingefuhrt. So sollten direkte Protein-
Protein-Interaktionen von RNA-vermittelten Bindungen zu FMRP unterschieden
werden.

Eine weitere Gruppe, die durch mehrere Proteine vertreten war, ist die der Hitze-
Schock-Proteine (HSP). Hierzu gehoéren die Proteine: CCT6A, CCT6B, CCT7,
CCT8, HSP7C, HSP70, HSP90AB1, HSPA9, HSPD1, TCP1. Zudem findet sich
eine Reihe weiterer Proteine, die wahrscheinlich unabhangig von dem Fusions-
protein EGFP-FMRP im Rahmen der Affinitatsaufreinigung prazipitiert wurden. Zu
diesen gehoren Proteine, die am strukturellen Aufbau der Zelle beteiligt sind, z.B.
a-Tubulin. Des Weiteren konnten einige mit dem Zellstoffwechsel assoziierte
Proteine wie die Pyruvatkinase nachgewiesen werden.

Es folgte eine Auswahl vielversprechender Proteine, deren Interaktionsverhalten
zu FMRP weiter untersucht werden sollte. Hierbei stand analog zu den fur FMRP
vermuteten Funktionen, eine Assoziation der zu untersuchenden Proteine mit
Translation und Transkription im Vordergrund. Zusatzlich wurde nach Interaktionen
der identifizierten Proteine untereinander gesucht.

3.4 Verifizierung der massenspektrometrischen Ergebnisse

Die in der Massenspektrometrie identifizierten putativen Interaktionspartner von
FMRP wurden in einem nachsten Schritt mit Hilfe einer unabhangigen Methode
verifiziert. Dazu wurden Western blots durchgeflhrt und die einzelnen Proteine per
Immundetektion mit Hilfe des ECL-Systems auf Nitrozellulosemembranen
nachgewiesen (siehe 2.2.1.8). Fir eine erhdhtes Mal} an Validitat der Ergebnisse
wurden alle Immunoblots mehrfach durchgefihrt und nur bei Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse berilcksichtigt. Zusatzliche Informationen Uber das Bindungs-
verhalten von FMRP mit seinen Interaktionspartnern sollte die Punktmutation
I304N (siehe 1.3) geben. Es wurden also nicht nur die Ergebnisse der Massen-
spektrometrie Uberpruft, sondern aul3erdem verglichen, ob sich das Bindungs-
verhalten des Wildtypproteins in Bezug auf Protein-Protein-Interaktionen, von dem
des mutierten Proteins FMRP-I304N unterscheidet. Daflur wurde die oben
beschriebene Immunprazipitation ebenfalls mit pEGFP-FMRP-1304N transfizierten
HEK-293-Zellen durchgefuhrt (siehe 2.2.2.2).
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Wie bereits in Kapitel 3.3 erwahnt, sollte eine weitere Variation des Versuchs-
ablaufs Aufschluss Uber die Art und Weise bringen, wie FMRP mit Proteinen
interagiert. Kommt es dabei zu Protein-Protein-Interaktionen, oder ist die Bindung
RNA-abhangig?

Dafur wurde im Rahmen der Immunprazipitation dem HEK-293-Zelllysat vor der
Inkubation mit der Agarosematrix des GFP-Traps die RNase zugeflgt, um
mdgliche RNA vermittelte Bindungen zu I6sen. Proteine, die indirekt mit Hilfe von
RNA binden, waren nach einer Inkubation mit RNase nicht mehr nachweisbar
(siehe 2.2.2.2). Demnach werden jeweils vier unterschiedliche Prazipitate
miteinander verglichen: Immunprazipitationsprodukte der Vektoren pEGFP-FMRP
(mit und ohne RNA-Verdau bei der Immunprazipitation), pEGFP-FMRP-1304N und
pEGFP als Negativkontrolle. Als ,Eingangskontrolle® wurde eine Probe des
Zelllysats vor Inkubation mit der Agarosematrix entnommen, die ebenfalls mittels
Western blot Gberprift wurde.

Aus Grinden der Ubersichtlichkeit méchte ich im folgenden Abschnitt mit dem im
Western blot untersuchten Protein, jeweils auch die Ergebnisse der
immunzytochemischen Versuche vorstellen. Die Experimente an primaren
Hippokampusneuronen von Ratten versprachen weitere Informationen Uber die
zellulare Verteilung der identifizierten Proteine. Lokalisation - bzw. Colokalisation
mit FMRP - der putativen Interaktionspartner sollte mit Hilfe unterschiedlicher
Farbungen und Farbkanalen sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden, die
fixierten Neuronen mit Hilfe von Antikdrpern immunzytochemisch angefarbt, um
anschlielfend Aufnahmen unter einem Fluoreszenzmikroskop durchzufuhren. Als
Markerprotein fur Qualitat und Intensitdt der immunhistochemischen Farbung,
erfolgte in einem ersten Versuch der Nachweis des neuronenspezifischen
Mikrotubulus-assoziiertem Protein 2 (MAP2) in Co-Farbung mit dem jeweiligen
Protein. Der Nukleus wurde mit Hilfe eines kernfarbenden Fixierungsreagens blau
angefarbt. In einem zweiten Experiment erfolgte eine Co-Farbung mit FMRP und
dem zu untersuchenden Protein.

3.4.1 FMRP

An dieser Stelle wird ein Western blot prasentiert, auf dem das prazipitierte
Fusionsprotein EGFP-FMRP mittels Antikdrper nachgewiesen werden konnte.
Anhand dieses Beispiels sollen exemplarisch die unterschiedlichen Spuren des
Western blots besprochen werden, dessen Anordnung auch bei den folgenden
Abbildungen zu finden ist. Hierbei werden jeweils vier Spuren betrachtet (Abb.3.4).
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Die erste (WT) zeigt das Prazipitat des Wildtyp-Proteins FMRP. In der zweiten
Spur (MT) ist das Prazipitat des mutierten Proteins FMRP-I304N aufgetragen. An
dritter Stelle (EGFP) findet sich eine Negativkontrolle, bei der ausschliellich
EGFP in den HEK-293-Zellen exprimiert und prazipitiert wurde, um mdogliche
unspezifische Interaktionen z.B. zwischen EGFP und dem jeweils untersuchten
Protein auszuschlielen. In der letzten Spur (WT-RNase) findet sich erneut das
Wildtyp-Protein FMRP, allerdings wurde hier wie in 3.1 beschrieben, eine
zusatzliche Inkubation mit RNase durchgefihrt.

Abbildung 3.4 Nachweis von FMRP mittels Western blot und Immundetektion.

WT-
WT MT EGFP RNas

130 kD
——— -
- — -~

95 kDa

72 kDa
—

Es wurden jeweils 15 pl des entsprechenden Zellysates aufgetragen. Einzelne Spuren
im Western blot. WT: Zelllysat mit dem Wildtyp-Protein FMRP, MT: Zelllysat mit dem
mutierten Protein FMRP-I304N, EGFP: Zelllysat mit EGFP als Kontrolle, WT-RNase:
Zelllysat mit dem Wildtyp-Protein FMRP und erfolgter RNase-Inkubation (fur weitere
Informationen siehe 2.2.1.5 und 2.2.1.8). Pro Spur wurden jeweils ein zwanzigstel
(15 pl) des entsprechenden Zelllysates aufgetragen (siehe 2.2.2.2).

Die Abbildung 3.4 zeigt in der WT-Spur endogenes FMRP (Signal bei ca. 80 kDa),
das gebunden an das EGFP-markierte FMRP (bei ca. 130 kDa) prazipitiert wurde.
Bei gleichen Mengen der aufgetragenen Prazipitate (Wildtypprotein FMRP und
mutiertes Protein FMRP-I304N) ist der Anteil von gebunden-prazipitierten
endogenem FMRP aus dem Prazipitat des mutierten Proteins deutlich geringer,
bleibt aber nachweisbar (Abb. 3.4, MT). In der Kontrollspur, in der ausschlieflich
EGFP prazipitiert wurde, ist FMRP nicht detektierbar (EGFP). In dem RNase-
exponierten Wildtypprazipitat lasst sich das Fusionsprotein EGFP-FMRP
detektieren, endogenes FMRP dagegen nicht (WT-RNase).
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Abbildung 3.5 Schematische Darstellung der unterschiedlichen GrélRe der Linker-Sequenz
bei den verwendeten rekombinanten Proteinen EGFP-FMRP und EGFP-FMRP-I304N.
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Wie aus Abbildung 3.4 ersichtlich, sind die beiden EGFP-markierten Fusions-
proteine FMRP und FMRP-I304N (WT und MT) nicht exakt gleich grol3, obwohl sie
sich eigentlich nur durch den Austausch einer einzelnen Aminosaure
unterscheiden sollten. Diese Tatsache ist auf eine unterschiedlich grol3e Linker-
Sequenz zwischen EGFP und FMRP bzw. FMRP-1304N zurtickzuflihren (siehe
Abb. 3.5 und 2.1.3).

MAP2 Mischbild Kern blau

FMRP FMRP Kern blau

Abbildung 3.6 Subzellulare Verteilung des endogenen FMRP mit Nachweis des
neuronenspezifischen MAP2. Links: Vergréerung von primaren Rattenneuronen in Kultur
fur den immunzytochemischen Nachweis von MAP2 (rot) und FMRP (grun). Mitte:
Uberlagerung beider Farbkanale zur Darstellung einer Colokalisation, der Nukleus ist blau
angefarbt. Rechts: AusschnittvergréfRerungen (Antikérper und Verdiinnung, siehe Tab. 2.3).
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Die subzellulare Verteilung von FMRP wurde mit Hilfe der Immunzytochemie an
kultivierten Rattenneuronen des Hippokampus dargestellt. Hier lasst sich FMRP
vor allem im Zytosol nachweisen, es liegt in feinen Granulae vor, deren Dichte
perinuklear am hdchsten ist (siehe Abb. 3.6). In Dendriten und im Nukleus liel3
sich FMRP ebenfalls - wenn auch in geringerer Konzentration - detektieren. Damit
gleicht die ermittelte Lokalisation von FMRP den Ergebnissen anderer AGs (Antar
et al., 2004; Feng et al., 1997a).

3.4.2 DDX17

DDX17 - mit vollem Namen DEAD box polypeptide 17 genannt - konnte im
Western blot mittels Antikorper detektiert werden (siehe Abb. 3.7). Hier zeigte sich
ein Signal aus mehreren Banden, das auf unterschiedliche Isoformen des Proteins
und die Reaktivitdt des Antikdrpers zuruckzufuhren ist (Herstellerangaben;
Reference Sequence, NCBI). Die in der Mitte liegende Bande bildet die hier
besprochene Isoform 1 ab. In Abbildung 3.7 B ist das Ausgangsmaterial vor
Inkubation mit der Agarosematrix als ,Eingangskontrolle® aufgetragen. Hier lasst
sich DDX17 in beiden Zelllysaten (WT, MT) nachweisen. Nach Abschluss der
Affinitatschromatographie ist das Protein, mit Ausnahme der EGFP-Kontrolle, in
allen dargestellten Prazipitaten detektierbar (siehe Abb. 3.7 A, WT, MT, EGFP und
WT-RNase).
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Abbildung 3.7 Nachweis von DDX17 (Pfeil) durch Immundetektion.

Einzelne Spuren im Western blot: A: WT: Zelllysat mit dem Wildtyp-Protein FMRP, MT:
Zelllysat mit dem mutierten Protein FMRP-I304N, EGFP: Zelllysat mit EGFP als
Kontrolle, WT-RNase: Zelllysat mit dem Wildtyp-Protein FMRP und erfolgter RNase-
Inkubation. Pro Spur wurden jeweils ein Zwanzigstel (15 ul) des entsprechenden
Zelllysates aufgetragen (siehe 2.2.2.2). B: Ausgangszelllysat vor Inkubation mit der
Agarosematrix als ,, Eingangskontrolle®, Wildtyp-Protein FMRP (WT), mutiertes Protein
FMRP-I304N (MT; fir weitere Informationen siehe 2.2.1.5 und 2.2.1.8). Pro Spur
wurden jeweils ein Achtundertstel (15 ul) des entsprechenden Zelllysates aufgetragen
(siehe 2.2.2.2).
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Damit bestatigten sich die massenspektrometrisch erhobenen Daten, DDX17
interagiert mit FMRP. Diese Verbindung zeigt sich auch nach einer Inkubation des
Zelllysats mit RNase. Eine RNA-abhangige Interaktion mit FMRP ist somit sehr
unwahrscheinlich. Die Assoziation von FMRP und DDX17 wird durch die
Punktmutation nicht beeinflusst, da DDX17 auch im Prazipitat des mutierten
Proteins FMRP-1304N detektierbar ist.

A

FMRP 20 ym MAP2

DDX17 g

Misch- DDX17 g
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Abbildung 3.8 Nachweis und Lokalisation von DDX17, FMRP und MAP2 in kultivierten
Ratten-Neuronen mittels Imunzytochemie. A: Vergréf3erung von primaren Rattenneuronen in
Kultur fir den Nachweis von FMRP (rot) und DDX17 (griin). Unten: Uberlagerung der
Farbkanale zur Darstellung einer Colokalisation. B: MAP2 (rot) und DDX17 (grin). Unten:
DDX17 (grin), Nukleus ist blau angefarbt (Antikdrper und Verdiinnung siehe Tab. 2.3).

In immunzytochemisch angefarbten Neuronen lasst sich DDX17 mit gleichmaliger
Intensitat im Nukleus nachweisen, nicht aber in den Nucleoli. Das Zytosol ist
ebenfalls gleichmalig angefarbt, im Vergleich zum Nukleus allerdings weniger
stark. In den Dendriten der Zelle zeigen sich in der Co-Farbung mit MAP2 (siehe
Abb. 3.8 B) peripher blaschenférmige Akkumulationen von DDX17.
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Bei Uberlagerung der Farbkandle von FMRP und DDX17 kommt es zu einer
partiellen Gelbfarbung, vor allem im Nukleus und im kernnahen Zytosol, die eine
Colokalisation, aber nicht zwangslaufige Assoziation der beiden Proteine zeigt.

3.4.3 DDX5

Als ein Protein, das den Groldteil seiner Kernsequenz mit DDX17 gemein hat
(Lamm et al., 1996), wurde DDX5 (DEAD box polypeptide 5, IPI00017617) trotz
fehlendem massenspektrometrischen Nachweis als putativer Interaktionspartner
von FMRP interessant. Das Interaktionsmuster von DDX5 und FMRP wurde
deshalb im Western blot ebenfalls eingehender untersucht.

Zunachst erfolgte der Nachweis des Proteins in den als ,Eingangskontrollen®
entnommenen Zelllysaten (siehe Abb. 3.9 B, WT und MT). DDX5 konnte dabei in
Form einer ca. 73 kDa grof3en Bande detektiert werden. Genauso verhielt es sich
bei den anderen FMRP-haltigen Prazipitaten (siehe Abb. 3.9 A, WT, MT und WT-
RNase). Einzig in der Spur, in der die EGFP-Kontrolle (EGFP) aufgetragen wurde,
konnte keine Bande beobachtet werden.

A B
WT-
WT MT EGFP RNase WT MT
95 kDa 95 kDa
I I
72 kD 72kDa | ey T
a_ ity 72kDa_

Abbildung 3.9 Nachweis von DDX5 (Pfeil) mittels Western blot und Immundetektion.
Es kam ein im Kaninchen hergestellter Antikorper zum Einsatz (siehe Tab. 2.3). Fur
Erklarungen zu den einzelnen Spuren der Western blots, siehe Abbildung 3.7.

DDX5 zeigt somit ein identisches Bindungsmuster zu FMRP wie DDX17. Dabei
lie® es sich sowohl als Interaktionspartner des Wildtyproteins als auch der
mutierten Variante von FMRP nachweisen. Bei unverandertem Bindungsverhalten
nach RNA-Verdau ist eine RNA-abhangige Interaktion von DDX5 und FMRP
unwahrscheinlich. Eine Protein-Protein-Interaktion von DDX5 und FMRP ist
moglich und sollte Bestandteil weiterer Untersuchungen sein.
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FMRP DDX5

Kern
blau

Abbildung 3.10 Subzellulare Verteilung von DDX5 und FMRP in kultivierten priméaren
Ratten-Neuronen. 60x Vergroferung fur den Nachweis von FMRP (rot) und DDX5 (grin).
Links unten: Uberlagerung der Farbkanale zur Darstellung einer Colokalisation.

Rechts oben: DDX5 (gruin), der Kern ist blau angefarbt.

Rechts unten: AusschnittsvergréRerung (Antikdrper und Verdiinnung siehe Tab. 2.3).

Die Aufnahmen an Kkultivierten Rattenneuronen zeigen eine unterschiedliche
Verteilung von DDX5 in Zytoplasma und Nukleus (siehe Abb. 3.10). Hierbei findet
sich eine Akkumulation des Proteins im Zellkern, in den Nukleolii ist DDX5 nicht
nachweisbar. Die Verteilung von DDX5 im Zytosol ist gleichmafig, im Vergleich
zum Nukleus ist das Protein allerdings in geringerer Konzentration detektierbar.
Die Gelbfarbung, die sich im untersten Bild vor allem in den kernnahen Bereichen
des Zytosols darstellt, zeigt eine Colokalisation mit FMRP.
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3.4.4 PABPC1

Die Analyse der Zellhomogenate sollte eine mdgliche Assoziation von PABPC1
(poly(A) binding protein, cytoplasmic 1) mit FMRP gegebenenfalls bestatigen.

Im Western blot zeigten sich in den als ,Eingangskontrollen” enthommenen
Zelllysaten dabei Signale bei ca. 75 kDa (siehe Abb. 3.11 B, WT und MT). Ebenso
lie sich das Protein in den affinitatschromatograpisch gereinigten Prazipitaten
des Wildtypproteins (siehe Abb. 3.11 A, WT) und des mutierten Proteins (MT)
nachweisen. Im Gegensatz dazu konnte PABPC1 im RNase-exponierten Wildtyp-
proteinprazipitat (WT-RNase) und in dem der EGFP-Kontrolle (EGFP) nicht
detektiert werden.
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Abbildung 3.11 Nachweis von PABPC1 (Pfeil) mittels Western blot und Immundetektion.
Zum Nachweis von PABPC1 kam ein im Kaninchen hergestellter Antikbrper zum Einsatz.
Fur Erklarungen zu den einzelnen Spuren der Western blots, siehe Abbildung 3.7.

PABPC1 liely sich demnach als Interaktionspartner von FMRP und FMRP-I304N

nachweisen, eine Assoziation, die sich auf Basis dieser Ergebnisse als RNA-
vermittelt bezeichnen lasst
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Abbildung 3.12 Immunzytochemischer Nachweis und Lokalisation von PABC1 und FMRP in
kultivierten Ratten-Neuronen. Obere Reihe: FMRP (rot) und PABPC1 (griin), ganz rechts
sieht man ein Uberlagertes Bild zur Veranschaulichung der Colokalisation der beiden
Proteine. Untere Reihe: Uberlagerung der Farbkanale von PABC1 (griin) und dem blau

gefarbten Kern, sowie AusschnittvergrélRerungen der oben beschriebenen Bilder (Antikdrper
und Verdunnung siehe Tab. 2.3).

Weitere Hinweise auf eine Assoziation der beiden Proteine lieferten die
immunzytochemischen Aufnahmen an kultivierten Rattenneuronen (siehe Abb.
3.12). Es zeigte sich eine netzartige Anordnung von PABPC1 innerhalb des
Zytosols, hier war das Protein in kernnahen Bereichen vermehrt nachweisbar. Im
Vergleich dazu zeigte sich PABPC1 im Zellkern in deutlich verringerter
Konzentration, die Nukleolii blieben ganzlich ausgespart. Bei Uberlagerung der
Farbkanale von FMRP und PABPC1 liel3 sich eine Colokalisation der beiden
Proteine im gesamten Zytosol der Zelle darstellen.
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3.4.5 MOV10

Ein weiteres Protein, das bezuglich seines Interaktionsmusters zu FMRP
eingehender untersucht wurde, ist MOV10 (Moloney leukemia virus 10, homolog
(mouse), Harvester Zugangsnummer: 1P100444452). Das Protein konnte in der
massenspektrometrischen Analyse des Wildtypprazipitats nicht nachgewiesen
werden. Jedoch war MOV10 bereits in vorausgegangenen Experimenten der AG
Kindler als putativer Interaktionspartner von FMRP identifiziert worden.

In den als ,Eingangskontrollen fungierenden Zelllysaten (siehe 2.2.2.2) konnte
MOV10 in Form eines Signals bei etwa 115 kDa (siehe Abb. 3.13 B, WT und MT)
nachgewiesen werden. Dementsprechend lieR sich das Protein sowohl im
affinitatschromatograpisch gereinigten Prazipitat des Wildtypproteins als auch in
dem des mutierten Proteins nachweisen (siehe Abb. 3.13 A, WT und MT). In dem
RNase-inkubierten Wildtypprotein-Prazipitat (WT-RNase) und in dem der EGFP-
Kontrolle (EGFP) war MOV 10 nicht detektierbar.
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Abbildung 3.13 Detektion des Proteins MOV10 (Pfeil) mittels Western blot und
Immundetektion. Es kam ein im Kaninchen hergestellter Antikdrper zum Einsatz (siehe Tab.
2.3). Fir Erklarungen zu den einzelnen Spuren der Western blots, siehe Abbildung 3.7.

MOV10 konnte somit mittels Western blot als Interaktionspartner von FMRP und
FMRP-I304N bestatigt werden. Bei fehlendem Nachweis von MOV10 im RNase-
exponierten Prazipitat lasst sich die Assoziation mit FMRP als RNA-vermittelte
Interaktion bezeichnen. Eine Protein-Protein-Bindung der Interaktionspartner ist
sehr unwahrscheinlich.
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Abbildung 3.14 Lokalisation von MOV10, FMRP und MAP2 in kultivierten Rattenneuronen
A: VergrolRerung fir den immunzytochemischen Nachweis von FMRP (rot) und MOV10
(griin). Links unten: Uberlagerung der Farbkandle zur Darstellung einer Colokalisation.
Rechts: Uberlagerung der Farbkanéle von MOV10 (griin) und dem blau gefarbten Kern,
sowie AusschnittvergrélRerungen der oben beschriebenen Bilder. B: VergréRerung von
primaren Rattenneuronen, MAP2 (rot) und MOV10 (griin; Antikérper und Verdiinnung siehe
Tab. 2.3).

Immunzytochemische Aufnahmen an kultivierten Rattenneuronen (siehe Abb.
3.14) zeigten eine relativ gleichmaRige Verteilung des Proteins innerhalb der
Zellen. Es findet sich eine Anreicherung in Form kleiner Granula, die Uber das
gesamte Zytoplasma verteilt sind. Die Granula-Dichte ist perinuklear am hdchsten
und nimmt zur Peripherie der Zelle hin ab. Eine Colokalisation mit dem im roten
Farbkanal dargestellten FMRP, ist vornehmlich kernnah zu beobachten und durch
eine gelbliche Farbgebung verdeutlicht. Lediglich im Nukleus ist die Konzentration
von MOV 10 vergleichsweise geringer.
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3.4.6 RBM14

In den als ,Eingangskontrollen® entnommenen Zelllysaten konnte das Protein
RBM14 (RNA binding motif protein 14) in Form eines Signals bei ca. 73 kDa
detektiert werden (siehe Abb. 3.15 B, WT und MT). Es folgte der Nachweis des
Proteins in allen FMRP enthaltenden affinitatschromatographisch gereinigten
Prazipitaten (siehe Abb. 3.15 A, WT, MT, WT-RNase). Im EGFP-Prazipitat (EGFP)
war RBM14 dagegen nicht detektierbar.

A B
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Abbildung 3.15 Nachweis von RBM14 (Pfeil) mittels Western blot und Immundetektion. Es
kam ein im Kaninchen hergestellter Antikdrper zum Einsatz (siehe Tab. 2.3). Fir Erklarungen
zu den einzelnen Spuren der Western blots, siehe Abbildung 3.7.

RBM14 konnte somit als Interaktionspartner von FMRP und FMRP-1304N nach-
gewiesen werden. Die Assoziation der Proteine erfolgt, unter Berlcksichtigung der
dargestellten Ergebnisse, RNA-unabhangig.
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Mischbild

Abbildung 3.16 Nachweis und Lokalisation von RBM14, FMRP und MAP2 in kultivierten
Ratten-Neuronen durch Immunzytochemie. A: Vergrofierung von primaren Rattenneuronen
in Kultur fir den immunzytochemischen Nachweis von FMRP (rot) und RBM14 (grin). Das
unterste Bild zeigt die Uberlagerung der Farbkanale zur Darstellung einer Colokalisation mit
Ausschnittsvergroerung. B: VergroRerung primarer Rattenneurone in Kultur fir den
Nachweis von MAP2 (rot) und DDX17 (grun; Antikérper und Verdinnung siehe Tab. 2.3).

Immunzytochemische Aufnahmen an Kkultivierten Rattenneuronen des Hippo-
kampus zeigten eine gleichmalliige Verteilung von RBM14 im Zytoplasma (siehe
Abb. 3.16), die auch in der Peripherie der Zelle gut darstellbar ist. Im Vergleich
dazu ist die Konzentration des Proteins im Nukleus geringer. Bei Uberlagerung der
Farbkanale von FMRP und RBM14 zeigt sich eine Colokalisation der beiden
Proteine in der Peripherie der Zelle (3.16 A, unten).
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3.4.7 KHSRP

Bereits in vorausgegangenen Experimenten zum FRAX der AG Kindler war
KHSRP (KH-type splicing regulatory protein) als Bindungspartner von FMRP
identifiziert worden. Nachdem das Protein auch im Rahmen der Massen-
spektrometrie als putativer Interaktionspartner von FMRP nachgewiesen wurde,
war eine weitere Untersuchung des Bindungsverhaltens von KHSRP die logische
Konsequenz.

Das Protein hat ein berechnetes Molekulargewicht von 75 kDa, lauft im SDS-Gel
allerdings auf Hohe von ca. 90 kDa. In den als ,Eingangskontrollen® genutzten
Zelllysaten lie3 sich KHSRP nachweisen (siehe Abb. 3.17 B, WT und MT). Im
Western blot zeigten sich dabei zwei Banden bei ca. 90 kDA (siehe Pfeil), die auf
die Existenz unterschiedlicher Isoformen von KHSRP zurickzufihren sind, die
durch alternatives Spleillen entstehen (AceView, NCBI). AuRerdem lie3 sich in
den ,Eingangskontrollen eine weitere Bande bei ca. 80 kDa detektieren (siehe
Abb. 3.17 B, WT und MT). Hierbei handelt es sich hdchstwahrscheinlich um das
Protein FUBP1 (Far upstream element-binding protein 1; Harvester Zugangs-
nummer: IP100375441), das mit KHSRP nah verwandt ist.

KHSRP lie® sich in allen vier der untersuchten affinitdtschromatograpisch
gereinigten Prazipitaten detektieren (siehe Abb. 3.17 A, WT, MT, EGFP und WT-
RNase), auch im EGFP-Prazipitat, das als ,Negativkontrolle® fungierte (siehe
2.2.2.2). Hier war das Signal im Vergleich zu den anderen Prazipitaten deutlich
schwacher ausgepragt. Dieses Resultat war auch bei wiederholten, unabhangig
durchgeflihrten Experimenten zu beobachten.

A B
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Abbildung 3.17 Nachweis von KHSRP (Pfeil) Western blot und Immundetektion.
Es kam ein im Kaninchen hergestellter Antikdrper zum Einsatz (siehe Tab. 2.3). Far
Erklarungen zu den einzelnen Spuren der Western blots, siehe Abbildung 3.7.

Bei Nachweis des Proteins in der EGFP-Kontrollspur kénnten unterschiedliche
Ursachen diesen Versuchsausgang begrinden. So ware es mdglich, dass das
Protein KHSRP an einen Bestandteil des GFP-Traps (z.B. die Agarosematrix) oder
aber auch direkt an EGFP bindet.

45



Ergebnisse
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Abbildung 3.18 Subzelluldre Verteilung von KHSRP, FMRP und MAP2 in kultivierten
Rattenneuronen. A:VergroRerung primarer Rattenneuronen in Kultur fir den
immunzytochemischen Nachweis von FMRP (rot) und KHSRP (griin). Rechts: Uberlagerung
der Farbkanale zur Darstellung einer Colokalisation. Unten rechts: Ausschnittsvergréerung.

B: VergréRerung von primaren Rattenneuronen in Kultur fir den Nachweis von MAP2 (rot)
und KHSRP (griin; Antikdrper und Verdiinnung siehe Tab. 2.3).

Zur Veranschaulichung der subzellularen Lokalisation von KHSRP erfolgte die
immunzytochemische Farbung mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper (siehe
Abb. 3.18). Es zeigte sich eine Akkumulation des Proteins im Nukleus, in den
Nukleolii konnte KHSRP dagegen nicht nachgewiesen werden. Im Zytosol der
Zelle war das Protein vergleichsweise schwacher, in Form feiner Granulae entlang
der Dendriten, detektierbar. Eine sichtbare Colokalisation von FMRP und KHSRP
lie sich bei Uberwiegend abweichenden zellularem Verteilungsmuster der
Proteine nur sehr vereinzelt im Nukleus beobachten.
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3.4.8 XRCC6

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Prazipitate erfolgte die
Detektion von XRCCG6 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 6) mittels Antikorper im Western blot. Hier erfolgte der Nachweis
durch ein Signal in Form einer Bande bei ca. 72 kDa. Das Protein lie3 sich sowohl
in den als ,Eingangskontrollen® aufgetragenen Zelllysaten (siehe Abb. 3.19 B, WT
und MT) als auch in den FMRP-haltigen, fertig gereinigten Prazipitaten detektieren
(siehe Abb. 3.19 A, WT, MT und WT-RNase). Im WT-RNase-Prazipitat erfolgte der
Nachweis in erkennbar starkerer Auspragung. Die EGFP-Kontrolle zeigte kein

Signal.
A B
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Abbildung 3.19 Detektion des Proteins XRCC6 (Pfeil) mittels Western blot und
Immundetektion. Es kam ein in der Maus hergestellter Antikérper zum Einsatz (siehe Tab.
2.3). Fir Erklarungen zu den einzelnen Spuren der Western blots siehe Abbildung 3.7.

XRCCG6 interagiert demnach sowohl mit FMRP als auch mit dem mutierten Protein
FMRP-1304N. Diese Interaktion ist nicht RNA-abhangig. XRCC6 bindet nicht an
EGFP.

Die subzellulare Verteilung von XRCC6 innerhalb der Zelle zeigt ein ahnliches
Verteilungsmuster wie FMRP (siehe Abb. 3.20). Nach Abschluss der Farbung stellt
sich eine relativ gleichmaflige Anordnung des Proteins im Zytoplasma dar. In der
Peripherie der Zelle erfolgte dabei ein etwas schwacherer Nachweis. Der Zellkern
ist - analog zu FMRP - deutlich geringer angefarbt, was auf eine niedrigeres
Vorkommen des Proteins im Zellkern schlieBen lasst. Uberlagert man die
Farbkanale von FMRP und XRCCG6, zeigt sich eine nahezu gleichmalig gelb
angefarbte Zelle als Ausdruck einer Colokalisation der beiden Proteine.
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Abbildung 3.20 Subzellulare Verteilung von XRCC6, FMRP und MAP2 in kultivierten
Rattenneuronen. A: VergroRBerung primarer Rattenneurone fir den immunzytochemischen
Nachweis von FMRP (rot) und XRCC6 (griin). Unten: Uberlagerung der Farbkanale zur
Darstellung einer Colokalisation. Unten rechts Ausschnittsvergrofterung. B: VergréRerung

primarer Rattenneurone in Kultur fir den Nachweis von MAP2 (rot) und XRCC6 (grun;
Antikérper und Verdiinnung siehe Tab. 2.3)

3.4.9 TDRD3

Ein weiteres Protein, das im Rahmen dieser Arbeit als Interaktionspartner von
FMRP verifiziert werden sollte, ist TDRD3, das Tudor domain containing Protein 3.
Die Analysen der Zellhomogenate mit Hilfe des Western blots zeigten ca. 90 kDa
grofle Banden, mittels derer sich TDRD3 nachweisen lief3. In den als ,Eingangs-
kontrollen® verwendeten Zelllysaten konnte TDRD3 sowohl in dem des
Wildtypproteins (siehe Abb. 3.21 B, WT) als auch in dem des mutierten Proteins
FMRP-1304N (MT) detektiert werden. Demgegenuber zeigte sich ein verandertes
Bild nach Abschluss der Affinitatschromatographie.
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Im Prazipitat des Wildtypproteins FMRP (siehe Abb. 3.21 A, WT) liel sich TDRD3
nachweisen, auch nach RNase-Inkubation blieb das Protein detektierbar (WT-
RNase). Im Unterschied hierzu war das Protein im Prazipitat des mutierten
Proteins FMRP-I304N (MT-Spur) und der EGFP-Kontrolle (EGFP-Spur) nicht
nachweisbar.
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Abbildung 3.21 Detektion von TDRD3 (Pfeil) mittels Western blot und Immundetektion.
Es kam ein in der Maus hergestellter Antikbrper zum Einsatz (siehe Tab. 2.3). Fir
Erklarungen zu den einzelnen Spuren der Western blots, siehe Abbildung 3.7.

Mit Auswertung der Immunoblots konnte somit gezeigt werden, dass TDRD3 mit
FMRP interagiert. Diese Verbindung ist nicht RNA-abhangig. Interessanterweise
ist eine Interaktion von TDRD3 mit FMRP-I304N nicht zu belegen. Damit ist
TDRD3 das einzige der hier eingehender untersuchten Proteine, bei dem ein
Unterschied im Interaktionsmuster zwischen Wildtyp- und mutierten Protein zu
detektieren war.

Im Rahmen der Immunzytochemie (siehe Abb. 3.22) zeigt sich eine gleichmaRige
Verteilung des grin angefarbten TDRD3 innerhalb der Zelle. Am deutlichsten lasst
sich das Protein im perinuklearen Bereich nachweisen, allerdings kommt es auch
in der Peripherie der Zelle zu Anreicherungen. Im Vergleich dazu ist TDRD3 im
Nukleus in deutlich geringerer Intensitat und nur vereinzelt detektierbar. Damit
gleichen die Ergebnisse dieser Arbeit denen anderer Arbeitsgruppen (Lindner et
al., 2008; Goulet et al., 2008). Das subzellulare Verteilungsmuster von TDRD3 ist
dem von FMRP also sehr dhnlich. Bei Uberlagerung der Farbkanale fiir FMRP und
TDRD3 zeigten sich Uber die gesamte Zelle verteilt gelb angefarbte Areale, die
sich besonders ausgepragt in Kernnahe darstellten. Diese Gelbfarbung ist Zeichen
einer Colokalisation der beiden Proteine.
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Abbildung 3.22 Subzelluldre Verteilung von TDRD3, FMRP und MAP2 in kultivierten
Rattenneuronen. A: VergroRerung primarer Rattenneuronen fiir den immunzytochemischen
Nachweis von FMRP (rot) und TDRD3 (griin). Unten: Uberlagerung der Farbkanale zur
Darstellung einer Colokalisation, der Nukleus ist in Blau angefarbt.

Rechts: AusschnittsvergroRerungen der jeweiligen Bilder. B: VergroRerung primarer
Rattenneurone flir den Nachweis von MAP2 (rot) und TDRD3 (griin; Antikérper und
Verdiinnung siehe Tab. 2.3).

Die Zusammenschau der Ergebnisse zeichnet damit fur TDRD3 ein interessantes
Bild. Das Protein konnte als Interaktionspartner von FMRP bestatigt werden.
Besonders bemerkenswert ist dabei, dass TDRD3 nicht mit dem mutierten Protein
FMRP-I1304N interagiert. Weitere Hinweise auf eine Assoziation von FMRP und
TDRD3 lieferten die immunzytochemischen Aufnnahmen an kultivierten Ratten-
neuronen. Beide Proteine zeigten ein sehr ahnliches Verteilungsmuster innerhalb
der Zelle. Eine deutliche Colokalisation der beiden Proteine im Zytoplasma konnte
dargestellt werden.

50



Diskussion

4 Diskussion

Eine Beteiligung von FMRP an der Regulation der Translation konnte dargestellt
werden (Khandjian et al., 1996; Feng et al., 1997b). Weitere Untersuchungen
zeigten eine inhibitorische Wirkung des Proteins (Laggerbauer et al., 2001). Um
diese Funktionsweise vermitteln zu konnen, muss FMRP als Homodimer
vorliegen. Fur die Dimerisierung ist ein Bereich des Proteins erforderlich, der die
beiden KH-Domanen beinhaltet. Interessanterweise ist eine Homodimerisierung
von FMRP-I304N nicht mdglich, der inhibitorische Einfluss auf die Translation
nimmt in vitro deutlich ab (Laggerbauer et al., 2001). Da die von der Mutation
betroffene KH-Domane nicht nur zur Bindung von RNA befahigt, sondern auch
Protein-Interaktionen vermittelt (Kim et al., 2000), war es interessant zu erfahren,
ob es auller des Homodimerisierungsdefektes von FMRP-I304N auch zu einem
veranderten Bindungsverhalten anderer Proteine kommt.

Moglicherweise konnte ein verandertes Interaktionsverhalten von FMRP
ursachlich fur die verminderte regulatorische Translationswirkung sein. Zur
Klarung dieser Fragestellung wurde humanes, EGFP-markiertes FMRP in
HEK-293-Zellen rekombinant exprimiert. Mit Hilfe einer Affinitatschromatographie
wurde FMRP und die daran gebundenen Proteine gereinigt. Das Prazipitat wurde
anschlieend elektrophoretisch aufgetrennt und massenspektrometrisch
analysiert, um mdgliche endogene Interaktionspartner von FMRP zu identifizieren.
In sich anschlieRenden Experimenten wurden einige dieser Proteine mittels
Western blot als Interaktionspartner von FMRP verifiziert. Vergleichende
Untersuchungen wurden mit dem mutierten Protein FMRP-1304N durchgefuhrt, um
Unterschiede im Interaktionsverhalten zu FMRP darstellen zu konnen. Des
Weiteren wurde ein enzymatischer RNA-Verdau des FMRP-Homogenats
durchgeflihrt und ebenfalls per Western blot analysiert, um Aufschluss Uber die Art
der Bindung zwischen FMRP und den untersuchten Proteinen zu erhalten.
Zusatzliche Informationen Uber die subzelluldre Lokalisation der untersuchten
Proteine lieferten immunzytochemische Experimente an primaren Hippokampus-
neuronen der Ratte.

Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung

Bei der massenspektrometrischen Analyse des Wildtypprazipitats wurden 50
Proteine als putative Interaktionspartner von FMRP identifiziert. Diese Proteine
konnen in 3 Gruppen unterteilt werden.
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Es fanden sich Chaperone, nukleinsaurebindende Proteine, sowie weitere
Proteine, die vermutlich unabhangig vom Fusionsprotein im Rahmen der Affinitats-
reinigung prazipitiert wurden. Zu den letztgenannten Proteinen gehodren
Strukurproteine der Zelle wie z.B. a-Tubulin und TOMM40 (mitochondrales Tunnel-
Membranprotein), sowie Proteine, die in den zellularen Stoffwechsel eingebunden
sind wie z.B. die Pyruvatkinase und ATP5A1 (mitochondrale ATP-Synthetase).
Ergebnisse der Arbeitsgruppe Kindler deuten daraufhin, dass diese Proteine im
Rahmen der Aufreinigung mittels GFP-Trap unabhangig von dem verwendeten
Fusionsprotein fast immer prazipitiert werden.

Hitze-Schock-Proteine

Eine in diesem Experiment haufiger nachgewiesene Gruppe von Proteinen ist die
der Chaperone. Folgende der massenspektrometrisch identifizierten Proteine
kénnen dieser Gruppe zugeordnet werden: CCT6A, CCT6B, CCT7, CCTS,
HSP7C, HSPA9, HSP70, HSPO9OAB1 und TCP1. Chaperone sorgen u.a. fur die
korrekte Faltung von Proteinen bzw. korrigieren die Struktur fehlgefalteter
Proteine. Das in diesem Experiment rekombinant exprimierte Fusionsprotein
EGFP-FMRP kommt unter physiologischen Bedingungen nicht in der Zelle vor. Es
besteht daher die Mdglichkeit, dass die beiden Bestandteile des Proteins EGFP
und FMRP dazu neigen, sich ,fehlzufalten®. Eine vermehrte Assoziation von
Chaperonen mit dem Fusionsprotein konnte eine Folge sein. Verfolgt man diese
Hypothese weiter, ware durch die Expression von EGFP-FMRP in groen Mengen
auch die Anzahl der assoziierten Chaperone erhoht, diese wirden dadurch anteilig
auch haufiger coprazipitiert werden.

In der Literatur finden sich Hinweise, dass Chaperone bei der Expression
rekombinanter Proteine haufig als Interaktionspartner identifiziert werden (Brendel
et al., 2004). Die Identifikation von HSP im Rahmen des Experiments war also zu
erwarten, anteilig scheinen sie aus den dargestellten Grinden Uberreprasentiert.
Des Weiteren ist zu erwahnen, dass bei affinitatschromatographischen
Reinigungen anderer Proteine nach der GFP-Trap-Methode der Arbeitsgruppe
Kindler ebenfalls Chaperone detektiert wurden. Die nachgewiesenen HSP kénnten
also unter physiologischen Bedingungen weniger relevant sein als es die Anzahl
der identifizierten Proteine suggeriert. Ein alternativer Versuch in Form einer
Immunprazipitation mit Hilfe von Antikérpern gegen endogenes FMRP von
HEK-293-Zellen, kénnte eine geringere Anzahl von HSP im Prazipitat zur Folge
haben und damit diese Fragestellung beantworten.
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DNA-bindende Proteine

Im Rahmen der massenspektrometrischen Analyse konnten einige DNA-bindende
Proteine als putative Interaktionspartner von FMRP bestimmt werden. Zu diesen
Proteinen gehéren ENO1, PRKDC, XRCC6 und ZNF518B. Die Proteine PRKDC
(protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide) und XRCC6 bilden dabei
eine DNA-abhangige-Proteinkinase. PRKDC fungiert als katalytische Untereinheit
(Wang et al., 2004) und besitzt die Fahigkeit, andere Proteine (Ting et al., 1998)
zu binden. DNA-bindender Teil dieser Kinase ist XRCC6 (Jin et al.,1997, Schild-
Poulter et al., 2001). Innerhalb der Zelle reguliert das Protein als Bestandteil eines
Transkriptionsfaktorkomplexes die Transkription (Willis et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte XRCC6 mittels Western blot als spezifischer
Interaktionspartner von FMRP und FMRP-I1304N nachgewiesen werden. Es zeigte
sich, dass FMRP und XRCC6 auf Basis von Protein-Protein-Interaktionen
miteinander assoziiert sind, da diese Verbindung auch nach RNA-Verdau Bestand
hatte. Ob es zwischen den Proteinen zu einer direkten Interaktion kommt, muss
noch abschlieRend geklart werden. Die in dieser Arbeit durchgeflhrten
immunzytochemischen Aufnahmen an primaren Rattenneuronen (siehe Abb. 3.20)
zeigen eine relativ gleichmalige Verteilung von XRCC6 im Zytoplasma, hier
colokalisiert es mit FMRP. Im Zellkern zeigte sich dagegen eine verringerte
Konzentration des Proteins verglichen mit dem Zytosol. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass XRCC6 neben den nukledren DNA-bindenden Funktionen (s.o.)
auch eine zytosolische Bedeutung besitzt. So kénnte XRCC6 ahnlich wie FMRP
an RNA binden. Ob diese Bindung bereits im Nukleus zustande kommt und die
Proteine moglicherweise gemeinsam aus diesem exportiert werden, mussen
weitere Untersuchungen aufklaren.

Erwahnenswert ist die Tatsache, dass die Proteinkinase mit diversen in diesem
Experiment massenspektrometrisch identifizierten Proteinen interagiert. In der
Abbildung 4.1 werden bekannte Interaktionen der betreffenden Proteine graphisch
dargestellt. Die Interaktion von FMRP mit XRCC6 sowie die multiplen
Verbindungen zu weiteren, im Rahmen dieses Experiments identifizierten
Proteinen lassen XRCC6 als plausiblen Interaktionspartner von FMRP erscheinen.
Die Funktionen von XRCCG6, die seiner Interaktionspartner (z.B. PARP1 (poly
(ADP-ribose) polymerase 1), Idogawa et al., 2007) und der anderen identifizierten
DNA-bindenden Proteine ( z.B. ILF3 (interleukin enhancer binding factor 3) deuten
auf eine regulatorische Funktion im Rahmen des Metabolismus von RNA hin.
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RBM 14 PARPI

Abbildung 4.1 Schematische Darstellung der Interaktionen von PRKDC und XRCC&6.

Die blau umrandeten Proteine wurden in der massenspektrometrischen Untersuchung als
mdgliche Interaktionspartner von FMRP identifiziert. XRCC6 und RBM14 sind grin
dargestellt, da in dieser Arbeit eine Interaktion mit FMRP verifiziert werden konnte. Die rot
umrandeten Proteine ILF2, PARP1 und XRCC5 wurden hingegen nicht nachgewiesen. Ein
Strich symbolisiert eine bekannte Interaktion zwischen zwei Proteinen. Die dargestellten
Interaktionen basieren auf publizierten Arbeiten aus den Datenbanken AceView und Entrez
Gene, Quellen siehe Text und Abb. 4.4.

In welchem Zellkompartiment diese Proteine (im Besonderen XRCC6) mit FMRP
assoziiert sind, konnten weiterreichende Charakterisierungen der einzelnen
Proteine zeigen. Zielfuhrend ware dabei ein Experiment, in dem mittels Zell-
fraktionierung die Proteine vor der affinitatschromatograpischen Reinigung z.B. in
eine nukleare sowie eine zytosolische Fraktion unterteilt werden.

RNA-bindende Proteine

Sortiert man die massenspektrometrisch identifizierten Proteine nach ihren
Gemeinsamkeiten, so sticht besonders die gro3e Gruppe der RNA-bindenden
Proteine hervor. Es zeigten sich Unterschiede der Proteine hinsichtlich ihres
Interaktionsverhaltens zu FMRP. Hierbei scheinen einige der Proteine RNA-
abhangig mit FMRP zu interagieren (PABPC1 und MOV10), wahrend die
restlichen der untersuchten Proteine (DDX5, DDX17, RBM14 und TDRD3) mittels
Protein-Bindung mit FMRP in Verbindung stehen. Im folgendem Abschnitt werden
die Proteine eingehender besprochen. Gemeinsamkeiten mit FMRP sollen
beleuchtet werden.
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DDX17 und DDX5

Beide Proteine gehdren zu der Proteinfamilie der RNA-Helikasen (Hirling et al.,
1989) und sind DEAD-box Proteine, die durch ein Kernsegment von acht
konservierten Motiven charakterisiert werden. Die Sequenz Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-
A-D) ist dabei die namengebende Komponente. RNA-Helikasen sind RNA-
bindende Proteine (Lamm et al., 1996) mit einer geringen Prozessivitat. Sie sind
an der Reorganisation von RNP beteiligt und sorgen fur den Austausch RNA-
assoziierter Proteinkomponenten. In diesem Rahmen sind sie flr zahlreiche
zellulare Prozesse wie Transkription, Stabilisierung von RNA, RNA-Transport und
Translation von zentraler Bedeutung (Hirling et al., 1989; Lamm et al., 1996).
Literaturrecherchen ergaben eine hochgradige strukturelle Homologie von DDX5
und DDX17 (Lamm et al., 1996). Innerhalb der Zelle liegen sie zudem als
Heterodimer vor (Ogilvie et al., 2003). In Ubereinstimmung hiermit, zeigten sich
DDX5 und DDX17 in der vorliegenden Arbeit als Interaktionspartner von FMRP
und FMRP-I304N mit identischem Bindungsverhalten.

Die detektierte Assoziation ist vermutlich eine Protein-vermittelte Bindung, da sie
auch nach RNA-Verdau Bestand hat. Eine Interaktion von DDX5 und DDX17 mit
dem Protein HNRNPH1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1) -
massenspektrometrisch in vorliegender Arbeit als putativer Interaktionspartner von
FMRP identifiziert - ist beschrieben (Jeronimo et al., 2007). HNRNPH1 wiederum
gehort zu der Familie der hnRNP (heterogene nukleare Ribonukleoproteine), eine
Gruppe von RNA-bindenden Proteinen, die mit pra-mRNA assoziiert sind (Honore
et al., 1995). Diese Proteinfamilie ist u.a. beteiligt am alternativen Spleil3en, dem
Transport von mRNA und der Translationsregulation (Han, Tang und Smith, 2010).
Damit passt das Funktionsprofil der hnRNP sehr gut zu dem von FMRP und der
DEAD box Proteine. Durch immunzytochemische Untersuchungen lielRen sich
DDX5 und DD17 sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus nachweisen (siehe
Abb. 3.8 und 3.10). Im Nukleus scheint die Konzentration beider Proteine hdher zu
sein als im Zytoplasma. Im Kern und im perinuklearen Bereich des Zytoplasmas
kommt es zur Colokalisation beider Proteine mit FMRP. Zusammengefasst ergibt
sich damit flr beide Proteine das Bild plausibler Interaktionspartner von FMRP, die
moglicherweise durch eine direkte Protein-Protein-Bindung mit FMRP assoziiert
sind und auch funktionell - als RNA-bindende Proteine mit Beteiligung am RNA-
Metabolismus - FMRP nahestehen.
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RBM14

RBM14, auch bekannt unter dem Namen CoAA, besitzt zwei hoch konservierte
RNA-Bindungsmotive (RNP1- und RNP2-Motiv), die haufig in Ribonukleoproteinen
(RNP) zu finden sind und ist selbst Teil eines RNP-Komplexes (lwasaki et al.,
2001). Als ein noch relativ unbekanntes Protein - vor allem was die Funktion
betrifft - gibt es Hinweise, die auf eine Beteiligung von RBM14 an der Transkription
schlieBen lassen. RBM14 nimmt als stimulierender Faktor Einfluss auf die
Transkription und ist in der Lage, andere Proteine zu binden (Perani et al., 2005;
Iwasaki et al., 2001 und 2005). Mit den bereits besprochenen DNA-bindenden
Proteinen flgt sich RBM14 damit in die Gruppe von transkriptionsassoziierten
Proteinen ein, die zusammen mit FMRP an der Transkription mitwirken.
Interessanterweise colokalisiert RBM14 mit NONO (non-POU domain containing,
octamer-binding protein) in sog. Paraspeckles des Nukleoplasmas (Fox et al.
2002). NONO wurde in dieser Arbeit ebenfalls massenspektrometrisch als
putativer Interaktionspartner von FMRP identifiziert (siehe Tab. 3.1). Die
Ergebnisse der Immunoblots zeigen eine RNA-unabhangige Assoziation von
FMRP und RBM14. Diese vermutlich auf Protein-Verbindungen basierende
Interaktion wird auch durch die Punktmutation 1304N nicht beeintrachtigt (siehe
Abb. 3.16). RBM14 liegt in primarem Rattenneuronen Uberwiegend im Zytosol vor.
Im Kern lie} sich das Protein in geringerer Konzentration ebenfalls nachweisen.
Eine Colokalisation mit FMRP konnte vereinzelt in der Peripherie der Zelle
dargestellt werden. Die in dieser Arbeit detektierte zytosolische Lokalisation
suggeriert somit praferentiell eine zytoplasmatische Funktion des Proteins. Diese
konnte madglicherweise durch die Interaktion mit FMRP zu Stande kommen.

KHSRP

Die in diesem Experiment erhobenen Daten zu KHSRP und FMRP lassen kein
eindeutiges Urteil hinsichtlich einer Interaktion der beiden Proteine zu. Eine im
Western blot detektierte Protein-vermittelte Assoziation mit FMRP und FMRP-
I304N kann nicht als eindeutiger Hinweis auf eine Interaktion gewertet werden, da
auch in der EGFP-Kontrolle KHSRP detektiert wurde. Die Assoziation des Proteins
mit EGFP ist allerdings deutlich schwacher als in den verglichenen Prazipitaten
(FMRP, FMRP-I304N, FMRP-RNase, siehe Abb. 3.17 A). Dieses Ergebnis wurde
mehrfach beobachtet. Die immunzytochemischen Experimente geben zudem
keinen eindeutigen Hinweis auf eine Colokalisation der beiden Proteine und
zeigen eher eine voneinander abweichende subzellulare Verteilung.
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Demgegenuber finden sich in der Literatur Hinweise, die auf eine mdgliche
Assoziation der beiden Proteine schliel3en lassen. KHSRP ist als multifunktionales
RNA-bindendes Protein an diversen zellularen Prozessen beteiligt. Zunachst
stand dabei die Partizipation am alternativen pra-mRNA-Splei3en im Vordergrund
(Min et al., 1997). Aktuelle Untersuchungen enthtllen weitere wichtige Funktionen
des Proteins: KHSRP interagiert mit RNA und ist an deren Abbau beteiligt (Gherzi
et al., 2004). Daruber hinaus wurde beschrieben, dass KHSRP Uber die Bindung
an bestimmte mikro-RNAs die Translation und Stabilitdt spezifischer mRNAs
regulieren kann (Trabucchi et al., 2009). Zudem verfiigt KHSRP Uber vier zentrale
KH-Domanen, durch die RNA-Bindungen ermdéglicht werden (Min et al., 1997).
Eine Interaktion mit HNRNPH1 - in dieser Arbeit massenspektrometrisch als
putativer Interaktionspartner FMRPs identifiziert und aul3erdem mit DDX5, DDX17
und HNRNPM (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M) assoziiert (siehe Abb.
4.4) - ist beschrieben (Markovtsov et al., 2000; Jeronimo et al., 2007).

Gemeinsamkeiten von KHSRP mit FMRP finden sich also im Aufbau (z.B. KH-
Domanen) und in der Funktion der beiden Proteine. So ist KHSRP - ahnlich wie
FMRP - an der Regulation der Translation von RNA (Trabucchi et al., 2009) und in
Ratten an der Lokalisation von mRNA an der dendritischen Synapse beteiligt
(Rehbein et al., 2002). Sowohl KHSRP als auch FMRP interagieren mit
HNRNPH1, eine falschlich detektierte Assoziation von KHSRP und FMRP
erscheint daher eher zweifelhaft. Moglicherweise handelt es sich um eine
J[ransiente” Interaktion der beiden Proteine, die sich mit dieser Versuchs-
anordnung nicht eindeutig nachweisen lasst. Eine weitere Untersuchung von
KHSRP hinsichtlich des Interaktionsverhaltens zu FMRP ware fur eine
umfassendere Beurteilung von Noten.

PABPC1 und MOV10

Wie FMRP ist PABPC1 ein RNA-bindendes (Grange et al., 1987, Deo et al., 1999)
Shuttle-Protein, das zwischen Zellkern und Zytoplasma verkehrt (Afonina et al.,
1998). Es ist dabei nicht nur an der Bildung von mRNP-Komplexen (Jonson et al.,
2007), sondern vermutlich auch am Transport dieser beteiligt. Roy et al. konnten
eine stimulierende Wirkung von PABPC1 hinsichtlich der Translationsinitiation
nachweisen (Roy et al., 2002). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass
PABPC1 die Effektivitat der Translation auf unterschiedliche Art und Weise
beeinflussen kann (Kahvejian et al., 2005).
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PABPC1 bindet an das 3’-Ende eukaryontischer mRNA-Molekile (Grange et al.,
1987) und ist damit sowohl an der Stabilisierung von RNA (Roy et al. 2002) als
auch an deren Abbau - durch Verkirzung des Poly-A-Schwanzes - beteiligt
(Grosset et al., 2000). Bekannte Interaktionspartner von PABPC1, die auch in den
massenspektrometrischen Untersuchungen dieses Experiments als putative
Interaktionspartner von FMRP identifiziert wurden (siehe Abb. 3.8), sind PCBP1,
PCBP 2 (poly(rC) binding protein 1 und 2; Wang et al., 1999) sowie EIF4A1
(eukaryotic translation initiation factor 4A1; Craig et al., 1998).

PABPCI

Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der Interaktionspartner von PABPC1

Die blau umrandeten Proteine wurden in der massenspektrometrischen Untersuchung als
putative Interaktionspartner von FMRP identifiziert. PABPC1 ist grin umrandet, da das
Protein als Interaktionspartner von FMRP verifiziert werden konnte. Ein Strich symbolisiert
eine bekannte Interaktion der beiden Proteine (Quellen siehe Text).

Durch die Analyse des Bindungsverhaltens im Western blot konnte eine RNA-
abhangige Assoziation von PABPC1 zu FMRP nachgewiesen werden. Hierbei war
kein Unterschied im Bindungsverhalten zu dem mutierten Protein FMRP-1304N
detektierbar (siehe 3.4.4). Eine direkte Protein-Interaktion von FMRP mit PABPC1
kann auf Basis dieser Ergebnisse ausgeschlossen werden. Weitere Hinweise auf
eine Assoziation der beiden Proteine konnten durch immunzytochemische
Aufnahmen an primaren Hippokampusneuronen der Ratte gewonnen werden.
PABPC1 zeigt ein ahnliches Verteilungsmuster wie FMRP, mit ausgepragterem
Nachweis im Zytosol. Die Ergebnisse decken sich damit mit denen anderer
Arbeitsgruppen. Gorlach et al. hatten PABP zunachst ausschliel3lich im
Zytoplasma nachweisen koénnen (Gorlach et al., 1994), wenig spater gelang
jedoch der Nachweis in Zytosol und Nukleus (Afonina et al., 1998). Zudem konnte
in der vorliegenden Arbeit eine deutliche Colokalisation der beiden Proteine im
gesamten Zytosol dargestellt werden, besonders ausgepragt war diese im
perinuklearen Bereich. PABPC1 konnte somit als Interaktionspartner von FMRP
bestatigt werden. Daruber hinaus sollte das Protein als enger Interaktionspartner
von FMRP angesehen werden, da sich funktionell multiple Gemeinsamkeiten
finden.
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Als eine putative RNA-Helikase mit Fahigkeit zur Proteinbindung wurde MOV10
den DExD box-Proteinen zugeordnet (Meister et al., 2005). Aktuell ist MOV10 als
eine UPF1-ahnliche-Helikase klassifiziert worden (Fairman-Williams et al., 2010).
Zudem ist MOV10 das humane Ortholog des Proteins Armitage, das bei
Drosophila an der Translationsregulation beteiligt ist (Chendrimada et al., 2007).
Als ein Markerprotein von sog. processing bodies (p bodies) mit Assoziation zu
RNA-induced silencing-complexes (RISC) mehren sich aullerdem die Hinweise
auf eine Beteiligung des Proteins beim Abbau von RNA (Burdick et al., 2010;
Tomairi et al., 2004).

Die Analyse des Interaktionsverhaltens von MOV10 zu FMRP und FMRP-I304N
mittels Western blot zeigte eine RNA-vermittelte Kommunikation der Proteine
(siehe Abb. 3.13), die nach RNA-Verdau nicht mehr nachzuweisen war. Eine
Assoziation auf Basis einer Protein-Bindung kann somit ausgeschlossen werden.
Zudem konnte mittels Immunzytochemie gezeigt werden, dass MOV10 in
Rattenneuronen sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma in feinen Granula
vorliegt. Eine andere Arbeitsgruppe konnte das Protein vermehrt im Nukleus
nachweisen (El Messaoudi-Aubert et al., 2010). Damit passt MOV10 in die Reihe
von RNA-bindenden Proteinen, die in dieser Arbeit im Vordergrund stehen. Eine
mogliche Assoziation hinsichtlich der Translationsregulation kdnnte einen weiteren
interessanten Aspekt des Proteins beinhalten und die detektierte Interaktion auch
funktionell mit FMRP in Verbindung bringen.

EMRP-1304N interagiert nicht mit TDRD3

Die vergleichende Untersuchung von FMRP und FMRP-I304N zeigte tatsachlich in
einem Fall ein differierendes Interaktionsverhalten. Das Protein TDRD3 liel3 sich
mittels Western blot als Interaktionspartner des Wildtypproteins nachweisen. Die
Assoziation der beiden Proteine ist RNA-unabhangig. Zudem zeigte sich eine
deutliche Colokalisation der beiden Proteine im Zytosol von Kkultivierten
Rattenneuronen. Interessanterweise liel} sich im Gegensatz dazu keine Interaktion
von TDRD3 mit FMRP-I304N detektieren. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass es durch die Punktmutation im FMRP-I304N zu einem Bindungsdefekt in der
KH2-Domane kommt, der die Interaktionsfahigkeit des Proteins einschrankt.

Bemerkenswerterweise wurden ahnliche Daten klrzlich von einer anderen AG
publiziert. Lindner et al. konnten TDRD3 als Interaktionspartner von FMRP und
den homologen Proteinen FXR1 und FXR2 mittels in vitro Experimenten unter
Verwendung von immobilisietem ZZ-markierten TDRD3 und (35S)-markierten
FMRP (bzw. FXR1 und FXR2) nachweisen (Lindner et al., 2008).
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Aulerdem gelang es, die fur die Interaktion mit TDRD3 verantwortliche Region
von FMRP einzugrenzen (Aminosauren 216-332). In diesem Bereich von FMRP
liegt die von der Punktmutation betroffene KH-2-Domane (siehe Abb. 4.1). Zudem
scheint flr die Bindung an TDRD3 eine weitere Region von FMRP essentiell zu
sein, sie findet sich im Bereich der Aminosauren 430 - 486. Die Autoren
interpretierten die Ergebnisse dahingehend, dass die beiden Regionen im
Rahmen der Tertiarstruktur raumlich zusammenfinden und dadurch die Bindung
an TDRD3 ermdoglichen (Lindner et al., 2008). Auch hier wurden vergleichende
Experimente mit FMRP-I304N durchgefihrt, deren Resultat mit dem dieser Arbeit
ubereinstimmt: TDRD3 interagiert mit FMRP, nicht aber mit FMRP-I304N.

1304N

FMRP w
—___Ins|  [lku1] |kH2l| [Nes| | | Reg =
TDRD3 i
~ T N ] usal lrubor| | |-

Abbildung 4.3 Schematische Darstellung einer direkten Interaktion von TDRD3 und FMRP .
In Grun sind dabei fur die Bindung der Proteine verantwortlichen Regionen markiert. Die
angegebenen Zahlen bezeichnen die Position im jeweiligen Protein bezogen auf die
Aminosauren (Frei modifiziert nach Linder et al. (2008). Fir nahere Informationen zu den
Bindungsdomanen der Proteine, siehe Text).

Weitere Literaturrecherchen zu TDRD3 zeichnen das Bild eines bisher relativ
unbekannten Proteins, das unlangst von einer weiteren AG untersucht und
charakterisiert wurde. TDRD3 verfigt demnach Uber mindestens drei
Bindungsmotive (siehe auch Abb. 4.3): Die namengebende ca. 60 Aminosauren
lange C-terminal gelegene Tudordomane, eine zentrale Ubiquitin-bindende
Domane (UBA) sowie ein N-terminales OB (oligosaccharide/nucleotide binding)-
Faltmotiv (NTD), das vermutlich ein Nukleinsaure-bindendes Motiv ist (Goulet et
al., 2008). Untersuchungen von Ramos et al. deuten darauf hin, dass FMRP im
N-terminalen Bereich ebenfalls Uber eine Proteininteraktion-vermittelnde
Tudordomane verfugt (Ramos et al., 2006). Andere Proteine, die dasselbe Tudor-
Motiv tragen, sind haufig in den RNA-Metabolismus eingebunden (Ponting, 1997).
Ein weiteres Protein, das in dieser Arbeit als putativer Interaktionspartner von
FMRP identifiziert wurde, ist EEF1A1 (eukaryotic translation elongation factor 1
alpha 1).
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Das Protein ist als Translationselongationsfaktor an der Assoziation spezifischer
MRNA mit dem Zytoskelett beteiligt (Liu et al., 2002). Goulet et al. identifizierten im
Rahmen von Pulldown-Experimenten mit TDRD3 mehrere Proteine, die allesamt
mit posttranskriptionellen regulatorischen Prozessen in Verbindung gebracht
werden, u.a. jenes Protein EEF1A1 (Goulet et al., 2008). Die Assoziation mit
EEF1A1 kann damit als ein weiterer Anhaltspunkt fir eine regulatorische
Beteiligung von FMRP und TDRD3 am RNA-Stoffwechsel der Zelle dienen.
Zudem konnte TDRD3 in Stresskorperchen (Stress granules (SG)) nachgewiesen
werden (Goulet et al., 2008). Dort colokalisiert es mit FMRP (Linder et al., 2008).
SG sind nach neueren Erkenntnissen ebenfalls an der Regulation des RNA-
Metabolismus beteiligt (Anderson und Kedersha, 2009).

Die vielschichtige Symptomatik des FRAX, die auch durch die isolierte
Punktmutation von FMRP-I304N verursacht werden kann, impliziert eine
entscheidende Funktion von FMRP in der betroffenen KH2-Doméane. Betrachtet
man die dargestellten Zusammenhange hinsichtlich der Interaktion von FMRP und
TDRD3, so erhartet sich der Verdacht auf eine Interaktion zweier Proteine, die
gemeinsam eine moglicherweise bedeutsame Funktion an der Regulation des
RNA-Stoffwechsels haben. Sollte TDRD3 das einzige Protein sein, das nicht mit
FMRP-I1304N interagiert, ware eine besondere Rolle in der Pathophysiologie des
FRAX sehr gut moglich.

Interaktionen identifizierter Proteine untereinander

Wie bereits an anderer Stelle der Diskussion mehrfach angemerkt, konnten
multiple Interaktionen der in diesem Experiment identifizierten putativen
Interaktionspartner von FMRP untereinander aufgezeigt werden. Diese und
weitere bisher noch nicht angemerkte Verbindungen der Proteine sind in
Abbildung 4.4 graphisch dargestellt. Die Interaktionen basieren auf Daten von
ACE View und Entrez Gene (NCBI) und beziehen sich auf publizierte Arbeiten bei
PubMed. Die Vielzahl der dargestellten Interaktionen deutet daraufhin, dass im
Rahmen der Immunprazipitation auch ganze FMRP-haltige RNP-Komplexe
coprazipitert wurden.
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Abbildung 4.4 Schematische Darstellung von Interaktionen der in dieser Arbeit
identifizierten Proteine. Die blau umrandeten Proteine wurden als putative
Interaktionspartner von FMRP massenspektromerisch identifiziert. Die grin umrandeten
Proteine wurden in dieser Arbeit als Interaktionspartner von FMRP mittels Western blot
verifiziert, die Verbindung ist durch einen griinen Strich dargestellt. Ein schwarzer Strich
zwischen zwei Proteinen symbolisiert eine bereits bekannte Interaktion. Die rot umrandeten
Proteine wurden in dieser Arbeit nicht nachgewiesen und sind aufgefihrt, weil sie
Verbindungen zu anderen putativen Interaktionspartnern von FMRP vermitteln.

Quellen: ILF2, ILF3 (Ting et al., 1998) und XRCC6 (Schild-Poulter et al., 2001) interagieren
mit PRKDC, ILF3 interagiert mit PRMT1 (Tang et al. 2000), HNRNPM interagiert mit NONO
(Marko et al., 2010) und HNRNPH1 (Jeronimo et al., 2007), PRKDC interagiert mit PARP1
(Morrison et al., 1997), PARP1 interagiert mit XRCC5 und XRCC6 (Li et al., 2004; ldogawa
et al., 2007) und RBM14 (lwasaki et al., 2001), PRMT1 interagiert mit S100A8 (Stelzl et al.,
2005), RBM14 interagiert mit XRCC5 (lwasaki et al., 2001), restliche Quellen siehe Text.
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RNA-ABBAU

Eine interessante Gemeinsamkeit der besprochenen Proteine, die bei Studium der
Literatur auffiel, ist eine Beteiligung am Abbau von RNA. So hat PABP Anteil an
der Destabilisierung von RNA durch die Verklirzung des Poly-A-Schwanzes, damit
ist es wie KHSRP am sog. nonsense-mediated mRNA decay (NMD) beteiligt
(Grosset et al., 2000; Gherzi et al., 2004; Briata et al., 2005). Das Protein MOV10
ist eng mit dem sog. RISC-System (RNA-induced silencing complex) verwoben
und interagiert mit Proteinen der Argonaute-Gruppe (Burdick et al., 2010;
Weinmann, 2009). Eine diesen Ansatz erweiternde Hypothese beschreibt eine
zentrale Rolle von RNA-Kérperchen (u.a. SGs), die Einfluss auf die Translation
von Proteinen nehmen, aber auch am Abbau von RNA beteiligt sind (Anderson
und Kedersha, 2009). Eine Assoziation von FMRP mit RNA-Kdérperchen kénnte in
diesem Modell sowohl die stimulative als auch die inhibierende Wirkung von
FMRP auf die Translation begrinden.

Eine FortflUhrung des Experiments sollte analog zu den bereits untersuchten
Proteinen durchgefihrt werden. Dabei muissten die in der massenspektro-
metrischen Analyse identifizierten, aber noch ausstehenden Interaktionspartner
uberpruft werden. Diese Untersuchungen konnten zeigen, ob es weitere Proteine
mit besonderem Interaktionsmuster gibt, die mit FMRP, nicht aber mit FMRP-
I304N interagieren. Sollte dies nicht der Fall sein, ware das Protein TDRD3 und
seine Funktion innerhalb der Zelle um so interessanter. Dartber hinaus ist eine
eingehendere Untersuchung der verifizierten Interaktionspartner von Interesse. Mit
Hilfe der erhobenen Daten lassen sich zwar Unterscheidungen zwischen Protein-
und RNA-vermittelten Interaktionen machen, ob es allerdings zu direkten
Interaktionen mit FMRP kommt, oder die identifizierten Proteine innerhalb eines
Komplexes (z.B. innerhalb eines Stresskorperchens) indirekt assoziieren, kann
durch diesen Versuchsaufbau nicht geklart werden. Fir die Beantwortung dieser
Frage waren weitere in vitro Assays erforderlich. Um beispielsweise eine mdgliche
direkte Interaktion zwischen FMRP und DDX5 nachzuweisen, kdnnte ein GST-
Pulldown (Gluthation-S-Transferase) durchgefuhrt werden. Zusatzlich ware die
Identifikation der flr die Interaktion verantwortlichen Motive von grofem Interesse.
Die im Rahmen der Immunzytochemie gewonnenen Informationen uber
Lokalisation identifizierter Proteine konnten mit Hilfe von Zellfraktionierungs-
experimenten verifiziert werden.
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Fazit:

Abschliel3end Iasst sich anmerken, dass der Nachweis von Proteinen, die auch in
anderen Arbeitsgruppen als Interaktionspartner von FMRP identifiziert wurden
(z.B. TDRD3, Lindner et al., 2008), die Eignung des Versuchsaufbaus zur Suche
nach assoziierten Proteinen bestatigt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
kénnen somit als Grundlage fur weiterfuhrende Untersuchungen dienen.

Die meisten der identifizierten Proteine wurden sowohl in Zellkern als auch im
Zytoplasma nachgewiesen. Eine Reihe der Proteine sind an der Transkription oder
der Translation beteiligt, andere an beidem. Die Assoziation zu Proteinen in
unterschiedlichen Zellkompartimenten stutzt damit die These von FMRP als
Shuttle-Protein. Die hier dargestellten Ergebnisse sowie die Einordnung in die
aktuelle Literatur bekraftigen die Rolle FMRPs als RNA-bindendes Protein mit
komplexer Funktion in der Expressionsregulation von Proteinen. Dadurch mehren
sich die Hinweise auf eine FMRP-vermittelte Verbindung zwischen Transkription,
Translation und RNA-Degradation, moglicherweise Ubernimmt FMRP eine zentrale
regulative Funktion im RNA-Metabolismus der Zelle.

Das mutierte Protein FMRP-I304N ist prinzipiell in der Lage, mit anderen
Proteinen zu interagieren, allerdings verursacht die Punktmutation einen
Bindungsdefekt in der KH2-Domane, der die Interaktion mit bestimmten Proteinen
wie z.B. TDRD3 verhindert. Dartber hinaus konnte in dieser Arbeit eine besondere
Rolle von TDRD3 aufgezeigt werden. Eine eingehendere Charakterisierung des
Proteins und seiner intrazellularen Funktionen koénnten das FRAX und die
verursachenden Pathomechanismen von einer bisher wenig untersuchten Seite
beleuchten und damit weitere Hinweise auf die zellularen Funktionen von FMRP
besonders in Verbindung mit der Translation bringen.
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5 Zusammenfassung

Das Fragile-X-Syndrom (FRAX) ist eine der haufigsten Ursachen genetisch
bedingter mentaler Retardierung. In nahezu allen Fallen kommt es dabei zur
transkriptionellen Abschaltung des fragile X mental retardation gene 1 (FMR1-
Gen) und somit zum Fehlen des fragile X mental retardation protein (FMRP). Im
Unterschied dazu konnte bei einem Betroffenen eine Punktmutation im FMR-1-
Gen beobachtet werden (FMRP-I304N). Es zeigte sich eine ausgepragte FRAX-
ahnliche Symptomatik, obwohl das mutierte Protein in den Zellen des betroffenen
Patienten vorliegt. Wie genau das Fehlen von FMRP bzw. der Austausch einer
einzelnen Aminosaure (FMRP-I304N) die vielschichtige Symptomatik des FRAX
verursacht, konnte bis heute noch nicht vollstandig aufgedeckt werden. Die
Funktionen des betroffenen RNA-bindenden Proteins FMRP sind daher
Bestandteil intensiver Forschung und koénnten zudem Hinweise auf zellulare
Veranderungen geben, die eine mentale Retardierung verursachen.

In dieser Arbeit wurden daher Interaktionspartner von FMRP identifiziert, um damit
weiteren Aufschluss Uber die molekularen Wirkmechanismen des Proteins zu
gewinnen. Insgesamt konnten 50 putative Interaktionspartner von FMRP
identifiziert werden. Die Funktionsspektren dieser mit FMRP assoziierten Proteine
deuten auf eine zentrale Rolle von FMRP im RNA-Metabolismus der Zelle,
insbesondere im Rahmen der Regulation von Translation und Transkription. Einige
der identifizierten Proteine wurden als Interaktionspartner von FMRP naher
untersucht. Zu diesen Proteinen gehéren DDX5, DDX17, MOV10, PABPC1,
RBM14, TDRD3 und XRCC6. Per Western blot wurde analysiert, ob es Unter-
schiede dieser Proteine hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens zu FMRP und
FMRP-1304N gibt. Es zeigte sich, dass FMRP sowohl Uber RNA-vermittelte als
auch durch Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Proteinen assoziiert ist.
Besonders hervorzuheben ist dabei das Protein TDRD3. Dieses Protein interagiert
auf Basis einer Protein-Protein-Interaktion mit FMRP, nicht aber mit dem mutierten
Protein FMRP-I304N. Damit ist es das einzige bisher bekannte Protein, welches
Unterschiede im Interaktionsverhalten mit FMRP bzw. FMRP-I304N aufweist.
Diese Ergebnisse sprechen fur einen Bindungsdefekt in der von der Mutation
betroffenen KH2-Domane des Proteins FMRP-1304N, der die Interaktionsfahigkeit
des Proteins einschrankt. Der Ausfall der gemeinsamen Funktion von FMRP und
TDRD3 konnte somit eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des FRAX
einnehmen und die vielschichtige Symptomatik des FRAX mit verursachen.
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