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1. Einleitung

1.1 Arginindimethylierung

Die Arginindimethylierung gehért zu den posttranslationalen Modifikationen von
Proteinen und wurde 1967 entdeckt (Paik and Kim, 1967). Diese Modifikationen
regulieren die Stabilitat, die Aktivitat, die Lokalisation und die Affinitat der Proteine.
Die folgende Abbildung zeigt ein Schema der Arginindimethylierung (McBride und
Silver, 2001).
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Abb. 1: Arginindimethylierung (McBride und Silver, 2001)

Bei der Arginindimethylierung (siehe Abbildung 1) werden zwei Methylgruppen auf
die Stickstoffatome der Aminogruppen eines Arginins Ubertragen (Lee und Loh,
1977). Als Methylgruppendonor dient dabei S-Adenosylmethionin (SAM bzw. in
Abbildung 1 AdoMet). Die Ubertragung der Methylgruppe des Methionins findet in
einer nukleophilen Substitutionsreaktion des Typs 2 (Snp) statt (Osborne et al., 2007).
Dabei wird das SAM zu S-Adenosylhomocystein (AdoHcy) umgewandelt. Dieses
kann als kompetitiver Inhibitor wirken und ist daher fir die Zelle giftig. In den Zellen
wird es jedoch durch das Enzym Adenosylhomocysteinhydrolase zu Adenosin und
Homocystein abgebaut. Aus dem Homocystein kann wieder Methionin synthetisiert
werden, was zur Generierung eines neuen SAM-Molekils verwendet werden kann.
Das Adenosin wird z.T. tber die Adenosinkinase zu AMP oder durch die Adenosin
Deaminase (ADA) zu Inosin verstoffwechselt (Kredich und Hersfeld, 1979). Bei der
Arginindimethylierung entsteht zunéachst w-NG-Mono-methyIarginin (MMA) als

Intermediat.



Die Methylierungsreaktion wird durch die sogenannten Protein-Arginin-Methyl-
transferasen, im Folgenden mit PRMT abgekirzt, katalysiert (s. 1.2).

Lange Zeit wurde angenommen, dass es sich bei der Arginindimethylierung um eine
irreversible Modifikation handelt. Die Peptidyl-Arginin-Deiminase kann allerdings die
Anzahl an methylierten Argininen reduzieren, indem sie diese in Citrullin umwandelt.
Dies gilt jedoch nur fir Arginin oder Monomethylarginin (Cuthbert et al., 2004). Die
LSD1-Aminoxidase kann hingegen spezifisch Methylgruppen vom dimethylierten
Lysin des Histons H3 entfernen (Shi et al., 2004). JMJD6 enthélt eine Jumoniji-
Domaéne und ist eine Eisen-und 2-Oxoglutarat-abhangige Dioxygenase, welche das
Histon H3 am Arginin 2 demethyliert (Chang, et al. 2007).

1.2  Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs)

Typ I-Methyltransferasen katalysieren die Synthese von asymmetrischem w-N¢, NC-
Dimethylarginin (aDMA), wahrend die Arginine nach einer Enzymreaktion mit einer
Typ ll-Argininmethyltransferase symmetrisch w-N® N-dimethyliert (sDMA) sind
(Brachand et al., 2007). Typ Ill PRMTs katalysieren nur die Monomethylierung von
Argininen (Miranda et al., 2006), wobei es bisher noch unklar ist, ob es sich dabei nur
um Intermediate der Dimethylierung handelt. Typ IV Methyltransferasen methylieren
das 0-Stickstoffatom des Arginins, jedoch wurde diese Modifikation bisher nur bei
Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen (Niewmierzycka und Clarke, 1999).

Gene, welche fir PRMTs kodieren, wurden in einzelligen Eukaryoten bis hin zum
Menschen gefunden (Banchand et al.,, 2007), jedoch bisher nicht in Prokaryoten
(Gary und Clarke, 1998).

Bisher wurden neun humane PRMTs entdeckt (Bachand et al., 2007). Dabei gehéren
PRMT1, 2, 3, 4, 6 und 8 zu den Typ |-Methyltransferasen und PRMT5, 7 und 9 zu
den Typ Il PRMTs. PRMT1, 3 und 6 werden in den Abschnitten 1.2.1,1.2.2 und 1.2.3
genauer beschrieben. Humanes PRMT2, auch HRMT1L1 genannt, wurde Uber die
Homologie seiner Sequenz zu PRMT1 der Ratte und HMT1 (bzw. RMT1) der Hefe
als Methyltransferase identifiziert (Katsanis, Yaspo und Fisher, 1997). PRMT2 bindet
an verschiedene Proteine, wie z. B. das Retinoblastoma-Genprodukt (RB)
(Yoshimoto et al., 2006). Es wurde aber erst klrzlich nachgewiesen, dass PRMT2
Histon H4 asymmetisch dimethyliert, wodurch es als Typ I-Methyltransferase
klassifiziert werden konnte (Lakowski und Frankel, 2009). PRMT4 wird auch als
CARM1 bezeichnet, was fiir Coaktivator-assoziierte Arginin-Methyltransferase steht



(Chen et al., 1999). Durch assoziierte Proteine kann die Aktivitdt der Enzyme
beeinflusst werden. So arbeitet beispielsweise PRMT5 im Zytoplasma im
sogenannten "Methylosom", wo es durch die Methylierung der Sm-Proteine an der
Biogenese der snRNPs beteiligt ist (Friesen et al., 2001). PRMT7 (Gros et. al., 2003)
kann die Bildung von MMA und sDMA katalyieren (Miranda et al., 2004). Von Arginin-
Methyltransferase 8 ist bekannt, dass sie spezifisch und membrangebunden in
Gehirnzellen vorkommt. In vitro kann PRMT8 GST-GAR, GST-NpI3 und Histon H4
methlyieren (Lee et al., 2005). PRMT9 wurde als erstes in Hefe gefunden. Fir dieses
Enzym ist bisher noch kein Substrat bekannt (Gary und Clarke, 1998).

Die folgende Abbildung zeigt Schemata von allen neun bekannten humanen PRMTs.

In allen ist die sogenannte Methyltransferase-

PRMT1
Doméne (MTase) stark konserviert. Bei
PRMT2 , . .
PRMT7 ist diese verdoppelt. Die MTase-
PRMT3 . Lo N :
- Domane wird in einigen Veroffentlichungen
PRMT4 (I , - :
auch katalytische Kern-Region (catalytical
PRMTS |

core) genannt. Sie setzt sich aus der SAM-

Bindedomane, dem Dimerisierungsarm und

der B-Faltblattstruktur zusammen (Zhang und
Cheng, 2000 bzw. 2003 und 1.2.1 Abb. 3). Fir
die enzymatische Aktivitat ist der "Double-E-

PRMTS

Abb. 2: Humane PRMTs " . . . "
(Bachand, 2007) loop" der SAM-Bindedoméne sowie der "THW-

loop", welcher sich in der B-barrel-Struktur
befindet, von groBer Bedeutung (Zhang, Zhou und Cheng, 2000). Die Region N-
terminal von der katalytischen Kern-Region wird von W. Yue et al. als "pre-core"
bezeichnet (Yue et al.,, 2007). Sie ist bei allen Methyltransferasen unterschiedlich
gestaltet. Bei PRMT2 weist sie eine SH3-Doméane auf (Abbildung 2 SH3). PRMT3
und PRMT9 verfigen Uber ein Zinkfinger-Motiv (Zn), wobei dieses bei PRMT9
C-terminal lokalisiert ist. AuBerdem besitzt PRMT9 am N-Terminus eine F-box.
PRMT8 hat ein Myristoylierungsmotif (Myr), welches fir dessen Bindung an die
Membran verantwortlich ist (Lee et al, 2005). PRMTs kdnnen Homodimere und
Oligodimere bilden (Zhang und Cheng, 2003; Zhang, Zhou, Cheng, 2000).

Durch die Modifikation ihrer Substrate sind PRMTs an verschiedenen zellularen
Mechanismen beteiligt. Dazu gehdren die Prozessierung von pra-mRNA (Bedford
und Richard, 2005), Signaltransduktion (Abramovich et al, 1997) und DNA-



Reparaturmechanismen (Boisvert et al., 2005). Unter anderem wird Uber den
Histoncode auch die Regulation der Transkription gesteuert (Jenuwein und Allis,
2001).

Bisher ist noch wenig Uber die Substratspezifitit der PRMTs bekannt. Die
unterschiedlichen N-Termini der Methyltransferasen lassen jedoch vermuten, dass
diese bei ihrer Substratspezifitat eine Rolle spielen kénnten. Proteine mit Glycin-und
Arginin-reichen Sequenzen, auch GAR-Motive genannt, sind meistens gute
Substrate fir Argininmethyltransferasen (Najbauer et al., 1993). In diesen GAR-
Motiven sind die Arginine oft in sogenannten RGG-Boxen lokalisiert (Ostareck-
Lederer et al., 2006). Die Arginine kdnnen aber auch in RXR-Clustern organisiert
sein, wie es z. B. bei PABPN1 der Fall ist (s. u.). Solche Motive sind fur die RNA-
Bindung (Kiledjian und Dreyfuss, 1992), fir Protein-Protein-Wechselwirkungen
(Bouvet et al.,, 1998) und fir die nukledre Lokalisation zustéandig (Lee et al., 1996).
Eine Ausnahme bildet CARM1, welches keine GAR-Motive methyliert.

Im Gegensatz zu PRMT1-knockout-Zelllinien sind PRMT1-knock out-Mause nur bis
zu frlhen embryonalen Stadien lebensfahig. Dies lasst darauf schlieBen, dass
PRMT1 eine fundamentale und nicht redundante Rolle spielt (Pawlak et al., 2000).
PRMT3-knock out-Mause hingegen sind lebensfahig (Swiercz et al., 2007). Fir
PRMT®6 sind keine knock-out-Mause in der Literatur beschrieben, knock-down-Zellen
sind jedoch lebensfahig (Guccione et al., 2007).

Nachstehend sollen die Methyltransferasen 1, 3 und 6 genauer beschrieben werden.

1.2.1 PRMT1

Noch vor der PRMT1 der Ratte (PRMT1) wurde HMT1 als einzige Typ I-
Methyltransferase in Saccharomyces cerevisiae entdeckt (Gary et al, 1996). Die
PRMT1 wurde Uber ihre Homologie zur Hefemethyltransferase (HMT1) gefunden und
auBerdem Uber ihre Interaktion mit BTG1 sowie TIS21/BTG2, welche die Aktivitat
des Enzyms stimulieren. rPRMT1 ist ein 40,5 kDa groBes Polypeptid, welches aus
353 AS besteht (Lin et al., 1996).

Humanes PRMT1, auch HRMT1L2 genannt, wurde erst spater entdeckt (Scott et al.,
1998). Es wurden drei verschiedene SpleiBvarianten (V1-3) der humanen PRMT1
beschrieben, welche sich in den ersten vier Exons des N-Terminus unterscheiden
(Scorilas et al., 2000). Im Jahre 2004 wurde eine vierte SpleiBvariante entdeckt
(Mathioudaki et al., 2004). Die Aminosauresequenz des humanen Proteins hPRMT1-



V2 stimmt zu 96 % mit der von rPRMT1 Uberein. hPRMT1-V2 ist 41,5 kDa gro3 und
besteht aus 361 AS.

In dieser Arbeit wurde unmethyliertes PABPN1 in Xenopus Oozyten injiziert (s. 3.6).
Dabei muBte beachtet werden, dass die Oozyten PRMTs enthalten, welche das
injizierte PABPN1 methylieren kdnnten. xPRMT1b ist eine Calcium-induzierte
Methyltransferase, welche die neuronale Entwicklung im Amphibien-Embryo
kontrolliert (Batut et al., 2005). Zwei EST-tags von Xenopus &dhneln den humanen
SpleiBvarianten V1 und 2 (BE025764, BE035704) (Zhang und Cheng, 2003).
Obwonhl sie kein NLS aufweist, wird Methyltransferase 1 beim Menschen sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern gefunden (Tang et al., 1998). Sie pendelt jedoch
zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und her, wobei der gréBere Teil
zytoplasmatisch ist (Herrmann et al., 2005).

Sowohl die Kristallstruktur von HMT1 als auch
die von PRMT1 wurde aufgeklart (Weiss et al.,
2000; Zhang und Cheng, 2003). Durch limitierte
Proteolyse gehen oft die ersten 10 AS des
N-Terminus verloren (Zhang und Cheng, 20083).
Im Gegensatz zu PRMT3 konnte am N-Terminus
von PRMT1 nur eine a-Helix (oY AS 41-51)

Abb. 3: PRMT1-Monomer

(Zhang, Cheng 2003) kristallisiert werden. Nach dieser folgt die SAM-
Legende: Bindedomane (PRMT1 AS 52-176, HMT1 AS 30-
grun: SAM-Bindedomane 162). Diese enthdlt auch den sogenannten
gelb: B-barrel-Struktur
blau: Dimerisierungsarm "double-E-loop", dessen beide Glutamate Teile
rot: N-terminale Helix . )

Arg: Arginin des aktiven Zentrums sind (s. Abb. 4). Der SAM-

Bindedomane schlieBt sich die B-barrel-Struktur"
an (PRMT1 AS 177-187 und 217-352, HMT1 AS 163-174 und 205-383). Zwischen
den angegebenen Aminosauren liegt der Dimerisierungsarm (PRMT1 AS 188-216,
HMT1 AS 175-204). Dieser besteht bei PRMT1 aus drei, bei HMT1 aus zwei

o-Helices.



Far die Aktivitat von PRMT1 und HMT1 ist die
negative Ladung und die Lange der
Seitenkette der beiden Glutamate des oben

- erwahnten "double-E-loops" von entschei-
"md“g“ ’,.r’.\ dener Bedeutung (PRMT1 E144 und E153,
:J p Wi HMT1 E132 und E141). Je ein Glutamat greift

AdoHcy O” | an das &- und das andere an das eine
w-Stickstoffatom der Aminogruppen des

Abb. 4: SAM und Arginin im aktiven o _ _ )
Zentrum von PRMT1 Arginins an. Dadurch beeinflussen sie die
(Zhang und Cheng, 2003)

Ladungen an den Stickstoffatomen und

bringen das Arginin in die richtige Stellung fiir eine nukleophile Substitution.

In Kristallen bilden sowohl PRMT1 als auch HMT1 ein ringférmige Dimere. Dabei
gehen hydrophobe Seitenketten der Aminosauren des Dimerisierungsarmes des
einen Dimerpartners Bindungen mit hydrophoben AS der SAM-Bindedoméane des
anderen Bindungspartners ein. PRMT1 ist nur als Dimer aktiv (Weiss et al., 2000;
Zhang und Cheng, 2003). In Gelfiltrationschromatografien eluiert rPRMT1 bei viel
gréBeren Molekulargewichten, was auf einen Polypeptidkomplex schlieBen I&sst (Lin
et al., 1996). Von HMT1 existiert die Kristallstruktur einen Hexamers aus drei
Dimeren (Weiss et al., 2000).

Dimer Interface Die Substratbindestellen befinden

sich in der inneren Oberflache der
Offnung des Ringes (s. Abb. 5
schwarze Pfeile) und an der
auBeren Oberflache der B-barrel-
Struktur (in Abb. 5 nicht zu sehen).

AbDb. 5: PRMT1-Dimer (links) Sie zeichnen sich durch saure und
PRMT1-Monomer (rechts)
(Zhang und Cheng, 2003) negativ geladene Aminosauren
Legende:
rot = negative Ladung, blau = positiv, weiB = neutral aus (Zhang und Cheng, 2003).

PRMT1 methyliert viele unter-
schiedliche Substrate (Bedford und Richard, 2005). Hier sollen nur einige Beispiele
genannt werden: Uber die Methylierung von PABPN1 und hnRNPs ist es an der
mMRNA-Prozessierung beteiligt (Bedford und Richard, 2005). Durch die Methylierung
von Histon H4 wirkt es an der transkriptionellen Regulation mit (Yu et al., 2006). Da
es MRE11 methyliert, ist es an der DNA-Reparatur beteiligt (Boisvert et al., 2005)



und durch die Methylierung von STAT1 spielt es bei der Signaltransduktion eine
Rolle (Yu et al., 2006).

1.2.2 PRMT3

PRMT3 wurde durch seine Assoziation mit PRMT1 gefunden (Tang et al., 1998).
Bisher wurde PRMT3 von Hefe (Bachand und Silver, 2004), Ratte (Zhang, Zhou,
Cheng, 2000) und Mensch (Tang et al., 1998) beschrieben, wobei humanes PRMT3
(hPRMT3) zu 90% mit dem Enzym der Ratte identisch ist.

hPRMTS3 besteht aus 513 AS und hat eine molare Masse von ca. 58 kDa. Diese
Methyltransferase ist im Gegensatz zu PRMT1 nur im Zytoplasma von Zellen zu
finden (Tang et al., 1998; Frankel et al., 2002; Herrmann et al., 2008).

Die Kern-Region von PRMT3 (AS 201-528) war die erste aufgeklarte
Methyltransferasestruktur (Zhang, Zhou und Cheng, 2000). Diese Region &hnelt im
Aufbau der von PRMT1. Deshalb sollen hier nur die Unterschiede hervorgehoben
werden. Die Aminosauresequenz der Kern-Region von PRMT3 weist bei der
B-barrel-Struktur eine Deletion einer AS und die Insertion von acht AS an anderer
Stelle auf. Trotz dieses geringen Sequenzunterschiedes ist die Ringéffnung der
PRMT1- und PRMT3-Dimere unterschiedlich in Form und GréBe (s. 4.8.1.1). PRMT3
bildet zwar ringférmige Dimere, jedoch sind fir PRMT3 noch keine Hexamere
nachgewiesen worden.

Zusétzlich zu der Kern-Region weist PRMT3 einen spezifischen N-Terminus aus
194 AS auf. Dieser ist reich an sauren Aminosduren und enthalt eine
Tyrosinphosphorylierungskonsensussequenz ~ (Y85-F93) sowie ein  C2H2-
Zinkfingermotiv (C48-H69). Der N-terminale Zinkfinger ist fir die Substratspezifitat
(Bachand und Silver, 2004) und dadurch flr die Aktivitat sehr wichtig (Frankel und
Clarke, 2000). Im Gegensatz zu PRMT1 konnte die direkt am N-Terminus von
PRMT3 befindliche a-Helix (oX) kristallisiert werden, welche bei der Fixierung des
SAM hilft.

Auch der Reaktionsmechanismus ist dem von PRMT1 sehr &hnlich. Die aktiven
Zentren von PRMT1 und 3 lassen sich gut zur Deckung bringen (Zhang und Cheng,
2003). Dabei Ubernehmen die Glutamate E326 und E335 von PRMT3 dieselbe
Funktion wie E144 und E153 bei PRMT1.

PRMT3 methyliert GST-GAR, Sam68, PABPN1 und rpS2 (Swiercz, Persin und
Bedford, 2005). Damit sind fir PRMT3 viel weniger Substrate bekannt als fur



PRMT1. Uber die Methylierung des rpS2-Proteins reguliert PRMT3 die Ribosomen-
biosynthese und wirkt so an der Regulation der Translation mit.

1.2.3 PRMT6

Bei der Durchsuchung der Datenbanken fiir das menschliche Genom wurde die
sechste humane Arginin-Methyltransferase gefunden und PRMT6 genannt (Frankel
et al., 2002). Durch Unterschiede in der 5" bzw. 3’'UTR existieren zwei Transkripte
von 2,4 und 2,6 kb Lange. Das translatierte Protein besteht aus 375 AS und hat eine
molare Masse von 41,9 kDa.

GFP-Fusionen von PRMT6 sind ausschlieBlich im Nukleus lokalisiert (Fankel et al.,
2002; Herrmann et al., 2008).

Wie die anderen SAM-abhangigen Methyltransferasen weist auch PRMT6 die
katalytische Kernregion, bestehend aus SAM-Bindedomane, B-barrel-Struktur und
Dimerisierungsarm auf.

Obwonhl bisher in den Datenbanken keine Kristallstruktur erhaltlich ist, kann davon
ausgegangen werden, dass auch PRMT6 Dimere bildet. In Glycerolgradienten-
zentrifugationen sedimentierte PRMT6 wie ein Monomer oder kleines Oligomer
(Herrmann et al., 2008).

PRMT6 methyliert GST-GAR und NplI3 und erzeugt dabei w -NG-MonomethyIarginin
und asymmetrisches w -N° N¢- Dimethylarginin. Ein weiteres Substrat ist das Arginin
2 von Histon H3 (Guccione et al., 2007). Uber die Methylierung des Transaktivator
Proteins (Tat) (Boulanger et al, 2005) und des HIV-I Rev-Proteins wird die
Expression von HIV-Genen unterdrickt. PRMT6 metyhliert auBerdem die high
mobility group A Proteine HMGA1a und b und ist damit an der Chromatindynamik
beteiligt (Miranda et al, 2005; Sgarra et al, 2006). PRMT6 ist die einzige
Methyltransferase, welche auch Automethylierung zeigt (Frankel et al., 2002).

1.3 PABPN1

Poly(A)-Bindeproteine (PABPs) wurden bei allen Eukaryoten nicht aber bei Bakterien
gefunden. Beim Menschen gibt es funf verschiedene PABPs. Vier davon sind
zytoplasmatisch: PABPC1, 3 und 5 sowie iPABP. PABPN1 ist das einzige nukleéare
PABP (Mangus, Evans und Jacobson, 2003).



Xenopus PABPN1

In Xenopus wurden verschiedene Poly(A)-Bindeproteine entdeckt, welche alle in

Oozyten zu finden sind und in der frGhen embryonalen Entwicklung eine wichtige
Rolle spielen. Dazu gehéren die zytoplasmatischen Proteine ePAB (Voeltz et al.,
2001), ePABP2 (Good et al., 2004), XePABP2 (auch p32 genannt) (Cosson et al.,
2004), XPABP1 (Cosson et al., 2002b) und das nukleare XPABPN1 (Kim et al.,
2001). ePAB wird fir die zytoplasmatische Polyadenylierung in Oozyten und der
frihen embryonalen Entwicklung bendtigt. Auch schitzt es die mRNA vor
Deadenylierung. Es ist das am meisten vorkommende Poly(A)-Bindeprotein in
Oozyten-, Ei- und Embryo-Extrakten (Cosson et al., 2002b; Voeltz et al.,, 2001).
ePABP2 (Good et al., 2004) und XePABP2 (Cosson et al., 2004) sind zwei Allele des
gleichen Gens und haben die gleiche Funktion wie ePAB. PABP1 und ePAB kénnen
Dimere bilden (Cosson et al., 2004). PABP1 ist auch mit translationalen Komplexen
assoziiert (Cosson et al., 2002b). Das aus 296 AS bestehende XPABPN1 weist eine
a-helikale coiled-coil-Doméane und eine RNA-Bindedoméane des RNP-Typs auf. In der
Oozyte wird es maternal und spater von der Zygote exprimiert (Kim et al., 2001). Die
Sequenz von XPABPN1 ist zu 70% mit der von bovinem PABPN1 (Rinder-PABPN1)
identisch (Cosson et al., 2004).

Bovines PABPN1

In dieser Arbeit wurde rekombinant gereinigtes bovines PABPN1, ehemals PABII

genannt, als Substrat verwendet. Es besteht aus 306 AS und hat eine molare Masse
von 32,8 kDa. Es setzt sich aus einem sauren N-Terminus, einer RNA-Bindedoméne
und einem basichen C-Terminus zusammen (Nemeth et al., 1995). Die folgende
Abbildung 6 zeigt den schematischen Aufbau von PABPN1.

N o-helikale C
e RNP-2 RNP-1
: saurer N- Terminus ;  RNABindedomane basischer C-Terminus
(AS 1-133) (AS 133-257) (AS 257-306)

Abb. 6: Schematischer Aufbau des Proteins bovPABPN1

Der N-Terminus von PABPN1

Am N-Terminus befindet sich direkt nach dem Startmethionin eine alaninreiche

Sequenz aus 10 Alaninen. In autosomal dominant vererbten Mutationen, weist
PABPN1 12 bis 17 Alanine auf (Brais et al, 1998). Dies verstarkt die ohnehin



vorhandene Neigung von PABPN1 zur Aggregation (Tavanez et al., 2005). Dadurch
entstehen filamentése Einschlisse in den Zellkernen von Muskelzellen (Calado et al.,
2000). Durch diese toxischen Fibrillen wird eine Krankheit hervorgerufen, welche
oculopharyngeale Muskeldistrophie (OPMD) genannt wird (Brais et al., 2003). Es
wurde beschrieben, dass der N-Terminus von PABPN1 keine stabil gefaltete
Tertiarstruktur hat (Lodderstedt et al.,, 2008). Danach folgt die a-helikale Domane,
welche fur die Interaktion mit der Poly(A)-Polymerase wichtig ist (Kerwitz et al.,
2003).

Die RNA-Bindedoméne von PABPN1

Die RNA-Bindedomé&ne enthalt zwei RNP-Motive (Kihn et al., 2003). Die RNP-
Motive sowie der C-Terminus sind an der Bindung an den Poly(A)-Schwanz der
mRNA beteiligt (Kihn et al, 2003). Dabei geht ein PABPN1-Molekdl mit
11 Adenosinen eine spezifische Bindung ein (Meyer et al., 2002). Bis jetzt existieren

keine Kristallstrukturen von PABPN1. In den Datenbanken sind jedoch Strukturen
von zwei RNA-Bindedoméanen eines humanen PABPs vorhanden (Deo et al., 1999).
Oubridge et al. konnten die RNA-Bindedoméane von U1A mit RNA kokristallisieren
(Qubridge et al., 1994).

Der C-Terminus von PABPN1

Eine Faltung des C-Terminus in eine Sekundar- oder Tertiarstruktur ist aufgrund der

Aminosaurezusammensetzung eher unwahrscheinlich (s. Diskussion 4.7.3).

Im 49 AS langen C-Terminus von PABPN1 befinden sich 13 Arginine, welche alle
asymmetrisch dimethyliert werden. Das aus dem Kalbsthymus gewonnene PABPN1
war an diesen Argininen vollstdndig dimethyliert. AuBerdem waren zwei Arginine
auBerhalb des C-Terminus monomethyliert. Die dimethylierten Arginine befinden sich
in RXR-Clustern, wobei X eine beliebige AS sein kann (Smith et al., 1999).

Bisher war bekannt, dass PRMT1 und PRMT3 diese Arginine methylieren (Smith et
al., 1999).

Funktion von PABPN1

Durch die Bindung von PABPN1 an den Poly(A)-Schwanz und die Bindung der
Poly(A)-Polymerase an PABPN1, wird die Affinitdt der Polymerase zur RNA erhdht
und damit ihre Prozessivitat gesteigert. (Wahle et al.,, 1991; Bienroth et al.,, 1993).

PABPN1 limitiert die Lange des Poly(A)-Schwanzes bei Saugetieren auf ca. 250 nt
und ist damit an seiner Langenkontrolle beteiligt (Wahle et al., 1991 und 1995;
Bienroth et al., 1993).

10



Funktion der Arginindimethylierung von PABPN1

Auch Uber die Funktion der Arginindimethylierung von PABPN1 ist noch wenig
bekannt. Weder die Affinitdt von PABPN1 zum Poly(A)-Schwanz, noch die
Stimulierung der Poly(A)-Polymerase wird durch die Dimethylierung der C-terminalen
Arginine beeinflusst (Kihn et al., 2003; Smith et al., 1999).

In einigen Verdffentlichungen wird die Arginindimethylierung als Schutz der Proteine
vor Aggregation diskutiert. Das orthologe Protein Pab2 von Saccharomyces pombe
neigt zur Aggregation, wenn die Methyltransferase HMT1 inaktiviert wurde (Perreault
et al., 2007). Auch die Selbstassoziation das Saccharomyces cerevisiae-Proteins
NplI3 ist in einem Stamm verstérkt, in welchem HMT1 ausgeschaltet wurde (Yu et al.,
2004). Es konnte jedoch kein Effekt der Argininmethylierung auf das
Aggregationsverhalten von bovinem PABPN1 nachgewiesen werden (Fronz et. al,
2008). In einer Verdffentlichung wird vorgeschlagen, dass die Arginindimethylierung
als Schutz der Arginine vor endogenen reaktiven Dicarbonylagentien dienen kdnnte
(Fackelmayer, 2005). Eine andere mdégliche Funktion der Arginindimethylierung ware
deren Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von Proteinen. Der Export des
hnRNP Npl3 der Hefe wird beispielsweise durch die Methylierung des Proteins
begiinstigt (Shen et al., 1998). Wird die Methylierung inhibiert, so fihrt dies zu einer
signifikanten Abnahme des HMW FGF-2-Proteins im Zellkern (Pintucci, Quarto und
Rifkin, 1996).

Lokalisation von PABPN1 in der Zelle

PABPN1 befindet sich vorwiegend im Zellkern (Wahle et al,, 1991; Krause et al.,
1994; Bear et al, 2003; Kihn und Wahle, 2004). Es pendelt jedoch zwischen
Zellkern und Zytoplasma hin und her (Calado et al., 2000b). Sowohl der Export als

auch der Import von PABPN1 geschehen aktiv. PABPN1 wird nicht passiv Uber die
Bindung an die mRNA transportiert, denn es wird auch exportiert, wenn keine mRNA
transkribiert wird. Bei 4°C kommt der Export von PABPN1 zum Erliegen. Danach
wurde keine passive Diffusion beobachtet. Der Import erfolgt aktiv tiber die RanGTP-
abhangige Bindung von PABPN1 an Transportin. Das nukledre Lokalisationssignal
(NLS) befindet sich am C-Terminus von PABPN1 und schlieBt methylierte Arginine
ein. (Calado et al, 2000b). Es stellt sich daher die Frage, ob die
Arginindimethylierung des C-Terminus von PABPN1 einen Einfluss auf den Import

bzw. Export des Proteins haben kdnnte.
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14 hnBRNPK

hnRNP steht fir heterogenes nukleéres Ribonukleoprotein. Solche Proteine binden
an RNA-Polymerase Il-Transkripte. Im Zellkern sind sie an der Transkription und der
Prozessierung der pra-mRNA beteiligt. Im Zytoplasma wirken sie an der Translation
und am mRNA-Umsatz (turnover) mit (Krecic und Swanson, 1999).

Einige hnRNPs pendeln zwischen Kern und Zytoplasma, auch ohne an RNA zu
binden (Dreyfuss et al., 1993).

hnRNP K wurde als eines der letzten der 20 hnRNPs gefunden, welche den hnRNP-
Partikel bilden (Matunis et al., 1992). Auch hnRNP K verfligt tGber ein N-terminales
NLS sowie eine nukleare shuttling Domane (Michael et al., 1997). Es bindet an
CT-reiche einzelstrangige DNA und CU-reiche einzelstrangige RNA und stimuliert die
Aktivitat der RNA-Polymerase Il (Gaillard, Cabannes und Strauss, 1994). Dadurch ist
es an der transkriptionellen Aktivierung verschiedener Gene beteiligt. Es ist wirkt
auBerdem zusammen mit hnRNP E1 an der Inhibition der Translation der
15-Lipoxygenase (r15-LOX) in Retikulozyten mit (Ostareck und Ostareck-Lederer et
al., 1997, 2001, 2004). hnRNP K und hnRNP E1/E2 interagieren mit der IRES der
c-myc-mRNA und steigern damit deren Translation in vitro und in vivo (Evans et al.,
2003). hnRNP K wird durch durch die Serinkinase Erk und die Tyrosinkinase c-Src
phosphoryliert, wodurch seine Affinitat zu Nukleinsauren reguliert wird (Habelhah et
al., 2001; Ostareck-Lederer et al., 2002).

hnRNP K weist drei KH-Doméanen auf (Siomi et al.,
1993). KH1 und KH2 befinden sich am N-Terminus,
KH3 am C-Terminus von hnRNP K. Es existiert eine
Kristallstruktur und eine NMR-Struktur von KH3. Diese
besteht aus 67 AS. KH3 setzt sich aus einem

Abb. 7: KH3 Doméne dreistrangigen antiparallelen B-Faltblatt zusammen,
(Backe et al., 2005)

welches an drei o-Helices grenzt. Die Sekundar-
strukturen sind in folgender Reihenfolge Gber unstrukturierte Schleifen miteinander
verknipft: B1-o1-02-p2-B3-a3. Sowohl der N- als auch der C-Terminus sind in
Lésung und im Kristall flexibel (s. Abbildung 7). Zwischen den B1-Strangen von zwei
hnRNP K-Molekilen kénnen sich vier Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden,
wodurch ein Pseudodimer entsteht (s. 4.9.1, Abb. 36 B und Backe et al., 2005).
Abbildung 8 zeigt eine schematische Darstellung von hnRNP K.
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KH KH RR RF F RR| F KH

KH = K- homologe
Domaéne

P = prolinreiche Sequenz

R =dimethyliertes Arginin

Abb. 8: Schematischer Aufbau des Proteins hnRNP K

Zwischen den KH-Domanen 2 und 3 liegen drei prolinreiche Sequenzen. AuBerdem
befinden sich dort fiinf RGG-Motive (Matunis et al., 1992), von denen flnf Arginine
dimethyliert sind (Arginin 256,258, 268, 296 und 299). Fir die Dimethylierung dieser
finf Arginine ist allein PRMT1 verantwortlich (Ostareck-Lederer et al. , 2006).

Zielsetzung dieser Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass PRMT 1 und 3 die Arginindimethylierung
von PABPN1 katalysieren (Smith et al., 1999). Durch eine Fraktionierung von
Proteinextrakten aus Hela-Zellen und Maus-ES-Zellen konnte gezeigt werden, dass
auch PRMT6 an der Arginindimethylierung von PABPN1 beteiligt ist. Diese Arbeiten
wurden parallel zu der vorliegenden Dissertation von Katharina Fronz durchgeflhrt.
PRMT1 und 3 methylieren PABPN1 in vitro. Dabei wurde festgestellt, dass ein
N-terminaler GST-tag die Enzymaktivitdt von PRMT1 herabsetzt (Ostareck-Lederer
et. al., 2006). Deshalb war das erste Ziel dieser Arbeit PRMT1, 3 und 6 ohne tag und
mit dem kleineren His-tag in Escherichia coli zu expimieren und zu reinigen. Mit Hilfe
der rekombinanten Enzyme sollte bestatigt werden, dass diese fir die
Arginindimethylierung von PABPN1 verantwortlich sind. lhre Reinigung sollte
auBerdem gentgend groBe Enzymmengen liefern, um ihre Substratspezifitat
untersuchen zu kénnen. Da bei Bakterien bisher keine PRMTs nachgewiesen
werden konnten, sollten sie auch keine Polypeptide aufweisen, welche flr die
Methylierung durch die PRMTs wichtig sind. Deshalb sollte der Vergleich der
spezifischen Aktivitaten der zellularen und der rekombinanten Enzyme als Argument
daflr dienen, dass wahrend der Reinigung der zellularen PRMTs kein wichtiger
Faktor abgetrennt wurde.

Uber die Substratspezifitat der PRMTs ist bisher wenig bekannt (s. 1.2). Deshalb war
das zweite Ziel dieser Arbeit die Untersuchung der Substratspezifitat von PRMT1, 3

und 6 mit Hilfe von Peptiden und Proteinchimaren. Diese Experimente sollten

13



Aufschluss darlber geben, ob die lokale Aminosauresequenz des Substrates die
Substratspezifitdt des Enzymes determiniert, oder ob benachbarte gefaltete
Domanen die Aktivitadt des Enzymes beeinflussen kénnen.

Bei einigen Proteinen beeinflusst ihre Methylierung ihre Lokalisation in der Zelle
(Shen et al., 1998). Um herauszufinden, ob dies eine Funktion der Methylierung von
PABPN1 sein kénnte, wurden Injektionsexperimente an Xenopus laevis Oozyten
durchgeflhrt.

2. 1 Material

2. 1.1 Ausgangsvektoren

Die Expressionsplasmide pUK-His-synPABPN1 und pUK-His-synPABPN1Ac49 flr
bovines Poly(A)-Bindeprotein sowie dessen C-terminale Deletionsmutante wurden
von Uwe Kihn zur Verfligung gestellt (Kihn et al., 2003).

Die Ausgangsplasmide pET28a-His-hPRMT3 und pGEX-6P-1-GST-hPRMT6
(Ostareck-Lederer et al., 2006) fur die Klonierung der PRMTs ohne tag sowie
pET16b-hnRNP K-V3 stammten von Antje Ostareck-Lederer (Ostareck et al. 1997).
Das Plasmid pET28b-rPRMT1 wies eine Deletion der ersten 10 Aminosauren auf und
wurde von Xiaodong Cheng von der Emory Universitat kloniert (Zhang und Cheng,
2003).

Das Plasmid pGEX6P-1-His-hPRMT1-V2 wurde von Bernhard Laggerbauer
(Universitat Wirzburg) zur Verfligung gestellt.

Das Konstrukt pUK-H4C (Yvonne Kervitz, MLU Halle) enthielt PABPN1 mit einer
N-terminalen Deletion der ersten 113 Aminosauren (AS). Ein Stick des N-Terminus
(114-125) war noch vorhanden sowie die a-helikale Doméane von PABPN1 (AS 126-
159). Die RNP-Doméane von PABPN1 wurde durch die RBD4 aus Xenopus PABPC
(AS 295-395) ersetzt. Dahinter befand sich der C-Terminus von PABPN1 (AS 259-
306). Die RBD4 war tber zwei Kpnl-Schnittstellen eingeftgt (Kerwitz et al., 2003).
pET11a-CspB wurde von Mirco Sackewitz (MLU Halle) zur Verfigung gestellt. Es
enthalt das offene Leseraster des Kalteschockproteins von Bacillus subtilis, welches
tber PCR und die Schnittstellen Ndel und BamH]I kloniert wurde.
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2.1.2 primer
Die verwendeten primer wurden bei der Firma Invitrogen Custom Primers bestellt.

Eine Liste der primer befindet sich im Anhang.

2.1.3 Bakterienstamme

Fir Klonierungszwecke wurden Escherichia coli- Zellen (E. coli) des Stammes XL-1-
Blue verwendet. Flr Expressionen wurden je nach Ergiebigkeit in Bezug auf die
Proteinmenge verschiedene E. coli- Stdmme benutzt: BL21(DE3), BL21(DE3) pUBS,
oder BL(21 )codon+.

2.1.4 Sterilisation
Alle Glasgerate sowie Medien und Pufferlésungen wurden (sofern die Bestandteile
dies zulieBen) bei 121°C und 1 bar fir 30 min autoklaviert (Systec GmbH).

Verwendete Plasikwaren waren meistens steril verpackt.

2.2 Methoden

2.2.1 Nukleinsauretechniken

2.2.1.1 PCR

Flr eine Polymerase-Kettenreaktion wurden die drei verschiedenen Polymerasen Pfu
(Promega 2,5 U pro Ansatz), PfuTurbo (Stratagene 2,5 Units (U) pro Ansatz) oder
Pwo (pegLab 1 U pro Ansatz) verwendet. Die Reaktionen wurden wie in den
Anleitungen empfohlen angesetzt und der Thermocycler (TRIO-Thermoblock von
Biometra) wie darin beschrieben programmiert. Eine Standard-PCR-Reaktion setzte
sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: Bidestilliertes Wasser, dem 1 X
konzentrierten Reaktionspuffer des Herstellers, 3 ng Plasmid-DNA, primer (je 5 pM),
dNTP-Mix (jedes dNTP 200uM) und 1-2,5 U Polymerase (s.0.). Zum Teil wurde
DMSO (Sigma-Aldrich) hinzugeflgt, so dass es 5 % des Reaktionsvolumens
ausmachte. Der Reaktionsansatz hatte meistens ein Endvolumen von 100 pl.

2.2.1.2 Mutagenese
Die primer fir eine PCR-Mutagenese wurden wie im QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit von Promega beschrieben entworfen. Im Gegensatz zur PCR
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wurden far eine Mutagenese 50 ng Ausgangsplasmid und 50 pmol primer verwendet.
Auch betrug das Reaktionsvolumen nur 50 pl. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne
Polymerase mitgefihrt. Nach der Mutagenesereaktion wurde jeweils der Halfte des
Ansatzes 20 U Dpnl-Restriktionsenzym (NEB) zugesetzt. Dann wurde das
Ausgangsplasmid bei 37°C fir 2 bis 4 Stunden verdaut. Jeweils 6 pl des
Mutageneseansatzes vor und nach dem Dpnl-Verdau wurden zur Kontrolle auf ein

Agarosegel geladen.

2.2.1.3 Agarosegele

Fir Agarosegele wurde eine entspechende Menge Agarose (Serva) in 100 ml 0,5 X
TBE-Puffer aufgekocht. Vor dem GieBen der Gele wurden 5 pl einer 10 mg/ml
Ethidium-Bromid-Stammldésung (Roth) zugesetzt. Als Laufpuffer diente ebenfalls
0,5 X TBE-Puffer. Dazu wurde 10 X TBE - Puffer mit bidestilliertem Wasser verdinnt.

10 X TBE:

216 g Tris (Serva)

110 g Borsaure (Merck)

7,44 g EDTA pH8 (Roche)

mit bidestilliertem Wasser auf 2 | aufgefulit.

Die Proben wurden mit 10 X konzentriertem Ladepuffer so gemischt, das dieser nur
noch 1 X konzentriert vorlag.

10 X DNA-Ladepuffer:

25 mg Bromphenolblau-Natrumsalz (Merck)

25 mg Xylene Cyanolblau (Merck)

in 330 pul 150 mM Tris-HCI pH 7,6 geldst
6 ml 87% Glycerin (Roth)

700 pl bidestilliertes Wasser.

Als Referenz fir die GroBe der Banden wurde meistens der 1 kb-Marker von

Invitrogen verwendet. Damit die Ethidiumbromid-gefarbten DNA-Banden fotografiert
werden konnten, wurde das Gel auf den UV-Tisch gelegt.
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2.2.1.4 Elution von DNA aus Agarosegelen
Die Elution von DNA aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des Elutionskits von Roche
entsprechend der Anleitung vorgenommen. Abweichend dazu wurden die

Agarosegele mit 0,5 X TBE gegossen (s. 2.2.1.3).

2.2.1.5 Restriktionsverdau

Es wurden ausschlieBlich Enzyme von Fermentas benutzt und nach den Angaben
des Kataloges verwendet. Ein Testverdau nach einer DNA-Minipraparation hatte
ublicherweise ein Reaktionsvolumen von 10 pl, welches 3 pl der DNA-L6sung, 1 pl
des passenden 10 X Puffers, je 5-10 U der Enzyme sowie 0,5 ul einer 10 mg/ml
BSA-L6sung und bidestilliertes Wasser enthielt. Ein solcher Ansatz wurde fur
1 Stunde bei 37°C inkubiert und dann durch Zusatz von Ladepuffer (s. 2.2.1.3)
gestoppt. Fir den Verdau eines Vektors wurden standardmaBig 5-10 ug Plasmid-
DNA eingesetzt. Die anderen Bestandteile der Reaktion wurden gemaB den
Angaben im Katalog angeglichen. Auch die Inkubationszeit bei 37°C wurde
dementsprechend verlangert. Der Verdau der Restriktionsschnittstellen an den
Enden von PCR-Produkten erfolgte der Vollstandigkeit halber meist Gber Nacht, da
viele Enzyme an Enden nicht gut schneiden.

2.2.1.6 Dephosphorylierung

Um eine Religation von linearisierten Vektoren zu vermeiden, wurden diese mit Hilfe
der calf intestine alkaline phosphatase (CIP) (Roche) an den 5°-Enden der
Schnittstellen dephosphoryliert. Dazu wurden 1 pl CIP und 10 pl des dazugehdérigen
10 X Puffers zu dem Restriktionsverdau oder dem Elutionsprodukt (s. 2.2.1.4 bzw. 5)
zugegeben und der Ansatz mit bidestelliertem Wasser auf 100 pl aufgefallt. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C fur 1 Stunde. Danach empfahl sich eine
Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Fallung der DNA (s. 2.2.1.7 und
2.2.1.8), da die CIP die nachfolgende Ligation stéren kann. Bei Vektoren, welche mit
zwei verschiedenen Enzymen geschnitten worden waren, wurde meistens auf eine

Dephosphorylierung verzichtet.

2.2.1.7 Phenol/Chloroform-Extraktion
Vor der Phenol/Chloroform-Extraktion wurde der Ansatz mit bidestilliertem Wasser
auf 400 pl aufgeflllt. Dann wurde es mit einem Volumen eines 1:1
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Phenol/Chloroform-Gemisches gut vermischt, 2 min bei 14000 rpm in der
Tischzentrifuge (BioFuge pico von Heraeus) zentrifugiert und der wéBrige Uberstand
in ein neues ReaktionsgefaB Uberfiihrt. Der Uberstand wurde mit einem Volumen
Chloroform (Merck) erneut kraftig gemischt, so dass er milchig wurde. Nach einer
weiteren Zentrifugation (s.o0.) wurde wieder die waBrige Phase abgenommen und in
ein neues Reaktionsgefal3 gegeben.

2.2.1.8 Fallung der DNA

Da die Konzentration der DNA-L6sung nach der Phenol/Chloroform-Extraktion meist
viel zu gering war, wurde die DNA geféllt und in einem kleineren Volumen 20 mM
Tris-HCI pH 8 oder bidestilliertem Wasser wieder gelést. Die Fallung erfolgte in 0,8
Volumen Isopropanol (Merck). Bei sehr geringer erwarteter DNA-Ausbeute wurden
der DNA 3 M Natriumacetat pH 5 (Merck) hinzu gegeben, so dass die
Endkonzentration 300 mM betrug. Das Gemisch wurde dann 15 bis 30 min bei
14000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Bei geringeren DNA-Mengen erfolgte
die Zentrifugation bei 4°C in der Kuhlzentrifuge (Eppendorf Zentrifuge 5417R). Der
Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. AnschlieBend
wurde der Uberstand sorgfaltig abgenommen und das Pellet entweder luftgetrocknet,
oder fiir ca. 2 min die SpeedVac (Centrivac von Heraeus Instruments) benutzt. Dem
Pellet wurde danach eine geeignete Menge 20 mM Tris-HCI pH 8 oder bidestilliertes
Wasser zugesetzt. Dann wurde das Pellet entweder 15 min bei Raumtemperatur
gelbst (siehe Minipraparation von DNA 2.2.2.4), oder im Thermoschuttler fir 15 min
bei 37 °C geschuittelt.

2.2.1.9 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Flar eine spektrometrische Konzentrationsbestimmung wurden die DNA-Proben
zumeist 1 zu 50 in Puffer oder Wasser verdinnt. Der Wert des
Absorptionsmaximums der Probe bei 260 nm wurde aufgeschrieben. Die DNA-
Konzentration wurde mit der Formel c= OD2g X 50 pg / ml X Verdinnungsfaktor

errechnet.

2.2.1.10 Ligation
Fir eine DNA-Ligation wurden standardmaBig 50 ng geschnittener Vektor verwendet.
Die Menge an Insert wurde mit folgender Formel berechnet:
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x ng Insert = Menge des Vektors (50 ng) x GrdéBe des inserts (kBp) x 3
GrdBe des Vektors (kBp)

kBp = Kilobasenpaare

Das Reaktionsvolumen betrug meist 10 pl. Diese enthielten neben dem Vektor und
dem insert noch 10 X T4-DNA-Ligase-Puffer und 400 U T4-DNA-Ligase (NEB). Meist
hatten beide Ligationspartner "sticky ends", so dass eine Inkubation des
Ligationsansatzes fur 1 Stunde bei Raumtemperatur ausreichte. Nur selten wurde flr
4 Stunden bei 16°C im Thermocycler, oder gar bei 4°C im Kihlschrank tber Nacht
ligiert. Bei gréBeren Ligationsvolumen wurde die DNA nach der Ligation gefallt
(s. 2.2.1.8).

2.2.1.11 Sequenzierung

Fir eine Sequenzierung wurden 200 bis 250 ng Plasmid-DNA verwendet. Diese
wurden in einem Reaktionsansatz von 10 pl mit 5 pmol Primer, 1 pl 10 X ABI-Puffer
und 2 pl ABI-Mix sowie bidestilliertem Wasser, gemischt. ABI-Puffer und ABI-Mix
stammten aus dem ABI-Kit (BIGDye Terminator Kit von Applied Biosystems). Um
Sequenzen vom Startcodon bzw. vom Stopcodon aus zu sequenzieren, wurden
kommerzielle primer (Novagen) benutzt. Das verwendete Thermocycler-Programm
lautete dann wie folgt: Anfangsdenaturierung bei 95°C fir 2 min, Denaturierung im
Zyklus 95°C fir 30 sec, Hybridisierung bei 53°C fiir 30 sec, Elongation bei 72°C
x min je nach Lange der Sequenz, 30 Zyklen, Endverlangerung fir 5 min bei 72°C
und Abklhlung auf 4°C. Bei langeren Sequenzen wurden eigene primer fir die
Sequenzierung der Mittelsticke verwendet und das Programm entsprechend
angeglichen.

Nach der Kettenabbruchreaktion wurden die Ansatze mit bidestilliertem Wasser auf
20 pl aufgefillt. Dann wurden sie Uber Sephadex G50-Saulen von nicht eingebauten
Nukleotiden befreit. Dazu wurden 700 pl der Sephadex G50-Suspension (GE
Healthcare) fir 2 min bei 2000 g in Micro Bio-Spin Chromatography Columns
(Biorad) zentrifugiert. Die 20 ul der Ansatze wurden in die Mitte der abgeschragten
Flache des Saulenmaterials pipettiert. Dann erfolgte erneut eine Zentrifugation, wie
oben beschrieben. 5 pul dieses Filtrats wurden in spezielle SequenziergefaBe
pipettiert (Genetic Analyser 0,5 ml Sample Tubes von Applied Biosystems) und
anschlieBend mit 20 pyl HiDi Formamide (Applied Biosystems) gemischt. Dann wurde
alles bei 98°C fur 2-3 min denaturiert. Die Sequenzierung erfolgte im Sequenzer
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(Perkin Elmer), wie in dessen Anleitung beschrieben. Alle neu klonierten Konstrukte

wurden so sequenziert.
2.2.1.12 Klonierung der einzelnen Konstrukte

Enzyme

PET19b-hPRMT1-V2

Zur besseren Vergleichbarkeit der PRMTs sollten sie alle humanen Ursprungs sein.
Da PRMT1 bisher nur von der Ratte verwendet worden war, wurde deshalb humanes
PRMT1 kloniert. Humanes PRMT1, auch HRMT1L2 genannt, liegt in 3 verschie-
denen SpleiBvarianten vor (Scorilas et al., 2000). Diese unterscheiden sich nur in
den ersten 4 Exons des N-Terminus. Es wurde spéater sogar noch eine vierte
Variante gefunden (Mathioudaki et al., 2004; accession number AY775289).

Die humane SpleiBvariante hPRMT1-V2 (Genbank™ accession number AF222689)
wurde per PCR vom Konstrukt pGEX6P-1-His-hPRMT1-V2 (Bernhard Laggerbauer,
Universitat Wirzburg) amplifiziert. Es wurden die Restriktionsschnittstellen flr Ncol
und BamHI eingefiihrt. Das Amplifikat wurde mit diesen Enzymen geschnitten und in
den mit denselben Enzymen gedffneten pET19b-Vektor (Novagen, s. Anhang) ligiert.
Durch die Wahl dieser Schnittstellen wurde der His-tag des Vektors
herausgeschnitten. Die SpleiBvariante V1 wurde ebenfalls kloniert, da sie aber im
Weiteren keine Verwendung fand, soll sie hier nicht beschrieben werden.

PET19b-hPRMT3

hPRMT3 wurde durch PCR vom Konstrukt pET28a-His-hPRMT3 (Antje Ostareck-
Lederer, MLU Halle) gewonnen und wie hPRMT1-V2 in den pET19b-Vektor ligiert,
der dadurch seinen His-tag verlor. Die hPRMT3-Sequenz wies einen
Basenaustausch an der Stelle 1471 bp (490 AS) auf. Dadurch entsteht die
Aminosaure Arginin an Stelle eines Lysins. Dieser Austausch wurde mit Hilfe einer

Mutagenese behoben.
pT7-7-hPRMT6

hPRMT6 wurde mit Hilfe einer PCR vom Konstrukt pGEX-6P-1-GST-hPRMT6 (Antje

Ostareck-Lederer, MLU Halle) vervielfaltigt, mit Ndel und BamHI geschnitten und in
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den pT7-7-Vektor ligiert (Tabor und Richardson, 1985), der durch die vorhergehende
Insertion von PAP513 keinen His-tag mehr enthielt (Uwe Kihn, MLU Halle).

pET19b-His-HPRMT6

Aus dem Konstrukt pT7-7-hPRMT6 wurde mit Ndel und BamHI hPRMT6
ausgeschnitten und in den pET19b-Vektor ligiert. Durch die Wahl dieser
Schnittstellen blieb der His-fag erhalten.

Substrate flir PRMTs

Wie die zuvor beschriebenen PRMT-Konstrukute wurden auch alle Sequenzen der
im Folgenden beschriebenen Chimaren vor der Verwendung sequenziert. Damit
wurde sichergestellt dass ihr Leseraster stimmte.

Da die Klonierung der DNA-Konstrukte fir die Chiméaren beschrieben wird, werden
alle folgenden Sequenzangaben in Basenpaaren (bp) gemacht. Angaben zu den
Aminosauren sind in Abschnitt 3.5 zu finden.

pET16b-KLP

In das Konstrukt pET16b-hnRNP K SpleiBvariante V3 (Antje Ostareck-Lederer, MLU
Halle) wurden per PCR Restriktionsschnittstellen fir die Enzyme Kpnl und Sacll
eingebracht. Dann erfolgte mit Hilfe dieser Enzyme eine Excision eines hnRNP K-
Fragmentes, im Folgenden KL genannt. Dieses erstreckte sich von Basenpaar (bp)
723 bis 999 und war somit 279 bp lang. KL codiert fiir alle finf Arginine, welche in
hnRNP K dimethyliert werden (s. 1.4). Uber eine PCR wurden die letzten 147 bp
amplifiziert, welche fir den C-Terminus von PABPN1 codieren. Das Amplifikat wurde
auBerdem mit Schnittstellen fiir die oben genannten Enzyme versehen. Dann erfolgte
die Ligation der Sequenz des C-Terminus von PABPN1 an die Stelle von hnRNP K,

wo zuvor KL ausgeschnitten worden war.

pET16b-KSP

pET16b-KSP wurde analog zu pET16b-KLP kloniert. Nur wurde hier ein kleineres
Stlck, genannt KS, von hnRNP K ausgeschnitten. Dieses codiert zwar auch fur alle
finf wichtigen Arginine, erstreckt sich jedoch nur von bp 753 bis bp 927 und ist daher
nur 174 bp lang. Auch hier wurde KS durch die letzten 147 bp des C-Terminus von
PABPN?1 ersetzt.
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pGM10-PKL

Zur Klonierung von pGM10-PKL wurde zun&chst das Konstrukt pUK-H4C (Uwe
Kiahn, MLU Halle) verwendet (Kerwitz et al, 2003 und 2.1.1). Mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Kpnl und BamHI wurde die RBD4 zusammen mit dem PABPN1
C-Terminus ausgeschnitten. Das KL-Fragment aus hnRNP K (s.0.) wurde durch PCR
mit den Schnittstellen fir diese Enzyme amplifiziert. Dann erfolgte eine Ligation in
das geschnittene pUK-H4C-Konstrukt. Um den fehlenden N-Terminus von PABPN1
zu regenerieren, wurde mit Hilfe der Schnittstellen flir Xhol und BamHI eine
Umklonierung in den Vektor pGM10-His-SynPABPN1 (Uwe Kiihn, MLU Halle)

vorgenommen.

pGM10-PKS

Das Konstrukt pGM10-PKS wurde analog zum pGM10-PKL kloniert, nur dass hier
wiederum das kleinere hnRNP K Fragment KS (s.0.) die letzten 147 bp des
C-Terminus von PABPN1 ersetzte.

pGM10-CKL

Fir die Klonierung von pGM10-CKL wurde das Konstrukt pGM10-PKL benutzt.
Daraus wurde per Restriktion mit den Enzymen Ndel und Kpnl der PABPN1-Anteil
von bp 1 bis bp 774 ausgeschnitten. Zurlck blieb das KL-Fragment von hnRNP K.
Dann wurde CspB vom Konstrukt pET11a-CspB (s. 2.1.1) amplifiziert und mit
Schnittstellen flr die obigen Restriktionsenzyme versehen. Nun konnte die gesamte
CspB-Sequenz vor das KL-Fragment ligiert werden.

pGM10-CKS
pGM10-CKS wurde analog zu pGM10-CKL kloniert. Nur wurde hierfiir der PABPN1-
Anteil auf dem pGM10-PKS-Konstrukt ausgeschnitten und durch das offene

Leseraster flir CspB ersetzt.

pUK-CP
Fir die Klonierung von pUK-CP wurde erneut das pUK-H4C-Konstrukt (Uwe Kihn,
MLU Halle) verwendet (Kerwitz et al., 2003). Mit den Restriktionsenzymen Ndel und

Kpnl wurde ein Verdau durchgefihrt, so dass nur noch die letzten 147 bp des
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C-Terminus von PABPN1 Ubrig blieben. Dann wurde das offene Leseraster fir CspB

N-terminal damit fusioniert.

pGM10-CKLC

Zur Herstellung des Konstruktes pGM10-CKLC wurde der Vektor pGM10-CKL
benutzt. Daran wurde eine Mutagenese durchgeflihrt, durch welche das Stopcodon
in ein Codon fir die AS Tyrosin umgewandelt wurde. Nun wurde der ORF von CspB
mit Stopcodon per PCR amplifiziert, wobei gleichzeitig Schnittstellen fir BamHI und
EcoRI eingeflhrt wurden. Das mutagenisierte pGM10-CKL wurde mit diesen
Restriktionsenzymen geschnitten und das PCR-Produkt von CspB hinter das KL-
Fragment ligiert.

pGM10-CKSC
pGM10-CKSC wurde analog zu pGM10-CKLC kloniert, nur wurde hier das Konstrukt
pGM-CKS mutagenisiert und verlor dadurch das Stopcodon.

pUK-CPC

Zur Synthese des pUK-CPC-Konstruktes wurde zunachst eine Mutagenese des
Stopcodons des pUK-CP-Vektors durchgefiihrt. Dann wurde das Plasmid mit BamHI
und EcoRI geschnitten und das CspB-PCR-Produkt mit denselben Schnittstellen
hinter die letzten 147 bp des C-Terminus von PABPN1 im pUK-CP-Konstrukt ligiert.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli

Aus E. coli XL-1-Blue- Glycerinkulturen erfolgte mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers
ein Verdinnungsausstrich auf eine Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum.
Nach einer Inkubation der Platte Gber Nacht bei 37°C wurde eine Einzelkolonie
genommen, und damit eine 3 ml Vorkultur in flissigem LB-Medium mit dem
entsprechendem Antibiotikum angeimpft. Diese wurde Uber Nacht bei 37°C
geschittelt. Am nachsten Tag wurden 400 ml flissiges LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum versetzt und mit der Vorkultur angeimpft, so dass eine
ODeoonm vVon ca. 0,030 gemessen wurde. Der Kultur wurde zusétzlich noch 0,1%
D-Glucose-Monohydrat (Merck) zugesetzt, da diese Bakterien sich sonst nur sehr
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langsam vermehren. Nach 2-3 Stunden schiitteln bei 37°C war meist eine ODgoonm
von 0,8 erreicht. Die Bakterien wurden bei 4°C und einer Geschwindigkeit von
4000 rpm fir 15 min pelletiert. Danach folgten mehrere Waschschritte mit eiskaltem
10% Gilycerin. Die Bakterien wurden im ersten Schritt in einem Volumen 10%
Glycerin resuspendiert und wie oben beschrieben zentrifugiert. In den nachsten
Schritten betrug das Volumen nur die Halfte, ein Viertel und schlieBlich 10 ml. Dabei
wurden die Bakterien immer auf Eis gehalten. Das Pellet des letzten Schrittes wurde
in 1 bis 2 ml 10% Glycerin aufgenommen, in ca. 40-50 Eppendorf GefaBen zu 50
bzw. 100 pl aliquotiert und so schnell wie mdglich in flissigem Stickstoff eingefroren.
Zur Kontrolle auf Verunreinigungen wurden die nun kompetenten Bakterien auf
Agarplatten mit allen relevanten Antibiotika ausgestrichen. Die Transformations-
effizienz konnte mit Hilfe eines Kontrollplasmides bekannter Konzentration (1 ng)
getestet werden. Dazu wurde 1 ng Plasmid in 50 pul Bakterienlésung gegeben,
transformiert (s.u.) und 10-20 ul davon aufplattiert. Dies sollte 50-100 Kolonien
ergeben.

2.2.2.2 Elektrotransformation

Zunéachst wurden die Transformationskuvetten auf Eis gekUhlt. Dann wurden die
kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und schnellstméglich verwendet. Dazu
wurden sie in die Kilvette pipettiert und 0,5 bis 1 ul Plasmid-DNA zugefligt. Bei
Transformationen von Ligationsreaktionen wurden aufgrund der geringeren Effizienz
meist 100 pl Bakterien und 1 pl DNA-L6sung verwendet. Die Kivette wurde
mehrfach auf den Tisch geklopft, um stérende Blasen im Medium zu beseitigen.
Danach wurde sie abgetrocknet und in die Elektroporationsmaschine gestellt
(EasyjectPlus von EquiBio). Die Elektrotransformation erfolgte bei einer Spannung
von 2500 V far 5 Sekunden. Nach dem Puls wurde den Bakterien mdglichst schnell
500 pl flissiges LB-Medium zugesetzt und alles in ein ReaktionsgefaB Uberflhrt. Bei
einer Selektion auf Ampizillinresistenz konnten bis zu 100 pl der transformierten
Bakterien sofort auf ampizillinhaltigen Agarplatten ausgestrichen werden. Dagegen
mussten sie bei einer Kanamyzinresistenz zunachst bei 37°C mindestens 1 Stunde
geschittelt werden, damit sich diese Resistenz ausbilden konnte.
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2.2.2.3 Agarplatten und fliissiges LB-Medium

Das Feststoffgemisch fur LB-Medium wurde bei der Firma Roth bestellt und musste
nur noch, wie angegeben, in bidestilliertem Wasser gelést werden. Danach wurde es
in Flaschen abgefillt bei 121°C und 1 bar flir 30 min autoklaviert (Systec GmbH).
Agarplatten enthielten 15 g Agarose pro Liter LB-Medium und 0,1 mg/ml
Antibiotikum.

2.2.2.4 Minipraparation von Plasmid-DNA

FOr eine Minipraparation von Plasmid-DNA wurden mit sterilen Pipettenspitzen
Einzelkolonien von Agarplatten genommen. Damit wurden 3 ml flissigen
LB-Mediums angeimpft, welche je 3 pl einer 1000 X konzentrierten Antibiotikalésung
enthielten. Dieses Gemisch wurde in Reagenzglasern mit Deckel Uber Nacht bei
37°C geschuttelt. Dann erfolgte die Plasmid-Minipraparation nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse (s. Cornel Mllhardt, 2002).

Far eine Transformation von Miniprap-DNA wurde diese zuvor mit Phenol/Chloroform
extrahiert und anschlieBend gefallt (2.2.1.7 und 2.2.1.8).

Sollte direkt nach der DNA-Praparation eine Sequenzierung folgen, wurde das
peqGold Plasmid Miniprap-Kit 1 von peglLab verwendet.

2.2.2.5 Midipraparation von Plasmid-DNA

Nach einem erfolgreichen Testverdau der Miniprap-DNA (s. 2.2.1.5) wurden 100ul
des Restes der Vorkultur dazu verwendet, 100 ml (bei high copy Plasmiden) bzw.
200 ml (bei low copy Plasmiden) flissigen LB-Mediums anzuimpfen, die ein
entsprechendes Antibiotikum enthielten. Diese Kultur wurde bei 37°C Uber Nacht
geschittelt. Zur Gewinnung grdoBerer und saubererer DNA-Mengen fir Sequen-
zierungen oder Expressionen wurde damit eine Midipraparation von Plasmid-DNA
durchgefliihrt. Hierzu wurde das Qiagen Plasmid Midi Kit verwendet und wie darin

beschrieben, vorgegangen.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 In vitro Transkription und -translation
Fir die in vitro -Transkription und -Translation wurde das TNT T7 Quick Coupled

Transcription/Translation System von Promega verwendet.
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Im 30 pl Ansatz befanden sich dazu: 25 pl TNT T7 Quick Master Mix des Kits, 1 ug
Plasmid, 1 pl 3°S-Methionin (10 pCi). Dieses Gemisch wurde mit sterilem
nucleasefreiem Wasser aufgefiillt. Eine Linearisierung des Plasmides erbrachte
meistens keine Vorteile, weshalb darauf verzichtet wurde. Der Ansatz wurde ein bis
zwei Stunden bei 30°C inkubiert.

2.2.3.2 SDS-PAGE

Fir ein SDS-Polyacrylamidgel wurden die Puffer des Laemmli-Systems (Laemmli,
U.K. 1970) verwendet (s. auch Hubert Rehm, "Der Experimentator’, 4. Auflage
Spektrum Verlag 2002 ).

Die Acrylamidkonzentration der Gele richtete sich nach der GrdéBe der
aufzutrennenden Proteine und wurde nach der Tabelle im "Experimentator" (Hubert
Rehm, "Der Experimentator", 4. Auflage Spektrum Verlag 2002) ermittelt.
StandardmaBig wurden 12%-Gele gegossen, flr kleinere Chiméaren 15%-Gele und
fir Peptide 20%-Gele (s.3.1).

Fir ein 12% Gel wurde folgendes zusammenpipettiert:

Trenngel:
8,4 ml bidestilliertes Wasser
6,0 ml 4 X Trenngelpuffer

9,6 ml 30% Acrylamidlésung
0,3ml APS (Merck)
0,06 ml TEMED (Merck)

Sammelgel:
7,36 ml bidestilliertes Wasser
3,0 ml 4 X Sammelgelpuffer

1,6 ml 30% Acrylamidlésung
0,08 ml APS
0,04 ml TEMED

Meistens wurden 15 pl Proteinprobe mit 5 pl 4 X SDS-Probenpuffer gemischt, 3 min
bei 90 °C aufgekocht, zentrifugiert und geladen.
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4X SDS-Probenpuffer:
375 mM Tris-HCI pH 6,8

2% SDS
12% Glycerol 87%
0,05% Bromphenolblau

10% 2-B-Mercaptoethanol wurden frisch dazu gegeben.

Ein solches Gel wurde entweder flr einen Western blot (2.2.3.12) verwendet oder mit
Coomassie-Farbeldésung angefarbt. Im zweiten Fall wurde es entfarbt und dann
entweder getrocknet oder gleich digital in den Computer eingelesen.

Die Coomassiefarbelésung bestand aus: 100 ml/l Essigsaure (Roth), 250 ml/I
Methanol (Roth) und 0,25 g Coomassie Brillant Blue G250 (Serva).

Die Entfarbeldsung setzte sich aus 30% Methanol und 10% Essigsdure zusammen.

2.2.3.3 Expression von Proteinen

Flr eine Expression wurden die entsprechenden Bakterienstdmme (s. 2.1.3), wie in
2.2.2.2 beschrieben, elektrotransformiert. Die 500 pl LB-Medium mit den Bakterien
wurde auf 3 antibiotikumhaltigen Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Kolonien mit Einmalspateln und
500 pl flussigem LB-Medium abgeschabt.

Mit dieser Kultur wurden dann LB-Flussigkulturen angeimpft, so dass eine ODgoonm
von 0,030 zu messen war. Dem Medium wurde zuvor das entsprechende
Antibiotikum zugesetzt. Diese Bakterienkulturen wurden unter Schitteln bei 37 °C bis
zu einer ODgoonm vONn 0,4-0,6 wachsen gelassen. Danach wurden sie flr 10 min bei
3500 g und 4°C abzentrifugiert und in Minimalmedium wieder resuspendiert. 1 |

dieses Mediums hatte die Zusammensetzung:

Minimalmedium

200 ml 5 X M9 Salzlésung

20 ml 20% Pepton aus tryptisch verdautem Casein (Roth)
10 ml 20% Glucose

1 ml 1 M MgCl; (Merck)
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0,3 ml 1 M CaCl; (Merck)
Dieses Gemisch wurde mit sterilem bidestilliertem Wasser auf 1 | aufgefillt. Die M9-
Salzlésung bestand aus:

5 X M9 Salzlosung (11) (nach Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), A2.2):

4259 NaxHPO4 x 2H,0 (Merck)
159 KH2PO4 (Merck)
259 NaCl (Roth)

5 NH,CI (Merck)

400 ml einer solchen Kultur wurden 10 pl Antibiotikum zugesetzt. Dann wurde die
Expression durch Zugabe von 1 ml 400 mM IPTG gestartet. Es wurde eine Probe vor
(VI) und eine Probe nach Induktion (NI) genommen. Dann folgte eine Inkubation
unter Schiitteln bei ca. 23°C fir 2 bis 3 Stunden. Langere Expressionen resultierten
meistens nur in der Aggregation der Proteine. Danach wurden die Bakterien wie
oben beschrieben zentrifugiert und die Pellets entweder in flissigem Stickstoff
eingefroren oder gleich lysiert.

2.2.3.4 Reinigung der Proteine

Alle Reinigungsschritte wurden unter kiihlen Bedingungen, entweder im Kihlschrank
der FPLC (Pharmacia Biotech) oder im Kihlraum, durchgefiihrt. Die Proben wurden
stets auf Eis gehalten und nicht 6fter als nétig in flissigem Stickstoff eingefroren und
wieder aufgetaut.

Die einzelnen Fraktionen wurden zusammen mit dem /oad (L vor Beginn der Saule)
und dem Durchfluss (Ft) sowie den Waschschritten (W) auf ein SDS-Gel aufgetragen
(s. 2.2.3.2). Dieses wurde entweder mit Coomassie gefarbt oder einer Silberfarbung
unterzogen (s. 2.2.3.13).

Bei der Reinigung der Ezyme wurden die Fraktionen auf ihre Aktivitat getestet
(s. 2.2.4.3 und 3.1) und nur die aktivsten vereinigt. Bei den Substratproteinen wurden
jeweils die im Coomassie-gefarbten Gel am saubersten erscheinenden Fraktionen
zusammengeflgt. Dieser Proben-pool wurde immer gegen den Equilibrierungspuffer
der ndchsten Saule dialysiert (s. 2.2.3.11).

Die Standardprozedur flr die Reinigung Uber eine Saule sah nach dem Beladen das
Waschen mit 1-5 Saulenvolumen (SV) Puffer A vor. Danach folge Uber 10 SV ein
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Gradient aus Puffer A und B. SchieBlich wurde erneut mit einem Saulenvolumen
Puffer B und dann mit Puffer A gewaschen. Der Gradient wurde fast immer in
40 Fraktionen aufgeteilt, von denen anschlieBend Aliquots (F) entnommen wurden.
Gereinigte Proteine wurden vor dem Verbrauch aliquotiert.

Fur die Reinigung wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet. Ein Protokoll
wurde von Bodo Moritz (MLU, Halle) fir die Reinigung von hnRNP K etabliert. Das
Protokoll zur Reinigung der hnRNP K-haltiger Chimaren (CKL, CKS, CKLC, CKSC)
sah eine ahnliche Reinigungsstrategie vor. Ein weiteres Protokoll wurde von Uwe
Kihn (MLU, Halle) fir die Reinigung von PABPN1 entwickelt (Kihn et al., 2003) und
fir die Reinigung von PABPN1 und PABPN1-haltiger Fusionsproteine (PKL, PKS,
CP, CPC) verwendet.

2.2.3.5 Reinigung von PRMT1 ohne tag

Zellaufschluss

Nach der Expression der Proteine (s. 2.2.3.3) wurde das Bakterienpellet auf Eis
aufgetaut und in ca. 6 ml eiskaltem Lysispuffer resuspendiert. Der Lysispuffer
bestand folgenden Bestandteilen:

Lysispuffer:
20 mM Tris-HCI pH8
1M KCI
0,25% NP40 (Sigma-Aldrich)

AnschlieBend wurden Proteaseinhibitoren (Roche Diagnostics) hinzugefugt:

e Leupeptin einer Stammldsung von 2 mg/ml in Wasser zu einer Endkonzentration
von 0,4 pg/ml.

e Pepstatin einer Stammkonzentration in Ethanol von 1 mg/ml zu einer
Endkonzentration von 0,7 pg/ml.

e PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid von Roth) einer Stammkonzentration von
0,2 M in Ethanol zu einer Endkonzentration von 0,5 mM.

Der Zellaufschluss der Bakterien erfolgte mit einem Ultraschallgerat mit 3 X 30

Pulsen und zwischenzeitlichen Pausen von je 30 Sekunden. In diesen konnte sich

29



das Lysat in einem Eisbad wieder abkihlen, so dass die Proteine geschutzter waren.
Durch eine Zentrifugation bei 12000 g fur 30 min bei 4°C wurden die Zelltrimmer der
Bakterien abgetrennt.

Zur Uberpriiffung der Effizienz der Expression und des Zellaufschlusses wurden die
Proben vor und nach der Induktion (VI, NI) zusammen mit Proben vor dem
Aufschluss (VL), nach dem Aufschluss (NL) und nach der Zentrifugation (NZ) sowie
vom Pellet (P) auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Alle PRMTs ohne tag wurden nach dem Zellaufschluss Uber eine zuvor experimentell
ermittelte Sdulenkombination bestehend aus DEAE-Saule, Hydroxyapatit-Saule (HA-
Saule) und Gelfiltration gereinigt. Die Expression und Reinigung von hPRMT6 ohne
tag sowie His-hPRMT6 wurde von Dr. Knut Kélbel Gbernommen.

Anionenaustauschchromatografie (DEAE-Séule)

Fir diesen ersten Reinigungsschritt wurde eine Leersaule mit der entsprechenden
Menge an DEAE-Sepharose (von Pharmacia Biotech: 10 mg Protein pro ml
Saulenvolumen) gefillt.

Dann wurden die beiden Puffer fiir den Gradienten hergestellt und entgast.

PufferA:
50 mM Tris-HCI pH 7,4
50 mM KCI

1mM EDTA
0,5 mM DTT (Gerbu Biotechnik GmbH)
10% Glycerin

PufferB:
50 mM Tris-HCI pH 7,4
500 mM KCI
1 mM EDTA

0,5 mM DTT
10% Glycerin

DTT wurde immer erst am Ende hinzugefigt, wenn der Puffer schon geklhlt war,

damit es nicht so schnell oxidieren konnte.
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Die Saule wurde mit Puffer B auf die maximale Leitfahigkeit eingestellt. Danach
wurde sie mit Puffer A nach Angaben des Herstellers des Materials equilibriert.

Das Protein wurde mit einer Geschwindigkeit von einem Saulenvolumen pro Stunde
auf die Saule geladen und ein Aliguot vom Durchfluss (Ft) abgenommen. Auch der
Gradient lief mit einer Geschwindigkeit von einem Saulenvolumen pro Stunde. Die
Enzyme wurden in einem KCI-Gradienten von 50 mM bis 500 mM eluiert.

Hydroxyapatitchromatografie

Der nachste Schritt zur Reinigung von PRMT1 ohne tag war eine Hydroxyapatit-
chromatografie. Das Material wurde, wie in der Anleitung (Bio-Rad) beschrieben, in
eine Leersaule gegossen (5 mg Protein pro ml Saulenvolumen). Zur Durchflhrung
dieser Methode wurde der Artikel von M. J. Gorbunoff zu Rate gezogen (Gorbunoff,
1985).

Die Equilibierungslésung war ungepuffert und setzte sich wie folgt zusammen:

Equilibrierungslésung:

0,001 M MgClz

0,5mM DTT
10% Glycerin

Mit dieser Lésung wurde die Saule auch nach dem Laden der Probe gewaschen.
Sowohl die Puffer fir die ersten Elutionsschritte als auch die Puffer flr den
Gradienten enthielten die oben angegebenen Bestandteile der Equilibierungslésung.
Vor dem eigentlichen Elutionsgradienten wurden zwei Vorelutionen durchgefihrt. Der
Puffer der ersten Vorelution beinhaltete zu den oben genannten Bestandteilen
0,05 M MgCl, und der nachfolgende 0,3 M KCI. Dem folgte ein Waschschritt mit
0,001M Phosphatpuffer pH 6,8. Die eigentliche Elution erfolgte in einem flnfstufigen
Gradienten mit 0,01 M bis 0,3 M Phosphatpuffer pH 8. Danach wurde die Saule mit 2
SV 300 mM Phosphatpuffer gewaschen und in 1 mM Puffer gelagert.

Diese Lésungen enthielten folgende Substanzen (Gomori et al., 1955):

1M Phosphatpuffer pH 6,8 (10 mD):
4,97 ml 1M K2HPO4
5,03 ml 1 M KH,PO,
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1M Phosphatpuffer pH 8 (100 ml):
94 ml 1 M KoHPO,
6 ml 1 M KH,PO4

Der pH wurde jeweils mit einem pH-Meter Uberpruft.

Gelfiltration

Zur weiteren Reiningung der PRMTs ohne tag wurden die aktivsten Fraktionen der
Hydroxyapatitchromatografie mit Hilfe von Centriprep filter devices (Millipore) oder
Centricon filter devices (Millipore) nach Anleitung des Herstellers aufkonzentriert.
Danach konnten 200-250 ul Proteinlésung auf eine Superdex 200HR 10/30 Saule
(Pharmacia Biotech) geladen werden. Der Gelfiltrationspuffer enthielt folgendes:

Gelfiltrationspuffer:

20 mM Tris-HCI pH7,4

100 mM KCI

10 mM DTT

Den Fraktionen wurde erst nach der Gelfiliration 10% Glycerol zugesetzt.

AnschlieBend wurden sie in geeigneten Volumina aliquotiert.

2.2.3.6 Reinigung von PRMT3 ohne tag

Die Bakterienpellets wurden, wie in 2.2.3.5 beschrieben, aufgeschlossen,
zentrifugiert und mit Proteaseinhibitoren versehen. Die Reinigung von PRMT3 ohne
tag beinhaltete die selben Reinigungsschritte wie fir PRMT1 ohne tag: DEAE-Saule,
Hydroxyapatit-Saule und Gelfiltration.

Anionenaustauschchromatografie (DEAE-Saule)

Die Anionenaustauschchromatografie mit der DEAE-Saule wurde wie far die
Reinigung von PRMT1 ohne tag beschrieben durchgefiihrt. Der einzige Unterschied
bestand darin, dass die Puffer kein EDTA enthielten. Dies wurde damit begriindet,
dass PRMT3 N-terminal einen Zinkfinger aufweist, welcher fir die Substratspezifitat
des Enzyms von Bedeutung ist (s. 1.2.2). Da EDTA mit den Zinkionen des
Zinkfingers Chelate bilden und damit den Zinkfinger zerstéren kénnte, wurde es bei

der Reinigung von PRMT3 den Puffern nicht zugesetzt.

32



Hydroxyapatitchromatografie
Der Equilibrierungspuffer flr die Hydroxyapatitchromatografie war ungepuffert und

enthielt folgende Bestandteile:

0,001 M NaCl
0,5 mM DTT
10% Glycerol

Mit dieser Lésung wurde die Saule auch nach dem Laden der Probe gewaschen.
Sowohl die Puffer fir die ersten Elutionsschritte als auch die Puffer flr den
Gradienten enthielten die oben angegebenen Bestandteile der Equilibierungslésung.
Es folgte eine Vorelution mit 0,3 M KCI und der oben (2.2.3.5) beschriebene
Waschschritt mit 0,001 M Phosphatpuffer pH 6,8. Der Elutionsgedarient und die
folgenden Waschschritte entsprachen denen der Reinigung von PRMT1 ohne tag.
Die Reinigung von PRMT6 ohne tag wurde von Knut Kdlbel durchgefthrt (s. Fronz et
al., 2008).

2.2.3.7 Reinigung von His-PRMT1 und 3
Die Reinigung der PRMTs mit His-tag erfolgte Uber eine Ni-NTA-Saule und eine

MonoQ- bzw. ResourceQ-Saule.

Zellaufschluss
Die Bakterienpellets wurden, wie in 2.2.3.5 beschrieben, aufgeschlossen,

zentrifugiert und mit Proteaseinhibitoren versehen.

Ni-NTA-Saule

Far ein Pellet von 2 g wurden 0,5 ml Ni-NTA-Agarose verwendet (Ni-NTA Superflow
von Qiagen). Diese wurde zur Equilibrierung vorher zwei Mal in Puffer N (s.u.)
resuspendiert und danach kurz abzentrifugiert. AnschlieBend wurde die Ni-NTA-
Agarose zusammen mit dem Lysat in eine Bio-Rad Econo-Column gefillt. Die
Bindung des His-tag der Enzyme an das Ni-NTA-Material erfolgte dann im
Drehinkubator im Kihlraum. Bestand der tag aus zehn Histidinen, so reichte eine
zweistlindige Inkubation aus. Standen jedoch nur sechs Histidine zur Verfligung,
dann erfolgte die Bindung Uber Nacht.
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Die Elutionspuffer enthielten verschiedene Mengen einer 2 M Imidazol-Stamml&sung
in Puffer N (s.u.).

Puffer N :
24 mM Tris-HCI pH8
1,5 mM MgCl,

1M KCI

5% Glycerol

Far ein Sdulenvolumen von 125 pl verlief das Protokoll dann wie folgt:
Wash 1&2 2X 1ml 5mM Imidazollésung
Wash 3&4 2X iml 20 mM  Imidazollésung
Elution 5&6 2X iml 50 mM  Imidazollésung
Elution 7&8 2X 1ml 200 mM Imidazollésung
Elution 9&102X 1ml 500 mM Imidazollésung
Wash 11&122X 1ml 1000 mM Imidazollésung

Anionenaustauschchromatografie (MonoQ/ResourceQ-Saule)

Zur Anionenaustauschchromatografie wurde entweder eine 1 ml MonoQ-Saule oder
eine RecourceQ-Séaule (1 ml) (Pharmacia Biotech) verwendet. Die Elution erfolgte mit
Hilfe eines KCI-Gradienten von 100 mM bis 1 M KCI.

Puffer A und B enthielten ferner:

20 mM Tris-HCI pH 8

5-10% Glycerin
1mM EDTA (auBer bei PRMT3-Reinigungen)
1mM DTT

His-PRMT6 wurde von Knut Kélbel gereinigt (s. Fronz et al., 2008).

2.2.3.8 Reinigung der Chimaren CKL, CKS, CKLC, CKSC

(Erlauterung der Abklrzungen 3.5 Abb. 23 und Text)
Die Reinigung dieser Chimaren erfolgte U(ber eine Ni-NTA-Saule und eine
Hydroxyapatit (HA)-Séaule.
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Zellaufschluss und Ni-NTA-Saule

Der Zellaufschluss wurde wie in 2.2.3.5. und die Ni-NTA-Saule wie in 2.2.3.7
beschrieben durchgefihrt.

Bei der Ni-NTA-Chromatografie waren aber Hochsalzbedingungen von besonderer
Wichtigkeit, da sowohl hnRNP K als auch seine Chimaren bei Salzkonzentrationen
unter 400 mM aggregieren (s. 4.7). Da die Proteine wahrend der Dialyse zu
niedrigeren Salzkonzentrationen ausfielen, konnten keine Saulen verwendet werden,
bei denen eine geringere Salzkonzentration zur Bindung an das Material nétig war

(MonoQ), RespoureceQ etc.).

Hydroxyapatitchromatografie
Da die Salzkonzentration bei einer Bindung an Hydroxylapatit nicht ausschlag-
gebend ist, wurde die Probe mit einer Salzkonzentration von 400 mM auf eine

Hydroxyapatit-Saule geladen. Diesee wurde zuvor mit folgendem Puffer equilibriert:

Equilibrierungspuffer:
0,4 M KCI
0,5 mM DTT

10% Glycerin

20 mM Imidazol

Die oben genannten Chimé&ren aggregieren in gebundener Form nicht so leicht.
Deshalb wurde auf dieser Saule eine Umpufferung auf eine niedrigere KCI-
Konzentration vorgenommen. Dazu wurde die Saule mit folgendem Waschpuffer

gespdlt:

Waschpuffer:
0,15 M KCI

0,001 M Phosphatpuffer pH8
0,5 mM DTT
10% Glycerin
20 mM Imidazol
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Zur Elution wurde ein Phosphatgradient von 1 mM bis 500 mM Phosphatpuffer
verwendet. Puffer A und B enthielten, bis auf das Phosphat, dieselben Bestandteile
wie der Waschpuffer. Die einzelnen Fraktionen durften nicht zu oft aufgetaut werden,
da das nun wieder ungebundene Protein bei niedrigeren KCI-Konzentrationen erneut
aggregierte.

Stabilisierende Zuséatze wurden getestet, hatten aber z.T. Auswirkungen auf die
Enzyme im Methylierungstest (2.2.4.3 und Diskussion 4.7). Zudem wirden die
ohnehin schon gering konzentrieten Chiméaren zusatzlich verdinnt, weshalb auf
diese Zusatze verzichtet wurde. Stattdessen wurden die Proteine aliquotiert und nicht
mehr als zwei Mal aufgetaut.

Obwohl die Chimaren (CKL, CKS, CKLC, CKSC) nach der Hydroxyapaptit-
chromatografie noch nicht vollstdndig von kontaminierenen Proteinen befreit waren
(s. 3.5, Abb. 24), konnte keine Gelfiltrationssaule angeschlossen werden, da die
Chimaren schon beim Aufkonzentrieren vor der Saule an den Filtrationsmembranen

kleben blieben. Auch wurden die Proteine durch die Gelfiltration zu stark verd(nnt.

2.2.3.9 Reinigung von His-bovPABPN1
Die Reinigung von bovinem PABPN1 mit His-tag erfolgte Uber eine Ni-NTA-Saule,
gefolgt von einer MonoQ- und einer MonoS-Saule.

Zellaufschluss

Fir die Expression einer genligend groBen Menge an PABPN1 wurden meist
gréBere Kulturen bendtigt. Deren Pellets mussten dann im Disruptor (Constant Cell
Disruption Systems) bei einem Druck von 2,4 kbar aufgeschlossen werden. Die
Zugabe der Proteaseinhibitoren sowie die Zentrifugation nach der Lyse wurden, wie
im Protokoll fir die Reinigung der His-PRMTs beschrieben, durchgefiihrt. Der
Lysispuffer bestand jedoch beim "PABPN1-Protokoll" aus anderen Chemikalien:

Lysispuffer PABPN1:
50 mM KoHPO,4 pH 8
300 mM NaCl
10% Glycerin
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Ni-NTA-Saule

Die Bindung des His-tag an das Saulenmaterial erfolgte wie oben beschrieben
(2.2.3.7). Bei der Elution entsprach Puffer N jedoch in diesem Fall dem Lysispuffer
(s.0.).

Das "PABPN1-Protokoll " sah folgendes Vorgehen vor:

Wash1 mit 20 SV Puffer N

Wash2 mit 20 SV 20 mM  Imidazollésung

Wash3 mit 6 SV 50 MM  Imidazollésung

Wash4 mit 6 SV 75mM  Imidazollésung

Elution mit 20 SV 500 mM Imidazollésung in 5 Schritten (Elution 1-5)

MonoQ/ResourceQ-Saule
Die Anionenaustauschchromatografie wurde, wie zuvor fir die PRMTs mit His-tag
beschrieben, durchgefihrt (s. 2.2.3.7).

Kationenaustauschchromatografie (MonoS/ResourceS-Saule)

Zur weiteren Reinigung von PABPN1 mit His-tag erfolgte z.T. ein Reinigungsschritt
mit einer MonoS (Pharmacia Biotech)- bzw. RecourceS-(Amersham Bioscience)
Saule.

Die Elution wurde mit Hilfe eine KCI-Gradienten von 50 mM bis 1 M KCI
durchgeflnhrt.

Puffer A und B enthielten ferner:
20 mM HEPES pH 8 (Gerbu)
10% Glycerin
1mM EDTA
0,5 mM DTT

2.2.3.10 Reinigung der Chimaren PKL, PKS, CP, CPC

(Erlauterung der Abktrzungen 3.5 Abb. 23 und Text)

Die Chiméaren PKL, PKS, CP und CPC wurden mit wenigen Abweichungen wie
His-bovPABPN1 gereinigt (s. 2.2.3.9).
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Zellaufschluss und Ni-NTA

Die Imidazollésungen wurden z.T. abweichend vom "PABPN1-Protokoll" denen des
His-PRMT-Protokolls angeglichen. Ansonsten wurde das "PABPN1-Protokoll"
befolgt.

MonoQ/ResourceQ-Saule
Die Anionenaustauschchromatografie wurde wie zuvor fir die PRMTs mit His-tag
beschrieben durchgefihrt (s. 2.2.3.7).

MonoS / ResourceS-Saule

Um die gebundenen Nukleinsduren abzutrennen, wurde die CP-Chimére versuchs-
weise auf diese Saule geladen.

Das Fusionsprotein befand sich jedoch mit den Nukleinsduren zusammen im
Durchfluss, so dass diese Reinigungsmethode entfiel (weiteres dazu s. 4.7.2).

2.2.3.11 Dialyse

Zwischen den einzelnen Saulenchromatografien einer Proteinreinigung wurden die
Proteine gegen den Equilibrierungspuffer der jeweils nachsten Saule dialysiert.

Dazu wurden zunachst Dialyseschlauche verschiedener Ausschlussvolumen (Serva)
fir 10 min in 2 % Natriumcarbonat und 1 mM EDTA gekocht. Danach wurden sie
nochmals far 10 min nur in 1 mM EDTA erhitzt. Dann wurden die Schlauche mit
bidestilliertem Wasser gewaschen und in 70 % Ethanol im Kihlschrank gelagert.

Vor einer Dialyse wurden die Schlauche mit bidestiliertem Wasser und anschlieBend
mit Dialysepuffer gespult. Vor der Beflllung des Schlauches wurden der Probe
Proteaseinhibitoren zugesetzt (s. 2.2.3.5). Das Volumen des Dialysepuffers war stets
100 Mal gréBer als das der Probe. Die Dialyse erfolgte im Kihlraum unter Rihren far
2 Stunden oder Uber Nacht. Bevor die dialysierten Proben auf eine Saule geladen
wurden, mussten stets die Leitfahigkeiten der Probe und des Equilibierungspuffers
der Saule verglichen werden. War eine zu groBe Differenz dazwischen vorhanden,
wurde weiter dialysiert. Nach der Dialyse wurde die Probe erneut mit
Proteaseinhibitoren versehen. Dann wurde sie fur 10 min bei 4°C bei 12000 g
zentrifugiert und ein Aliquot als load entnommen. Erst anschlieBend wurde die Probe

auf die jeweilige Saule geladen.
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2.2.3.12 Western blot

FiOr einen Western blot wurden zunachst sechs dicke Whatmanpapiere (Chroma-
Papier, Whatman 3 mm von Fisher Scientific) und die blot-Membran (Protran
Nitrocellulose Transfer Membran von Whatman) auf die GroBe des Gels

zugeschnitten und in 1 X Transferpuffer gelegt.

10 X Transferpuffer:

58 g Tris

29 g Glycerin

3,7g SDS

Der Puffer wurde mit bidestilliertem Wasser auf 1 | aufgefulit.

Far 1 X Transferpuffer wurden 100 ml 10 X Transferpuffer mit 200 ml Methanol

gemischt und mit bidestilliertem Wasser aufgefullt.

Dann wurden die drei ersten Whatmanpapiere auf die Kathode der Semidry-
Blotkammer gelegt. Darauf kam das in 1 X Transferpuffer gewaschene Gel. Dann
wurde die blot-Membran platziert. Zur spateren Orientierung wurde die rechte obere
Ecke des Gels und der Membran abgeschnitten. Auf die Membran wurden wiederum
drei Whatmanpapiere gelegt und dann die Kammer mit dem Deckel zugeschraubt,
welcher die Anode enthielt. Die Milliamperezahl wurde mit Hilfe der fur die
Blotapparatur angegebenen Formel berechnet: 0,8-3 mA / cm? Dann wurde fir
hdchstens eine Stunde geblottet und nach Ablauf dieser Zeit die Membran fir drei
Minuten in PonceauS-L6ésung gelegt. Die PonceauS-Lésung bestand aus 0,5 g
PonceauS (Sigma) und 1 ml Essigsdure und wurde mit bidestilliertem Wasser auf
100 ml augefillt. Danach wurde die Membran mit Leitungswasser entfarbt, bis die
Banden deutlich zu sehen waren. Dann wurden der Proteinmarker und gefarbte
Gelspuren mit einem weichen Bleistift markiert. Nun folgte das Blockieren der
Membran. Dazu wurde die Membran fur eine Stunde in einem Gemisch aus
Milchpulver (Sucofin) und 1 X TN-Tween geschuttelt. Dieses wurde zuvor filtriert,
damit es keine Klumpen enthielt. Dabei konnte die Konzentration des Milchpulvers je
nach Antikérper variieren.

10 X TN-Tween enthielt 24,2 g Tris und 87,6 g NaCl. Diese Chemikalien wurden in

800 ml bidestilliertem Wasser gel6st. Dann wurde das Gemisch mit HCI auf pH 7,5
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eingestellt. Erst anschlieBend wurden 5 ml Tween dazugeben. Danach wurde die
Lésung mit bidestilliertem Wasser auf 1 | aufgefullt.

o-hPRMT3-Antikdrper (Ostareck-Lederer et al., 2006)
hPRMT3 wurde mit Hilfe von a-hPRMT3-Serum detektiert. Dazu wurde nach dem

Blockieren drei Mal fir 10 min mit 1 X TN-Tween gewaschen. Das Serum wurde
1:500 in einem filtrierten Gemisch aus 5%-Milchpulver in 1 X TN-Tween verdinnt.
Dann wurde die Membran fir eine Stunde unter Schitteln darin inkubiert und danach
erneut, wie oben beschrieben, gewaschen. Als sekundarer Antikérper diente
o-rabbit-HRP (GE-Healthcare), welcher 1:5000 mit 5%-Milchpulver in 1 X TN-Tween
verdinnt wurde. Die Inkubation mit den sekundaren Antikérpern erfolgte immer unter
Schutteln fir 30 min. SchlieBlich wurde wiederum gewaschen und danach der blot

entwickelt.

o-rPRMT1 (Coté et al., 2003)

Bei der Benutzung dieses Antiserums wurde fast genauso verfahren, wie bei einer

Detektion mit o-hPRMT3-Serum. Nur wurde der primare Antikérper hier 1:1000

verdinnt.

a-PABPN1 Lama-Antikorper (Verheesen et al., 2006)

Vor der Verwendung des a-PABPN1 Lama-Antikérpers (3F5) wurde die Membran
mit 4 % Milchpulver in 1 X PBS blockiert. Der Lama-Antikérper wurde mit 2 %
Milchpulver in 1 X PBS 1:800 verdiinnt. Die Bindung des Antikérpers an das
geblottete PABPN1 erfolgte Gber Nacht im Kihlraum unter langsamem Schitteln. Da
der Lama-Antikdrper einen Myc-tag trug, konnte als sekundarer Antikérper der
o-cMyc-Antikérper (Invitrogen) dienen. Dieser wurde 1:2500 in 2 % Milchpulver in
1 X TN-Tween verdinnt. Die Membran wurde damit flr eine Stunde unter Schitteln
bei Raumtemperatur inkubiert. SchlieBlich wurde der o-mouse-HRP-Antikérper (GE-
Healthcare) als tertidrer Antikdrper 1:200 in 5% Milchpulver in 1 X TN-Tween
verdiinnt und die Membran damit fir 30 min inkubiert. Gewaschen wurde jeweils wie
oben beschrieben. Weitere Informationen sind der oben angegebenen Veréffent-

lichung zu entnehmen.
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o-bovPABPN1 (Krause et al., 1994)

Vor der Nutzung dieses primaren Antikérpers wurde die Membran flir eine Stunde in

2,5 % Milchpulver in 1 X TN-Tween blockiert. Dann wurde der Antikdrper in dem
gleichen Milchpulver-TN-Tween-Gemsich 1:1000 verdinnt und die Membran darin
fir eine Stunde geschiittelt. Gewaschen wurde jeweils nur durch Schwenken in 1 X
TN-Tween, was sechs Mal wiederholt wurde. Als sekundarer Antikérper diente der
swine- anti-rabbit Antikérper (Dako), welcher 1:5000 in 2,5 % Milchpulver in 1 X TN-

Tween verdiinnt wurde.

o-hnRNP K-Antikdrper (Narmann et al., 2008)

Vor der Verwendung dieses primaren Antikérpers wurde die Membran fir eine

Stunde mit 4% Milchpulver in 1X TN-Tween blockiert. In der gleichen Lésung wurde
der Antikérper 1:10000 verdinnt und die Membran damit eine halbe bis eine Stunde
inkubiert. Gewaschen wurde jeweils sechs Mal fir 5 min in 1 X TN-Tween. Als

sekundarer Antikdrper wurde der a-mouse-HRP-Antikérper 1:500 verdinnt.

Zur Entwicklung des blots wurden Super Signal West Pico Stable Peroxide Solution
und Luminol Enhancer Solution (Therma Scientific) verwendet. In der Dunkelkammer
wurden Filme (GE Healthcare) flr unterschiedliche Zeiten aufgelegt und damit
belichtet. Die Filme wurden entwickelt (Réntgen Liquid von Tetenal), in Wasser
gewaschen, und das Ergebnis fixiert (Réntgen Superfix von Tetenal). SchlieBlich
wurden die Filme gewaschen, getrocknet und mit Hilfe von Markierungen auf der
Blotmembran der Marker und die Geltaschen eingezeichnet.

2.2.3.13 Silberfarbung von Coomassie-gefarbten SDS-Gelen in 30 min

Eine Silbergelfarboung wurde nach dem Protokoll von Nesterenko et al. (1994)
durchgeflhrt.

2.2.3.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Extinktion wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt. Danach wurde die

Proteinkonzentration ¢ basierend auf dem Lambert Beer’'schen Gesetz E =c X ¢ X d
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mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten € ausgerechnet. Dieser wurde unter

Verwendung des Computerprogramms Protean ermittelt.

Bradford-Test

Fir einen Bradford-Test wurde zunachst eine 1 zu 5 Verdinnung des Bradford-
Reagenzes (Roti-Quant von Roth) vorgenommen. Je 500 pl dieses Reagenzes
wurden mit 20 pl einer BSA-Verdiinnung bekannter Konzentration gemischt und die
Absorption bei 595 nm gemessen. So wurde eine Eichreihe fir verschiedene BSA-
Konzentrationen ermittelt. SchlieBlich konnten auch 20 ul der passend verdinnten
Proteinprobe auf diese Art gemessen und mit Hilfe der Eichreihe die Konzentration

bestimmt werden.

Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe eines SDS-Gels

Als genaueste Bestimmungsmethode flir die Proteinkonzentration partiell gereinigter
Proteine erwies sich deren Bestimmung mit Hilfe eines SDS-Gels. Auch hierfar
wurde eine Eichreihe von verdiinnten BSA-Mengen neben verschiedenen Volumina
der Proteinprobe aufgetragen. Das Gel wurde Coomassie-gefarbt, gut entfarbt und
anschlieBend digital in den Computer eingelesen. Mit Hilfe des Programmes
ImageQuant konnte die Schwéarzung der BSA-Banden der Eichreihe bestimmt
werden. Dann wurde deren Schwaérzung Uber ihrer Proteinmenge aufgetragen. Mit
Hilfe dieser Eichgerade konnte die Konzentration der Proben berechnet werden.

2.2.4 Aktivitatstests

2.2.4.1 Filterbindungstest fir die Bindung von Proteinen an RNA

Fiir den Filterbindungstest wurde zunéchst in einer PNK-Reaktion Oligo(A)14 mit y*2P-
ATP radioaktiv markiert und geféllt (s. Sambrook, Fritsch und Maniatis, 1989). Das
dazu verwendete Oligo-A14 (sowie andere Poly(A)-Fraktionen, s. 2.2.4.2) stammten
von Sylke Meyer, MLU Halle. Die Effektivitat der Markierung wurde Uber die Bindung
der Proben an DE81-Papier und eine anschlieBende Szintillationsmessung bestimmt
(Stayton und Kornberg, 1983). Die RNA-Konzentration nach der Féllung wurde
berechnet. Dann wurde eine Verdlnnungsreihe des zu untersuchenden RNA-
Bindeproteins in Filterbindungspuffer (s. Kihn et al, 2003) angefertigt. Danach
erfolgte der Filterbindungstest (s. Kiihn et al., 2003 und Wahle et al., 1993).
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2.2.4.2 Analyse der RNA-Bindung durch native Gelelektrophorese

Hierfir enthielt ein Bindungsansatz: 1 pl 1,5 uM konzentriertes und **P-markiertes
Poly(A) einer Lange zwischen 105 und 130 Nukleotiden (Herstellung s. 2.2.4.1), 18 pl
Bindungspuffer (s.0. aber mit 0,2 mg/ml methyliertem BSA) und 1 ul einer
Bindeproteinverdinnung in Bindepuffer. Diese Ansatze wurden auf ein natives
Agarose/Polyacrylamid-Kompositgel geladen (s. Ruegsegger, Beyer und Keller,
1996) und mit dem Phosphorimager und dem Computerprogramm ImageQuant
ausgewertet (s. 3.1).

2.2.4.3 Methylierungstest

Methylierungstest mit PABPN1 als Substrat (TCA-Fallung/Gel)
Diese Methode wurde von Antje Ostareck-Lederer beschrieben (Ostareck-Lederer et
al., 2006). Eine Methylierungsreaktion von 25 pl Volumen setzte sich aus folgenden

Chemikalien zusammen:

Methylierungsreaktion (Ostareck-Lederer et al., 2006).
50 mM HEPES pH 8
40 mM Kaliumacetat (Merck)
0,2 mg/ ml BSA
0,01% NP40
10% Glycerin
imM EDTApHS8
0,5mM  DTT
960 pmol  '*C-SAM (38,4 pM) (Amersham, GE Healthcare)
500 ng PABPN1 (15,6 pmol bzw. 0,624 uM)
<1 ug Enzym

Jeder Reaktionsansatz wurde auf dem Vortexer gemischt, abzentrifugiert und far
3 Stunden bei 30°C inkubiert. Es wurden 11 pl eines 25 pl Ansatzes auf ein
12% SDS-Gel geladen. Dieses wurde getrocknet, und die radioaktiven Banden
wurden per Autoradiografie sichtbar gemacht. Weitere 11 pl derselben Ansatze

wurden einer TCA-Féallung unterzogen und anschlieBend mit Hilfe einer
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Absaugvorrichtung durch einen Glasfaserfilter (Glass Microfibre Filtern GF/C von
Whatmann) filtriert (siehe Ostareck-Lederer et al., 2006).

In dieser Arbeit wurde die Menge der eingebauten Methylgruppen wie folgt ermittelt:
Der Filter wurde in 2 ml Szintillationslésung gegeben und die Radioaktivitat (cpom) im
Szintillationszéhler gemessen. Mit Hilfe der Herstellerangaben auf der SAM-
Verpackung konnte die Konzentration von SAM errechnet werden. Mit dieser
Information konnte eine Eichreihe mit verschiedenen Mengen an SAM ebenfalls im
Szintillationszahler gemessen werden. Die Steigung dieser Eichreihe entsprach der
spezifischen Aktivitdt des SAM in dpm/pmol. Mit Hilfe der spezifischen Aktivitat
konnten die gemessenen dpm-Werte in die molare Menge an eingebauten
Methylgruppen umgerechnet werden. Eine unit (U) wurde als Einbau von pmol
Methylgruppen unter den oben genannten Bedingungen in 3 Stunden Inkubationszeit
definiert.

Methylierungstest mit Peptiden als Substrat

Die Peptide stammten von Kristin Lébner aus der AG von Prof. Beck-Sickinger der
Universitat Leipzig und wurden, wie in Fronz et al. 2008 beschrieben, hergestellt. Die
Etablierung des Methylierungstests mit Peptiden als Substrat wird im Ergebnisteil
(3.1) beschireben. Dort sind auch die Reaktionsbedingungen sowie die
Analysemethode zu finden.

2.3 Oozyteninjektion
Die Xenopus laevis Oozyten wurden von der AG Markwardt (Humanphysiologie der
MLU Halle) zur Verfligung gestellt.

2.3.1 Auswahl der Oozyten

Aus den in Barth’s Medium befindlichen Oozyten wurden zunéachst solche des
Stadiums funf fir die Injektionsexperimente ausgesucht. Diese Oozyten zeichnen
sich dadurch aus, dass sie groB sind, einen weiBen intermedidren Ring aufweisen
und der dunkle und der helle Pol sich gut voneinander abgrenzen. Die Oozyten
wurden zum Transport mit einer abgebrochenen Pasteurpipette in ein
Greinerrbhrchen mit Barth’s Medium Uberfihrt. Danach wurden sie so bald wie
maéglich in einem Uhrglas mit Barth’s Medium ausgebreitet, da sie im Reinerréhrchen

schnell miteinander verklumpen.
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1 X Barth’s Medium (Modified Barth’s Saline (MBS)):
100 mM NaCl
5 mM HEPES (mit NaOH eingestellt auf pH7,4)
1 mM CaCly
1 mM MgClz

2.3.2 Praparation der Injektionsnadel

Aus Glaskapillaren (GB 150F-8P 0,86 X 1,5 X 80 mm with filament von Science
Product, Hofheim) wurden mit Hilfe eines Ziehgerates (Typ Puil-E von World
Procision Instruments) Injektionsnadeln gezogen. Diese wurden mit einer Pinzette
ca. 1,5 cm Uber der Spitze unter einem Binokular (Zeiss) bei 1,5 facher VergréBerung
abgebrochen. Danach wurden die Nadeln mit Mineralél (Sigma Adrich) geflllt. Der
Kolben des Mikroinjektors (DRUMMOND "Nanoject” manuell, Herbert Saur
Laborbedarf) wurde ganz zurlickgedreht und die Nadel eingeschraubt. Danach
wurde der Kolben wieder ganz herausgedreht, wodurch das Mineraldl gleichmaBig

aus der Nadel tropfen sollte.

2.3.3 Vorbereitung der Probe

Die durch die in vitro Translation mit 3*S-Methionin (s. 2.2.3.1) radioaktiv markierte
Proteinprobe wurde bei 14000 rpm in der Klhlzentrifuge fir 10 min abzentrifugiert,
um Festbestandteile zu beseitigen, welche die Nadel verstopfen kdénnten. Dann
wurden ca. 3 Tropfen Mineraldl auf ein Stick Parafilm plaziert und 5 ul der Probe in
das Ol pipettiert. Die Injektionsnadel wurde mit Hilfe des im Mikromanipulator (Firma
Narishige) eingespannten Mikroinjektors in die Probe gefahren. Die Probe wurde
durch das Hineindrehen des Kolbens kompilett in die Nadel gesaugt.

2.3.4 Injektion

Von einer Mikrotiterplatte wurde die Kante abgebrochen, da sonst die Injektionsnadel
anst6Bt. Dann wurden einzelne Oozyten in Tropfen von Barth’s Medium auf der
Mikrotiterplatte platziert und mit einer Pinzette so ausgerichtet, dass der weil3e Ring
in 45°-Stellung der Nadel gut von dieser getroffen werden konnte. Die Injektionsnadel
wurde eingestochen und pro Oozyte je ca. 100 nl Probe injiziert. Die genaue Menge

ist schlecht zu bestimmen, da trotz einer Wartezeit von 5 Sekunden, bevor die Nadel
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wieder herausgezogen wird, stets etwas Probe wieder austritt (s. 4.10.3). Flr einen

Ansatz wurden jeweils finf bis sechs Oozyten injiziert.

2.3.5 Inkubation und Praparation

Nach der Injektion wurden je finf bis sechs Oozyten mit einer abgebrochenen
Pasteurpipette in eine Vertiefung einer Sechswellschale Uberfihrt. Diese enthielt 2 ml
Barth’s Medium und bei Injektion von in vitro translatierten Proteinen zusatzlich 40 pl
10 mg/ml Cycloheximid (Sigma-Adrich), da sonst die Translation in der Zelle
fortgesetzt wird und andere Proteine markiert werden, welche einen stérenden
Hintergrund ergeben. Nun wurden die Oozyten fir verschiedene Zeiten des Importes
bei Raumtemperatur (zwischen 20 und 23°C) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Praparation mit Hilfe von zwei spitzen Pinzetten. Dazu wurde die Oozyte mit einer
Pinzette festgehalten und mit der anderen kurz in die Mitte des dunklen Pols
eingestochen. Bei frischen Oozyten quillt der Kern sofort aus der Einstichstelle,
wobei der Rest der Oozyte erhalten bleibt. Kerne und "Zytoplasma" wurden getrennt

in verschiedenen Puffern in ReaktionsgefaBen gesammelt.

2.3.6 Fallung nuklearer und zytoplasmatischer Proteine
Die Kerne wurden in 300 ul Homogenisierungspuffer, die "Zytoplasmen" in 300 pl
"5:1"-Medium gesammelt.

"5:1"-Medium:
83 mM KCI
17 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 7,2-7,4

Homogenisierungspuffer:
10 mM Tris-HCI pH 7,4

10 mM NaCl
1,4 mM MgClz
1% SDS

Diese Lésung wurde erst auf pH 7,4 eingestellt, danach wurde SDS zugesetzt.
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In diesen Puffern wurden die Kerne und "Zytoplasmen" durch auf- und abpipettieren
homogenisiert. AnschlieBend wurden sie bei 14 000 rpm in der Kihlzentrifuge fir 5 -
10 min bei 4°C zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu beseitigen.

Ungefahr 300 pl des Uberstandes wurden abgenommen und in neue Reaktions-
gefaBe Uberflhrt. FOr die Fallung des nuklearen Extraktes wurden 1000 pl eiskaltes
Ethanol auf die Proben pipettiert und diese gemischt. Die Prazipitation der Proteine
des zytoplasmatischen Extraktes erfolgte in je 1000 ul eiskaltem Aceton (Merck). Die
Proben kdnnen so Uber Monate hinweg aufbewahrt werden. Ansonsten folgte eine
Zentrifugation bei 14000 rpm bei 4°C fir mindestens 30 min. Der Uberstand wurde
verworfen und das Proteinpellet mit 70% Ethanol gewaschen und danach getrocknet.
Die Pellets lassen sich nur sehr schwer in 15 ul 6 M Harnstoff Urea Pure (Roth) und
5 ul 4 X SDS-Probenpuffer I6sen. Mehrfaches Aufkochen und kraftiges Vortexen ist
dazu nétig. SchlieBlich wurden die Proben auf ein SDS-Gel geladen, dieses wurde
getrocknet und eine Autoradiografie durchgefihrt (s.0.). Weitere Angaben sind im

Ergebnisteil (3.6) nachzulesen.

3. Ergebnisse

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass PRMT 1 und 3 die Arginindimethylierung
von PABPN1 katalysieren (Smith et al., 1999). Durch eine Fraktionierung von
Proteinextrakten aus Hela-Zellen und Maus-ES-Zellen konnte gezeigt werden, dass
auch PRMT6 an der Arginindimethylierung von PABPN1 beteiligt ist. Diese Arbeiten
wurden parallel zu der vorliegenden Dissertation von Katharina Fronz (MLU Halle)
durchgefihrt. PRMT1 und 3 methylieren PABPN1 in vitro. Dabei wurde festgestellt,
dass ein N-terminaler GST-tag die Enzymaktivitdt von PRMT1 herabsetzt (Ostareck-
Lederer et al., 2006). Deshalb war das erste Ziel dieser Arbeit PRMT1, 3 und 6 ohne
fag und mit dem kleineren His-tag in Escherichia coli zu expimieren und zu reinigen.
Mit Hilfe der rekombinanten Enzyme sollte

1. bestatigt werden, dass diese fir die Arginindimethylierung von PABPN1
verantwortlich sind.

2. eine genigend groBe Enzymmenge gewonnen werden, um die Substratspezifitat
der Enzyme untersuchen zu kénnen.

3. nachgewiesen werden, dass wahrend der Reinigung der zellularen PRMTs kein
fir die Methylierung wichtiger Faktor abgetrennt wurde (naheres dazu siehe

Ziesetzungen der Arbeit Seite 13).
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Im Gegensatz zu den rekombinant hergestellten humanen Enzymen PRMT3 und 6,
stammte das bis dahin verwendete PRMT1 von der Ratte. Zur besseren
Vergleichbarkeit aller drei Enzyme wurde daher beschlossen, humanes PRMT1
rekombinant zu exprimieren und zu reinigen.

Humanes PRMT1 liegt in den Zellen in vier verschiedenen SpleiBvarianten vor
(s. 1.2.1). Von Bernhard Laggerbauer (Universitat Wirzburg) wurde ein Konstrukt far
die SpleiBvariante V2 mit His-tag zur Verflgung gestellt. Diese wurde, wie im
Material und Methodenteil (2.2.1.12) beschrieben, so umkloniert, dass sie keinen tag
mehr aufwies. Auch die Klonierung fir hPRMT3 und hPRMT6 ist dem Methodenteil
der Arbeit zu entnehmen. Die Proteinreinigung von hRPMT6 ohne tag und
His-hPRMT6 wurde von Knut Kélbel (MLU Halle) tbernommen.

3.1 Etablierung eines Aktivitatstests mit Peptiden als Substrat

Bei einem PRMT-Aktivititstest wird die '*C-markierte Methylgruppe von
S-Adenosylmethionin (SAM) durch eine Methyltransferase (PRMT) auf das Substrat
PABPN1 Gbertragen. In der folgenden Abbildung ist der Einbau von Methylgruppen
in Abhangigkeit von der Enzymmenge aufgetragen (siehe auch Ostareck-Lederer et

al., 2006). Die Enzymmenge wurde von 0-40 pmol titriert.

Abb. 9: CH; -Einbau in PABPN1 in
Abhéngigkeit von der Enzymmenge

3

Die Methylierungsreaktionen wurden,
wie in 2.2.4.3 beschrieben, angesetzt
und inkubiert. Es wurde entweder His-
rPRMT1 von Antje Ostareck-Lederer
(AOL) oder partiell gereinigtes hPRMT1-
V2 von Silke Otto (SO) verwendet. Die
° Enzymmenge wurde jeweils von
0-40 pmol titriert. Es folgte eine TCA-
Prazipitation und anschlieBende Filtra-
tion eines Teils der Anséatze. Der Einbau
@ His-PRMT1 (AOL) an Methylgruppen wurde im Szinti-
lationszdhler gemessen. Dann wurde
® hPRMT1-V2 dieser fir den ganzen Ansatz berechnet

partiell gereinigt (SO) und in Abhangigkeit von der Enzym-
menge aufgetragen.
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Wie Abbildung 9 zeigt, bestand mit PABPN1 als Substrat keine lineare Abhangigkeit
der Enzymaktivitdt von der Enzymmenge. PABPN1 lag nur in maximal 15-fachem
Uberschuss iiber das Enzym vor (erster Messpunkt). Die Menge an Enzym stieg in
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den Ansatzen der nachsten Messpunkte, wodurch der Uberschuss an PABPNT1
immer geringer wurde. Da das Enzym nicht starker verdinnt werden sollte, hatte
mehr Substrat eingesetzt werden mussen. Es war jedoch nicht mdglich,
rekombinantes PABPN1 in hinreichend hoher Konzentration einzusetzen.

Eine Lésung dieses Problems boten synthetische Peptide (s. Abb. 10), welche in
héherer Konzentration als Substrat verwendet werden konnten. Ferner konnte mit
ihnen in spéter folgenden Experimenten die Substratspezifitdt der Enzyme untersucht

werden (s. 3.4.2). Es handelte sich zunachst um folgende Peptide:

PABPN1 (280-306) FYSGFNSRPRGRVYRGRARATSWYSPY
RXR-1-Peptid FYSGFNSRPRGRVY === ATSWY (2,3kD)

RGG-Peptid GGRGGFGGRGGFGGRGGFG (1,7kD)

Abb 10: Synthetische Peptide 1

Oben ist ein Teil des C-Terminus von PABPN1 abgebildet (Amino-
saure 280 bis 306).

Das RXR-1-Peptid (Mitte) wurde von diesem abgeleitet und weist
ein RXR-cluster auf. Auf das zweite RXR-cluster von PABPN1 (rot
markierte AS) wurde zugunsten der Vergleichbarkeit der Peptide
verzichtet. Damit weisen beide Peptide drei methylierbare Argi-
nine auf (fett gedruckt und unterstrichen).

Das RGG-Peptid (unten) ist eine idealisierte Aminosauresequenz,
welche eine RGG-box reprasentiert (Najbauer et al., 1993).

Fir einen Methylierungstest mit den in Abbildung 10 gezeigten Peptiden als Substrat
wurden die Pufferbedingungen beibehalten, welche von Antje Ostareck-Lederer
(MLU Halle) optimiert und beschriecben worden waren. Auch die
Inkubationstemperatur von 30°C wurde nicht verandert (s. 2.2.4.3 und Ostareck-
Lederer et al., 2006).

Obwohl die Reaktionsbedingungen fir beide Peptide getestet wurden, soll an dieser
Stelle nur die Entwicklung des Aktivitatstests mit dem RGG-Peptid als Substrat
erlautert werden, da nur dieses spater fur die Aktivitatstests wahrend der Reinigung
der Enzyme ohne tag verwendet wurde. Die Begrindung daflr wird in spater
folgenden Ergebnisteilen dieser Arbeit ersichtlich (3.4.2). Da sowohl hPRMT1-V2 als
auch hPRMT3 ohne tag gereinigt werden sollten, wurden die Reaktionsbedingungen
fir beide Enzyme in analogen Tests untersucht. Hier sollen jedoch nur die Grafiken
fur PRMT1 gezeigt werden.

Die bisher fir den Aktivititstest mit PABPN1 verwendete TCA-Féllung mit
anschlieBender Filtration konnte wegen der relativ kurzen Peptide nicht verwendet
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werden. Um das Uberschiissige SAM von den methylierten Peptiden zu trennen,
wurde daher zunachst eine Dlunnschichtchromatografie getestet. Diese erbrachte
jedoch keine eindeutige Auftrennung (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurden die
Methylierungsansatze auf hochprozentige SDS-Gele (20%) geladen (s. Abb. 11). Als
Positivkontrolle wurde immer ein Methylierungsansatz mit einer bekannten Menge
des entsprechnenden His-PRMT mit aufgetragen. Die Gele wurden anschlieBend auf
Whatmanpapier getrocknet. Zur Erstellung einer Eichgerade wurden verschiedene
Mengen an SAM neben das getrocknete Gel auf das Whatmanpapier pipettiert. Dann
wurde Uber Nacht ein phosphorimager-screen aufgelegt. Mit Hilfe des
Computerprogrammes ImageQuant konnte fir jede Bande der Autoradiografie ein
"Schwarzungswert" angegeben werden. Diesem konnte mit Hilfe der Eichgerade eine

Menge an eingebauten radioaktiven Methylgruppen zugeordnet werden.

Autoradiografie eines SDS-Gels mit

Fraktionen einer HA-S&ule aus der
. Bchgerade — y=10812x
Reinigung von hPRMT3 F Q%05
L Fraktionen 13-21 . S 50000000
raktionen pos E’ /
, S 4= 100000000
_ | methyliertes s .
| RGG-Peptid | £ 5000000
Lauffront § 0 ‘ ‘
’ 0 500 1000 18500
' S ) ' —— Eichpunkte
' P SAVI[pma]

Abb. 11: Beispiel fiir die Erstellung einer Eichgerade mit Hilfe von Eichpunkten

Links ist die Autoradiografie eines 20% SDS-Gels zu sehen. Diese zeigt die Aktivitatstests von
Fraktionen einer HA-S&ule aus der Reinigung von hPRMT3 (L = load). Als Positivkontrolle (pos.)
diente hier ein Ansatz mit His-hPRMT3. Die Aktivitadtstests sind durchgefiihnrt worden als die
Reaktionsbedingungen fiir Tests mit Peptiden als Substrat schon bekannt waren. Die Ansétze
enthielten 180 pmol RGG-Peptid, ein Gemisch aus radioaktivem nicht radioaktivem SAM (insgesamt
2400 pmol) und weniger als 1ug Enzym. Die Inkubation erfolgte bei 30°C fir 80 min (Erklarung
s.Tab.1). Um die gesamten Ansatze auf das Gel laden zu kénnen, wurde ihr Volumen auf 20 pl
reduziert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 5 pl 4X SDS-Ladepuffer und nachfolgendes
Aufkochen bei 90°C gestoppt. Das Gel wurde auf Whatman-Papier getrocknet. Es wurden
Eichpunkte mit verschiedenen Mengen an radioaktivem SAM (250, 500 und 1000 pmol) auf das
Whatman-Papier aufgetragen. Uber Nacht wurde ein phosphorimager-screen aufgelegt.

Rechts ist die Eichgerade zu sehen. Mit Hilfe des Computerprogrammes ImageQuant konnte fir
jeden Eichpunkt ein "Schwarzungswert" angegeben werden. Fir die Eichgerade wurden die
"Schwarzungswerte" iber den dazugehdérigen bekannten SAM-Mengen aufgetragen.

Die Strahlung des SAM wird durch das Whatmanpapier nicht geléscht. Dies wurde
nachgewiesen, indem die Radioaktivitat einer bestimmten Menge von flissigem SAM

erst direkt und dann auf Whatmann-Papier aufgetropft in Szintillationsflissigkeit
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gemessen wurde. Die ermittelten spezifischen Aktivitdten waren indentisch. Es
konnte deshalb direkt von den ImageQuant-"Schwéarzungswerten" der radioaktiven
Peptid-Banden auf den Methylgruppen-Einbau in pmol geschlossen werden.

Um herauszufinden, wann eine Substratsattigung der Enzyme eintritt, wurde in einem

ersten Versuch die Menge an Peptid im Reaktionsansatz titriert.

500

400 +

300 +
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CH,-Einbau [pmol]

100
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Peptidkonzentration [pmol]

Abb. 12: Erster Versuch: Titration der Konzentration des
RGG-Peptides mit PRMT1 gemessen

Jeder Ansatz enthielt 1 pg His-rPRMT1 (entspricht 28 pmol).
Das RGG-Peptid wurde von 15 pmol bis 750 pmol titriert. An
SAM wurden 5000 pmol zugegeben, da fir die vollstandige
Methylierung von 750 pmol Peptid mit drei dimethylierbaren
Argininen 4500 pmol SAM nétig waren. Die Reaktionen
wurden far 3 h bei 30°C inkubiert. Die Daten wurden wie
oben beschrieben generiert und ausgewertet (s. Abb. 11 und
Text Seite 50).

Wie aus der obigen Abbildung 12 zu ersehen, war das Enzym bei Mengen hbher als
200 pmol RGG-Peptid mit Substrat gesattigt. Bei den letzten Messpunkten war der
Einbau geringer. Dies ist mdglicherweise auf eine Substrathemmung des Enzymes
zurickzufihren. Diese Hemmung der Enzyme wurde auch bei den spateren
Michaelis-Menten-Messungen gesehen. Die betreffenden Messpunkte wurden aber
bei der Ermittlung der kinetischen Parameter nicht mit bertcksichtigt.

PRMT3 war mit Mengen hdher als 180 pmol RGG-Peptid mit Substrat gesattigt
(Daten nicht gezeigt).
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Da SAM als zweites Substrat dient, wurden auch hierflir die séattigenden

Bedingungen fir die Reaktion ermittelt.
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Abb. 13: Titration der SAM-Menge mit hPRMT1-V2
gemessen

Jeder Ansatz enthielt 200 pmol RGG-Peptid und 41,5 ng
(1 pmol) gereinigtes hPRMT1-V2. Die Konzentration an SAM
wurde von 10 bis 100 pM titriert. Die Ansatze wurden bei
30°C fur 80 min inkubiert.

Der errechnete Ky, lag bei 5,6 uM SAM. Da fir eine vollstandige Methylierung von
200 pmol RGG-Peptid 1200 pmol (60 puM) SAM nétig waren, wurden in den
folgenden Aktivitatstests 2400 pmol (120 uM) SAM eingesetzt. In einer Testreihe
wurde dessen spezifische Aktivitdt durch die Mischung mit verschiedenen Mengen
an nicht radioaktivem SAM variiert (Daten nicht gezeigt). Die Konzentration des nicht
radioaktiven SAM wurde zuvor photometrisch bestimmt (¢ =15 000 L mol™ ¢cm™, bei
256nm). Da der molare Einbau konstant war, konnte davon ausgegangen werden,
dass die Methylgruppen von radioaktivem und nicht radioaktivem SAM gleich gut
eingebaut werden. Das methylierte Peptid war bei einem Ansatz mit 40%
radioaktivem SAM gut in der Autoradiografie zu sehen. Deshalb wurden die oben
genannten 2400 pmol SAM von nun an in 960 pmol radioaktiv markiertes und
1440 pmol unmarkiertes SAM aufgeteilt. Die Eichgeraden wurden weiterhin mit
radioaktivem SAM erstellt. Bei der Errechnung des Einbaus von Methylgruppen
wurde der Wert um den Verdinnungsfaktor durch das nicht radioaktive SAM

korrigiert.
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Es wurde Uberprift, unter welchen Bedingungen eine lineare Abhangigkeit des

CHs-Einbaus von der Inkubationszeit des Tests gegeben war.
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Abb 14: Einbau von Methylgruppen in Abhéangigkeit von der Zeit
(links fiir hAPRMT1-V2, rechts fiir hPRMT3)

Es wurden flr jedes Enzym drei groBe Reaktionsansatze pipettiert. Nach verschiedenen Inkuba-
tionzeiten wurden diesen 20 pl Aliquots entnommen und deren Reaktion gestoppt. Diese enthielten fir
hPRMT1-V2 je 200 pmol RGG-Peptid mit 2400 pmol SAM und entweder 1 ug, 0,5 pug oder 0,25 ug
partiell gereinigtes hRPMT1-V2 und fir hPRMT3 180 pmol RGG-Peptid, 2400 pmol SAM und 2 ug,
1 ug oder 0,5 ug partiell gereinigtes hRPMT3.

Abbildung 14 ist zu entnehmen, dass der CHs-Einbau durch hPRMT1-V2 in 200 pmol
RGG-Peptid bis zu 200 pmol linear abhangig von der Zeit war. Dies entspricht einem
Einbau von einer Methylgruppe pro Peptid und ist selbst bei langen
Inkubationszeigten der Fall. Bei einer Methylierung von 180 pmol RGG-Peptid durch
hPRMT3 war der Einbau bis zu 300 pmol linear abhangig von der Zeit. Fur die
folgenden Experimente wurde von beiden Enzymen weniger als 1 ug pro 20 pl
Ansatz eingesetzt und eine Inkubationszeit von nicht mehr als 80 min eingehalten.
Zur besseren Ubersicht sollen hier die ermittelten Reaktionsbedingungen fir beide
Enzyme mit dem RGG-Peptid als Substrat tabellarisch dargestellt werden.

Tab. 1: Reaktionsbedingungen fiir den Aktivitatstest mit dem RGG-Peptid

hPRMT1-V2 hPRMT3

Menge Peptid/Ansatz 200 pmol 180 pmol

Inkubationszeit <80 min <80 min
Enzymmenge <1ug <1 ug

Maximaler CHs-Einbau 200 pmol 300 pmol
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Diese Reaktionsbedingungen (s. Tab. 1) wurden fir alle Messungen wahrend der
Reinigung der PRMTs ohne tag verwendet.

Die folgende Abbildung 15 zeigt das S&ulenprofil des ersten Reinigungsschrittes von
hPRMT1-V2. Hierbei wurde die Aktivitat der Fraktionen sowohl mit PABPN1 als auch
mit RGG-Peptid als Substrat gemessen.
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Abb. 15: Saulenprofil einer DEAE-Séaule aus der Reinigung von hPRMT1-V2
Die Anionenaustauschchromatografie mit Hilfe der DEAE-Saule wurde, wie in 2.2.3.5 beschrieben,
durchgefiihrt. Wahrend des Laufes wurde die UV-Absorption bei 280 nm (blaue Kurve) sowie die
Leitfahigkeit in mS (pinke Kurve) in den Fraktionen (4ml) gemessen. Der Aktivitatstest mit PABPN1
als Substrat wurde, wie in 2.2.4.3 beschrieben, durchgefiihrt (Ergebnisse fir die einzelnen
Fraktionen = schwarze Punkte). Der Aktivitétstest mit dem RGG-Peptid als Substrat wurde mit den
oben beschriebenen Reaktionsbedingungen (Tab. 1) durchgefliihrt (weiBe Punkte).

Da beim Aktivitatstest mit PABPN1 keine lineare Abhangigkeit der Aktivitat von der
Enzymmenge bestand (s. Abb. 9), erschien der peak der Aktivitat breiter. Dies
erschwerte die Auswahl der Fraktionen, die flir den nachsten Reinigungsschritt
verwendet werden sollten. Bei der Messung der Aktivitat mit dem Peptid war der
peak hingegen schérfer, so dass weniger Fraktionen vereinigt wurden und ein
gréBerer Reinigungseffekt erzielt wurde. Folglich wurden fir die Reinigung der
PRMTs ohne tag Aktivitatstests mit dem RGG-Peptid als Substrat durchgefiihrt.
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3. 2 Reinigung der humanen PRMTs 1,3 und 6 ohne tag
Die vollstéandige Beschreibung der Reinigungen von hPRMT1-V2 und hPRMT3 ist im
Methodenteil (2.2.3.5 und 2.2.3.6) zu finden. Exemplarisch sollen hier nur die

Saulenprofile und SDS-Gele des letzten Schrittes einer jeden Reinigung gezeigt

werden.
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Abb. 16: Saulenprofile und SDS-Gele der Gelfiltrationen von hPRMT1-V2 und hPRMT3
ohne tag

(Oben) Die Gelfiltrationen wurden, wie in 2.2.3.5 bzw. 2.2.3.6 beschrieben, durchgefihrt. Wahrend
des Laufes wurde die UV-Absorption bei 280 nm (blaue Kurve) der Fraktionen (470ul hPRMT1-V2;
600 ul hPRMT3) gemessen. Der Aktivitatstest mit dem RGG-Peptid als Substrat wurde mit den oben
beschriebenen Reaktionsbedingungen (Tab. 1) durchgefihrt (schwarze Punkte). Die schwarzen
Zahlen entsprechen den Nummern der aktiven Fraktionen.

(Unten) Die Coomassie-geférbten SDS-Gele zeigen Fraktionen der Gelfiltration (L = load, Ft =
Durchfluss, WI = Waschschritt 1, M = marker). Die Nummern der aktivsten Fraktionen sind rot
markiert. Die roten Pfeile zeigen an, wo die PRMTs im Gel zu finden sind.

Bei den Saulenprofilen (s. Abb. 16 oben) sind die peaks der Aktivitat gegeniiber den
Absorptionsmaxima verschoben. Da dies auf eine Verschiebung zwischen dem
Fraktionssammler und den UV-Dekektor zuriickzuflihren ist, entsprechen sich die
Aborptions- und die Aktivitatsmaxima in Wirklichkeit. Auch die PRMT-Banden in den
der Coomassie-gefarbten SDS-Gelen (s. Abb. 16 unten) korrelieren mit der Aktivitat.
Die aktivsten Fraktionen (rote Nummern) weisen nurnoch wenige verunreinigende

Banden auf. Die Gelfiltration scheint fir die Reinigung von hPRMT1-V2 ein besserer
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Reinigungsschritt zu sein als fir hPRMT3, denn beim SDS-Gel von hPRMT1-V2 sind
mehr abgetrennte kontaminierende Banden zu sehen.
Die folgenden Reinigungstabellen geben Auskunft Gber den Erfolg der Reinignungen.

Tab. 2: Reinigungstabelle fir hPRMT1-V2 mit RGG-Peptid gemessen

R : spezifische Reinigungs-
Saule A‘[‘S‘]’Eat P[rr‘r’]te]'” Aktivitét A“S[c",j?“te faktor
9 [U/mg] °
Extrakt 6 404 000 139 46 000 100 /
DEAE 4 273 000 63 68 000 67 1,5
(F13-17)
HA 2 489 000 21 119 000 39 2,6
(F8-12)
Gelfiltration 2 500 000 2,1 1190 000 39 26
Tab. 3: Reinigungstabelle fir hPRMT3 mit RGG-Peptid gemessen
Aktivitat Protein spezifische Ausbeute Reinigungs-
Séule U] [ma] Aktivitat (%] faktor
9 [U/mg] °
Extrakt 1188 000 148 8 000 100 /
DEAE 3877 000 32 121 000 326*2 15
(F17-20)
HA 2581 000 1,44 1 792 000 217 224
(F14-19)
Gelfiltration 495 000 0,46 1076 000 42 135

"' U = CHz-Einbau in pmol pro 3 h (Messung erfolgte aber unter den in Tab. 1 genannten Reaktions-
bedingungen)

* 2 Die Ausbeute ist nach der DEAE-S&ule mehr als 100%. Dies ist vermutlich damit zu erklaren, dass
ein Inhibitor abgetrennt wurde.

PRMT1 und 3 ohne tag waren nach der Reinigung nahezu sauber (s. SDS-Gele Abb.
16 und Reinigungstabellen) Bei der Reinigung von hPRMT3 war aber nach der
Gelfiltration ein starker Verlust an Enzym und damit an Aktivitat zu verzeichnen. Da
auBerdem nicht viele kontaminierende Banden abgetrennt worden waren (s. SDS-
Gel Abb. 16), ist dies fir hPRMT3 scheinbar ein schlechter Reinigungsschritt.
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Die gereinigten Enzyme verloren durch wiederholtes Auftauen der Fraktionen schnell
an Aktivitdt. Dies ist moglicherweise auf ihre geringe Proteinkonzentration
zurtckzufihren. So hatte die hPRMT3 mit der hdchsten spezifischen Aktivitat in
Fraktion (F10) nach der Gelfiliration eine Konzentration von 0,054 mg/ml. Die
hPRMT1-V2 der Fraktion (F6) hingegen lag in einer Konzentration von 0,016 mg/ml
vor.

Daher wurden rPRMT1, hPRMT3 und hPRMT6 auch mit His-tag kloniert und
gereinigt. Fur die Reinigung waren nur zwei Schritte nétig: Eine Ni-NTA- und eine
MonoQ-Séaule (s. 2.2.3.7). Durch diese effizienten Reingigungsschritte konnten
gréBere Enzymmengen héherer Konzentration gewonnen werden. Die Reinigung der
PRMTs mit His-tag soll hier nicht gezeigt werden, wurde aber im Methodenteil
(2.2.3.7) beschrieben. Die folgende Abbildung 17 zeigt die gereinigten Enzyme mit

His-tag zusammen mit denen ohne tag.

kD
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Abb. 17: Gereinigte PRMTs

Die einzelnen Spuren wurden von verschie-
denen Gelen zusammengefigt. Wenn meh-
rere Banden zu sehen sind, wurden die
PRMTs sind mit einem Stern markiert. Die
PRMTs mit His-tag wurden fir die Micha-
elis-Menten-Kinetiken verwendet (s. 3.4 und
3.5). PRMT6 und His-PRMT6 stammen von
Knut Kélbel.

3.3 Fur die Arginindimethylierung am C-Terminus von PABPN1 bendétigen die
PRMTS keine weiteren Polypeptide

Die resultierenden Daten fir die spezifischen Aktivitdten der Enzyme mit His- bzw.

ohne tag sind in der nachsten Tabelle zusammen mit Daten fir zellulare PRMTs von

Katharina Fronz (MLU Halle) zu finden. Die zellularen PRMTs wurden durch eine

Fraktionierung von Proteinextrakten aus Hela-Zellen und Maus-ES-Zellen gewonnen.
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Die Werte fiur PRMT6 ohne tag und mit His-tag stammen von Knut Kélbel (MLU

Halle). Eigene Daten wurden fett gedruckt. Alle Messungen dieser Tabelle sind mit

PABPN1 als Substrat durchgefltihrt worden.

Tab. 4: Vergleich der spezifischen Aktivitaten der PRMTs

Spezifische Spezifische Spezifische
Enzvm Aktivitat Aktivitat Aktivitat
y (ohne Tag) (His-Tag) (zellulédres Enzym)
[U/ug] [Uug] [U/ug]
PRMT1 1 300 1 600 1450
PRMT3 360 300 170
PRMT6 120 220 550

Alle PRMTs ohne fag stammten vom Menschen. His-PRMT1 war von der
Ratte, alle anderen His-PRMTs vom Menschen. Das zellulare PRMT1 war
auch menschlichen Ursprungs, PRMT3 und 6 stammten von der Maus.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration fir die PRMTs ohne tfag
erfolgte, wie in 2.2.3.14 beschrieben, Uber SDS-Gele. Die Menge an
zelluldren PRMTs wurde Uber Western blots mit bekannten Konzen-
trationen an His-PRMTs abgeschéatzt. Eine Unit (U) ist definiert als der
CHs-Einbau in nmol pro 3 h Inkubationszeit. Fiir weitere Angaben zu der
letzten Spalte siehe Fronz et al., 2008. Fir die PRMTs ohne tag konnten
keine Standardfehler angegeben werden, weil sie sehr schnell an Aktivitat
verloren.

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich wird, kébnnen alle Enzyme ob mit oder ohne tag, ob
zellular oder rekombinant, PABPN1 methylieren. Damit konnte bestatigt werden,
dass PRMT1, 3 und 6 fir die Methylierung von PABPN1 verantwortlich sind. Ein
N-terminaler GST-tag inhibiert die Aktivitdt von PRMT1 (s. Ostareck-Lederer et al.,
2006). Die His-tags scheinen jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitat der Enzyme zu
haben.
durchgefihrt. GST-PRMT4 methyliert PABPN1 nicht, wohl aber sein natlrliches
Substrat PABPC (persénliche Mitteilung von Katharina Fronz). Es bestand ferner

Deshalb wurden alle folgenden Experimente mit den His-PRMTs

kein signifikanter Unterschied in der spezifischen Aktivitat zwischen humaner PRMT 1
ohne tag und PRMT1 mit His-tag von der Ratte. Folglich wurde in den weiteren
Versuchen die His-rPRMT1 verwendet. Da in Bakterien bisher keine Gene fir
PRMTs gefunden worden sind, sollten diese auch keine die Aktivitdt der
rekombinanten Enzyme beeinflussenden Faktoren enthalten. Die zellularen Enzyme
wurden zudem mit hohen Ausbeuten gereinigt. AuBerdem besteht kein signifikanter
Unterschied in den spezifischen Aktivitaten der rekombinanten PRMTs der zellularen

58



("authentischen") Enzyme. All dies lasst vermuten, dass PABPN1 von PRMT1, 3 und
6 ohne die Hilfe von anderen Polypeptiden als Substrat erkannt und methyliert wird.

3.4 Untersuchung der Substratspezifitat der PRMTs 1, 3 und 6

Fir die Untersuchung der Substratspezifitit von PRMT1, 3 und 6 wurden
verschiedene Substrate durch die Messung von Michaelis-Menten-Kinetiken
miteinander verglichen.

Vor der Messung der Michaelis-Menten-Kinetiken wurde mit Hilfe von
Progresskurven fir jedes Substrat der Bereich ermittelt, in welchem die
Produktmenge linear abhangig von der Zeit war. Die nachste Abbildung zeigt ein
Beispiel flr solche Progresskurven. Die Steigung der Ausgleichsgeraden entspricht
dem linearen Teil der Anfangsgeschwindigkeit der Methylierungsreaktion in

pmol/mg/min.

CHs-
Einbau y = 14649x
[pmol/mg] 2,5 pM Peptid k1 R? = 0,9906
2000000,00
1500000,00 -
1000000,00 | Abb. 18: Progresskurven mit k1-
500000,00 - Peptld als Substrat mit
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ His-rPRMT1 gemessen
0 20 40 60 80 100 ) .
¢ Imin Ein Ansatz hatte stets ein Volumen
‘ von 20 pl und enthielt 900 pmol
E.HS- SAM und 20,8 ng (0,5 pmol)
inbau y = 17521x . . .
[pmol/mg] T.IOMM Peptid k1 R?= 0,9875 HlS'rPR.MT1 . Die Konzentratlon an
2000000,00 k1-Peptid wurde von 2,5 bis 40 uM

1500000,00 titriert. Die Reaktionen wurden

1000000,00 / naCh 10, 20, 40 Und 80 min
500000,00 gestoppt. Der Einbau an radio-

aktiven Methylgruppen in pmol pro

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ mg Enzym wurde Ober der Zeit
0 20 40 60 80 100 . .
t Irmind aufgetragen. Die Steigung der
Ausgleichsgeraden entspricht dem
CHs- A y = 20936x linearen Teil der Anfangsge-
Errmfmg] 40 uM Peptid k1 Re = 0,9799 schwindigkeit der Methylierungs-
2000000,00 reaktion in pmol/mg/min.
1500000,00 A
1000000,00 /
500000,00
0,00 —_ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100
t Iminl

Fir die Progresskurven und die Messreihen der Michaelis-Menten Kinetiken wurde
weiterhin die SDS-Gel-Methode zur Trennung von methyliertem Substrat und nicht

eingebautem SAM verwendet. Deshalb wurde auch das Reaktionsvolumen von 20 pl
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beibehalten. Die Pufferbedingungen (s. 2.2.4.3 und Ostareck-Lederer et al., 2006)
sowie die Reaktionstemperatur von 30°C, wurden ebenfalls nicht verandert. Ein
Reaktionsansatz enthielt jedoch nur 900 pmol radioaktives SAM. An Enzym wurden
pro Ansatz 20 ng His-rPRMT1 (0,5 pmol) bzw. ca. 50 ng His-hPRMT3 (0,9 pmol),
oder ca. 30 ng His-hPRMT6 (0,7 pmol) eingesetzt (genaue Reaktionsbedingungen
siehe Tabelle im Anhang). Flr jede Substratkonzentration einer Messreihe wurden
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Aktivitat des verwendeten
Enzymes wurde pro Messreihe eine Positivkontrolle mit PABPN1 als Substrat
mitgefthrt. Eine Michaelis-Menten Kinetik enthalt Daten aus mindestens zwei solcher
Messreihen. Zur Erstellung der Michaelis-Menten Diagramme wurden die Geschwin-
digkeiten des Methylgruppeneinbaus Uber der Substratkonzentration aufgetragen.

Die erhaltenen Konstanten sind apparente Werte, da wahrend der Reaktionszeit
Produkte mit Methylierungen an verschiedenen Argininen entstehen, wobei sowohl

Dimethylierungen als auch Monomethylierungen vorkommen kénnen.

3.4.1 Methylierung von PABPN1 und hnRNP K durch PRMT1, 3 und 6
Zundchst wurden die Michaelis-Menten-Kinetiken fir PABPN1 und hnRNP K
gemessen. In den von Knut Kélbel stammenden Daten (Abb. 19 und 20) sind in den
Werten fiar PABPN1 mit His-hPRMT3 Messungen von Silke Otto enthalten.

Substrat PABPN1 PRMT1

e PRMT Vmax = 25 000 pmol/mg/min
25000 | — Km =0,07 uM .
PRMT3 Std. Fehler = +/- 809 pmol/mg/min

30000

20000 H

PRMT3

Vmax = 16 200 pmol/mg/min
Km = 1,37uM

\ | Std. Fehler = +/- 185 pmol/mg/min

15000 -

10000 -

v [pmol/mg/min]

5000 PRMT6

Vmax= 1900 pmol/mg/min

0,0 025 1:0 1:5 2',0 Km = 0,11 uM :
S [UM] Std. Fehler = +/- 79 pmol/mg/min

0

Abb 19: Michaelis-Menten Diagramme fiir PRMT1, 3 und 6 mit PABPN1 als Substrat

Die Reaktionszeit betrug fur PABPN1 mit His-rPRMT1 10 bis 20 min, fir His-hPRMT3 20 bis
80 min und fir His-hPRMT6 20 bis 40 min. Weitere Angaben siehe einleitender Text (3.4). Zur
Erstellung der Michaelis-Menten Diagramme (links) wurden die Anfangsgeschwindigkeiten (v)
des Methylgruppeneinbaus Uber der Substratkonzentration (S) aufgetragen. Rechts sind die aus
den Kinetiken ermittelten Parameter aufgelistet (Std. Fehler = Standartfehler).
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Die Michaelis-Menten Diagramme und die daraus ermittelten kinetischen Parameter
zeigen, dass PABPN1 fir PRMT1 ein gutes, fir PRMT3 ein nicht ganz so gutes und
fir PRMT®6 ein relativ schlechtes Substrat ist (s. Abb. 19). Bei PRMT3 ist die Affinitat
zu PABPN1 geringer als bei den anderen Enzymen (K, 1,37uM). PRMT6 methyliert
PABPN1 nur sehr langsam (Vmax 1900 pmol/mg/min).

Die folgende Abbildung zeigt die Michaeilis-Menten Diagramme fur PRMT1, 3 und 6
mit hnRNP K als Substrat sowie die daraus ermittelten kinetischen Parameter.

Substrat hnRNP K PRMT1

Vmax = 65 000 pmol/mg/min
60000 - . Kn = 0,14 pM

o Std. Fehler = +/- 3919 pmol/mg/min
® PRMT1

70000

50000 -

PRMT3
+  PRMT3 Vmax = 300 pmol/mg/min
Km =2,52 uM
20000 - " PRMT6 Stg. Fehler = +/- 8,6 pmol/mg/min

40000 1 ¢

30000

v [pmol/mg/min]

10000 -

PRMT6
0 % LS -2 Viax = 2 700 pmol/mg/min

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 gtET:1h,I23 IJI\//I31 Vma/mi
. Fehler = +/- 31 pmol/mg/min
S [uM]

Abb. 20: Michaelis-Menten Diagramme fiir mit PRMT1, 3 und 6 mit hnRNP K als Substrat

Die Reaktionszeit betrug fir hnRNP K mit His-rPRMT1 10 bis 20 min, fur His-hPRMT3 fur 40 bis
80 min und fir His-hPRMT6 mindestens 6 Stunden. Weitere Angaben siehe einleitender Text
(3.4.1). Zur Erstellung der Michaelis-Menten Diagramme (links) wurden die Anfangs-
geschwindigkeiten (v) des Methylgruppeneinbaus Uber der Substratkonzentration (S)
aufgetragen. Rechts sind die aus den Kinetiken ermittelten Parameter aufgelistet (Std. Fehler =
Standartfehler).

Abbildung 20 zeigt, dass hnRNP K ein gutes Substrat flir PRMT1, jedoch ein
schlechtes Substrat fir PRMT3 und 6 ist.

Aus den obigen Abbildungen 19 und 20 wird ersichtlich, dass hnRNP K und PABPN1
ahnlich gute Substrate flir PRMT1 sind. hnRNP K ist hingegen ein viel schlechteres
Substrat fiir PRMT3 und PRMT6 als PABPN1.
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3.4.2 PRMT3 bevorzugt das RGG-Peptid
Die folgende Abbildung zeigt Michaelis-Menten Diagramme fir PRMT1 und 3,

welche mit dem RGG- und dem RXR- Peptid als Substrat gemessen wurden. Damit
sollte festgestellt werden, ob sich die Praferenzen der Enzyme fir die vollstandigen
Proteine bei den Messungen mit den Peptiden widerspiegeln. Dabei weist das RXR-

Peptid wie PABPN1 RXR-cluster auf und das RGG-Peptid RGG-Sequenzen, wie sie
in &hnlicher Form in hnRNP K zu finden sind (s. 3.1, Abb. 10).

Enzym PRMT1
40000

'Y e
e RXR-1 (SO/KK)
30000 1 Vmax 36 000 pmol/mg/min
= Km 1,25 uM
£ StdFehler +/-946 pmol/mg/min
(@]
£ 20000
o [e)
E O
2
g 10000 RGG (SO/KK)
Vmax 18 200 pmol/mg/min
Km 296HM
StdFehler +/- 841pmol/mg/min
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
S [uM]
Enzym PRMT3
40000
o) o
30000 ©
—_ 0 RGG (SO/KF)
E — Vmax 32 930 pmol/mg/min
> Km 1,0 uM
£ 20000 StdFehler +/- 771 pmol/mg/min
g
= — o —* .
>
10000 ® RXR-1 (SO/KF)
Vmax 14 860 pmol/mg/min
Km 2,6 UM
StdFehler +/- 453 pmol/mg/min
0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
S [puM]

Abb. 21: Michaelis-Menten-Diagramme fiir PRMT1 und 3 mit RXR-
1- bzw. RGG-Peptid gemessen

Die Michaelis-Menten Diagramme wurden, wie in 3.4 beschrieben,
generiert. Die Kinetiken fiir PRMT1 setzen sich aus Daten von Silke
Otto (SO) und Knut Kdlbel (KK) zusammen. Die Messwerte fir PRMT3
hinaeaen stammten von Silke Otto und Katharina Fronz (KF).
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Die Michaelis-Menten Diagramme (Abb. 21) zeigen deutlich, dass das RXR-1-Peptid
fir PRMT1 ein besseres Substrat ist als das RGG-Peptid. Beim Vergleich der Vmax-
und K- Werte wird deutlich, dass das RXR-1-Peptid schneller methyliert und fester
gebunden wird.

Fir PRMT3 hingegen gilt der umgekehrte Fall. Laut den Vma- und Kp-Werten
preferiert PRMT3 eindeutig das RGG-Peptid. Dies war so nicht zu erwarten, weil die
RGG-Boxen in hnRNP K schlechte Substrate fiur PRMT3 sind. Demnach scheinen
die Daten fir die Peptide, denen der Gesamtproteine zu widersprechen.

Da es sich bei dem RGG-Peptid aber um eine Konsensussequenz aus typischen
methylierbaren Proteinen handelt (s. Najbauer et al., 1993), wurden weitere Peptide
untersucht, deren Sequenzen direkt den Bereich von hnRNP K abdecken, welcher in

diesem Protein methyliert wird.

hnRNP K (250-307)
PVGFPMRGRGGFDRMPPGRGGRPMPPSRRDYDDMSPRRGPPPPPPGRGGRGGSRARNL

GFPMRGRGGFDRMPPGRGGR

(K1-Peptid 252-271)
GPPPPPPGRGGRGGSRARNL
(K2-Peptid 288-307)

Abb 22: Synthetische Peptide 2

Oben ist der Teil der hnRNP K- Sequenz zu sehen, welcher die schon bekannten methylier-
baren Arginine (fett und unterstrichen) enthélt (Ostareck-Lederer et al., 2006). Dieser erstreckt
sich von Aminoséaure 250 bis 307 des Gesamtproteins.

(Mitte) Das K1-Peptid beinhaltet drei der methylierbaren Arginine und deckt den Bereich zwi-
schen Aminosaure 252 und 271 von hnRNP K ab.

(Unten) Das K2-Peptid hingegen entspricht den Aminoséuren 288 bis 307 und weist nur zwei
methylierbare Arginine auf.
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In der folgenden Tabelle werden die kinetischen Parameter aller drei PRMTs
dargestellt, welche mit allen bisher genannten Peptiden als Substrat ermittelt wurden.
Zum Vergleich wurden die kinetischen Parameter aller Enzyme fur PABPN1 und
hnRNP K mit hinzugefugt.

Tab. 5: Vergleich der kinetischen Parameter fiir PRMT1, 3 und 6
mit Peptid- und Proteinsubstraten gemessen
PRMT1
Name | Substrate [nmol\//:qagx/min] [s'é?q [El\n)l] [si;?{}f\?fﬂ
(KK) PABPN1 25,0 0,018 0,07 270 000
(KK) hnRNP K 65,6 0,046 0,14 325 000
(SO/KK)* RXR-1 36,00 0,025 1,30 20 100
(SO/KK) RGG 18,20 0,013 3,00 4300
(SO/KF) K1 20,00 0,014 0,14 103 800
(SO/KF) K2 20,70 0,015 0,09 168 000
PRMT3
Name | Substrate [nmol\//:qagx/min] [s}fe?t‘] [El\n)l] [si;?{}f\?fﬂ
(SO/KK) PABPN1 16,2 0,016 1,37 12 000
(KK) hnRNP K 0,3 0,0003 2,52 100
(SO/KF) RXR-1 14,90 0,015 2,60 5 800
(SO/KF) RGG 32,90 0,033 1,00 31900
(SO/KK) K1 24,30 0,024 6,40 3 800
(SO) K2 31,00 0,031 45,50 700
PRMT6
Name | Substrate [nmol\//:qagx/min] [s'é?q [El\n)l] [si;?{}f\?fﬂ
(KK) PABPN1 1,9 0,0013 0,11 13 000
(KK) hnRNP K 2,7 0,002 1,23 1600
(KK) RXR-1 1,10 0,0008 2,20 300
(KK) RGG 1,50 0,001 2,50 400
(KK) K1 0,70 0,0005 0,90 600
(KK) K2 0,80 0,0006 4,80 100

*Die schon erlauterten Namenskiirzel zeigen an, von wem die Daten stammen.

Die Seauenz und die Erlduteruna der Peptide ist in Abb. 10 und 22 zu finden.
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Fir PRMT1 sind PABPN1 und hnRNP K etwa gleich gute Substrate (s. Tab. 5). Die
Peptide werden von PRMT1, mit Ausnahme des RGG-Peptids, ahnlich effizient
methyliert wie die vollstdndigen Substratproteine. Dies lasst vermuten, dass die
lokale Aminosduresequenz fir die Methylierung der Substrate wichtig ist.
Mdoglicherweise wird das RGG-Peptid deshalb nicht so effizient methyliert, weil es
sich dabei um eine Konsensussequenz aus typischen methylierbaren Proteinen
handelt (s. Najbauer et al., 1993), deren lokale Aminosauresequenz fiur PRMT1 nicht
optimal ist. Benachbarte gefaltete Domanen scheinen die Methylierung durch PRMT1
nicht zu beeinflussen, denn hnRNP K wird genauso effizient methyliert wie die K-
Peptide (K1 und K2).

PRMT3 methyliert hnRNP K 120 Mal weniger effizient als PABPN1. Das RXR-Peptid
wird nur um einen Faktor zwei weniger effizient methyliert als PABPN1. Deshalb
kann auch hier davon ausgegangen werden, dass die lokale Sequenz des
Substrates fir dessen Methylierung durch PRMT3 wichtig ist. PRMT3 zeigt eine
starke Préaferenz fir das RGG-Peptid. Aber auch die beiden K-Peptide werden von
PRMTS3 viel effizienter methyliert als hnRNP K, da sie schneller methyliert werden
kénnen. Die benachbarten gefalteten KH-Domanen scheinen folglich PRMT3 bei der
Methlyierung von hnRNP K zu behindern. Mit Ausnahme des RGG-Peptids scheint
PRMT3 Peptide weniger stark binden zu kénnen als Proteine.

PRMT6 methlyiert hnRNP K acht Mal weniger effizient als PABPN1. Alle Peptide
werden weniger effizient methlyiert als die Proteinsubstrate. Dabei war die Effizienz
der Methylierung des K1-Pepitds der von hnRNP K noch am &hnlichsten.

Aus Tabelle 5 kénnen drei allgemeine SchluBfolgerungen gezogen werden:

1. FUr jede PRMT gibt es mindestens ein Peptid, welches mit ahnlicher Effizienz
methyliert wurde wie ein Substratprotein. Die Enzyme scheinen folglich ihre
Substrate an der lokalen Aminosauresequenz zu erkennen und nicht mit
gefalteten Doméanen Kontakt aufnehmen zu missen.

2. Einige Peptide werden erfolgreicher methyliert als die Substratproteine (s. Tab. 5
PRMT3). Dies lasst vermuten, dass benachbarte gefaltete Doméanen das Enzym
bei der Methylierung behindern kénnen.

3. PRMT1, 3 und 6 haben unterschiedliche Praferenzen fir die Peptide.
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3.5 Analyse der Substratspezifitat mit Hilfe von Proteinchiméren

Um die obigen SchluBfolgerungen naher zu verifizieren, wurden Proteinchiméaren aus
beiden Substratproteinen kloniert (s. 2.2.1.12), exprimiert und gereinigt. Auch hierfir
wurde die Reinigung im Methodenteil (2.2.3.8 und 2.2.3.10) beschrieben, so dass an
dieser Stelle nur ein Schema der Chimaren gezeigt werden soll.

Gesamtproteine: Abb 23: Schemata der Protein-
chiméren
PABPN1 = P (32,8 kD)

Die Klonierung der Proteinchi-
hnRNPK = K ] (51,0 kD) maren wurde in 2.2.1.12 be-
_ schrieben. CspB (blau) steht fir
CspB =C ( 7,4KkD) das Kaélteschockprotein von Ba-
cillus subtilis und wurde als inerter
Trager fur die methylierbaren Se-
Chimaren: quenzen verwendet (naheres s.
Text). Die schraffierten Flachen
KLP (48,5kD) * bezeichnen die methylierbaren Se-
2 quenzen der Gesamtproteine. Aus
KSP (52,3 kD) * hnRNP K (grin) wurden zwei
PKL P (35,8 kD) unterschiedlich groBe Sequenzen

(KL und KS) ausgeschnitten (siehe
PKS 322 kD unten). Beide beinhalten alle flnf
’ methylierbaren  Arginine.  Von

( )
CKL R (17,7 kD) PABPN1 wurden die letzten 49 AS
des C-Terminus verwendet. Bei

CKS (13,8 kD)

den Chimaren KLP, KSP, PKL und

PKS wurden die methylierbaren

CP (13,4 kD) Sequenzen beider Substratproteine

CKLC P (25,3 kD) gegeneinander ausgetauscht. Bei
)

o

J

den CspB-Chiméaren wurden sie

24

CKSC (21,4 kD mit einem oder zwei vollstdndigen
’ Sequenzen des Kalteschockpro-
CPC (23,7 kD) teins fusioniert.

. . Es wurde mit Hilfe von in vitro
* instabil Translationen getestet, ob Proteine
der richtigen GrdBe synthetisiert
KL = hnRNP K AS 241-333 (92 AS) werden konnten. Dies war der Fall

KS = hnRNP K AS 251-309 (58 AS) (Daten nicht gezeigt).

Bei der Abkirzung CspB in Abbildung 23 handelt es sich um das Kalteschockprotein
von Bacillus subtilis. Dieses wurde als inerter Trager eingesetzt, da es nicht
methyliert wird. Somit sollte es auch keine Sequenzen oder Doménen enthalten,
welche die Methylierung beeinflussen kénnten. Es weist nur ein Arginin auf, welches
sich weder in einer RGG-box noch in einem RXR-cluster befindet, sondern in einem
B-turn (Gly, Asn, Arg, Gly, Pro, Gin). Beim Versuch der Methylierung von CspB war
kein Einbau von radioaktiven Methylgruppen detektierbar (Daten nicht gezeigt).

Bei den Chimaren KLP, KSP sowie PKL und PKS wurden die methylierbaren

Sequenzen von PABPN1 und hnRNP K gegeneinander ausgetauscht. Diese
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enthielten stets alle Arginine, welche bei PABPN1 und hnRNP K dimethyliert werden
und sind in den Proteinen wahrscheinlich ungefaltet (s. 4.7.3). Aus hnRNP K wurden
zwei unterschiedlich lange Sequenzen (KL und KS, s. Abb. 23) ausgeschnitten. Bei
den KLP-, bzw. KLS-Chiméaren wurden sie durch die letzten 49 Aminosauren (AS)
des C-Terminus von PABPNT1 ersetzt. Diese Fusionsproteine waren leider sehr
instabil (s. 4.7).

Bei den PKL- bzw. PKS-Fusionsproteinen wurden KL bzw. KS anstelle des
C-Terminus von PABPN1 angefigt. Die Kalteschockprotein-Chimaren wurden analog
dazu kloniert. Dabei ist das Kalteschockprotein jeweils in gesamter Lange in der
Chimare enthalten.

Die CKC-Fusionsproteinen und das CPC-Protein weisen eine weitere vollstandige
Kalteschockprotein-Sequenz auf, welche an den C-Terminus der CK-Proteine, bzw.
an das CP-Protein fusioniert wurde ("Hantelproteine").

Im Anhang befindet sich eine Ubersichtstabelle (iber die Ergebnisse der Reinigungen
(Saulen, Endkonzentration) der Chimaren und Uber die Bedingungen, unter denen
die Michaelis-Menten-Messungen durchgefiihrt wurden, welche zu den folgenden
Tabellen fahrten.

Abb 24: Gereinigte Chiméren

Die einzelnen Spuren wurden von verschiedenen Gelen zusam-
mengefligt. Wenn mehrere Banden zu sehen sind, wurden die
PRMTs mit einem Stern markiert. Die Abklrzungen fir die
Chimaren sind in Abb. 23 und dem dazugehérigen Text erklart
(M = marken).

In Abbildung 24 sind SDS-Gel-Ausschnitte der letzten Reinigungsschritte der
gereinigten chimaren Proteine zu sehen. Die meisten Chiméaren weisen in den SDS-
Gelen wenig kontaminierende Banden auf und sind damit sauber genug fur

Methylierungsversuche. KLP und KSP waren wahrend der Reinigung sehr instabil.
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Ihre Abbaubanden wurden z.T. besser methyliert, als die vollstindigen Proteine,

weshalb keine klare Aussage getroffen werden konnte (s. Anhang). Deshalb wurden

die Daten dieser Messungen nicht in die nachfolgenden Tabellen aufgenommen.

Methylierte Abbaubanden wurden bei keiner anderen Chiméare gesehen. Die PKL-

und PKS-Chimaren waren hingegen stabil und lieBen sich in groBen Mengen

reinigen. Auch die Fusionen CP und CPC lieBen sich gut reinigen, wurden aber nicht

so gut Uberexprimiert. Die zweite Bande bei CPC (s. Abb. 24) wurde in spéateren

Versuchen nicht methyliert. Weniger sauber sind die CKLC- und CKSC -Fusionen.

Diese lieBen sich nicht gut reinigen, da sie eine starke Neigung zu Aggregation

hatten. Bei den CK-Proteinen war diese nicht ganz so stark ausgepragt. Allgemein

zeigte sich, dass Chiméaren instabiler wurden, je mehr Anteile sie am zur Aggregation

neigenden hnRNP K enthielten (mehr dazu siehe Diskussion 4.7).

3.5.1 Die PK-Fusionen sind bessere Substrate fiir PRMT3 und 6 als hnRNP K

Tab. 6: Kinetische Parameter fiir PRMT1, 3 und 6 mit den
PK-Chiméaren gemessen
PRMT1
Substrat [nmo?/,r?laa/min] [:1(1\7] [1I/(scaetc] [slécg't‘/f/l"!‘]
PABPN1* 25,0 0,07 0,018 270 000
hnRNP K* 65,6 0,14 0,046 325 000
PKL 33,9 0,100 0,0229 229 000
PKS 46,9 0,100 0,0317 317 000
PRMT3
PABPN1 16,2 1,37 0,016 12 000
hnRNP K* 0,3 2,52 0,0003 100
PKL 3,0 6,200 0,0029 470
PKS 10,2 4,300 0,0099 2300
PRMT6
PABPN1* 1,9 0,11 0,0013 13 000
hnRNP K* 2,7 1,23 0,002 1600
PKL* 3,8 0,110 0,0027 24 000
PKS* 4,3 0,090 0,0030 33 000

* von Knut Kélbel gemessen

]
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Tabelle 6 zeigt die Kinetischen Parameter fir PRMT1, 3 und 6 fiir die PK-Chimaren.
Beide PK-Fusionen werden genauso effizient von PRMT1 methyliert wie PABPN1
und hnRNP K. Dies spricht flr die lokale Aminosauresequenz als Spezifitats-
determinante fir PRMT1, wie es auch schon die Peptid-Daten suggerierten (Tab. 5).
Da hnRNP K ein eben so gutes Substrat ist wie die PK-Chimaren, scheint die
C-terminale KH-Doméne (KH3) keinen Einfluss auf die Methylierung durch PRMT1
zu haben.

Far PRMT3 und PRMT6 sind die PK-Proteine viel bessere Substrate als hnRNP K.
Dies legt die Vermutung nahe, dass beide Enzyme durch die benachbarten
gefalteten Domanen von hnRNP K bei der Methylierung behindert werden.

3.5.2 Die "Hantelhypothese"

PRMTs kdnnen ringférmige Dimere bilden, deren aktive Zentren sich innen an der
Ringdffnung befinden (s. 1.2.1, Abb. 5 bzw. Zhang und Cheng, 2003; Zhang, Zhou,
Cheng 2000). Nach der "Hantelhypothese" dieser Arbeit kénnen daher ungefaltete
Substrate einfach an die aktiven Zentren der ringférmigen Dimere gelangen und
deshalb besonders gut methyliert werden. Dies wiulrde erklaren, warum der
ungefaltete C-Terminus von PABPN1, aber auch die endsténdigen KL und KS-
Sequenzen der PK-Fusionen sowie Peptide gute Substrate sind.

Bei hnRNP K hingegen ist die zu methylierende Sequenz von zwei gefalteten
Doménen (KH2 und KH3, s. 1.4, Abb. 8) umgeben. Daher werden hnRNP K und
einige Chimaren (s. 3.5, Abb. 23) in dieser Arbeit als "Hantelproteine" bezeichnet.
Laut der "Hantelhypothese" sollte bei diesen Proteinen die zu methylierende
Sequenz far die ringférmigen Dimere schlechter zuganglich sein, weshalb solche
"Hantelproteine" schlechtere Substrate sein miBten.

Wirde PRMT1 "Hantelproteine" besser methylieren kénnen als PRMT3 und 6, so
ware dies eine Erklarung dafir, dass das Hantelprotein hnRNP K ein gutes Substrat
fur PRMT1, jedoch ein schlechtes fir PRMT3 und 6 ist.

69



3.5.3 Untersuchung der "Hantelhypothese" mit Hilfe der CspB-Chiméaren

Tab. 7: Kinetische Parameter fiir PRMT1 mit den Chimaren

gemessen
Vinax Kmn Keat Kcat/Km
Substrat
[nmol/mg/min] [uM] [1/sec] [sec’ M]
PABPN1* 25,0 0,070 0,0169 241 000
CcP 26,7 0,080 0,0180 225 000
CPC 22,8 0,500 0,0154 31 000 %
hnRNP K* 65,6 0,140 0,0443 316 000
CKL 14,9 0,080 0,0101 126 000
CKS 36,6 0,340 0,0247 73 000
CKLC 15,3 0,210 0,0103 49 000 i)
CKSC 6,3 0,330 0,0043 13 000

* von Knut Kélbel gemessen

In Tabelle 7 sind die kinetischen Parameter gezeigt, welche fir PRMT1 mit den
diversen Chimaren ermittelt wurden. Zum Vergleich wurden die Daten fir PABPN1
und hnRNP K mit eingetragen.

PABPN1 und die CP-Chimére sind ahnlich gute Substrate, wie aus den Kea/Km-
Werten zu sehen ist. Da das Kalteschockprotein keine Sequenzen enthalten sollte,
welche die Methylierung der Arginine beeinflussen, spricht dies dafir, dass die lokale
Sequenz der 49 Aminosauren des C-Terminus von PABPN1 bei der Substrat-
spezifitat von PRMT1 eine Rolle spielt. Laut dem K, kann PRMT1 die CPC-Chimére
schlechter binden. Dies wirkt sich nachteilig auf die Methylierungseffizienz (kKcai’km)
aus. CPC wird um den Faktor 7 schlechter methyliert als PABPN1. Dies spricht fir
einen schwachen "Hanteleffekt".

CKL wird ahnlich effizient methyliert wie hnRNP K. CKS ist aufgrund seines hohen
Km ein deutlich schlechteres Substrat als hnRNP K. Laut der "Hantelhypothese"
hatten beide CK-Proteine bessere Substrate sein sollen als hnRNP K, da die
endstandige KL bzw. die KS-Sequenz fir die ringférmigen Dimere besser zuganglich
sein sollte. Der Unterschied zwischen beiden CK-Chimé&ren besteht darin, dass die
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KL-Sequenz mehr von der C-terminalen prolinreichen Sequenz von hnRNP K enthalt,
was daflr sprechen kdnnte, dass die lokalen Proline fir eine bessere Bindung des
Enzyms an das Substrat sorgen. Die CKC-Chiméaren sind wiederum schlechtere
Substrate fur PRMT1 als die CK-Fusionen. CKLC wird nur um einen Faktor 2,5,
CKSC um einen Faktor von 5,6 weniger effizient methyliert als CKL bzw. CKS. Ein
eventueller "Hanteleffekt" ist deshalb &hnlich schwach ausgebildert, wie bei der CPC-
Hantel. Allgemein scheint die lokale Sequenz flr die Substratspezifitdt von PRMT1
wichtig zu sein, wahrend das Enzym auch ein hantelférmiges Substratprotein noch

gut methylieren kann.

Tab. 8: Kinetische Parameter flir PRMT3 mit den Chiméren
gemessen
Vmax Km kcat kcat/ Km
Substrat
[nmol/mg/min] [uM] [1/sec] [sec’ M]
PABPN1 11,5 1,010 0,0111 11 000
CP 0,9 0,080 0,0009 12 000
CPC 0,6 0,590 0,0005 900 -
o
hnRNP K* 0,3 2,520 0,0003 120 ]
CKL 0,3 0,050 0,0003 6 000 ]
CKS 1,0 1,780 0,0010 540
CKLC 0,2 0,370 0,0002 550 s
CKSC 0,1 0,139 0,0001 800

* von Knut Kélbel gemessen

Der Vergleich der katalytischen Effizienzen zeigt, dass PABPN1 und das CP-
Fusionsprotein gleich gute Substrate fir PRMT3 sind (s. Tab. 8). Folglich scheint die
lokale Aminosauresequenz auch fir die Substraterkennung durch PRMT3 wichtig zu
sein. Allerdings wird CP mit einer geringeren V.« und einem 12 Mal niedrigeren Kp,-
Wert als PABPN1 methyliert. Die mitgefUhrten Positivkontrollen zeigten an, dass das
eingesetzte Enzym voll aktiv war (Daten nicht gezeigt). Deshalb ist die niedrigere
Vmax nicht auf ein beschadiges Enzym zurlickzufiihren. Bei der CPC-Hantelchimére

scheint PRMT3 durch das C-terminale CspB sterisch behindert zu werden, was sich

71



an allen Parametern der Tabelle ablesen lasst. Zwischen den Kqo/Kn-Werten von CP
und CPC besteht ein Unterschied von Faktor 13 und damit ein relativ deutlicher
"Hanteleffekt".

Alle hnRNP K-Chimaren (PKL, PKS, CKL, CKS, CKLC, CKSC) sind bessere
Substrate als hnRNP K. Die Daten fiir die PK- und CK-Proteine scheinen sich zu
widersprechen, denn bei den PK-Chimaren ist PKS ein besseres Substrat als PKL,
bei den CK-Fusionen ist es hingegen umgekehrt. Es spricht flr die
"Hantelhypothese", dass die PK- und CK-Fusionsproteine bessere Substrate sind als
das "Hantelprotein" hnRNP K. CKL wird 10 Mal effizienter methyliert als CKLC, was
ebenfalls flr einen "Hanteleffekt" spricht. Unerwarteter Weise besteht dieser
zwischen CKS und CKSC nicht.

Tab. 9: Kinetische Parameter flir PRMT6 mit den
Chiméren gemessen

Substrat Vmax Kmn Keat Keat/Km
[nmol/mg/min] [uM] [1/sec] [sec’ M|
PABPN1*' 1,9 0,110 0,0013 13 000
CP 1,6 0,030 0,0011 37 000
CPC 2,1 0,2 0,0015 6 400 %
hnRNP K*' 2,7 1,230 0,0019 1500 2
CKL 0,4 0,370 0,0003 810 2z
CKS 0,4 0,510 0,0003 530
CKLC 1,4 2,9 0,0010 330
CKSC nd* nd nd nd

*1 von Knut Kélbel gemessen
*2 nd = kein Einbau von Methyldruppen detektierbar

Der Einbau mu#B folglich geringer sein als 0,3 pmol (Detektionsgrenze)

Laut Tabelle 8 wird CP mindestens ebenso effizient methyliert wie PABPN1. Dies
spricht daflir, dass die lokale Sequenz auch bei der Substratspezifitat von PRMT6
eine wichtige Rolle spielt. CPC hingegen wird langsamer methyliert und schlechter
von PRMT6 gebunden. Dieser Unterschied ist mit einem Faktor 5,7 zwischen CP und
CPC &hnlich wie bei PRMT1 und 3.
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Die PK-Fusionen (s. Tab. 6) sind bessere Substrate als hnRNP K, was fir die
"Hantelhypothese" spricht, die CK-Chimaren widersprichlicher Weise jedoch nicht.
Zu CKLC und CKSC ist allgemein zu sagen, dass sich diese Proteine aufgrund ihres
Aggragtionsverhaltens schwer reinigen und von PRMT3 und auch PRMT6 sehr
schlecht methylieren lieBen (s. 4.7). Auch nach langen Inkubationszeiten von sechs,
bzw. acht Stunden erfolgte kaum ein auswertbarer Einbau von Methylgruppen. Daher
sind diese Daten nicht interpretierbar.

Allgemein scheint die lokale Aminosauresequenz der Substrate bei allen Enzymen
fir die Substraterkennung eine Rolle zu spielen. Die Vermutung, dass PRMT1
Hantelproteine besser methylieren kann als PRMT3 und 6 hat sich nicht bestatigen
lassen. Alle Enzyme zeigen einen schwachen "Hanteleffekt" bei der Methylierung von
CP und CPC. Zwischen den CK-Fusionen und den CKC-Hanteln besteht bei PRMT1
ebenfalls ein schwacher "Hanteleffekt". PRMT3 scheint Hantelproteine etwas
schlechter methylieren zu kbénnen als PRMT1, jedoch sind die Daten z. T.
widersprlchlich. Bei PRMT6 ist ein "Hanteleffekt" nur zwischen den PK-Chiméaren
und hnRNP K zu sehen. Ferner lag der Einbau an radioaktiven Methylgruppen in die
CspB-Hanteln oft nahe der Detektionsgenze von 0,3 pmol. Die niedrigste Vmax hatte
PRMT3 mit 0,1 nmol/mg/min bei der Methylierung der CKSC-Chiméare. Da mit der
"Hantelhypothese" der Unterschied in der Substratspezifitdt der PRMTs nicht erklart
werden konnte, werden im Diskussionsteil dieser Arbeit noch weitere Faktoren
diskutiert, welche die Substratspezifitat der Enzyme beeinflussen kdnnten.

3.6 Untersuchung des Imports von methyliertem und unmethyliertem PABPN1
in den Zellkern von Xenopus laevis Oozyten

Nun sollte die Frage nach der Funktion der Arginindimethylierung des PABPN1
C-Terminus untersucht werden. Wie in der Einleitung (1.3) beschrieben, hat die
Methylierung von PABPN1 weder eine Auswirkung auf die Affinitdt von PABPN1 zum
Poly(A)-Schwanz, noch auf die Stimulierung der Poly(A)-Polymerase (Kihn et al.,
2003; Smith et al., 1999). Da bei Sm-Proteinen sowie beim Hefeprotein Npl3 die
Arginindimethylierung einen Einfluss auf Lokalisation der Proteine hat (s. 1.1 und
Shen et al., 1998, McBride et al., 2005), wére dies auch fir PABPN1 denkbar. Daher
sollte mit Hilfe von Injektionsexperimenten in das Zytoplasma von Xenopus-Oozyten

das Importverhalten von methyliertem und unmethyliertem PABPN1 in den Kern
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untersucht werden. Dazu musste das Arbeiten mit Xenopus-Oozyten etabliert werden
(s. 2.3).

3.6.1 Etablierung der Importexperimente und Vorversuche

Zunachst sollte der Import von vollstdndig methylietem PABPN1 aus Kalbsthymus
mit dem Import von nicht methyliertem rekombinanten PABPN1 verglichen werden.
Die injizierten Proteine befanden sich in MonoS-Puffer, welcher u.a. auch DTT
enthielt. Die Oozyten fielen schon kurz nach der Injektion wahrend der Inkuba-
tionszeit in sich zusammen. Trotz des geringen injizierten Volumens von 50-100 nl
wurden die schadlichen Pufferbestandteile in der Oozyte scheinbar noch nicht genug
verdiinnt. Vor der néchsten Injektion wurde der Puffer Gber eine Dialyse gegen 1X
PBS (s. Sambrook, Fritsch und Maniatis, 1989) ausgetauscht. Die zytoplasmatischen
und die nukledren Extrakte von finf Oozyten wurden pro Ansatz vereinigt. Daher
waren im Ansatz mindestens 50 ng PABPN1 enthalten. Diese PABPN1-Menge lag
scheinbar unter der Detektionsgrenze aller fir Western blots verwendeten Antikdrper
oder wurde von Zellbestandteilen der Oozyten maskiert. Zu den verwendeten
Antikérpern zahlten der Lama-Antikdrper (Verheesen et al, 2006) sowie ein
Kaninchen-Antikdrper gegen bovines PABPN1 (Krause et al. 1994). Weder beim
semidry-Verfahren, noch beim wet-blot wurden PABPN1-Banden detektiert. Auch die
Verwendung zweier verschiedener blot-Membranen (Nitrozellulose- bzw. PVDF-
Membran) erbrachte keine Verbesserung (Daten nicht gezeigt).

Da das injizierte PABPN1 mit Hilfe eines Western blots nicht detektiert werden
konnte, wurde eine Markierung des His-PABPN1 mit einem hoch sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff vorgenommen (IRDye 800 CW Protein Labeling-Kit Microsale
von LI-COR Biosciences). Die Rechnung nach der Anleitung ergab, dass nur 0,24
Farbstoffmolekiile pro PABPN1 gebunden hatten, d.h. es wurde nur jedes vierte
PABPN1 markiert. Trotzdem konnte 1 ng markiertes PABPN1 in einem SDS-Gel
nachgewiesen werden. Dazu wurde ein Fluoreszenzimager (Odyssee Scanner von
Li-COR) verwendet. Nun war es von Interesse, ob die Markierung die Funktion des
PABPN1 beeinflusst. Deshalb wurden Poly(A)-Bindungstests und danach Gelshifts
durchgefihrt (s. 2.2.4.1 und 2.2.4.2). Diese ergaben, dass das fluoreszenzmarkierte
PABPN1 nicht mehr aktiv in der RNA-Bindung war. Ein Grund dafiir kbnnte gewesen
sein, dass der Farbstoff kovalent an die primaren Amine von Lysinen band, welche
auch in der RNA-Bindedomane von PABPN1 zu finden sind (Burd und Dreyfuss,
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1994; Kenan et al, 1991). Da jedoch die Arginine und das Importsignal im
C-Terminus von PABPN1 davon nicht beeinflusst werden, wurde das
fluoreszenzmarkierte PABPN1 trotzdem testweise injiziert. Es konnte zwar ein Import
von fluoreszierendem PABPN1 in den Kern nachgewiesen werden, jedoch liel3 er
sich nicht auswerten, da auf dem zur Analyse verwendeten SDS-Gel der Hintergrund
zu groB war. Eine Begriindung dafiir kdnnte sein, dass der nicht eingebaute Farbstoff
nicht vollig entfernt werden konnte und dann auch mit den Lysinen von Proteinen der
Oozyte NHS-Ester bildete (Daten nicht gezeigt).

Fir die nachfolgenden Experimente wurde das zu injizierende, bovine PABPN1 mit
His-tag in Retikulozytenlysat in vitro translatiert. Dabei wurde der Reaktion
%S-Methionin zugesetzt, so dass das synthetisierte Protein radioaktiv markiert war
(s. 2.2.3.1). Die Injektion dieser Proteine in Retikulozytenlysat wurde von den
Oozyten zum Einen besser vertragen als die Injektion von in Puffer befindlichen
Proteinen. Zum Anderen sind Autoradiografien radioaktiv markierter Proteine
sensitiver als Western blots, so dass geringere Proteinmengen nachgewiesen
werden konnten.

Auch eine P*-Markierung eines PABPN1-Konstruktes mit N-terminaler Protein-
kinase-Erkennungssequenz wurde versucht. Die Autoradiografie zeigte, dass die
Proteinkinasereaktion sehr erfolgreich war. Wurde danach jedoch die nicht
eingebaute Radioaktivitdt mit Hilfe einer Gelfiltrationssaule (Zebraspin Column von
Pierce) abgetrennt, waren auch groBe Verluste des markierten Proteins zu
verzeichnen, weshalb auf eine solche Markierung verzichtet wurde (Daten nicht
gezeigt).

Bei der Injektion von *S-markiertem PABPN1 war es wichtig, dem Barth’s Medium,
in welchem die injizierten Oozyten vor der Praparation inkubiert wurden,
Cycloheximid zuzuflgen. Dadurch wurde verhindert, dass in den QOozyten das
(iberschiissige 3°S-Methionin in andere Proteine eingebaut wurde und deshalb auf
der Autoradiografie ein dunkler Hintergrund zu sehen war. Dieser Uberdeckte bei den
ersten Versuchen die PABPN1-Bande im zytoplasmatischen Proteinextrakt. Dadurch
wurde zundchst falschlicher Weise angenommen, dass der Import schon nach
weniger als 30 min abgeschlossen und nicht abhangig von der Zeit ware.

Mit ca. 32 kDa ist PABPN1 klein genug, um passiv in den Kern zu diffundieren
(Shulga et al., 1996; Keminer und Peters, 1999). Deshalb wurde fir die folgenden
Experimente PABPN1 mit GST-tag verwendet, was somit ca. 58 kDa groB3 war. Dies
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hatte den positiven Nebeneffekt, dass der GST-tag sechs weitere Methionine
enthielt, so dass das radioaktive Signal verstarkt wurde. Als Negativkontrolle wurde
eine Mutante von PABPN1 koinjiziert, welcher die letzten 49 Aminosduren des C-
Terminus fehlen (Ac49-Mutante). Damit weist sie kein nukleares Importsignal (NLS)
auf (Calado et al., 2000) und sollte deshalb nicht importiert werden.

3.6.1.1 Nicht methyliertes rekombinantes PABPN1 wird importiert,
die Ac49-Mutante kaum

Inkubationszeit [h] Eis 0,5 1 1,5 2 2,5 3 6
LCN / CN /CN/ CNOC CNCNCN

.p

GST-PABPN
His-PABPN
Ac49-PABPN

Abb. 25: Autoradiografie eines Injektionsexperiments mit verschiedenen PABPN1-
Konstrukten

%S.markiertes bovines GST-PABPN1, His-PABPN1 und PABPN1 ohne die letzten 49 AS des
C-Terminus wurden koinjiziert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten von 0,5 bis 6 h in Barth’s
Medium mit Cycloheximid wurden je 5 Oozyten pro Inkubationszeit prépartiert. L steht fir den loaa
(Gewinnung siehe Text), C fir den zytoplasmatischen- und N fiir den nukledren Proteinextrakt. Die
zytoplasmatischen und nukle&ren Proteinextrakte wurden wie in 2.3.6 beschrieben gewonnen und
auf ein SDS-Gel geladen. Zu sehen ist die Autoradiografie des SDS-Gels.

Der load (Abb. 25) wurde gewonnen, indem mit dem Injektor das gleiche Volumen,
welches sonst injiziert wurde, in 5 pl SDS-Probenpuffer gespritzt wurde. Dieser
befand sich im abgeschnittenen Deckel eines EppendorfgefaBes, so dass das
Gemisch anschlieBend in ein ReaktionsgefaB zentrifugiert werden konnte.

Da bei einer Inkubation auf Eis kein Import erfolgen sollte (Mitteilung Utz Fischer
Universitat Wuarzburg), wurden die Proteinextrakie einer solchen Probe als
Negativkontrolle aufgetragen. Schon wahrend der Injektion wurde die Injektionsbank
in eine Petrischale gestellt, die mit Eis geflllt war. Die Inkubation erfolgte zunachst in
vorgekihlem Medium im Kihlschrank. Spater wurde dazu Ubergegangen, die
Oozyten sofort nach der Injektion in eiskalten Medium zu préparieren. Auch wurden
die Kerne durch Hin-und Herschieben mit den Pinzetten im Medium von
zytoplasmatischen Resten gereinigt. Die oben gezeigte Autoradiografie gehdrt zu

denen, wo diese Negativkontrolle gelungen ist. Dennoch wurden im Durchschnitt der
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Experimente 33 % des injizierten GST-PABPN1 in der Kernfraktion gefunden. Von
einem passiven Import ist hierbei nicht auszugehen, da das Protein daflir zu groB
sein sollte. Bei Raumtemperatur (zwischen 20 und 23°C) wurden GST-PABPN1 und
His-PABPN1 gut importiert. Von der Ac49-PABPN1-Mutante gelangte hingegen sehr
viel weniger, manchmal gar nichts, in den Kern. Dies entsprach der Erwartung, da
dieses PABPN1 kein Importsignal aufwies. Trotzdem wurde die His-Ac49-PABPN1-
Bande nicht als interne Kontrolle verwendet, weil auch davon im Durchschnitt der
Experimente 21 % in der Kernfraktion zu finden waren.

Es wurden auch Zeitverlaufe des Imports flr die Eis- und die His-Ac49-PABPN1-
Kontrolle gemessen (Daten nicht gezeigt). Diese zeigten, dass der Anteil an Protein
im Kern nicht proportional mit der Zeit stieg sondern schwankte. Dies ist ein Indiz
daflrr, dass es sich hierbei nicht um einen Import oder passive Diffusion handeln
kann. Vielmehr ist davon auszugehen, dass bei der Injektion z.T. die Kernmembran

beschadigt wurde, so dass radioaktives PABPN1 eindringen konnte.

Import von His-PABPN1 Y = 24745 Import von GST-PABPN1 ¥ = 23:38%
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Abb. 26: Quantifizierung des Importes von GST-und His-PABPN1

Mit Hilfe des ImageQuant-Programmes wurde die Schwarzung der Banden ermittelt. Bei der
Auswertung wurden jeweils die Schwarzungen der Banden im zytoplasmatischen und im
nukledren Proteinextrakt zur Gesamtschwarzung addiert und diese 100 % gesetzt. Danach
wurde der Anteil an importiertem Protein im Kernextrakt errechnet. Der load wurde deshalb
nicht 100 % gesetzt, weil nach dem Herausziehen der Injektionsnadel immer ein Teil der Probe
wieder aus der Oozyte austrat. Dies war durch die rote Farbung des Retikulozytenlysates unter
dem Binokular gut zu verfolgen. Die Messpunkte vom Import von His-PABPN1 (links) sind
Mittelwerte aus nur zwei Messreihen, beim Import von GST-PABPN1 (rechts) bestehen sie aus

Mittelwerten von vier Messreihen.

Wie Abbildung 26 zeigt, werden His-PABPN1 und GST-PABPN1 mit einer ahnlichen
Rate von ca. 24 % des injizierten Proteins pro Stunde importiert.

Da sowohl das Retikulozytenlysat als auch die Oozyten selbst PRMTs enthalten,
kénnten diese das in vitro synthetisierte PABPN1 methylieren. Dadurch ware kein

Vergleich zwischen unmethyliertem und methylierten PABPN1 mdglich.
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Zunachst sollte die Methylierung durch die Oozyten untersucht werden, in welchen
die Existenz eines xPRMT1 nachgewiesen worden war (s. 1.2.1 und Batut et al.,
2005).

3.6.1.2 Oozytenextrakt und Eiextrakt methylieren PABPN?1 in vitro

Eine Mdglichkeit, die Methylierung des injizieten PABPN1 durch die PRMTs der
Oozyten zu umgehen, ist herauszufinden, wie schnell diese Methylierung vonstatten
geht. Dann kann die Inkubationszeit so verkirzt werden, dass zumindest nur eine
teilweise Methylierung stattfinden kann. Dazu wurde eine in vitro Methylierung von
PABPN1 durch Oozyten- bzw. Eiextrakt durchgefiihrt. Der Eiextrakt wurde von der
AG Fischer (Universitat Warzburg) zur Verfligung gestellt und wie in Leno und
Laskey (1991) beschrieben, hergestellt. Die Herstellung des Oozytenextraktes ist in
der Legende der folgenden Abbildung beschrieben.

Oozytenextrakt Eiextrakt
10 30" 60" 120" / 10" 30" 60" 120°
15155115 /151 5 1515

Abb. 27: Oozyten-Extrakt methyliert PABPN1 in vitro

Zur Gewinnung des Oozytenextraktes wurden 40 Oozyten in mdglichst
wenig Medium (40 pl) verwendet. Dann wurden 60 pl Methylierungs-
mastermix (ohne Enzym und SAM, siehe 2.2.4.3) damit vermischt, so
dass 100 pl Oozytensuspension vorlagen. Nun wurden die Oozyten mit
Hilfe einer Pipette zerkleinert und flr 20 min bei 14000 rpm bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und fiir die folgenden
Experimente verwendet. Es wurden zwei Mastermixe fiir je sechs
Methylierungsanséatze a 20 pl erstellt. Beide enthielten die im Metho-
denteil (s. 2.2.4.3) angegebenen Pufferbestandteile und wurden mit
bidestilliertem Wasser so aufgeflllt, dass auf einen Ansatz 9 pl
Puffermix kdmen. Dann wurden sechs Mal 2 ul "*C-SAM (906 pmol)
und die sechsfache Menge an 0,8 pl (6,39 pmol) His-PABPN1
hinzugegeben. In den einen Mastermix wurden 6 pl Oozytenextrakt, in
den anderen 30 pl Oozytenextrakt pipettiert, so dass ein Ansatz des
einen Mastermixes 1 pl und des anderen 5 pl Oozytenextrakt enthielt.
Nach Ablauf verschiedener Inkubationszeiten bei 30°C wurden den
Mastermixen je 20 ul entnommen und deren Reaktionen wie im
Ergebnisteil 3.1 beschrieben abgestoppt, auf ein SDS-Gel geladen,
dieses getrocknet, eine Autoradiografie angefertigt und diese mit
Imagequant ausgewertet. Mit dem Eiextrakt wurde analog verfahren.
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Zur Auswertung der Autoradiografie in Abbildung 27 wurde zunachst der Einbau an
Methylgruppen in pmol / ul Extrakt / 3 h berechnet. Da die gesamten 100 pl
Oozytenextrakt 40 Oozyten enthielten, entsprach eine Oozyte 2,5 ul Extrakt. Durch
1 pl Oozytenextrakt wurden in drei Stunden 1,89 pmol Methylgruppen in 6,4 pmol
PABPN1 eingebaut. Somit erreichten die Methyltransferasen einer Oozyte einen
Einbau von ca. 4,7 pmol Methylgruppen in drei Stunden. Beim Eiextrakt war nicht
bekannt, wieviele Eier daflr verwendet wurden. Jedoch war 1 ul des Eiextraktes
sieben Mal so aktiv wie der Oozytenextrakt.

Uber einen Western blot konnte abgeschatzt werden, dass bei einer in vitro
Translation in Retikulozytenlysat ca. 8 ng/ul PABPN1 synthetisiert werden (Daten
nicht gezeigt). Somit wirden ungeféhr 0,8 ng/100 nl injiziert werden. Dies entsprache
25 fmol PABPN1. FUr die vollstandige Dimethylierung aller 13 Arginine dieser Menge
an PABPN1 wére ein Einbau von ca. 0,65 pmol Methylgruppen nétig. Folglich kénnte
die Oozyte mdglicherweise schon in 24 min das injiziete PABPN1 vollstandig

methylieren.

3.6.1.3 Inhibition der Methylierung der Extrakte durch Sinefungin oder
Adenosylhomocystein

Durch die Ubertragung der Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf ein
Arginin entsteht der kompetitive Inhibitor Adenosylhomocystein (AdoHcy). Auch
SAM-Analoge wie Sinefungin wirken als kompetitive Inhibitoren (Cheng et al., 2004).
Vor den eigentlichen Versuchen mit der Koinjektion eines dieser Hemmstoffe wurden
beide separat in die Oozyten gespritzt. Unter dem Binokular war zu verfolgen, dass
nach einer Stunde die mit 60 uM AdoHcy injizierten Oozyten weniger in sich
zusammen gefallen waren, als Oozyten mit der gleichen Menge und Konzentration
an Sinefungin (Daten nicht gezeigt). Dies lieBe sich damit erklaren, dass AdoHcy im
Gegensatz zu Sinefungin ein natlrlicher Inhibitor ist. Vermutlich wurde zumindest ein
Teil des AdoHcy durch die Adenosylhomocysteinhydrolase (s.1.1) in den Oozyten
unschadlich gemacht. Die Inhibitionsexperimente wurden zur besseren
Vergleichbarkeit mit der in vitro Methylierung auch in vitro durchgefihrt.
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Abb. 28: Inhibition der Methylierungsaktivitat in vitro
Zur besseren Vergleichbarkeit ist bei allen Diagrammen der Einbau in Methylgruppen in
pmol angegeben, welcher durch 1ul Oozyten- bzw. Eiextrakt oder 52 ng His-rPRMT1 in
1 h Inkubationszeit bei 30°C erfolgte. Die Ansatze enthielten alle 906 pmol SAM. Die
Daten fir den Oozytenextrakt stammen aus einer Messreihe, die anderen Daten sind
Mittelwerte aus jeweils zwei Messreihen. Die Reaktionen wurden, wie im Ergebnisteil 3.1
beschrieben, abgestoppt, auf ein SDS-Gel geladen, dieses getrocknet, eine Autora-
diografie angefertigt und diese mit Imagequant ausgewertet.

Die Methylierungsaktivitait des Oozytenextraktes lasst sich durch den Inhibitor
AdoHcy gut inhibieren (s. Abb. 28). Bei sechsfachem UberschuB (270 uM) AdoHcy
Uber das SAM verflgt der Oozytenextrakt nur noch 16% seiner urspringlichen
Aktivitat. Der Eiextrakt lieB sich nur wenig schlechter durch AdoHcy inhibieren als der
Oozytenextrakt. PRMT1 wird durch Sinefungin viel effizienter gehemmt, als mit
AdoHcy. Dennoch wurde aus den oben genannten Grinden fiir die nachsten

Experimente AdoHcy als Methyltransferasehemmstoff verwendet.

3.6.1.4 Die Methylierung von PABPN1 durch das Retikulozytenlysat ist zu
vernachlassigen

Vor dem eigentlichen Experiment wurde nun die Methylierungsaktivitat des

Retikulozytenlysats n&her betrachtet. Um festzustellen, inwieweit endogene

Methyltransferasen das PABPN1 des Retikulozytenlysates methylieren, wurde
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*C -markiertes SAM in das Lysat pipettiert und fiir zwei Stunden bei 30°C inkubiert.
Falls ein Einbau von radioaktiven Methylgruppen stattgefunden hatte, so war dieser
so gering, dass er in der Autoradiografie nicht zu sehen war (weniger als 0,3 pmol
Detektionsgrenze). Im nachsten Ansatz wurden Retikulozytenlysat, ein Plasmid mit
der Sequenz fir GST-PABPN1 zusammen mit einem fir Ac49-PABPN1 und
radioaktives SAM gemischt und wie oben beschrieben inkubiert. Auch hier lag der
Einbau von radioaktiven Methylgruppen in das synthetisierte GST-PABPN1 durch die

lysateigenen PRMTs unter der Detektionsgrenze von 0,3 pmol.

3.6.2 Die Importtests zeigen keinen Unterschied beim Import von unmethy-
liertem und methyliertem PABPN1 in den Kern von Xenopus laevis
Oozyten

Die Herstellung der Proben flir die Injektion von unmethyliertem und methyliertem
PABPN1 ist in der Legende zur folgenden Abbildung genauer beschrieben. Beide
Proben wurden per in vitro Translation synthetisiert und dabei mit radioaktivem
%S-Methionin markiert. Eine Probe wurde danach mit nicht radioaktivem SAM in vitro
methyliert. Diesem Ansatz wurde 5’-Methylthioadenosine/S-Adenosylhomocystein
Nukleosidase (kurz MTA/AdoHcy-Nukleosidase) zugesetzt. Dieses Enzym baut den
bei der Dimethylierung entstehenden Hemmstoff AdoHcy zu Adenin, und S-Ribosyl-
L-Homocystein ab (Duerre et al. 1962; Lee et al, 2001).
Um einen Eindruck davon zu bekommen, wieviel Prozent Methylgruppen in das nicht
radioaktiv methylierte PABPN1 eingebaut werden konnten, wurde analog dazu eine
in vitro Translation von PABPN1 mit nicht radioaktivem Methionin vorgenommen.
Das synthetisierte PABPN1 wurde danach mit '*C-SAM in vitro methyliert. Nach drei
Stunden war es zu 19 % methyliert. Analog dazu wurde ein Ansatz mit His-PABPN1
radioaktiv methyliert. Dieses war nach drei Stunden zu 18 % methyliert. In einem
friheren Experiment (s. 3.1) war schon getestet worden, dass nicht radioaktives und
radioaktives SAM gleich gut eingebaut werden. Ein weiteres Experiment hatte
gezeigt, dass nach drei Stunden Methylierung nicht viel mehr weitere Methylgruppen
eingebaut werden (Daten nicht gezeigt). Daher sollte auch das nicht radioaktiv
methylierte, translatierte PABPN1 zu ungeféhr 18 % methyliert gewesen sein.

Vor der Injektion wurde der Probe mit dem nicht methylieten PABPN1 AdoHcy

zugesetzt, so dass dieses in der Probe in einer Konzentration von 60 puM vorlag. Die
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Probe mit dem methylieten PABPN1 wurde mit einer aquivalenten Menge

bidestilliertem Wasser versehen.

ACP | e
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PABPN1 war nach 3 h zu 18% methyliert.

Fiar die Probe mit unmethyliertem PABPN1 (1) wurden 25 pl Retikulozytenlysat mit
500 ng GST-PABPN1-Plasmid (P) und 1 ug His-Ac49-PABPN1-Konstrukt (AcP) sowie
%S-markiertem Methionin gemischt und bei 30°C fir 1,5 h inkubiert. Wegen des
Ergebnises in 3.6.1.4 wurde auf die Zugabe von AdoHcy verzichtet.

Zur Gewinnung des methylierten PABPN1 (2) wurde der gleiche Ansatz wie oben
verwendet. Dieser wurde anschlieBend mit nicht radioaktivem SAM in vitro methyliert.
Dazu wurden 7,5 pl Translat mit 7,6 pl Methylierungsmastermix (siehe 2.2.4.3), sowie
6,8 pmol His-rPRMT1 und 20 nmol nicht radioaktives SAM gemischt und 4 h bei 30°C
inkubiert. Diesem Ansatz wurde auBerdem noch 5°-Methylthio-adenosine/S-Adenosyl-
homocystein Nukleosidase (kurz MTA/AdoHcy-Nukleosidase) zugefligt.

Um abschéatzen zu kénnen, wieviel nicht radioaktves
SAM in das methylierte PABPN1 eingebaut worden war,
wurde zunachst GST-PABPN1 zusammen mit der Ac49-
Variante wie oben, aber mit 0,02 mM kaltem Methionin
im Ansatz, in vitro translatiert (3). Dann wurden 25 pl des
29,7 ul Ansatzes in einen Mastermix flr acht Methylie-
rungsanséatze gegeben. Darin enthielt ein Ansatz ca.
6,8 pmol His-rPRMT1, 900 pmol '*C-SAM und 3,13 pl
Transaltionsansatz sowie Nucleosidase und wurde mit
Reaktionspufffer auf 20 ul aufgefdllt.

Analog dazu wurde ein Ansatz mit je 12,48 pmol His-
PABPN1 pro Zeitpunkt radioaktiv methyliert (4).

Nach sechs verschiedenen Inukubationszeiten zwischen 10 min und 3 h, wurden je 20 ul aus dem
Methylierungsansatz entnommen. Unter der Annahme, dass 1l translatiertes PABPN1 ca. 8 ng/ul
PABPN1 enthalt, waren dies in den Ansatzen (3) 25 ng, was ca. 0,8 pmol PABPN1 entspréche. Nach
drei Stunden Inkubation waren in die 0,8 pmol des synthetisierten PABPN1 ca. 4 pmol radioaktive
Methylgruppen eingebaut worden. Damit war das synthetisierte PABPN1 zu 19% methyliert. Das His-
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Das unmethylierte und das methylierte PABPN1 wurden, wie im Methodenteil 2.3.4 beschrieben,
injiziert. Die Reaktionen wurden, wie im Ergebnisteil 3.1 beschrieben, abgestoppt, auf ein SDS-Gel
geladen, dieses getrocknet, eine Autoradiografie angefertigt und diese mit Imagequant ausgewertet.

Abb. 29: Import von methyliertem und unmethyliertem PABPN1 (2 Versuche)
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Abbildung 29 zeigt, dass unter den oben genannten Bedingungen kein signifikanter
Unterschied im Importverhalten von methylietem oder unmethylietem PABPN1
besteht. Bei Versuch zwei war nach einer Stunde Inkubationszeit weniger
unmethyliertes PABPN1 im Kernextrakt zu finden als erwartet, nach zwei Stunden
galt dies auch fur methyliertes PABPN1. Dies kdnnte zum Einen daran liegen, dass
der Importweg mit PABPN1 gesattigt ist und es deshalb zu einer Stagnation kommt.
Andererseits ware es auch mdglich, dass das injizierte PABPN1 im Zytoplasma der
Oozyten abgebaut wird und deshalb die Importrate nicht mehr aufrecht erhalten
werden kann. Wie es zu den Unterschieden zwischen beiden Versuchen kommen
konnte, wird in der Diskussion (4.10.3) beschrieben.

4. Diskussion

4.1 Zur Reinigung der humanen PRMTs 1.3 und 6
Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Arginindimethylierung von PABPN1

durch die Protein-Arginin-Methyltransferasen PRMT1 und 3 katalysiert wird (Smith et
al., 1999). Es wurden Fraktionierungen von Proteinextrakten aus Hela-Zellen und
Maus-ES-Zellen durchgefihrt, welche vermuten lieBen, dass auch PRMT6 an der
Arginindimethylierung von PABPN1 beteiligt ist. Die Fraktionierungen wurden parallel
zu der vorliegenden Dissertation von Katharina Fronz (MLU Halle) durchgefihrt. Ein
N-terminaler GST-tag beeintrachtigt die Enzymaktivitdt von PRMT1 (Ostareck-
Lederer et al., 2006). In dieser Arbeit wurden deshalb zundchst PRMT1, 3 und 6
ohne tag in Escherichia coli exprimiert und gereinigt (s. 3.2). Die PRMTs ohne tag
verloren durch haufiges Auftauen an Aktivitdt. Dies war mdglicherweise auf ihre
geringe Konzentration zurtckzufihren. Wegen der leichteren Reinigung und der zu
erwartenden héheren Konzentration wurden PRMT1, 3 und 6 auch mit His-tag
exprimiert und gereinigt (s. 3.2, Abb. 17). Mit Hilfe der rekombinanten Enzyme konnte
bestatigt werden, dass PRMT1, 3 und 6 fir die Arginindimethylierung von PABPN1
verantwortlich sind (s. 3.3, Tab. 4). Als Negativkontrolle wurde GST-PRMT4
verwendet, welches PABPN1 nicht methylierte (persénliche Mitteilung Katharina
Fronz).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass sich die spezifische Aktivitdt der PRMTs
ohne tag, der His-PRMTs und der zelluldren Enzyme nicht signifikant voneinander

unterschied (s. 3.3, Tab. 4). Da folglich ein N-terminaler His-tag die Enzymaktivitat
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nicht beeintrachtigt, konnten die His-PRMTs zur Untersuchung der Substratspezifitat
verwendet werden.

In dieser Arbeit wurden zwei humane SpleiBvarianten von PRMT1 (hPRMT1-v2 und
hPRMT1-v1) fur die Reinigung ohne tag kloniert. hPRMT1-v2 wurde jedoch als
erstes gereinigt und getestet. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der
spezifischen Aktivitat zwischen hPRMT1-v2 ohne tag und His-PRMT1 von der Ratte
(s. 3.3, Tab. 4). Deshalb wurde in den weiteren Versuchen nur noch die His-rPRMT1
verwendet. In einer Verdffentlichung (Pawlak et al, 2002) wurde allerdings
beschrieben, dass zwei SpleiBvarianten von PRMT1 der Maus Uberlappende aber
auch zum Teil unterschiedliche Substrate hatten. Durch einen N-terminalen His-tag
wurde der Unterschied in der Substratspezifitat jedoch aufgehoben. Es ware daher
interessant, auch hPRMT1-v1 und v3 ohne tag zu reinigen. Dann kénnte untersucht
werden, ob auch die humanen PRMT1-SpleiBvarianten unterschiedliche Substrat-
spezifitaten haben und ob diese die Methylierung von PABPN1 betreffen.

4.2 Fir die Arginindimethylierung von PABPN1 bendtigen die PRMTs keine weiteren

Polypeptide
PRMTs arbeiten oft in Komplexen zusammen mit anderen Proteinen, welche ihre

Substratspezifitdt determinieren. PRMT5 beispielsweise methyliert die Sm-Proteine
im sogenannten "Methylosom". Dabei werden die Substrate durch die assoziierte
Untereinheit plCin erkannt (Friesen et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in den spezifischen
Aktivitdten der rekombinanten PRMTs und der zellularen ("authentischen") Enzyme
nachgewiesen werden (s. 3.3). Die zellularen Enzyme wurden zudem mit hohen
Ausbeuten gereinigt (persoénliche Mitteilung von Katharina Fronz). Ein Verlust von
Untereinheiten, die fir die Methyltransferase-Reaktion von Bedeutung sind, ist also
unwahrscheinlich. All dies lasst vermuten, dass PABPN1 von PRMT1, 3 und 6 ohne
die Hilfe von anderen Polypeptiden als Substrat erkannt und methyliert wird.

Wie knock-down- bzw. knock-out-Versuche an verschiedenen Zelllinien und Mausen
gezeigt hatten, wird hnRNP K nur durch PRMT1 methyliert (Ostareck-Lederer et al.
2006), rpS2 hingegen nur durch PRMT3 (Swiercz et al., 2007) und Arginin 2 in Histon
H3 durch PRMT6 (Guccione et al, 2007). PABPN1 hingegen wird durch drei
verschiedene Methyltransferasen methyliert. Daraus folgt, dass die PRMTs zwar

spezifische Substrate haben, ihre Substratspezifititen aber auch Uberlappungen
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zulassen. Diese zeigten sich in der vorliegenden Arbeit auch bei der Methylierung der
Peptide (s. 4.3 und 4.4).

4.3 PRMT3 bevorzugt das RGG-Peptid

Bei PABPN1 sind die dimethylierten Arginine in RXR-Motiven lokalisiert (Smith et al.,
1999). Beim heterogenen nukledren Ribonukleoprotein K (hnRNP K) befinden sie
sich in RGG-Motiven. Im Gegensatz zu PABPN1 wird hnRNP K ausschlieBlich von
PRMT1 dimethyliert (Ostareck-Lederer et al., 2006). In dieser Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass PRMT3 ein Peptid mit RGG-Motiven (Najbauer et al., 1993)
stark préaferiert. Dieses wird 320 Mal effizienter methyliert als hnRNP K. Fir PRMT1

ist es hingegen ein unerwartet schlechtes Substrat, denn hnRNP K wird 75 Mal
effizienter methyliert als dieses Peptid. In einer Verdéffentlichung wurde ebenfalls
beschrieben, dass das RGG-Peptid im Vergleich zu einem Histon H4-Peptid ein
schlechtes Substrat fir PRMT1 war (Osborne et al., 2007). Eine Begriindung daflir
kdénnte sein, dass es sich beim RGG-Peptid um eine Konsensussequenz handelt,
welche auf Sequenzteilen von Fibrillarin und Nucleolin der Ratte basiert (Najbauer et
al., 1993). Damit entspricht es keiner natlrlichen Sequenz. Deshalb wurde in dieser
Arbeit die Methylierung weiterer Peptide untersucht, welche direkt von der zu
methylierenden Sequenz von hnRNP K abgeleitet wurden. Diese waren fiur PRMT1
ahnlich gute Substrate wie hnRNP K, fir PRMT3 wiederum bessere Substrate und
fir PRMT6 etwas schlechtere als hnRNP K (s. 3.4.2 Tab. 5).

4.4 Zum Methylierungstest mit Peptiden

Beim Methylierungstest der rekombinanten Enzyme mit PABPN1 als Substrat war
keine lineare Abhangigkeit der Aktivitat von der Enzymmenge gegeben. Da das
Enzym nicht starker verdinnt werden sollte, hatte mehr Substrat eingesetzt werden
mussen. Es war jedoch nicht méglich, rekombinantes PABPN1 in hinreichend hoher
Konzentration einzusetzen. Eine Ldsung dieses Problems boten synthetische
Peptide (s. 3.1, Abb. 10), welche in héherer Konzentration als Substrat verwendet
werden konnten. Da das RGG-Peptid von PRMT3 und 6 effizienter methyliert wurde
als das RXR-Peptid (s. 3.4.2, Tab. 5), wurde flr die Reinigung der rekombinanten
PRMTs ein Methylierungstest entwickelt, bei welchem das RGG-Peptid als Substrat

diente.
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4.5. Die lokale Aminosduresequenz ist flr die Substratspezifitit aller untersuchten

Enzyme wichtig

Flr jedes Enzym existiert mindestens ein Peptid, welches ahnlich effizient methyliert
wird wie ein Proteinsubstrat (3.4.2, Tab. 5). Dies spricht daflir, dass die lokale
Aminosauresequenz bei der Substratspezifitdt der Enzyme die wichtigste Rolle spielt.
Sequenzmotive in den N-Termini der Enzyme kénnen auch eine gewisse Rolle bei
der Substraterkennung spielen (s. Bachand 2007 und Abb. 2). So ist beispielsweise
der Zinkfinger von PRMT3 an der Substraterkennung beteilligt (Bachand und Silver,
2004; Frankel und Clarke, 2000).

Die lokale Aminosauresequenz liefert auch eine mégliche Erklarung daflir, dass
PRMT1 bestimmte Arginine von hnRNP K und PABPN1 nicht als Substrat methyliert.

Dies wird mit der folgenden Abbildung veranschaulicht.

hnRNP K (AS 241-333) Abbildung 30 zeigt den Ausschnitt
von hnRNP K, in welchem sich die
MMFODBRGRPVGFPMRGRGGFDRMPPGRGGRP | _ .
MPPS&RDYDDMSPRRGPPPPPPGRGGRGGSRAR | dimethylierten Arginine (rot und
NLPLPPPPPP, LMAYDRRGRPGDRY . . : .
@ @ unterstrichen) befinden. Diese sind
Legende: oftmals in unmittelbarer Nachbar-
dimethylierbare Arginine
nicht methylierte Arginine schaft von Argininen lokalisiert,
Aspartate . .
restliche AS welche nicht methyliert werden
Abb. 30: KL-Sequenz aus hnRNP K (blau). Es ist auffallig, dass diese

nicht methylierten Arginine oft vor
oder hinter Aspartaten (griin) zu finden sind.
Die Substratbindestelle der PRMTs ist sauer, also negativ geladen (Zhang und
Cheng, 2003; Zhang, Zhou und Cheng, 2000). Es ist daher vorstellbar, dass es zu
einer AbstoBung zwischen der sauren, negativ geladenen Bindestelle und den
Aspartaten des Substrates kommt, so dass die benachbarten Arginine nicht
methyliert werden koénnen. Ahnliches gilt fiir Arginine im glutamatreichen
N-Terminus von PABPN1. Eine Ausnahme scheint das dimethylierte Arginin
(AS 258) im C-Terminus von PABPN1 zu sein, welches direkt neben dem Aspartat
(AS 257) lokalisiert ist. Mdglicherweise wird dessen Wirkung durch Interaktionen mit
anderen Aminosauren abgeschwacht.
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4.6 Zur "Hantelhypothese"
PRMT1 (Zhang und Cheng, 2003), aber auch PRMT3 (Zhang, Zhou und Cheng,
2000) und CARM1 (Troffer-Charlier et al., 2007), sind als Dimere kristallisiert worden.

Von HMT1, dem PRMT1-Homologen der Hefe, ist sogar eine Kristallstruktur eines

Hexamers bekannt, welches aus einem Trimer von Dimeren besteht (Weiss et al.,
2000). Durch die Dimerisierung entsteht eine Ringstruktur, wobei sich die aktiven
Zentren der Enzyme im Inneren des Ringes befinden.

Fir PRMT3 und PRMT6 sind die PK-Chimaren und mindestens ein Peptid viel
bessere Substrate als hnRNP K selbst. Dies legt die Vermutung nahe, dass beide
Enzyme durch die benachbarten gefalteten Doméanen von hnRNP K bei der
Methylierung behindert werden. Fir PRMT1 ist dies scheinbar nicht der Fall.

Daraus wurde die sogenannte "Hantelhypothese" abgeleitet. Diese besagte, dass die
zu methylierende Sequenz fir die Enzym-Dimere unzuganglicher wird, wenn sie sich
zwischen zwei gefalteten Doméanen des Substratproteins befindet, da diese
Doméanen den Zugang zum aktiven Zentrum behindern. Solche "Hantelproteine"
sollten daher schlechtere Substrate sein. Um diese Hypothese zu untersuchen,
wurden Hantel-Chimaren hergestellt, welche N- und C-terminal von der zu
methylierenden Sequenz aus hnRNP K oder PABPN1 ein CspB-Protein aufwiesen.
Dies entspricht der Struktur von hnRNP K, weil die zu methylierende Sequenz sich
hier ebenfalls zwischen zwei gefalteten KH-Domé&nen (KH2 und 3) befindet (s.1.4,
Abb. 8).

Die Vermutung, dass PRMT1 diese "Hantelproteine" besser methylieren kann als
PRMT3 und 6, lieB sich nicht bestatigen. Alle Enzyme zeigten einen ahnlich
schwachen "Hanteleffekt" beim Vergleich der Methylierung von CP und CPC
(PRMT1 Faktor 7, PRMT3 Faktor 13, PRMT6 Faktor 6). Die Daten fir die hnRNP K-
Fusionen (CKL, CKS, CKLC, CKSC) sind aus den folgenden Grinden nicht
interpretierbar: Bei PRMT3 war der "Hanteleffekt" zwischen den CK- und
CKC-Chimaren zwar starker ausgepragt als bei PRMT1, jedoch sind die Daten fir
PRMT3 in sich widerspriichlich. So ist bei den PK-Chimaren PKS das bessere
Substrat bei den CK-Chiméaren ist es hingegen CKL. Von PRMT6 werden alle
hnRNP K-Fusionen gleich schlecht methyliert. Ein "Hanteleffekt" ist nur zwischen den
PK-Chimaren und hnRNP K zu sehen, nicht aber zwischen den CK-und
CKC-Fusionen. Ferner lag der Einbau an radiaktiven Methylgruppen in die
CspB-Hanteln durch PRMT3 und 6 oft nahe der Detektionsgenze von 0,3 pmol. Die
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Schwierigkeiten, welche bei der Reinigung und Methylierung der Chimaren auftraten,
werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

4.7 Instabilitt und Aggregationsverhalten der hnRNP K-Chimaren KLP, KSP, CKL,
CKS, CKSC, CKLC

Das Protein hnRNP K fallt bei KCl-Konzentrationen unter 400 mM aus. An eine Saule

gebunden, lasst es sich aber umpuffern. Die von der Saule gewonnenen Fraktionen
aggregieren dann jedoch bei haufigem Auftauen wieder sukzessiv (persdnliche
Mitteilung Bodo Moritz, MLU Halle). Ein ahnliches Verhalten wurde bei Chimaren
beobachtet, welche die methylierbaren Sequenzen aus hnRNP K enthielten. Dabei
neigten diejenigen Fusionsproteine, welche die langere hnRNP K-Sequenz KL
beinhalteten, starker zur Aggregation. Aggregate sind als Substrate flr eine
Methylierung ungeeignet. Daher wurden alle Substratproteine aliquotiert und
héchstens zwei Mal aufgetaut. Dennoch lasst sich eine Aggregation der Substrate
auch wahrend der Methylierungsreaktion nicht ausschlieBen.

Durch das Aggregationsverhalten waren die Konzentrationen an hnRNP K-Chiméaren
gering. Die Chimaren lieBen sich auch nicht aufkonzentrieren, weil sie am Filter der
Saulen kleben blieben. Da in den Methylierungsreaktionen nur bestimmte Volumina
an Substrat eingesetzt werden konnten, war es z.T. nicht mdglich, die
Substratkonzentration viel héher als den Ky, zu titrieren. Deshalb musste die Vmax bei
einigen Messungen grafisch extrapoliert werden.

Die Chimaren KLP und KSP waren zusétzlich sehr instabil. Sie konnten nicht
verwendet werden, da ihre Abbauprodukte besser methyliet wurden als die
Gesamtproteine (s. Anhang).

Die Léslichkeit von hnRNP K Ilasst sich durch bestimmte Pufferzusatze
(10% Sucrose, 50 mM Natriumcitrat) verbessern (persdnliche Mitteilung von Bodo
Moritz, MLU Halle). Die Chimaren waren aber zum Zeitpunkt dieser Mitteilung schon
gereinigt. Da die Zusatze die ohnehin z.T. schon geringe Proteinkonzentration weiter

verdinnt hatten, wurde auf sie verzichtet.

4.7.1 Mogliche Beeinflussung der PRMTs durch Pufferbestandteile im Aktivitatstest

Es wurde untersucht, ob Pufferbestandteile flir die Substratproteine einen Einfluss
auf die Aktivitdt der PRMTs 1, 3 und 6 haben (Daten nicht gezeigt). Phosphat und

Imidazol lagen im Aktivitatstest in so geringen Konzentrationen vor, dass sie keinen
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Einfluss auf die Enzyme hatten. Kaliumchlorid aus den Substraten lag im
Aktivitatstest hingegen in einer Konzentration bis zu 75 mM vor. Diese
Salzkonzentration konnte im Test die Aktivitdt von PRMT3 bis zu einem Faktor 2
vermindern. PRMT1 und 6 werden durch diese Konzentration an Kaliumchlorid nicht
beeinflusst. Im Ansatz der Methylierungsreaktion waren 40 mM Kaliumacetat
enthalten. Die Aktivitat der Enzyme verringert sich jedoch erst ab einer Konzentration
von 100 mM Kaliumacetat um einen Faktor 1,2 (PRMT1), 1,3 (PRMT3) und 1,7
(PRMT®).

4.7.2 Mdogliche Beeinflussung der PRMTs durch an CspB gebundene Nukleinsduren
CspB ist ein RNA-chaperone (Zeeb und Balbach, 2003). Es bindet so fest an

Nukleinsduren, dass diese sich weder mit einer MonoQ- noch mit einer MonoS-Séaule

abtrennen lieBen. Deshalb wurde eine Entfaltung in 6 M Guanidiniumchlorid und eine
anschlieBende Rickfaltung versucht (s. Sackewitz et al., 2008). Da die UV-Spektren
der so gereinigten CspB-Chimaren ein unerklarliches Maximum bei 300 nm
aufwiesen, wurde auf diese Reinigungsmethode verzichtet. Die an den Chiméaren
verbliebenen Nukleinsduren kdénnten die PRMTs behindern, so dass die CspB-
Chimaren als schlechtere Substrate erscheinen wirden als sie in Wirklichkeit sind.
Andererseits sollten die Nukleinsguren nur fest an die CspB-Doménen binden und
nicht an die zu methylierende Sequenz, weshalb sie die Aktivitdt der PRMTs nicht

negativ beeinflussen sollten.

4.7.3 Korrekte Faltung der Proteinchiméaren

Bei der Reinigung von Proteinchimaren stellt sich die Frage nach der korrekten
Faltung dieser kilnstlichen Proteine. Von den hnRNP K-Chimaren (CKL, CKSD,
CKLC und CKSC) konnte aus den oben genannten Grinden (s. 4.7) nicht genug
Protein gereinigt werden, um ihr CD-Spektrum messen zu kénnen. PKL und PKS
hatten mit ca. 150-200 nM im Poly(A)-Bindungstest (Daten nicht gezeigt) eine 25 X
héhere Kp als PABPN1 (Literaturwert 8 nM; Kiihn et al. 2003). Bei diesen Chiméren
wurde jedoch der C-Terminus von PABPN1 durch Teile von hnRNP K ersetzt. Da der
C-Terminus von PABPN1 aber auch an der Bindung der RNA beteiligt ist (Kihn et
al., 2003), lasst die héhere Kp nicht auf Fehlfaltung des Proteins schlieBen. Die RNP-
Doméane von PABPN1 hat allein einen Kp von 1500 nM (Kihn et al., 2003). Da die Kp
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der PK-Chiméren besser ist als die Kp der RNP-Doméne allein, missten die

Chiméren Uber gefaltete Domé&nen verflgen.

CspB wird als Protein beschrieben, dass sich schnell faltet (Sackewitz et al. 2008).

Da CspB als Gesamtprotein in den Chimaren enthalten ist, wurde davon

ausgegangen, dass es sich darin ebenfalls faltet.

In einer weiteren Veréffentlichung (Schindler und Schmid, 1996) konnte jedoch aus

einem Arrhenius plot (Abb. 3) ablesen werden, dass sich CspB bei 30°C ca. 100 Mal

pro Sekunde entfaltet. Die Riickfaltungsrate lag mit 1000 s™ zehn Mal hdher. Daraus
lasst sich errechnen, dass bei 30°C im Gleichgewicht ca. 10% des CspB ungefaltet
vorliegen. Wegen der schnellen Entfaltung, bzw. der geringen Stabilitdt von CspB
lasst sich nicht ausschlieBen, dass eine Entfaltung der "Hantelproteine"

Voraussetzung fiir deren Methylierung ist. Fiir eine zuverlassige Uberpriifung der

"Hantelhypothese" mussten also entsprechende Konstrukte mit einem stabileren

CspB hergestellt werden. Dafir wirden sich z.B. CspB-Homologe aus

thermostabilen Organismen, wie beispielsweise Bacillus caldolyticus (Zhou und

Dong, 2003; Huang und Zhou, 2006), anbieten.

Die Faltung der zu methylierenden Sequenzen von PABPN1 und hnRNP K musste

nicht getestet werden, da diese vermutlich keine Tertiarstruktur hatten. Sie erfillen

vielmehr die in der Literatur beschriebenen Kriterien fir nativ ungefaltete Proteine (s.

rewiev Fink, 2005):

1. Dazu gehért eine geringe Hydrophobizitat (Uversky, Gillespie und Fink, 2000).
Diese wird durch das Fehlen der aliphatischen Aminosauren Isoleucin, Leucin
und Valin, sowie der aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan hervorgerufen (Romero et al, 2001). Da die zu methylierende
Sequenz von PABPN1 diese Aminosauren aufweist, gilt dieses Kriterium nur fir
die zu methylierende Sequenz von hnRNP K.

2. Beide Sequenzen enthalten keine Cysteine, so dass keine Schwefelbriicken
gebildet werden kénnen, welche in Sekundar- und Tertidrstrukturen eine wichtige
Rolle spielen.

3. Ein weiteres Kriterium ist eine hohe Nettoladung (Uversky, Gillespie und Fink,
2000), welche bei beiden methylierbaren Sequenzen durch die Haufung von
positiv geladenen Argininen entsteht.

4. Beide Sequenzen erflillen das Kriterium von wenig Komplexibilitdt und hoher
Flexibilitdt (Romero et al, 2001). Dies ist bei hnRNP K auf die hé&ufig
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vorkommenden Aminosauren Glycin und Prolin zurlickzufiihren. Der C-Terminus
von PABPN1 enthalt viel Serin aber auch einige Proline.

5. PABPN1 wird direkt von Transportin gebunden. Transportin bindet bevorzugt an
ungefaltete Sequenzen (Calado et al., 2000).

4.8 Modellierungen

Um die in dieser Arbeit gewonnenen Daten (Tabellen 6-8) besser verstehen zu
kénnen, wurden Substrate und Enzyme mit Hilfe der Modellierungsprogramme Sybyl
und Pymol dargestellt. Dabei wurden die Sybyl-Abbildungen in Kooperation mit Frau
Thondorf (MLU Halle) erarbeitet. Fir alle Abbildungen wurden Réntgen- und NMR-
Strukturen aus der Proteindatenbank (pdb) verwendet.

4.8.1 Enzyme

4.8.1.1. Die Offnungen der Dimerringe von PRMT1 und 3 sind klein

Abbildung 31 zeigt die Oberflachenstruktur
der Dimere von PRMT1 und 3 der Ratte.
Die Offnung des Ringes ist bei PRMT1
deutlich kleiner als bei PRMT3. Dies

konnte eine Rolle bei der unter-

PRMT1 PRMT3

schiedlichen Substratspezifitat beider En-

Abb. 31: Dimere PRMT1 und 3 zyme spielen. Um einen Eindruck von der

(Sybyl-Darstellung) GroBe der jeweiligen Offnung zu

Die Daten fur die Darstellung von PRMT1 | bekommen, wurden die Abstande der im
stammen aus der pdb-Datei ORI1 und sind in . o
Zhang und Cheng, 2003 beschrieben wor- | Katalytischen Zentrum befindlichen Giluta-

den. Fir die Darstellung von PRMT3 wurde .
die pdb-Datei 1F3L verwendet und bezog mate (s. 1.2.1, Abb. 4) zwischen den

sich auf die Verodffentlichung von Zhang, Dimeroartnern m n. Bei PRMT1
Zhou und Cheng, 2000. Der N-Terminus von erpartne gemessen. ©

PRMT3 wurde nicht kristallisiert und ist daher | petrdgt der Abstand zwischen den
in der Abbilduna nicht zu sehen.

aquivalenten Glutamaten E144 ca. 35 A.
Die naher zur Ring6ffnung gelegenen Glutamate E153 sind nur 15 A voneinander
entfernt. Analog dazu betragt der Abstand zwischen den beiden Glutamaten E326
bei PRMT3 36 A und zwischen den beiden Glutamaten E335 27 A. Zuséatzlich wurde

die Zuganglichkeit der Bindungstaschen beider Enzyme untersucht.
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o-Helix X und Y | Abbildung 32 zeigt die Bindungs-
g Ioer AdoHey | tagchen von PRMT1 und 3 im

Vergleich. Die Farbgebung ent-

PRMT3 seitlich

spricht der in Zhang und Cheng
(2000 und 2003). Die N-ter-

A PRMT3 Aufsicht B minalen Helices sind rot, die

PRMT1 seitlich SAM-Bindedomane griin und der
Legende: ) o
rot N-terminale Dimerisierungsarm blau darge-
Helices

grin  SAM-Bindedomane stellt. Die [B-barrel-Struktur ist
orange P-barrel-Struktur .
blau  Dimerisierungsarm abweichend orange gefarbt. Das
schwarz AdoHcy L
gelb  Glutamate des gebundene SAM ist in schwarz

aktiven Zentrums

eingezeichnet. Die gelben Flek-

Abb. 32: Bindetaschen PRMT1 und 3 ken bezeichnen die zwei Gluta-
(Pymol-Darstellung), pdb-Dateien s.o Abb. 31

mate des aktiven Zentrums.

Abbildung 32 A und B zeigen das PRMT3-Monomer in Seitenansicht und Aufsicht. In
Abbildung 32 A wird das gebundene SAM von den beiden N-terminalen a-Helices aX
und aY Uberdeckt. Der daran angrenzende N-Terminus wurde nicht kristallisiert und
ist daher nicht mit dargestellt. In Abbildung 32 B sind die Helices als Symbole
dargestellt, weshalb das SAM nun sichtbar ist. Es wurde beschrieben, dass diese
a-Helices die Bindung des SAM stabilisieren. Dabei ist aX beweglicher als oY, was
den Austausch von AdoHcy und SAM erlaubt (Zhang, Zhou und Cheng, 2000).

PRMT1 weist in Abbildung 32 C nur eine N-terminale o-Helix a¥Y auf. Das
Aminosauremotiv YFxxY (x = beliebige AS) der aX-Helix von PRMTS3 ist auch bei
PRMT1 und HMT1 zu finden (Zhang und Cheng, 2003; Weiss et al., 2000). Eine
eventuell vorhandene Helix aX konnte jedoch weder bei PRMT1 noch bei HMT1 mit
kristallisiert werden. Es kénnte sich deshalb um eine vollstandig ungefaltete Sequenz
handeln. Aber auch eine sehr stark bewegliche a-Helix ist nicht auszuschlieBen.
Durch Deletionen der N-terminalen Sequenz von PRMT1 und HMT1 konnte gezeigt
werden, dass das SAM nicht mehr so stark an das Enzym binden konnte. Der
N-Terminus von PRMT1 scheint somit noch beweglicher zu sein als der von PRMT3.
Damit musste der Austausch von AdoHcy und SAM bei PRMT1 schneller méglich
sein als bei PRMT3. Dies wirde wiederum erklaren, warum PRMT1 aktiver ist.

Es wurde ebenfalls diskutiert, ob die Enzymaktivitat aller PRMTs Uber ein

Gleichgewicht aus Enzymdimeren und Monomeren reguliert wird, wobei nur die
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Dimere aktiv sind (Weiss et al., 2000). Bei PRMT3 liegt das Gleichgewicht eher auf
der Seite der Monomere, was ebenfalls erklaren kénnte, warum PRMT3 weniger
aktiv ist als PRMT1.

Zhang, Zhou und Cheng (2000) nehmen an, dass sich der nicht kristallisierte
N-Terminus von PRMT3 unter der SAM-Bindedomane und dem p-barrel des
Monomers und folglich auBerhalb des Dimerringes befindet. Sie diskutieren, dass
durch ihre Verbindung mit dem N-Terminus, die a-Helix aX weniger flexibel sein
kénnte. Da dies jedoch nicht experimentell belegt wurde, ware es ebenso mdglich,
dass sich der N-Terminus von PRMT3 nahe der Substratbindetasche befindet und
somit die Zuganglichkeit des Enzymes behindert. Damit ware zu erklaren, warum die
zu methylierende Sequenz von hnRNP K, welche zwischen zwei gefalteten KH-
Domaénen liegt, von PRMT3 kaum methyliert werden kann und der bewegliche freie
N-Terminus von PABPN1 ein sehr viel besseres Substrat darstellt.

4.8.2 Substrate

Um den Mechanismus der Enzymreaktion verstehen zu kdnnen, ist aber auch die

Struktur des Substrates von groBer Wichtigkeit. Vom N-Terminus von PABPN1 gibt
es keine Struktur in den Datenbanken. Es wurde aber beschrieben, dass er keine
stabil gefaltete Tertiatstruktur hat (Lodderstedt et al., 2008). Danach folgt die
o-helikale Domane und die RNA-Bindedoméane. Auch davon gibt es noch keine
Kristallstruktur, jedoch existieren zahlreiche Strukturen vom RNP- oder RRM-Typ von
Domanen dieser Klasse. Ein Beispiel ist die RNA-Bindedomane von U1A, welche
Oubridge et al. (1994) mit RNA kokristallisieren konnten. Der C-Terminus von
PABPN1 ist wiederum wahrscheinlich kaum gefaltet (s. 4.7.3).

hnRNP K weist drei KH-Doméanen auf. Die zu methylierende Sequenz von hnRNP K
ist héchstwahrscheinlich ebenfalls ungefaltet (s. 4.7.3) und liegt zwischen den letzten
zwei KH-Domaéanen (s. 1.4). Von der KH-Domane Nummer drei ist eine Struktur
bekannt (Baber et al., 1999).
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4.8.2.1 Gefaltete Domanen passen nicht in die Offnung des Dimerringes

Abb. 33: KH3-Doméne (orange)
und HMT1-Dimer
(Sybyl-Darstellung)

Die Daten fur die Darstellung von HMT1
stammen aus der pdb-Datei 1G6Q und
sind in Weiss et al. 2000 beschrieben
worden. Fir die Darstellung der KH3-
Doméane von hnRNP K wurde die pdb-
Datei 1ZZK verwendet.

Abbildung 33 zeigt, dass die KH3-Démane von hnRNP K nicht in die Offnung des
Dimerringes passt. Fir diese Abbildung wurde das Hefe-Protein HMT1 verwendet,
welches homolog zu PRMT1 ist.

In dieser Arbeit ist ferner die Methylierung von Fusionsproteinen, bestehend aus
CspB und den argininreichen Sequenzen von PABPN1 und hnRNP K, untersucht
worden.

Abb. 34: CspB (orange) und
HMT1- Dimer
(Sybyl-Darstellung)

Die Daten fur die Darstellung von HMT1
stammen aus der pdb-Datei 1G6Q und
sind in Weiss et al. 2000 beschrieben
worden. Fir die Darstellung von CspB
wurde die pdb-Datei 1CSP verwendet.

Wie Abbildung 34 zeigt, passt auch gefaltetes CspB nicht in die Offnung zwischen
den Dimerpartnern.

Wie schon erwahnt (s. 4.7.3), faltet und entfaltet sich dieses Protein jedoch standig
(Schindler und Schmid, 1996), so dass bei einer Reaktionstemperatur flr
Methylierungen von 30°C im Gleichgewicht ca. 10 % des Proteins ungefaltet
vorliegen. Es wére daher vorstellbar, dass sich die CspB-Anteile der Hantelproteine
(CPC, CKSC und CKLC) entfalten und so die dazwischen befindliche zu
methylierende Sequenz an die Substratbindetaschen im Inneren des Dimerringes
gelangen kénnte.
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4.9 Erweiterungen der "Hantelhypothese"

Da alle untersuchten Enzyme (PRMT1, 3 und 6) nur wenig vom "Hanteleffekt"
betroffen zu sein scheinen (s. 4.6), reicht die "Hantelhypothese" vermutlich nicht zum
Verstandnis aller gewonnenen Daten (s. Tab. 6-8) aus.

Da gefaltete Proteindoménen nicht in die Offnung zwischen den Dimerpartnern

passen (s. 4.8.2.1), sind nur zwei Mdglichkeiten der Interaktion zwischen den

Enzymdimeren und hantelférmigen Substratproteinen vorstellbar:

1. Das Dimer 6ffnet sich zunachst und schlieBt sich dann wie eine Klammer um die
zu methylierende ungefaltete Sequenz.

2. Die zu methylierenden Sequenzen kénnten eine Schlaufe bilden. Diese kdnnte in
die Offnung zwischen den Dimerpartnern eindringen, auch wenn sich das Dimer
nicht o6ffnet. Die gefalteten Domanen der Substratproteine blieben dabei
auBerhalb des Dimerringes.

4.9.1 Argumente fiir die "Schlaufenhypothese"

Fir die Bildung einer solchen "Substrat-Schlaufe" sprechen z.B. die Glycine und
Proline in den Substratsequenzen, welche loop-Strukturen beglnstigen kdénnen

(Krieger, Moéglich und Kiefhaber, 2005). Dies ist beispielsweise beim B-turn der Fall.

Abb. 35: A) CspB-"Ausbuchtung"”
B) CspB mit HMT1-Monomer
(Sybyl-Darstellungen)

Die Daten fur die Darstellung von HMT1
stammen aus der pdb-Datei 1G6Q und
sind in Weiss et al. 2000 beschrieben
worden. Fir die Darstellung von CspB
wurde die pdb-Datei 1CSP verwendet.

Die langen B-Faltblatter B4 und 5 von CspB sind Uber einen B-turn miteinander
verbunden und bilden dadurch eine kegelférmige "Ausbuchtung" (s. Abb. 35 A) des
ansonsten globularen Proteins (Schindelin et al., 1993). Das Arginin dieses B-furns
l&sst sich direkt in die Bindetasche eines HMT1-Monomers einpassen (s. Abb. 35 B).
Fir PRMT3 ohne N-Terminus wurde eine kegelférmige Substratbindetasche von ca.
8 X 6 A Breite und ca. 8 A Tiefe beschrieben (Zhang, Zhou und Cheng, 2000). Die
enge Offnung der Substratbindetasche beider Enzyme lasst nur eine sehr enge und

kurze "Substrat-Schlaufe" oder gar nur einen B-turn zu.
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Die Schlaufenbildung kénnte dadurch beeinflusst werden, dass sowohl CspB als
auch die KH3-Domé&ne von hnRNP K in Kristallstrukturen Dimere bilden (Schindelin
et al., 1993; Backe et al., 2005). Daflir, dass CspB auch in Lésung als Dimer vorliegt,
spricht sein Verhalten bei Gelfiltrationen (Schindelin et al., 1993). AuBerdem zeigt es
hohe Sequenzhomologien zu CspD und CspE von E. coli, welche in Lésung
ebenfalls als Dimere vorliegen (Yamanaka et al., 2001; Johnston et al., 2006). Im
Gegensatz zu CspB, D und E weist CspA von E. coliam N-Terminus drei zusatzliche
Aminosauren auf. Diese werden daflr verantwortlich gemacht, dass CspA nicht
dimerisieren kann (Schindelin et al., 1994).

Da noch keine Daten vorliegen, die dem widersprechen, ist nicht auszuschlieBen,
dass KH2 und 3 von hnRNP K auch in Lésung Dimere bilden. Die KH-Domé&nen von
Nova-1 und Nova-2 liegen in Lésung als Dimere vor (Lewis et al., 1999; Ramos et al.,
2002). Dabei wurden allerdings isolierte KH-Domanen und keine vollstandigen
Proteine untersucht. Allgemein wird aber davor gewarnt, von Dimerstrukturen in
Kristallen auf die Existenz von Dimeren in Lésung zu schlieBen (rewiew Valverde et
al., 2008).

Abb. 36 A: CKC-Chimére mit CspB-Dimer Unter der Annahme, dass CspB und die

4
{

Arginin-reiche KH-Doméanen von hnRNP K Dimere bilden
Sequenz . . . ] .
"gespannt" kbnnen, die wie in der Kiristallstruktur

angeordnet sind, wurde Abbildung 36
angefertigt. Dabei ist in Abbildung 36 A
eine CKC-Chimére mit einem CspB-Dimer
(nach Schindelin et al., 1993) dargestellt.

Bei dieser Chimare ist die zu methy-

Abb. 36 B: KH3-Dimer mit Arginin-
reicher Sequenz (Pymol) lierende Sequenz von hnRNP K (schwar-

ze Linie) C-terminal mit dem einen und

rginin-reiche Sequenz als
flexible Schlaufe

N-terminal mit dem anderen CspB
fusioniert. Bilden diese nun ein Dimer, so
entstiinde eine "Substrat-Schlaufe", wel-
che jedoch in ihrer Beweglichkeit einge-
schrankt waére, da sie sich (ber ein

Monomer "spannt”.

Abbildung 36 B zeigt ein mit Pymol mo-
delliertes Dimer aus zwei KH3-Doméanen (nach Backe et al., 2005). Bei hnRNP K
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befindet sich die zu methylierende Sequenz C-terminal hinter der KH2- und
N-terminal vor der KH3-Doméane. Wirden die KH-Doméanen ein Dimer bilden, so
entstiinde auch hierbei eine "Substrat-Schlaufe". Jedoch ware diese aufgrund der
Nahe des C-Terminus des einen und des N-Terminus des anderen Dimerpartners
(ca. 13 A) flexibler als bei der CKC-Chimare.

Dies kénnte eine Erklarung daflr sein, dass hnRNP K ein besseres Substrat flr
PRMT1 und 6 ist als eine CKC-Chimare. Bei der CKSC-Chimare ware die "Substrat-
Schlaufe" kirzer. Damit ware sie noch gespannter, was erklaren wirde, warum
CKSC far PRMT1 und 6 ein noch schlechteres Substrat ist als CKLC. Die hier
entwickelte Modellvorstellung erklart jedoch nicht, warum CPC fir PRMT6 noch ein
vergleichsweise gutes Substrat ist. PRMT3 hingegen bevorzugt die CKC-Chiméren
gegentiber hnRNP K. Dies kdénnte entweder etwas mit der anders geformten
Substratbindetasche zu tun haben. Andererseits kénnte der N-Terminus (in der
Kristallstruktur Abb. 32 nicht dagestellt) die Substratbindetasche verformen, oder ihr
vorgelagert sein und damit die Zuganglichkeit des Enzyms behindern.

4.10 Zu den Oozyteninjektionen

Bei einigen Proteinen hat deren Methylierung einen Einfluss auf ihre Lokalisation in
der Zelle (Lee et al., 1996). Um zu Uberprifen, ob dies auch fir PABPN1 zutrifft,
wurden Injektionsexperimente an Xenopus-Oozyten durchgefiihrt. In Vorversuchen
zur Etablierung dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass Oozytenextrakte
PABPN1 methylieren kdnnen (s. 3.6.1.2). Diese Methylierung konnte durch
Sinefungin und Adenosylhomocystein inhibiert werden (s. 3.6.1.3). Unter den
verwendeten Bedingungen konnte jedoch kein Unterschied beim Import von
unmethyliertem und methylietem PABPN1 in den Zellkern festgestellt werden
(s. 3.6.2).

4.10.1 Beeinflussung der Lokalisation von PABPN1 durch dessen Methylierung

Mit Hilfe von Injektionsexperimenten sollte untersucht werden, ob die Arginin-
dimethylierung am C-Terminus von PABPN1 einen Einfluss auf dessen Lokalisation
in der Zelle hat.

PABPN1 ist nicht ausschlieBlich im Kern lokalisiert (Wahle et al., 1991; Krause et al.,
1994; Bear et al., 2003; Kihn und Wahle, 2004). Dies kénnte zum einen auf das
shuttling von PABPN1 zurlckzufihren sein (Calado et al, 2000b). Zum anderen
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methylieren die PRMTs PABPN1 verhéltnisméaBig langsam (s. 3.4.1), so dass neu
synthetisiertes PABPN1 nicht sofort vollstdndig dimethyliert vorliegen kann. Deshalb
ware es denkbar, dass in einer Zelle zwei PABPN1-Populationen von
unterschiedlichem Methylierungsstatus existieren, wobei beide unterschiedlich
lokalisiert sein kdénnten. Dagegen spricht allgemein, dass PABPN1 in den Zellen
vollstandig methyliert zu sein scheint (Smith et al., 1999).

4.10.2 Zum Import von methyliertem und unmethyliertem PABPN1

Die Versuche zum Import von methyliertem und unmethyliertem PABPN1 hatten mit
mehr koinjiziertem AdoHcy wiederholt werden missen. Dies ergeben die folgenden
Uberlegungen:

1. Aus den Methylierungsexperimenten mit Oozytenextrakt (s. 3.6.1.2) lasst sich
errechnen, dass eine Oozyte in drei Stunden 4,7 pmol Methylgruppen in 6,4 pmol
PABPN1 einbaut.

2. Uber einen Western blot konnte abgeschéatzt werden, dass bei einer in vitro
Translation in Retikulozytenlysat ca. 8 ng/ul PABPN1 synthetisiert werden (Daten
nicht gezeigt). Somit wurden ungefahr 25 fmol /100 nl in eine Oozyte injiziert.

3. Fuir die vollstandige Dimethylierung aller 13 Arginine dieser Menge an PABPN1
ware ein Einbau von ca. 0,65 pmol Methylgruppen nétig. Folglich kénnte eine
Oozyte mdoglicherweise schon in 24 min das injiziete PABPN1 vollstandig
methylieren.

4. Um dies zu verhindern, enthielten die injizierten 100 nl Probe 60 uM AdoHcy.
Dieses wurde jedoch in der Oozyte (ca. 2 pl) 1 zu 20 verdlinnt.

5. Die Inhibitionsversuche (s. 3.6.1.3) hatten gezeigt, dass erst 270 uM AdoHcy die
Methylierungsaktivitat von 1 pl Oozytenextrakt (entspricht 0,4 Oozyten) auf 16%
reduzieren konnten. Folglich hatte eine Oozyte mit mindestens 14 mM AdoHcy in
der Probe injiziert werden missen.

Es wére aber denkbar, dass eine so hohe Konzentration an Inhibitor fir die Oozyten

tédlich sein kénnte. Geringere Konzentrationen an AdoHcy kdénnten wiederum durch

die Adenosylhomocysteinhydrolase (s. 1.1) abgebaut und damit unschadlich
gemacht werden. AdoHcy ist somit bei geringen Mengen ein ineffektiver Inhibitor. Es
ware daher interessant, noch weitere Inhibitoren zu testen, wie z.B. die in Spannhoff
et al. (2007) beschriebenen. Allerdings wurden diese an humanem PRMT1 und
HMT1 aber nicht mit Xenpous PRMT1 getestet.
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4.10.3 Technische Schwierigkeiten bei der Durchflihrung der Injektionsexperimente

1. Bei den Negativkontrollen auf Eis sollte eigentlich kein Import erfolgen
(personliche Mitteilung Utz Fischer Universitat Wirzburg). Es waren aber
trotzdem bis zu 33% des injizierten GST-PABPN1 (ca. 58 kD) in den
Kernextrakten zu finden. Da die Menge mit zunehmender Inkubationszeit nicht
anstieg, liegt dies vermutlich daran, dass einige Kerne bei der Injektion
angestochen wurden, so dass GST-PABPN1 in sie eindringen konnte.

2. Nach zwei Stunden Inkubationszeit waren auch bis zu 21% der His-PABPN1-
Mutante ohne C-Terminus und damit ohne NLS im Kernextrakt zu finden. Dies ist
wahrscheinlich auf eine passive Diffusion dieses ca. 28 kD groBen Proteins
zurlckzufihren.

3. Auch die Quantifizierung des Imports war nicht trivial, weil um die 20% des
injizierten Volumens wieder aus der Einstichstelle der Oozyte austraten. Dies lag
u.a. an der verwendeten alteren Apparatur. Ein nicht fest genug installierbarer
Mikromanipulator vergréBerte das Injektionsloch und mit dem manuellen Injektor
konnte die Probe nicht mit genug Druck und damit tief genug eingespritzt werden.

4. Der Zustand lebender Versuchsobjekte ist von vielen nicht immer bekannten und
kontrollierbaren duBeren Einflissen abhangig. Deshalb waren die Importwerte
von gleichen Inkubationszeiten aber Experimenten von unterschiedlichen Tagen
meistens nicht zusammenfassbar (s. Abb. 29: 2 Versuche).

Da die Injektionsexperimente in Xenopus Oozyten technisch schwierig durchzufihren

sind, waren Experimente mit permeabilisierten HeLa-Zellen oder isolierten Oozyten-

Zellkernen (Radtke et al., 2001) vermutlich ginstiger. Diese héatten ferner den Vorteil,

dass die im Zytoplasma enthaltenen PRMTs nicht vorhanden wéaren und somit das

nicht methylierte PABPN1 nicht methylieren kénnten.

Zusammenfassung

Das nukleare Poly(A)-Bindeprotein 1 (PABPN1) wird an 13 Argininen seines
C-Terminus asymmetrisch dimethyliert. Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass
diese Modifikation von den Protein-Arginin-Methyltransferasen PRMT 1 und 3
katalysiert werden kann (Smith et al, 1999). Durch eine Fraktionierung von
Proteinextrakten aus Hela-Zellen und Maus-ES-Zellen konnte gezeigt werden, dass
auch PRMT6 an der Arginindimethylierung von PABPN1 beteiligt ist. Diese Arbeiten
wurden parallel zu der vorliegenden Dissertation von Katharina Fronz (MLU Halle)
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durchgefthrt. Ein N-terminaler GST-fag kann die Enzymaktivitdt von PRMT1
herabsetzen (Ostareck-Lederer et al., 2006). Deshalb wurden in dieser Arbeit
zundchst PRMT1, 3 und 6 ohne tag und mit dem kleineren His-tag in Escherichia coli
exprimiert und gereinigt. Mit Hilfe der rekombinanten Enzyme konnte bestétigt
werden, dass diese die Arginindimethylierung von PABPN1 katalysieren kénnen. Die
spezifische Aktivitat der PRMTs ohne tag, der His-PRTMs und der zellularen Enzyme
unterschied sich nicht signifikant. Da folglich ein N-terminaler His-tag die
Enzymaktivitdt nicht beeintrachtigt, wurden alle weiteren Versuche mit den
His-PRMTs durchgefthrt. Daflr sprach ferner, dass diese sich in genligend groBer
Menge reinigen lieBen.

PRMTs arbeiten oft in Komplexen zusammen mit anderen Proteinen, welche ihre
Substratspezifitdt determinieren (Friesen et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit
konnte kein signifikanter Unterschied in den spezifischen Aktivitdten der
rekombinanten PRMTs und der zellularen ("authentischen") Enzyme nachgewiesen
werden (s. 3.3). Die zellularen Enzyme wurden zudem mit hohen Ausbeuten
gereinigt  (persdnliche Mitteilung von Katharina Fronz). Ein Verlust von
Untereinheiten, die flr die Methyltransferase-Reaktion von Bedeutung sind, ist also
unwahrscheinlich. All dies lasst vermuten, dass PABPN1 von PRMT1, 3 und 6 ohne
Hilfe von anderen Polypeptiden als Substrat erkannt und methyliert wird.

Bei PABPN1 sind die dimethylierten Arginine in RXR-Motiven lokalisiert (Smith et al.,
1999). Bei heterogenen nuklearen Ribonukleoprotein K (hnRNP K) befinden sie sich
in RGG-Motiven. Im Gegensatz zu PABPN1 wird hnRNP K ausschlieBlich von
PRMT1 dimethyliert (Ostareck-Lederer et al., 2006). In dieser Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass ein Peptid mit RGG-Motiven (Najbauer et al,1993) ein
unerwartet gutes Substrat fir PRMT3 ist.

Beim Methylierungstest der Enzyme mit PABPN1 als Substrat war keine lineare
Abhangigkeit der Aktivitdt von der Enzymmenge gegeben. Deshalb wurde fir die
Reinigung der rekombinanten PRMTs ein Methylierungstest entwickelt, bei welchem
das oben genannte RGG-Peptid als Substrat diente.

Um mehr Uber die Substratspezifitit der PRMTs herauszufinden, wurde die
Methylierung von weiteren Peptiden und von Proteinchimaren untersucht. Bei den
Chimaren wurden die methylierbaren Sequenzen von PABPN1 (abgekirzt P) und
hnRNP K (abgekirzt K) gegeneinander ausgetauscht. Bei anderen Chimaren wurden
sie C-terminal mit dem Kalteschockprotein von Bacillus subtilis (CspB, kurz C)
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fusioniert. Dieses diente als inerter Trager, da es unter natlrlichen Bedingungen
nicht methyliert wird. Fir jedes Enzym existiert mindestens ein Peptid, welches
ahnlich effizient methyliert wird wie das beste Proteinsubstrat. Dies spricht dafr,
dass die lokale Aminosauresequenz bei der Substratspezifitait der Enzyme die
wichtigste Rolle spielt. Fir PRMT3 und PRMT6 sind die PK-Chimaren und
mindestens ein Peptid viel bessere Substrate als hnRNP K selbst. Dies legt die
Vermutung nahe, dass beide Enzyme durch die benachbarten, gefalteten Doméanen
von hnRNP K bei der Methylierung behindert werden.

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass PRMTs ringférmige Dimere bilden, wobei
sich die aktiven Zentren auf den Innenseiten des Ringes befinden (Zhang und
Cheng, 2003; Zhang, Zhou und Cheng, 2000). Die "Hantelhypothese" dieser Arbeit
besagte, dass die zu methylierende Sequenz fir die Enzym-Dimere unzuganglicher
sein sollte, wenn sie sich zwischen zwei gefalteten Doméanen des Substratproteins
befindet. Solche "Hantelproteine" sollten daher schlechtere Substrate sein. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurden Chimaren hergestellt, welche N- und C-terminal
von der zu methylierenden Sequenz ein CspB-Protein aufwiesen. Die Vermutung,
dass PRMT1 diese "Hantelproteine" besser methylieren kann als PRMT3 und 6, lie3
sich nicht bestatigen. Alle Enzyme zeigen einen schwachen "Hanteleffekt" bei der
Methylierung von CP und CPC (PRMT1 Faktor 7, PRMT3 Faktor 13, PRMT6
Faktor 6). Die Daten der hnRNP K-Chiméaren (CKL, CKS, CKLC und CKSC) sind
nicht interpretierbar. Diese Proteine neigten bei der Reinigung zur Aggregation und
konnten deshalb z.T. nicht in genlgender Menge hergestellt werden, um die
Subtratkonzentration weit Uber dem K, zu titrieren. Ferner lag der Einbau an
radioaktiven Methylgruppen in die CspB-Hanteln durch PRMT3 und 6 oft nahe der
Detektionsgenze von 0,3 pmol. Auch waren die Daten teilweise widersprtchlich.

Da mit der "Hantelhypothese" der Unterschied in der Substratspezifitat der PRMTs
nicht erklart werden konnte, wurden anhand von Proteinmodellierungen der
Substrate und der Enzyme weitere Faktoren diskutiert, welche fir die
unterschiedliche Substratspezifitdt von PRMT1 und 3 wichtig sein kdnnten. Zwischen
der KH2- und der KH3-Doméane von hnRNP K liegen neben den methylierbaren auch
einige nicht methylierte Argininreste. Die Letzteren befinden sich oft in unmittelbarer
Nachbarschaft von Aspartat. Da die aktiven Zentren der Enzyme ebenfalls viele
saure Aminosauren enthalten, kénnte es sein, dass es zu einer AbstoBung der
Aspartate kommt. Dies wirde erklaren, warum die betreffenden Arginine von PRMT1
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nicht methyliert werden. Ahnliches gilt fiir Arginine im glutamatreichen N-Terminus
von PABPN1. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Ringéffnungen der
Enzymdimere bei PRMT1 und 3 unterschiedlich in Form und Gr6Be sind. Gefaltete
Doménen passen bei beiden Enzymen nicht hinein. Ein weiterer Unterschied
zwischen PRMT1 und 3 ist, dass bei PRMT1 eine eventuelle zweite a-Heix oX nicht
mit kristallisiert werden konnte (Zhang und Cheng 2003). Der N-Terminus scheint
somit flexibler zu sein als bei PRMT3. Auch wurde PRMT3 ohne seinen groBen
N-Terminus kristallisiert. Damit ist nicht auszuschlieBen, dass dieser die
Zuganglichkeit der Substratbindetasche beeintrachtigt. Er kdnnte aber auch
Konformationsanderungen daran hervorrufen, welche die Substratspezifitdt von
PRMTS3 beeinflussen kdnnten. Sowohl die KH-Domanen von hnRNP K als auch das
CspB-Protein bilden in Kristallstrukturen Dimere (Schindelin et al., 1993; Backe et al.,
2005). CspB verhalt sich auch in Gelfiltrationen wie ein Dimer. Bei den KH-Domanen
von hnRNP K ist eine Dimerisierung in Lésung nicht auszuschlieBen. Zwischen den
Dimerpartnern befindliche ungefaltete Sequenzen kdnnten daher eine Schlaufe
bilden ("Schlaufenhypothese"). Bei den Hantelchimaren wére die "Substrat-Schlaufe"
Uber ein CspB-Protein gespannt, bei hnRNPK ware sie hingegen freier beweglich.
Dies koénnte erklaren, warum die Hantelfusionen zumindest fur PRMT1 und 6
schlechtere Substrate sind als hnRNP K. Da die Schlaufe bei CKSC kurzer ist, wiirde
dies erklaren, warum diese Chiméare fir PRMT1 und 6 ein schlechteres Substrat ist
als die CKLC-Chimare. Die "Schlaufenhypothese" erklart aber nicht, warum die
CPC-Fusion ein besseres Substrat ist als CKSC.

Bei einigen Proteinen hat deren Methylierung einen Einfluss auf ihre Lokalisation in
der Zelle (Lee et al., 1996). Um zu Uberprifen, ob dies auch fir PABPN1 zutrifft,
wurden Injektionsexperimente an Xenopus-Oozyten durchgefiihrt. In Vorversuchen
zur Etablierung dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass Oozytenextrakte
PABPN1 methylieren kénnen. Diese Methylierung konnte durch Sinefungin und
Adenosylhomocystein inhibiert werden. Unter den verwendeten Bedingungen konnte
jedoch kein Unterschied beim Import von unmethyliertem und methyliertem PABPN1
in den Zellkern festgestellt werden. Dies kbénnte an einer relativ schnellen
Methylierung von PABPN1 nach der Injektion liegen, die durch den koinjizierten

Inhibitor AdoHcy nur unvollstandig gehemmt wird.
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Anhang

Vektoren-Liste

pET11a (Alle pET-Vektoren stammen von der Firma Novagen)

pET16b

pET19b

pET28a

pET28b

pUK aus pET19b erzeugt (Uwe Kihn, Dept. Allg. Biochem., MLU Halle)

pGM10 aus pET3d synthetisiert (Georges Martin, Dept. of Cell Biology,
University of Basel)

pT7-7 (Stan Tabor Dept. of Biol. Chem. Harvard Medical School, Boston Nov.
1987)

pGEX6P-1 (Amersham Biosciences)

Primer-Liste 5°zu 3" (nur die benutzten Primer, von Invitrogen Custom Services)
PRMTs

1. HRMT1L2-V2: fir humanes PRMT1 splice-Variante 2
catg cca tgg aa atg gag aat ttt gta gcc acc

2. HRMTL2-V1: fir humanes PRMT1 spilce-Variante 1
catg cca tgg aa atg gag gtg tcc tgt ggc

3. HRMT1L2-allgrlck:
cgc gga tcc tca geg cat ccg gta gtc

4. hPRMT1V1mitte: Zum Durchsequenzieren
ggt gac cat cat caa ggg

5. prmt1hB: fir rPRMT1 ohne tag in pT7-7 mit Ndel und BamHI, Konstrukt wurde
nicht benutzt
ggg aat tcc ata tgg cgg cag ccg agg cc
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

prmt1rB: Fir His-rPRMT1 ohne tag
cgc gga tcc tca geg cat ccg gta gtc ggt gga ac

prmt1h300: Zum Durchsequenzieren rPRMT1 in PT7-7
ctc cag tat ctc tga tta tg

prmt1h600:
gta tat ggc tit gat atg tc

. prmt1h900:

gag gac tac cta aca gtg

prmtiraus:
gtc ttt gga tgt cat gtc ¢

PRMT3hin: fir humanes PRMT3 ohne tag mit Ncol, Konstrukt hPRMT3
mit Mutation
catg cca tgg aa atg gac gag cca gaa ctg tcg gac

PRMT3rlck: mit BamHl
cgc gga tcc tca ctg gag acc ata agt

MuthPRMT3hin: fir die Beseitigung der Mutation in hPRMT3 (1471. bp)
gtt cac aag aat aag aAa gat cca cgt tct ctc acc g

MuthPRMT 3rick:
caa gtg ttc tta ttc tTt cta ggt gca aga gag tgg ¢

prmt3h300: zum Durchsequenzieren von hRPMT3 ohne tag
gat ttt gaa gcc agt att ag

prmt3h600:
gtt tat ttc agc tca tac gg

prmt3h900:
gta gat gtt atc ata tct ga

hPRMT6NdelohneTag: Fir humanes PRMT6 ohne tag
ggg aat tcc ata tgt tcg cag ccc aag

hPRMT®6rick: mit BamHl
cgc gga tce tca gte cte cat ggc

hPRMT6360mitte: Zum Durchsequenzieren
gag gtg gtg cgg ttc aac

hPRMT6720mitte:
cgg aga tcg ttg tgc agg
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Chimaren

22. MutK1Sacllhin: fiir KLP bzw. KSP
cct gga gac gct tac ccg cgg gac ggce atg gtt got

23. MutK1Sacllruck:
acc aac cat gcc gtc ccg cgg gta acg gtc tcc agg

24. MutK2Sacllhin:
gct cgg aat ctt cct ccg cgg ctt cct cca cca cca

25. MutK2Sacllruck:
tgg tgg tgg agg aag ccg cgg agg aag att ccg age

26. MutK1Kpnlhin:
ggt gt ttt aca atg ggt acc atg ttt gat gac cgt

27. MutK1Kpnlruck:
acg gtc atc aaa cat ggt acc cat tgt aaa acc acc

28. MutK2Kpnlhin:
cgc gga cgc cca gtg ggt acc gga ttt ccc atg cgg

29. MutK2Kpnlrick:
ccg cat ggg aaa tcc ggt acc cac tgg geg tce geg

30. PABPN1c-TermHin: flir PABPN1 als insert fur KLP/KSP mit Kpnl
cgg ggt acc cct aaa cga acc aac aga cca ggc

31. PABPN1C49Sacllruck:
tcc ccg cgg ata gta agg gga ata cca tga tgt cgc

32. PCRK1Kpnlhin: fiir PKL bzw. PKS hnRNP K-Fragmente als C-Terminus
cgg ggt acc atg ttt gat gac cgt cgc

33. PCRK1BamHIruck:
cgc gga tcc tca gta acg gtc tcc agg

34. PCRK2Kpnlhin:
cgg ggt acc gga ttt ccc atg cgg

35. PCRK2BamHIruck:
cgc gga tcc tca agg aag att ccg age

36. PCRCspBKpnlr?ck: fur CspB-Chimaren CspB-PCR mit T7-promoterprimer hin
cgg ggt acc cgc ttc tit agt aac gtt age

37. CspBBamHIhin: fir CPC bzw. CKC, 2. CspB an C-Terminus
cgc gga tcc atg tta gaa ggt aaa gta aaa tgg
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38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

CspBEcoRIr?ck:
ccg gaa ttc tta cgc tic ttt agt aac gtt age

S0O170608B: fiir CKLC; CKL Mutagenese Stopcodon entfernt, hin
g tta gca gce gga tec aca gta acg gtc tcc ag

S0040708A: fur CKLC; CKL Mutagenese Stopcodon entfernt, riick
ct gga gac cgt tac tgt gga tcc ggec tgc taa ¢

s0150708H: fiir CKSC; CKS Mutagenese Stopcodon entfernt, hin
gtt agc agc cgg atc cac aag gaa gat tcc gag

s0150708R: fir CKSC; CKS Mutagenese Stopcodon entfernt, riick
cca tcg tcg gec tag gtg tte ctt cta agg ctc

CPBam220908Hin: fir CPC; CP Mutagenese Stopcodon entfernt
g aca tca tgg tat tcc cct tac tat gga tcc aaa aaa gtg tgt att agg ag

CPBam220908Ruck:
ct cct cct aat aca cac ttt ttt gga tcc ata gta agg gga ata cca tga t

Abkilirzungen

Proteine und deren Bestandteile
PABPN1 nukledres Poly(A)-Bindeprotein (PABII)

PRMT Protein-Arginin-Methyltransferase

hnRNP K heteronukleares Ribonukleoprotein K

LSD-1 Lysin spezifische Demethylase 1

JMJD6 Jumoniji-Domane enthaltende Dioxygenase 6
ADA Adenosin Deaminase

HRMT1L1 Menschliche (humane) Argininmethyltransferase (= PRMT2)
HRMT1L2 Menschliche (humane) Argininmethyltransferase (= PRMT1)

CARM1 Coaktivator-assoziierte Argininmethyltransferase
Sm-Proteine Bestandteile der snRNPs im Spliceosom
snRNPs small nuclear ribonucleoproteins

Npl3 nukleares Protein Lokalisation 3

HMT1 Hefe Methyltransferase 1 bzw. RMT1

BTG1 B-cell translocation gene 1

Tis21 topoisomerase inhibitor-suppressed gene
MRE11 meiotische Rekombination Protein 11

STATT signaltransduction and transcription 1 protein
Sam68 Src-associated in mitosos protein of 68 kDa
rpS2 ribosomales Protein S2

GFP grun fluoreszierendes Protein

Tat Transaktivator Protein

HIV-1 Rev  Humaner Immundeficienz-Virus (HIV) -Regulator des Virions (Rev)
HMGA1a  high mobility group A1a Protein

PABPs Poly(A)-Bindeproteine

PABPC zytoplasmatisches Poly(A)-Bindeprotein

iPABP Induzierbares Poly(A)-Bindeprotein
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ePAB embryonales Poly(A)-Bindeprotein des Krallenfrosches Xenopus
ePABP2 embryonales Poly(A)-Bindeprotein des Krallenfrosches Xenopus
XePABP2 embryonales Poly(A)-Bindeprotein des Krallenfrosches Xenopus
p32 embryonales Poly(A)-Bindeprotein des Krallenfrosches Xenopus
XPABP1 cytoplasmatisches Poly(A) Bindeprotein von Xenopus
XPABPN1 nukleares Poly(A)-Bindeprotein von Xenopus

XPRMT1b Ca*-induziertes PRMT1 von Xenopus laevis

xPRMT1 Calcium-induzierts PRMT1 von Xenopus laevis

Pab2 Poly(A)-Bindeprotein der Hefe

U1A spleiBosomales Protein

Erk extracellular-signal regulated kinase
hnRNP heterogenes nukleares Ribonukleoprotein

HMW FGF-2 high molecular weight fibroblast growth factor 2
RanGTP Ras -related nulcear protein mit Guanosintriphosphat
r15-Lox 15- Lipoxigenase

c-myc cellular? myelocytomatosos gene

c-Src cellular sarcoma (Tyrosinkinase)

CspB Kalteschockprotein (Coldshockprotein) von Bacillus subtilis

RB Retinoblastoma Genprodukt

AC49 C-terminale Deletionsmutante von PABPN1, der die letzten 49AS
fehlen AS= Aminosaure

RNP4 Ribonukleoprotein 4

RBD4 Ribosomenbindedoméne 4

HRP horseradish peroxidase

PNK Proteinkinase

BSA Rinder (Bovines) Serum Albumin

CIP Calf intestine phosphatase

MTase Methyltransferase-Doméne

SH3 Src homologe Doméne

KH3 hnRNP K homologe Doméne

Myr Myristoyl-Aktionsmotiv

RGG-boxen Arginin Glycin- haltige Sequenz
RXR-cluster Arginin und beliebige Aminosaure X- haltige Sequenz

NLS nukleares Lokalisationssignal

KL Sequenz von hnRNP K AS 241-333 (92 AS)
KS Sequenz von hnRNP K AS 251-309 (58 AS)
IRES interne ribosomale Eintrittstelle

Molekiile und Chemikalien

SAM S-Adenosylmethionin (AdoMet)

AdoHcy Adenosylhomocystein

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

MMA Monomethylarginin

aDMA asymmetrisches Dimethylarginin

sDMA symmetrisches Dimethylarginin

GST-GAR GlutathionS-Transferase-Fusion mit Glycin-Arginin-reicher Sequenz
DNA Desoxyribonukleinsaure

RNA Ribonukleinsaure

mRNA messenger RNA
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DMSO
dNTP
Tris

HCI
EDTA
DTT
NaOH
SDS
APS
TEMED
NaH PO4
KoHPO,4
KH>PO4
NaCl
NH4CI
MgC|2
C&C'g
IPTG
KCI
NP40
PMSF
HEPES
TN-Tween
TCA

Einheiten
kDa

AS

kb bzw, kBp
nt

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Trihydroxyaminomethan

Salzséaure

Ethylendiamintetraacetat

Dithiotiol

Natronlauge

Sodiumdodecylsulfat
Ammoniumpersulfat
Tetramethylethylendiamin
Natriumhydrogenphosphat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Kalium-di-Hydrogenphosphat
Natriumchlorid (Kochsalz)
Ammoniumchlorid

Magnesiumchlorid

Calciumchlorid
1-Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid
Kaliumchlorid

Nonidet P40
Phenylmethylsulfonylfluorid (Proteaseinhibitor)
2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
Tris-NaCl-Tween-Lésung
Trichloressigsaure

Kilodalton

Aminosaure

Kilobasenpaare

Nukleotid

Gramm

Liter

Meter

Stoffmenge 6,022 x 10** Molekdile
Molaritat bzw. Stoffmengenkonzentration [mol/I]
Stunde

Minute

Sekunde

Zeit

milli

mikro

nano

piko

femto

rounds per minute
Erdgeschwindigkeitskonstante
Konzentration

optische Dichte

Volt

Ampere

Saulenvolumen
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cpm
dpm
uv
pH
kbar
A

Ci
S

counts per minute

decay per minute

Ultraviolette Strahlung

positive Hydroxylionenkonzentration
kilo Bar

Angstrém

Curie, veraltete Einheit der Aktivitat eines radioaktiven Stoffes (37 GBq)

Sievert, Einheit der Leitfahigkeit

Puffer und Medien

TE
TBE
LB
HiDi
PBS
MBS

Puffer aus Tris und EDTA

Puffer aus Tris, Borsaure und EDTA

Laura Broth-Medium

Formamid-haltiger Puffer flir die Sequenzierung
Phosphat-gepufferte (buffered) Saline
Modifizierte Barth’s Saline

Methodisches

NHS-Ester

N-Hydroxysuccinimidyl-Ester

U unit (Einheit)

NMR nuclear magnetic resonance

Hela Krebszelllinie von Henrietta Lacks

ES embryonale Stammzellen

pUK von Uwe Kihn (MLU Halle) konstruiertes Plasmid
PCR Polymerasekettenreaktion

ORF open reading frame

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

FPLC fast performance liquid Chromatografie

Ni-NTA Ni®*-Nitrilotriacetat

DEAE Diethylaminoethyl als Saulenmaterial gekoppelt an Cellulose
HA Hydroxyapartit

His Histidin, in diesem Fall His-tag, mehrere Histidine hintereinander
EST expressed sequence tag

ABI Applied Biosystems

OPMD oculopharylgeale Muskeldistrophie
Computerprogramme

EditSeq

Mapdraw

Protean

Word

Exel

Powerpoint

ImageQuant

Sigmaplot

AdobePhotoshop
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Ausschnitt aus einem Western Blot von KSP mit Abbaubanden

232221 20 19 18 17 16 15 M6H

116
97
66
45

29

Autoradiografie KSP mit PRMT3 gemessen

KSP-Chiméare
PABPN1 Kontrolle
Abbaubanden werden starker methyliert als Gesamtchimare
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Tab. 10: Wichtige Parameter fiir die Mess

ungen der Michaelis-Menthen-Diagramme

KLP KSP PKL PKS CKL CKS CP CKLC | CKSC CPC
NIiNTA NiNTA | NINTA | NiINTA | NINTA | NINTA | NiINTA | NiINTA | NiNTA NIiNTA
Sé&ulen | MonoQ | MonoQ | MonoQ | MonoQ HA HA MonoQ HA HA HA
Pool Pool 16 46 Wil F1 Ft F4 F11 F16
End- F24-28 F19-22 10ng 45-55 24 202 341 218
Kon- nach 31 F10 F2 270 WII
zen- Dialyse 302 178
tration 5
[ng/pl] | 4Vneu | 4.Vneu neu neu
72 125 Pool Pool
5.V 5.V F16-19 | F15-17
10 171 2098 1684
Enzym- | PRMT1 F11 23ng bzw. PKL/PKS 52ng - maximal 1,3pmol (Enzym
menge | 40,5kDa)
[pmol] | PRMT3 F13 21- 50ng/ul PKL/PKS 67, 200 - maximal 3,4pmol, meistens ca. 0,9pmol
im Test (Enzym 58 kDa)
F15 57ng/ul
F17 47,5ng/ul
PRMT6 F14 31ng/ul - maximal 0,8pmol (Enzym 41,9kDa)
F16 31,5ng/ul
SAM-
Menge 900-960pmol
[pmol]
Inkuba- | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1| PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1
tions- 35 35 20 20 10-20 10-20 10-30 10-20 10-20 10-20
zeit PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3
[min] 80-95 80-95 40-60 40-60 60-80 60-80 60-80 120- | 120-360 | 120-360
im Test | 4.+5.V 4.45.V PRMT6 | PRMT6 | PRMT6 360 PRMT6 | PRMT6
30,60,90 | 30,60,90 480 480 20-40 | PRMT6 480 20-40
480
Sub- | PRMT1+ | PRMT1+ | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1 | PRMT1
strat- 3 3 bis 5 bis 5 bis 2 bis 1 bis 0,8 | bis 0,6 bis 1 bis 2,0
Menge 1-3.V 1-3.V | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3 | PRMT3
[HM] 0,5 0,5 bis 3 bis 5 bis 2 bis 2 bis 2 bis 0,8 bis 2 bis 2
im Test | PRMT3 | PRMT3 | PRMT6 | PRMT6 | PRMT6 | PRMT6 | PRMT6 | PRMT6 | PRMT6 | PRMT6
4.45.V 4.45.V KK KK bis 2 bis 2 bis 2 bis 2 bis 1
0,05-0,5 | 0,05-0,5 fast
kein kein
Einbau | Einbau
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