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1 Einleitung

1.1 Vorwort

Proteine sind in jedem lebenden Organismus die entscheidenden Funktionstriger sowohl fiir die
Auspragung der genetischen Information als auch fiir die Aufrechterhaltung der metabolischen
Homdostase. Keine 60 Jahre nach der Entdeckung der DNA-Struktur ist es gelungen, das humane
Genom zu entschlisseln (Lander et al.,, 2001; Venter et al., 2001) und die Gesamtheit der
proteinkodierenden Sequenzen (opern reading frame, ORF) vorherzusagen. So ist die Anzahl der humanen
ORFs mit nur ca. 20000 in etwa so grof3 wie die Anzahl ORFs deutlich ecinfacher aufgebauter
Organismen wie dem Fadenwurm (~19 000 ORFs) oder dem Seeigel (~23 000 ORFs) (Pheasant und
Mattick, 2007). Das bedeutet, die Art und die Anzahl der exprimierten Proteine gibt kaum Aufschluss
tiber die ontogenetische Entwicklung eines Organismus. Dariiber hinaus ist die Polypeptidsequenz allein
nicht ausreichend, um hinreichende Vorhersagen zu der Funktion eines Proteins zu treffen. Darum wird
fir ein nachhaltiges, fundiertes Verstindnis biologischer Prozesse und der daran ursichlich beteiligten
Proteine nur das Alternieren zwischen globaler und molckularer Analyse den angestrebten Zuwachs an
Einsicht in funktionale Zusammenhange ermoglichen.

Neben den proteinkodierenden Transkripten wird eine Vielzahl weiterer RNAs synthetisiert. Nur ein
geringer Teil davon ist selbst katalytisch aktiv oder fiir sich genommen funktional, wie zB. selbst
spleilende Introns (Zaug und Cech, 1986), die Proteinsynthese katalysierende rRNA (Nissen et al.,
2000) oder Aptamer-RNAs, die auf verdnderte Metabolitkonzentrationen reagieren kénnen (Serganov
und Nudler, 2013; Winkler et al., 2002). Der tberwiegende Teil des Transkriptoms, der nicht
unmittelbar an der Translation beteiligt ist (weit mehr als 50% (Cheng et al., 2005)), pragt erst durch
die Assoziation mit Proteinen seinen funktionalen Zweck aus. So werden micro- oder siRNAs erst durch
die Assoziation an Argonaut-Proteine zu Regulatoren der Genexpression (Fire et al., 1998); (Huntzinger
und Izaurralde, 2011) oder small nucleolar RNAs (snoRNAs) erst innerhalb eines Ribonukleo-
Proteinkomplexes zu wichtigen Funktionstrigern in der Ribosomenbiosynthse (Watkins und Bohnsack,
2012). Die Assoziation von Proteinen mit RNA kann entweder durch die Struktur der RNA
determiniert werden oder sequenzabhingig stattfinden.

Die Wechselwirkung von sequenzspezifisch bindenden Proteinen mit RNA wird héufig durch spezielle
Strukturelemente innerhalb des Proteins, so genannter RNA-Bindemotive, vermittelt (Clery et al.,
2008). Nicht selten beinhaltet ein typisches RNA-Bindeprotein mehrere RNA-Bindemotive, die die
Spezifitat und Affinitit des Proteins zur RNA erhohen (Lunde et al., 2007). Weil die Erkennung von
wenigen Nukleotiden bereits eine moderate Affinitit fiir die meisten RNA-bindende Proteine

vermittelt, kénnen oft mehrere Proteine mit einem RNA-Molekiil assoziieren. Die grofle Anzahl an
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verschiedenen RNA-bindenden Proteinen ermdéglicht eine komplexe Regulation der Genexpression und
stellt damit RNA bindende Proteine ins Zentrum der Regelkreislaufe biochemischer und zellbiologischer
Prozesse.

Die vorgelegte Arbeit hat das Ziel, das Wissen um das RNA-bindende Protein hnRNP K zu vertiefen
und vorhandene Befunde durch neue Erkenntnisse und experimentelle Ansitze zu tberpriifen. Im
Zentrum der Arbeit stand dabei, die Bedeutung der Argininmethylierung von hnRNP K zu untersuchen

und deren mégliche physiologische Notwendigkeit zu identifizieren.

1.2 Die Entdeckung von hnRNP K

HnRNP K wurde als heterogenes nukledres Ribonukleoprotein (hnRNP) zusammen mit mindestens 20
anderen hnRNA bindenden hnRNPs bei der Fraktionierung von Nukleoplasma identifiziert (Pinol-Roma
et al., 1988; Swanson und Dreyfuss, 1988). Die Assoziation von hnRNPs mit hnRNA fiihrt zur
Ausbildung von sequenzabhingig unterschiedlich zusammengesetzten hnRNP-Komplexen, die
vermutlich frithe Vorstufen der Spliing-Machinerie darstellen (Bennett et al., 1992). Allen hnRNPs ist
die intrinsische Eigenschaft der Nukleinsaurebindung gemeinsam. Die meisten hnRNPs besitzen eine
oder mehrere klassische Nukleinsaure-Bindemotive, wie z. B. das RNA recognition motif (RRM) (Daubner
et al., 2013), die sequenzabhingige Assoziationen mit Nukleinsiuren erméglichen (Swanson und
Dreyfuss, 1988). Die Untersuchung der Sequenzspezifitit von hnRNP K mittels Homo-DNA-
Oligonukleotiden zeigte eine starke Praferenz fiir Poly-(dC) (Matunis et al., 1992). Der Aminosiure-
Sequenzvergleich von hnRNP K aus H. sapiens mit dem aus X. laevis fiihrte zur Identifizierung der
hnRNP K-Homologie-Domane (KH-Domane) (Siomi et al., 1993). KH-Dominen sind stark
konservierte Domanen, die sich in nahezu allen Eukaryoten, und leicht verandert auch in Prokaryonten,
vor allem in RNA-bindenden Proteinen nachweisen lassen (Valverde et al., 2008). In hnRNP K sind drei
KH-Domianen mit unterschiedlichem Sequenzabstand enthalten (Abb. 1-1). Die strukturverwandten
Tripel-KH-Domanen-Proteine hnRNP E1 und hnRNP E2, welche auch zu den Poly(C)-bindenden
Proteinen gehéren, unterscheiden sich hauptsachlich in der Proteinsequenz zwischen den KH-Domanen
von hnRNP K. Tripel-KH-Dominen-Proteine sind konserviert und lassen sich auch in Hefe finden
(Valverde et al., 2008). Die Unterscheidung zwischen hnRNP K und E1 ist nur in héheren Eukaryoten
moglich  (Tabelle 1-1).  HnRNP K wird durch alternatives Spleien in drei verschiedenen
Transkriptvarianten exprimiert, die zu zwei verschiedenen Proteinen translatiert werden und sich am
auBersten C-Terminus unterscheiden (Isoform a: *'QYADVEGE.; Isoform b: "’QYSGKFF.). Die
Proteine weisen vergleichbare Nukleinsiureaffinititen auf (Dejgaard et al., 1994)(Gene ID: 3190,

HNRNPK).
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Tabelle 1-1 Sequenz-Vergleiche mittels BLAST®-Algorithmus der National Library of Medicine

Die mittlere Spalte zeigt die Identitat/Homologie von humanem hnRNP K mit dem ndchst verwandten
Protein in den links aufgefiihrten Spezies. Die Spalten unter hnRNP E1/2 zeigten die Identitdt/Homologie
zwischen hnRNP K und hnRNP E der jeweiligen Spezies. < 30% Sequenzidentitdt bedeutet, dass nur die KH-
Domdnen konserviert sind und deswegen keine eindeutige Homologie erkannt werden kann. Die
Konservierung innerhalb einer KH-Domane ist groRer als 30%. HNRNP E1 und E2 sind im Menschen zu 88%
identisch.

Konservierung in % Identitdt/Homologie
Homo sapiens
Spezies hnRNP K hnRNP E1 hnNRP E2
Homo sapiens 100/100 28 /44 28/44
Gallus gallus 88 /89 31/45
Xenopus laevis 73 /75 29/46
Danio rerio 76 /81 <30, nur KH-Dominen
Drosophila melanogaster <30, nur KH-D. <30, nur KH-Dominen
Caenorhabditis elegans <30, nur KH-D. <30, nur KH-Dominen

Seit der Entdeckung des Proteins sind eine Vielzahl von Funktionen beschrieben und postuliert worden.
In nahezu allen Fillen nimmt das Protein eine regulierende Funktion ein und becinflusst verschiedene
Mechanismen der Genexpression, darunter zum Beispiel die Transkription (Choi et al., 2009), den
RNA-Metabolismus (Venables et al., 2008), die Signaltransduktion (Wolf et al., 2008) und die
Translation (Ostareck-Lederer und Ostareck, 2012). Einige der beschriebenen Funktionen stehen in
engem Zusammenhang mit strukturellen Merkmalen von hnRNP K, weshalb zunichst diese
Strukturmerkmale néaher beschrieben werden, bevor einige ausgewahlte physiologische Funktionen

diskutiert werden.

1.2.1 Strukturdeterminanten von hnRNP K

Abb. 1-1 enthalt eine vereinfachte Darstellung der Wichtigsten Sequenzmotive innerhalb von hnRNP K.
115 147 218 389 459

44 :
ot o0
X =

Abb. 1-1 Schematische Darstellung der Strukturdeterminanten

Nummern {ber der Abbildung sind Aminosaurenummern. NLS: nuclear localisation signal, KH 1-3:
hnRNP K-homology domain, RGG P-rich: arginin-, glycin- und prolinreicher Sequenzbereich, KNS:
hnRNP K specific nuclear shuttling sequence.

KH 2

Am N-Terminus befindet sich ein klassisches zweigeteiltes Kern-Lokalisierungssignal (NLS). Ein zweites
Lokalisierungssignal zwischen der KH2 und KH3, das KNS (hnRNP K specific nuclear shuttling sequence),
vermittelt sowohl den Kern-Import als auch den Export. Import und Export sind ATP- und GTP-

unabhingig, so dass der Transport unabhangig vom klassischen RanGTP-Gradienten verlauft. Der
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C

Export aus dem Kern ist nicht durch Leptomycin B inhibierbar, woraus geschlussfolgert werden kann,
dass der Export CRM1/exportinl-unabhingig ist. (Henderson und Eleftheriou, 2000; Michael et al.,
1997). Das Gleichgewicht des KNS-vermittelten Transports liegt allerdings auf der Seite der
Kernlokalisation, die Exportwirkung ist nur moderat. Zusammen mit dem NLS bewirkt das KNS die fiir
die allermeisten Zelltypen beobachtete starke nukledre Lokalisation von hnRNP K (Matunis et al.,
1992).

Drei KH-Domanen kénnen in der Sequenz identifiziert werden, KH1, KH2 und KH3 (Valverde et al.,
2008). Die ersten Bindungsstudien der einzelnen Domanen konnten nur fiir die dritte KH-Domane eine
signifikante Bindung an Nukleinsiure nachweisen (Dejgaard und Leffers, 1996). Fiir diese Domane sind
Kristall- und NMR-Strukturen mit und ohne ssDNA-Ligand bestimmt worden (Backe et al., 2005;

Braddock et al., 2002). Die Strukturen zeigen eine Sekundarstruktur, wie sie fiir eukaryotische KH-

Domianen typisch ist: N—=f/—a/-a2—f2-33-a3-C (Abb. 1-2).

Abb. 1-2 Struktur der KH3 im Komplex mit dem Tetranukleotid d(CCCT)

Cartoonprasentation der dritten KH-Domane (KH3) in Farbcodierung vom N-(blau) zum C-(rot)
Terminus. Ausgewdhlte Aminosduren sind als Stick dargestellt (siehe Text), rot: Tyr458. Der innerhalb
der KH-Domanen invariante GXXG-loop ist magenta. PDB 1ZZI

Der Kontakt zur Nukleinsaure wird hauptsachlich von den a-Helices 1 und 2 sowie dem f-Strang 2
hergestellt. Einzelne Basen werden von Arg414, Glu425, Arg433, Gly404, und Ser459 kontaktiert

(Abb. 1-2). Das Zucker-Phosphat-Riickgrat ist groBtenteils 16sungsmittelexponiert und wird lediglich
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vom GXXG-loop kontaktiert. Es sind keine direkten Interaktionen mit dem 2’-OH der Ribose zu
erkennen. Von vier spezifisch gebundenen Desoxyribonucleotiden eines DNA-Liganden nehmen drei
Desoxyribosen die fiir RNA typische 3’endo-Konformation ein (Braddock et al., 2002). Das erklart den
Befund, dass hnRNP K sowohl RNA als auch einzelstrangige DNA mit ahnlicher Affinitat binden kann.
Die Dissoziationskonstannten der KH3 mit verschiedenen Ribo- oder Desoxyribooligonukleotiden
liegten im niedrigen mikromolaren Konzentrationsbereich (Backe et al., 2005).

Quantitative Bindungsstudien oder Strukturdaten zur ersten und zweiten KH-Doméne von hnRNP K
sind nicht beschrieben. Allerdings konnte fiir hnRNP E1 die Struktur der Tandem-Domane KH1-KH2

mittels NMR gelést werden (Du et al., 2008). Diese zeigt, dass die beiden Domanen iiber ein

ausgedehntes S-Faltblatt und hydrophobe Wechselwirkungen assoziiert sind. Die beteiligten
Aminosiuren sind, bis auf ein am Rand der Interaktionsfliche gelegenes Phenylalanin, auch in hnRNP K
konserviert und lassen eine homologe Struktur vermuten (Abschn. 4.9).

Zwischen der zweiten KH-Domine und dem KNS befinden sich prolinreiche Regionen.
Polyprolinhaltige Sequenzen kénnen typischerweise mit SH3- und WW-Dominen interagieren (Taylor
und Shalloway, 1994; Weng et al., 1994).

Ebenfalls zwischen der zweiten und dritten KH-Domaéne befinden sich RGG-Motive. Zusammen mit
dem RXR-Motiv gehéren RGG-Motive zu den wichtigsten Erkennungssequenzen der Protein-Arginin-
Methyltransferasen (PRMTs) (Bedford und Clarke, 2009). HnRNP K ist unter physiologischen
Bedingungen an fiinf Argininen innerhalb der RGG Boxen quantitativ asymmetrisch dimethyliert
(Abschn. 1.5; (Ostareck-Lederer et al., 2006)). RGG-Motive werden auch als Nukleinsdurebindemotive

diskutiert (Burd und Dreyfuss, 1994; Rajyaguru und Parker, 2012).

1.3 Zellulare Bedeutungen von hnRNP K

1.3.1 Nukleire Funktionen - hnRNP K als Regulator der Transkription

HnRNP K wurde bereits mehrfach eine Funktion als Transkriptionsregulator zugeschrieben (Michelotti
et al., 1996a). Die Expression von c-Myc, einem Protoonkogen, wurde durch Hberexpression von
hnRNP K aktiviert. Die Aktivierung war dabei von einer pyrimidinreichen Sequenz (CT-Element) im
Promotor des c-Myc-Gens abhangig. In-vitro-Transkriptionsreaktionen mit nukledrem Extrakt waren
cbenfalls vom CT-Element abhingig und wurden durch Zugabe von hnRNP K-bindenden
Oligonukleotiden inhibiert. Die Aktivierung wurde teilweise auf eine direkte Interaktion mit dem
TATA-Bindeprotein-(TBP)-assoziierten-Komplex zuriickgefiihrt. Eine hnRNP K-
Affinititschromatographie depletierte aus dem verwendeten nukledren Extrakt Transkriptionsfaktoren,

die fir die In-vitro-Transkription des Reportergens notwendig waren. Das Eluat der hnRNP K-
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Affinitatschromatographiec ~ konnte  den  depletierten =~ Extrakt = komplementieren und die
Transkriptionsaktivitait wiederherstellen. Die Assoziation mit dem CT-Element erfolgte iiber
Einzelstrangbereiche die vermutlich wahrend der Transkriptionsinitiation aus der Duplex-DNA gebildet
wurden (Ginno et al., 2012; Michelotti et al., 1996bb; Wongsurawat et al., 2012).

Auch der Promotor von elF4E beinhaltet eine cytidinreiche Sequenz, die die Rekrutierung von
hnRNP K und dem TBP vermitteln soll. So zeigen heterolog exprimierte Transkriptionsreporter zum
cinen die Abhéngigkeit vom cytidinreichen Promotorelement, zum anderen fihrt die Hberexpression
oder die siRNA vermittelte Reduktion von hnRNP K zu einer erhéhten oder, respektive, einer
verminderten Synthese der eI[F4E-mRNA (Lynch et al., 2005). Weil eIlF4E das Zellwachstum in der G1-
Phase limitiert, fithrt eine erhohte Expression von eIF4E zu einer starken Proliferation der getesteten

Zellen (Lynch et al., 2005).

1.3.2  HnRNP K als Protoonkogen in der p53-vermittelten Stressantwort

Das Tumorsupressorgen TP53 ist das am hdufigsten mutierte Gen in menschlichen Tumoren (Vousden
und Prives, 2005). Als Transkriptionsfaktor reguliert p53 die konzertierte Stressantwort. So bewirkt
p53, z. B. bei strahlungsinduzierten DNA-Schaden die Aktivierung der DNA-Reparatursysteme und den
durch p21 vermittelten Zellzyklusarrest. Unter normalen Bedingungen wird die Aktivitit von p53 durch
die Ubiquitin-E3-Ligase HDM2 (MDM2) und den Proteasom-vermittelten Abbau niedrig gehalten.
UV-Strahlung fithrt zur Aktivierung der Kinasen ATM/ATR, die p53 und HDM?2 phosphorylieren und
die p53-Proteolyse inhibieren (Perry, 2004). Auch hnRNP K ist ein Substrat der ATM/ATR-Kinasen
und steht unter proteolytischer Regulation durch HDM2 (Moumen et al., 2013; Moumen et al., 2005).
In Zellkulturexperimenten mit humanen Osteosarkom-Zellen (U20S) fithrte UV-Strahlung zu einem
voriibergehenden Anstieg der hnRNP K-Konzentration, welche notwendig war, um sowohl die
Transkriptionsaktivierung durch p53 als auch einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase hervorzurufen.
Interessanterweise fithrte die ATM/ATR vermittelte Phosphorylierung von hnRNP K zur
SUMOylierung, die in der Folge die HDM2 vermittelte Ubiquitinierung inhibierte und damit hnRNP K
stabilisierte. Als SUMO-E3-Ligase wurden protein inhibitor of activated STAT 3 und chromobox homolog 4
identifiziert (Lee et al., 2012; Pelisch et al., 2012). Unter den durch p53 induzierten Transkripten war
auch hnRNP K (Rahman-Roblick et al., 2007). Somit unterlag die Transkriptionsregulation durch p53
einer positiven Feedback-Regulation durch hnRNP K. In einer weiteren Studie wurde zudem gezeigt,
dass die Argininmethylierung von hnRNP K die Interaktion mit p53 verstirkte und zu einer erhohten

p53 Aktivitat beitrug (Chen et al., 2008).
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1.3.3 Nukledre Funktionen - hnRNP K als Regulator von kodierenden und
nichtkodierenden Priméirtranskripten

HnRNP K assoziiert mit pri-mRNA (hnRNA) und vermittelt entweder die Rekrutierung weiterer
Faktoren oder beeinflusst die Funktion einer speziellen RNA. In einer globalen Analyse der Funktion der
hnRNPs auf die Regulation des alternativen SpleiBens wurden fiir hnRNP K und hnRNP C die
deutlichsten Effekte auf die untersuchten Transkripte beobachtet (Venables et al., 2008). Dabei wurde
nach einem hnRNP K-knock down in verschiedenen Zelllinien sowohl verstarkte als auch verminderte
SpleiBstellen-Verwendung gefunden. Die genauere Analyse der Transkripte des Gens Bcl-x, eines je
nach alternativ gespleiBlter Transkriptvariante proapoptotisch- (Bcl-x(Long)) oder antiapoptotisch- (Bcl-
x(Short)) wirkenden Genproduktes, zeigte den reprimierenden Einfluss einer cytidylatreichen Sequenz
nahe der x(S)-SpleiBstelle, die das Transkriptverhéltnis zu Bel-x(L) verschob. Sowohl die Verminderung
der hnRNP K-Konzentration als auch Punktmutationen in der oligo(C)-Region bewirkten die verstarkte
Verwendung der x(S)-SpleiBstelle (Revil et al., 2009). Eine genomweite Analyse der hnRNP K-DNA-
Interaktion mittels Chromatin-Immunprazipitation und deep sequencing (ChIP-Seq) zeigte eine
serumstimulierte Rekrutierung von hnRNP K an 640 verschiedene DNA-Sequenzen, unter denen eine
Reihe von immediate early gene loci waren. Dabei zeigte sich, dass hnRNP K vor allem im Transkriptions-
Terminationsbereich akkumuliert und, wenigstens im Falle der early growth response (EGR)-mRNA, die
durch XRN2 vermittelte Transkriptionstermination unterstiitzt. SIRNA vermittelte Reduktion von
hnRNP K hatte nach Serumstimulation eine Akkumulation der EGR-hnRNA zur Folge (Mikula et al.,
2013).

Neuere Befunde zeigten nicht nur die Assoziation von hnRNP K mit kodierenden RNAs, sondern auch
mit regulatorischen, nicht-kodierenden RNAs. So fiihrte die Manipulation von MCF7-Zellen mit kurzer
dsRNA, die komplementdr zur Promotorsequenz des Progesteronrezeptor (PR)-Gens war, zu einer
verstarkten Bindung von hnRNP K an antisense-Transkripte des PR-Gens (Schwartz et al., 2008).
Manche dieser antisense-Transkripte bestimmten die Synthese der sense-Transkripte. Welcher
Mechanismus dieser Regulation zugrunde liegt ist noch unklar. MutmaBlich aber sind RNA-bindende
Proteine wie hnRNP K daran beteiligt (Schwartz et al., 2008).

Transkriptomanalysen zeigten, dass ein groBer Teil der genomischen Sequenz transkribiert und zu
kiirzeren RNAs prozessiert wird. Fiir die meisten dieser nicht-kodierenden RNAs ist bisher keine
Funktion beschrieben (Carninci et al., 2005; Kapranov et al., 2007). Die Assoziation dieser RNAs mit
hnRNPs ist aufgrund der Abundanz der hnRNPs und ihrer ausgeprigten RNA-Affinitit sehr
wahrscheinlich. Fiir die lange nicht-kodierende RNA-p21 (lincRNA-p21), benannt nach dem in
unmittelbarer Sequenznihe gelegenen p53-Effektorgen p21 (CDKN1A), wurde eine Assoziation mit
hnRNP K gezeigt (Dimitrova et al., 2014; Huarte et al., 2010). LincRNA-p21 wurde, zusammen mit

anderen lincRNAs, als Zielgen der p53-Induktion identifiziert. Dabei stellte sich heraus, dass
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lincRNA-p21 wesentlich an der durch p53-induzierten Repression einer groBen Anzahl von
antiapoptotischen Genen beteiligt war. Die Repression der lincRNA-p21-Zielgene war abhingig von
hnRNP K und dem Teil der lincRNA-p21, mit dem hnRNP K assoziierte (Huarte ez al., 2010). Die
globalen Effekte der lincRNA-p21 lieBen sich in einer Folgestudie allein auf die regulierte Expression
des p21 zuriickfihren, in der hnRNP K und die lincRNA-p21 als Koaktivatoren der durch p53

induzierten Transkription von p21 fungierten (Dimitrova et al., 2014).

1.3.4 Zytoplasmatische Funktionen

Zytoplasmatische Funktionen von hnRNP K lassen sich grob in zwei Aspekte unterteilen. Zum Einen ist
hnRNP K als Translationsregulator beschrieben, zum Anderen gibt es vielfiltige Beschreibungen als Ziel

und Regulator der Signaltransduktion.

1.3.5 Zytoplasmatische Funktionen - Translationsregulation der r15-LOX-mRNA

Eines der am besten untersuchten Beispiele fiir Translationsregulation durch 3’-UTR bindende Proteine
ist die Expression der Retikulozyten-15-Lipoxygenase (r15-LOX, Gen-Symbol ALOX15) in
Oryctolagus cuniculus (Ostareck-Lederer und Ostareck, 2004). Die Expression der r15-LOX leitet als
einen der letzten Schritte der Erythrozythenreifung die Degradation der Mitochondrien im
Retikulozyten ein. Weil in dieser Phase der Blutzellreifung die Zellen bereits entkernt vorliegen,
missen alle mRNAs, die fiir Proteine kodieren, welche spatere Schritte der Blutzellreifung katalysieren,
als inaktive mRNPs gespeichert werden. Zu diesen mRNAs gehort auch die r15-LOX-mRNA (Hohne et
al., 1988; Maretzki et al., 1986; van Leyen et al., 1998).

In der 3’-UTR der r15-LOX-mRNA befindet sich eine repetitive, cytidylatreiche Sequenz, die
differentiation control element (DICE oder 10R) genannt wurde (Ostareck-Lederer et al., 1994; Ostareck et
al., 1997). Das DICE vermittelte, eingebracht in die 3’-UTR einer Reporter-mRNA, eine
Translationsrepression, die nicht auf verminderte Stabilitit der Reporter-mRNA zuriickzufithren war
(Ostareck-Lederer et al., 1994). Eine RNA-Affinititschromatographie fithrte zur Identifizierung von
hnRNP K und -El. In-vitro-Translationsexperimente ~ mit rekombinanten Proteinen in
Retikulozytenlysat zeigten, dass die Zugabe beider Proteine, sowohl einzeln als auch gemeinsam, die
Repression verstarkte. Die translationsreprimierende Wirkung des DICE konnte auf 38 nt (2R)
eingeengt werden. Eine weitere Verkiirzung zu 19 nt (1R) war nicht mehr funktional (Ostareck et al.,
1997). Der inhibitorische Effekt des 3’ UTR-DICE konnte auch auf die Initiation der Translation einer
Reporter-mRNA detektiert werden, die nicht wie iiblich am 5’-cap beginnt, sondern an einer internen

Ribosomen Bindestelle (IRES). So war die cap-unabhangig Translation, initiiert durch das EMCV-IRES
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oder CSFV-IRES, ebenfalls durch hnRNP K inhibiert (Ostareck et al., 2001). Wurde dagegen die
Translation einer Reporter-RNA untersucht, die fiir die Initiation der Translation keine bekannten
Initiationsfaktoren benotigt (CrPV- oder IGR-IRES), so beobachtete man keine Repression der DICE-
enthaltenden Reporter-mRNAs (Ostareck et al., 2001). Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass die
Inhibition der Translation vor der Elongationsphase = stattfinden muss. Die Analyse von
Translationsintermediaten (80S-, 48S-Partikel) mittels Dichtegradientenzentrifugation zeigte eine
DICE-abhangige Verminderung von Monosomen (80S) aber nicht von 48S-Initiationskomplexen. Damit
wurde deutlich, dass der vom DICE ausgehende inhibitorische Effekt die Assemblierungsrate der 80S-
Monosomen beeinflusst. Damit wurde gleichzeitig die physische Interaktion von 5’- und 3’-Ende, analog
dem close loop-Modell (Kahvejian et al., 2001; Wells et al., 1998) der RNA postuliert. Empirische
Evidenzen fiir eine stabile Wechselwirkung zwischen dem DICE und dem 5’-UTR exisitieren bisher
nicht. Wihrend das closed loop-Modell notwendigerweise auf die cap-Struktur und den Poly(A)-Schwanz
angewiesen ist, ist die Inhibition durch das DICE cap- und Poly(A)-unabhingig (Ostareck et al., 2001;
Ostareck et al., 1997). Der molekulare Mechanismus der Translationsrepression und der daran
beteiligten Proteine verlangt nach weiterer Aufklarung (Naarmann et al., 2010; Ostareck-Lederer und
Ostareck, 2012).

Da die Translationsrepression wahrend der Reifung der Blutzellen aufgehoben wird, muss es auch
Mechanismen der Aktivierung der inaktiven mRNPs geben. Nicht selten wird die Aktivitit von
Proteinen durch posttranslationale Modifikationen reguliert, von denen die reversible Phosphorylierung
die bedeutendste ist. Als potenzielle Kinase fiir hnRNP K war bereits c-Src vermutet worden, weil
hnRNP K mit der SH3-Domine der Tyrosinkinase c-Src assoziiert (Weng et al., 1994). Die
Untersuchungen zur Wechselwirkung beider Proteine bestitigte die vermutete Phosphorylierung von
hnRNP K durch c¢-Src an mehreren Tyrosinen (Ostareck-Lederer et al., 2002). Das phosphorylierte
hnRNP K zeigte in North-Western-Experimenten eine verminderte Bindung an das DICE. Die damit nach
Phosphorylierung von hnRNP K durch c¢-Src zu erwartende Aufhebung der Translationsrepression
wurde mittels Transfektion von Luciferase-Reportern in Hela-Zellen gezeigt. Die Koexpression von
hnRNP K mit Reporter-RNAs, die im 3’-UTR das DICE enthielten, fithrte zu einer verminderten
Synthese der Luciferase. Wurde jedoch gleichzeitig mit den Reporter-RNAs und hnRNP K auch c-Src
koexprimiert, konnte keine Translationsrepression mehr beobachtet werden (Ostareck-Lederer et al.,
2002). Die durch Phosphorylierung regulierte Assoziation von hnRNP K mit dem DICE stellt damit
einen Mechanismus dar, der die entwicklungsabhingige Authebung der Translationsrepression wihrend
der Blutzellreifung ermdglichen kann. Die entwicklungsabhingige Expression von c-Src konnte spater
auch in terminal differenzierenden erythroiden Zellen nachgewiesen werden. Dabei wurde c-Src als

einzige Tyrosinkinase aus der c-Src-Familie in spaten Phasen der Blutzellreifung nachgewiesen
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(Naarmann et al.,, 2008). Auch c-Src unterliegt der Regulation durch hnRNP K.
Knock down-Experimente mit siRNAs gegen hnRNP K fiihrten in K562-Zellen zu einem Anstieg der
c-Src-Expression. Die Assoziation von hnRNP K mit der 3’-UTR von c-Src konnte mittels UV-crosslink
gezeigt werden und wurde weiter auf das letzte Drittel der 3’-UTR eingegrenzt (Naarmann et al.,
2008). Sollte auch in diesem Fall die Assoziation von hnRNP K mit der c-Src-mRNA durch
Tyrosinphosphorylierung aufgehoben werden, unterlidge c-Src einer positiven Feedback-Regulation. Ein
Konzentrationsanstieg von c-Src wiirde zu einer erhéhten Phosphorylierung von hnRNP K fiihren, die in
Folge eine verminderte Translationsrepression der c-Src-mRNA bewirken und damit zu einem weiteren
Anstieg an c-Src-Konzentration fithren wiirde. Uber die Enzym-Substrat-Interaktion hinaus wurde auch
cine aktivierende Wirkung von hnRNP K auf c-Src beschrieben (Adolph ez al., 2007; Ostareck-Lederer
et al., 2002).

1.3.6 Posttranskriptionelle Regulation von Zytoskelett-mRNAs in Xenopus laevis

Wihrend die Untersuchungen zur r15-LOX-Expression  hnRNP K als Translationsrepressor
identifizierten, beobachtete man in anderen Organismen und Geweben auch gegenteilige Effekte. So
fihrte in X. laevis-Embryonen die Reduktion der hnRNP K-Expression durch antisense-Morpholinos
(aMOs) zu einer Inhibition der Axonbildung und zu einer Desorganisation des Zytoskeletts (Liu Y.,
2008). Dieser Phanotyp war zum Teil auf eine verminderte Expression des medium neurofilament protein
(NF-M) zuriickzufithren. HnRNP K assoziiert in Xenopus und Ratte mit der NF-M-mRNA-3’-UTR
(Thyagarajan und Szaro, 2008; Thyagarajan und Szaro, 2004). Die Reduktion der hnRNP K-
Konzentration in neuronalen X. laevis-Zellen durch aMOs fiihrt zu einem verzogerten nukledren Export
und zu einer verminderten Translation der NF-M-mRNA. Der Mechanismus der
Translationsaktivierung beruht nicht auf RNA-Stabilisierung, ist aber im Detail noch unklar. Die
Verminderte Expression von NF-M allein kann jedoch nicht den drastischen Phanotyp der hnRNP K-
Depletion erkliren. RNA-hnRNP K-Immunprizipitationen aus X. laevis-Neuronen mit anschlieBender
Mikroarray-Analyse der gebundenen mRNAs zeigten weitere Zytoskelett-mRNAs als putative
Bindungspartner von hnRNP K auf. Wurden zwei dieser mRNAs zusammen mit der NF-M-mRNA in
X. laevis-Embryonen depletiert, wurde ein Axon-Entwicklungsdefekt beobachtet, wie er bereits fiir die
hnRNP K-Depletion beschrieben wurde. Auch das Injizieren einer cytidylatreichen RNA in X. laevis-
Embryonen verursachte den Entwicklungsdefekt der Axonbildung (Liu und Szaro, 2011). In wie weit
sich die Ergebnisse der X. laevis-Untersuchungen auch auf den Menschen anwenden lassen, bleibt

abzuwarten.
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1.4 Posttranslationale Modifikationen von hnRNP K
1.4.1 Serin-Phosphorylierung durch MAP-Kinasen

Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Proteinen an exponierten Aminosaureseitenketten ist
die bedeutendste kovalente und dynamische posttranslationale Modifikation in Eukaryoten. Dabei wird
entweder die Aktivitit des Proteins verindert oder die biologische Funktion durch veranderte
Wechselwirkungspartner beeinflusst (Alberts, 2002). HnRNP K ist als Substrat einer Vielzahl von
Kinasen beschrieben. Welche biologische Bedeutung der jeweiligen Phosphorylierung zukommt, konnte
noch nicht in jedem Fall gut herausgearbeitet werden.

Bei der gezielten Suche nach Substraten der c-Jun N-terminalen kinase (JNK) wurde unter anderem auch
hnRNP K identifiziert (Habelhah et al., 2001a). Es wurden drei Serine innerhalb der typischen
Erkennungssequenz (N-Ser/Thr-Pro-C) der mitogen-activated protein kinases (MAPK), in die JNKs
cingeordnet werden ((Bogoyevitch und Kobe, 2006), als Akzeptorstellen fiir Phosphorylierung durch
sowohl JNK als auch extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2) identifiziert. In In-vitro-Kinase-
Experimenten phosphorylierte JNK hauptsachlich Serin 216 und 353, wahrend ERK2 Serin 284 und 353
als wesentliche Akzeptorstellen benutzte (Habelhah 2001a). Obwohl die Phosphorylierungsstellen
teilweise identisch sind, wurden unterschiedliche biologische Effekte beobachtet. Die JNK-katalysierte
Phosphorylierung fithrte zu einer Transkriptionsaktivierung von Reportergenen, die nur nach
Koexpression von hnRNP K, nicht aber der Ser216/353Ala-Mutante von hnRNP K, beobachtet wurde
(Habelhah et al., 2001a). Die ERK2-katalysierte Phosphorylierung von hnNRP K in HEK293-Zellen
fihrte dagegen zu einer drastischen Verschiebung der Lokalisation von einer stark nukleiren
Akkumulation zu einer Gleichverteilung zwischen Kern und Zytoplasma (Habelhah ez al., 2001b). Die
zellulare Lokalisation war zum Einen von Ser284/353 abhingig, die Mutation zu Alanin unterdriickte
die zytoplasmatische Akkumulation, zum Anderen konnte die Mutation der Ser284/353 zu Aspartat den
Phinotyp der Phosphorylierung nachahmen, wie er zusitzlich auch durch Serum-Stimulations-

Experimente beobachtet wurde (Habelhah et al., 2001b).

1.4.2  Die Tyrosinkinase c-Src - von der Tertidrstruktur zum Mechanismus der
Regulation

Die zytoplasmatische, membranassoziierte Nichtrezeptor-Tyrosinkinase c-Src ist durch das homologe
virale Protein v-Src bekannt geworden (Stehelin et al., 1976), weil das im Gegensatz zu c-Src konstitutiv
aktive v-Src (Smart et al., 1981) eine onkogene Transformation von viral infizierten Zellen auslésen
kann (Frame, 2004). Vergleiche von v-Src und c-Src zeigten, dass die apparente Tyrosinkinaseaktivitat

verschieden war (Collett et al., 1978; Martin, 2001). Wie Src die onkogene Transformation bewirkt, ist
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immer noch unklar. Die Rolle von Src in der Krebsentwicklung und Zellproliferation ist vielfaltig
(Alvarez et al., 2006; Frame, 2004). Biochemische Studien zur Regulation von c-Src waren schwierig,
weil das Enzym posttranslationale Modifikationen enthélt, die fir die physiologische Regulation
essentiell sind, die aber in rekombinant dargestelltem Enzym nicht vorliegen.

C-Src ist eine modular aufgebaute Tyrosinkinase. Das am N-Terminus myristoylierte Protein besteht aus
zwei konsekutiven regulatorischen Doménen, der SH3- und SH2-Domine, und der weiter C-terminal
gelegenen Kinasedoméne (Engen et al., 2008). Die onkogene Wirkung von c-Src wird durch
autoinhibitorische Konformationen und Modifikationen unterdriickt. So bindet die SH3-Domane eine
kurze intramolekulare Peptidsequenz zwischen SH2- und Kinasedomine, die in der autoinhibierten
(deaktivierten) Konformation eine fiir SH3-Liganden typische Polyprolin-Helix-Konformation einnimmt
Xu et al., 1999). In der autoinhibierten (deaktivierten) Konformation bindet die SH2-Domaine
intramolekular den phosphorylierten C-Terminus (das Tyr527, historische Gallus gallus-Nomenklatur,
Abb. 1-3). Die konstitutive Phosphorylierung des Tyr527 wird durch die C-terminale-Src-Kinase (CSK)
katalysiert (Levinson et al., 2008).

Kristallstrukturen von deaktiviertem c-Src zeigen im Vergleich zu bekannten aktiven Kinasedomanen,
wie die beiden regulatorischen Doménen die beiden Kinasedomanenhilften gegeneinander orientieren
und die Aktivierungsschleife in eine gestauchte, inaktive Konformation zwingen (Azam et al., 2008; Xu

et al., 1999).
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Abb. 1-3 Cartoonmodell der deaktivierten c-Src
Blau: Kinasedomane, gelb: SH3-Domane, griin SH2-Domane, magenta: SH3-gebundener Peptid-linker
zwischen SH2- und Kinasedomane, braun: C-Terminus mit SH2 gebundenem pTyr527; PDB: 1FMK.

Eine Aktivierung der Kinase ist durch wenigstens eine kompetitive Assoziation der regulatorischen
Domiénen mit einem intermolekularen Liganden moglich. Durch das Auseinanderdriften der zwei
Kinaschilften wird die Aktivierungsschleife freigesetzt und das Tyr416 fiir die Autophosphorylierung
exponiert. Die Phosphorylierung des Tyr416 stabilisiert eine Salzbriicke zwischen Glu310 und Lys295,
die das aktive Zentrum in seiner aktiven Form arretiert (Abb. 1-4). Die intramolekularen
Wechselwirkungen des aktiven Zentrums mit den regulatorischen Doménen werden aufgehoben und
setzen diese einer erhdhten Wechselwirkung mit intermolekularen Interaktionspartnern aus (Gonfloni et

al., 2000; Huse und Kuriyan, 2002).
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Abb. 1-4 Aktives Zentrum des deaktivierten (a) und aktiverten (b) c-Src

Cartoonpréasentation der Kinasedomane (grau) mit Co-Helix (grin), Aktivierungsschleife (hellgelb),
Tyr416 (magenta) und ATP-Analog (Element-spezifische Farbe). Glu31o (rot) und Lys295 (hellblau) bilden
nur im aktivierten Zustand eine Salzbriicke aus (b). PDB: 2SRC (a), 3DQW (b).

1.4.3 Die c-Src katalysierte Tyrosinphosphorylierung von hnRNP K mindert dessen
RNA-Affinitit

Bei der Suche nach Substraten von c-Src wurde schon frith hnRNP K identifiziert (Taylor und Shalloway,
1994; Weng et al., 1994). Welche Auswirkung die Tyrosinphosphorylierung hat, blieb zunachst unklar.
Untersuchungen zur Translationsrepression der r-15 LOX-mRNA zeigten spiter, dass eine
Koexpression von c¢-Src und hnRNPK zu eciner Aufhebung der sonst beobachteten
Translationsrepression von Expressionsreportern fithrte (Ostareck-Lederer et al., 2002). Die
Koexpression einer katalytisch inaktiven c-Src-Mutante (SrcY416F) hatte keinen Effekt auf die
Translationsrepression. Damit deutete sich an, dass die Tyrosinphosphorylierung von hnRNP K zum
Verlust der Translationsrepressoraktivitat fithrt. Durch North western blotting konnte gezeigt werden, dass
durch rekombinantes c-Src phosphoryliertes hnRNP K eine verminderte Assoziation mit dem DICE
aufweist. Es wurden mehrere Tyrosin-Phosphorylierungsstellen in hnRNP K identifiziert (Tyr72, 225,
230, 234, 236, 380)(Ostareck-Lederer et al., 2002; Ostrowski et al., 2000). Auch nach Mutation dieser
sechs Tyrosine zu Phenylalaninen (Y6F-Variante) konnte hanRNP K in vitro immer noch partiell von c-Src
phosphoryliert werden. Ob die Y6F-Variante von hnRNP K nach In-vitro-Phosphorylierung durch c-Src
weiterhin die DICE-RNA bindet, wurde nicht untersucht (Ostareck-Lederer et al., 2002).

Bei der Suche nach Phosphoakzeptorstellen innerhalb der KH3-Domiéne wurde das Tyr458 als c-Src-
Substrat identifiziert (Messias et al., 2006). Da qualitative Bindungsstudien mit den einzelnen KH-
Domiénen von hnRNP K die dritte KH-Domane als Hauptbindungsdeterminante charakterisiert hatten
(Leffers et al., 1995), wurde der Einfluss der Tyr458-Phosphorylierung auf die DICE-Bindung
untersucht. Nach Mutation des Tyrosinrestes 458 zu Phenylalanin konnte in vitro keine Phosphorylierung

durch c-Src mehr beobachtet werden (Messias et al., 2006). Qualitative Bindungsstudien mit der durch
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rekombinantes c-Src phosphorylierten KH3-Doméne und der phosphomimetischen Mutante Tyr458 Asp
zeigten eine verminderte Bindung der DICE-RNA an die KH3-Domane. NMR-Untersuchungen mit
freier und ligandengebundener KH3-Domane zeigten eine erhéhte Flexibilitit des Peptidriickgrats am
Tyr458 im RNA-gebundenen Zustand, wenn dieses zu Aspartat ausgetauscht war. Die erhohte
Flexibilitit wurde als Grund fiir die verminderte Affinitit interpretiert. Die Bestimmung der
Gleichgewichtsdissoziationskonstante der Wildtypdoméne und der Tyr458Asp-Mutante mit dem
Liganden r(UCCCCAA), ergaben 1,8 uM vs. 5,3 uM. Gleichgewichtsmessungen mit der
phosphorylierten Doméne oder dem vollstaindigen hnRNP K sind nicht erwéhnt (Messias et al., 2006).
Die biologische Bedeutung der Phosphorylierung an Tyr458 wurde in einem In-vitro-Translations-
Repressionsexperiment belegt. Die Zugabe von rekombinantem hnRNP K zur In-vitro-Translation der
r15-LOX-mRNA fiihrte zu einem verminderten Translationsprodukt, wahrend die Zugabe der gleichen
Menge von pseudophosphoryliertem hnRNP K(Y458D) ecinen geringeren Effekt hatte (Messias et al.,
2006). Damit deutet sich eine mégliche Regulation der Translationsrepression der r15-LOX-mRNA
durch die c-Src-abhingige Phosphorylierung von hnRNP K an Tyr458 an. Die Phosphorylierung fiihrt zu
ciner verminderten RNA-Affinitit und damit zur Authebung der reprimierenden Wirkung von
hnRNP K.

Wie bereits erwahnt, wird c-Src erst in den spaten Stadien der Blutzellreifung exprimiert (Naarmann et
al., 2008). Damit c-Src hnRNP K phosphorylieren kann, muss es aber aus der typischen deaktivierten
Form in die aktive Form tiberfiihrt werden. Um diesen Prozess der Aktivierung zu verstehen, wurden
Aktivierungsstudien mit hnRNP K durchgefiihrt (Adolph et al., 2007; Ostareck-Lederer et al., 2002).
Immunprazipitations-Experimente mit hnRNP K und c-Src-Deletionsvarianten deuten, neben der
Enzym-Substrat Interaktion am aktiven Zentrum, auf eine physische Interaktion der SH3-Domane und
hnRNP K hin (Ostareck-Lederer et al., 2002). Die fiir SH3-Domanen typischen Polyprolinliganden
innerhalb der hnRNP K-Primarstruktur wurden in einer Folgestudie auf ihren aktivierenden Einfluss auf
c-Src untersucht (Adolph et al., 2007). Dabei zeigte sich, dass die prolinreiche Region von Arg286-
Arg316 notwendig ist, um eine Aktivierung von c-Src durch hnRNP K zu bewirken. Diese In-vitro-
Studien mit immunprazipitierten Proteinen weisen hnRNP K nicht nur als Zielmolekil der
Signaltransduktionkaskade aus, sondern zusitzlich auf die iibergeordnete Effektorrolle als

c-Src-Aktivator hin.
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1.5 Argininmethylierung von hnRNP K

1.5.1 Protein—Arginin—MethyItransferasen - determinierte Produkte in promiskuitiven
Substraten

Zu den bekannten posttranslationalen Modifikationen von hnRNP K zahlt auch die Argininmethylierung,
die bereits 1995 beschrieben wurde (Liu und Dreyfuss, 1995). Zu dieser Zeit war jedoch nicht klar,
welche Arginine in hnRNP K wie methyliert werden. Heute kennt man vier Typen von Protein-
Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) (Bedford und Clarke, 2009). Typ I katalysiert die sukzessive
Ubertragung von zwei Methylgruppen des Kofaktors S-Adenosyl-Methionin (SAM) auf ein ®-N des
Arginins, so dass (,O—NG,NG—Dimcthylarginin entsteht. Typ II-PRMTs katalysieren die chrtragung von
zwei Methylgruppen des Kofaktors SAM auf die zwei endstindigen N-Atome des Guanidinorestes,
sodass (D—NG,N’G—Dimcthylarginin entsteht. Beide Typen bilden als Intermediat Monomethylarginin
(®-N“-MR) und fithren dann zu entweder asymmetrischer Arginindimethylierung (aDMR, Typ I) oder

symmetrischer Arginindimethylierung (sDMR, Typ II) (Abb. 1-5).
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Abb. 1-5 Argininmethylierung durch PRMTs
mMA: Monomethylarginin, aDMA: asymmetrisch dimethyliertes Arginin, sDMA: symmetrisch
dimethyliertes Arginin, SAM: S-Adenosylmethionin, SAH: S-Adenosylhomocystein.
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Weitaus seltener findet man monomethylierte Arginine. Enzyme, die nur eine Methylgruppe auf das ®-

N¢ tibertragen, werden als Typ III-PRMTs eingeteilt, wihrend Enzyme, die das S-N¢ monomethylieren,
zu den Typ IV-PRMTs gezihlt werden (Bedford und Clarke, 2009). Im humanen Genom lassen sich elf
PRMTs identifizieren (Wolf, 2009). PRMT 1, 3, 4, 6 und 8, gehoren zum Typ I, PRMTs 5 und 9
gehoren zum Typ II (Krause et al., 2007) PRMT 10 und 11 sind noch nicht biochemisch charakterisiert,
sodass eine Einteilung noch nicht moglich ist. Die wohl wichtigste PRMT ist PRMT1 (Tang et al.,
2000). Mehr als 55% aller asymmetrisch dimethylierten Arginine in Proteinen werden durch PRMT1
synthetisiert (Pawlak et al., 2002). Das Fehlen von PRMTI fiihrt in Méiusen zu einem schweren
Entwicklungsdefekt. Homozygote PRMT1-knock out-Méuse sterben im Embryonalstadium um den Tag
12. Damit wird aber auch deutlich, dass PRMT1 vermutlich keine essentielle Funktion in der
Homoostase cinzelner Zellen zukommt, denn die Kultivierung von embryonalen PRMT1 -knock out-
Zellen wurde gezeigt (Pawlak et al., 2002), sondern vielmehr fiir die korrekte Entwicklung
multizellularer Systeme bedeutsam ist (Pawlak ez al., 2000).

Obwohl seit der Entdeckung der Argininmethylierung (Paik und Kim, 1967) viele Substrate der PRMTs
identifiziert wurden, fiihrten die Untersuchungen zur Substratspezifitit nicht zu einem eindeutigen
Ergebnis (Bedford und Clarke, 2009; Paik et al., 2007). Lediglich eine Haufung von aDMR in RGG-
Boxen und RXR-Clustern wurde festgestellt (Gary und Clarke, 1998). Ein weiteres Kriterium scheint
die strukturelle Flexibilitit der Peptidregionen zu sein, in denen Substratarginine vorkommen (Kolbel et
al., 2012). Stark strukturierte Bereiche innerhalb eines Proteins beinhalten selten aDMRs und sDMRs.
Das fiithrt dazu, dass fiir potenzielle PRMT-Substrate die Art und Anzahl sowie die Sequenzposition der
Argininmethylierung nicht vorhergesagt werden kénnen.

Aus diesem Grund wurde hnRNP K aus Hela-Zellextrakt aufgereinigt, und mittels Edman-
Sequenzierung und MS-Analyse die Argininmethylierung genau bestimmt. Es stellte sich heraus, dass
Arg256, 258, 268, 296 und 299 quantitativ asymmetrisch dimethyliert waren. Damit ist hnRNP K eines
der wenigen Proteine, deren Methylierungsstatus genau bestimmt wurde. Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass hnRNP K nur von PRMT1 methyliert wird (Ostareck-Lederer et al., 2006). Fiir viele
andere methylierte Proteine sind die modifizierten ~Arginine und die verantwortlichen
Methyltransferasen noch nicht bekannt (Pahlich et al., 2006), oder es sind mehrere PRMTs fiir die
Methylierung verantwortlich (Fronz et al., 2008). Beides erschwert Experimente zur Funktion der
Argininmethylierung. Im Fall von hnRNP K kann nun jedoch auf Aminosiure-Punktmutanten und die
murine embryonale PRMT1-knock out-Zelllinie (ESTMTH/PRMTE Zellen  (Pawlak et al,  2000))
zuriickgegriffen werden, um in vergleichenden zellbiologischen Untersuchungen die biologische

Bedeutung der Argininmethylierung zu erforschen.

20



Einleitung 1.6

1.6 Die funktionale Bedeutung der Argininmethylierung

1.6.1 PRMT-Substratsequenzen und die putative Nukleinsiureinteraktion

HnRNP-Proteine tragen ca. 65% aller nuklearen aDMA (Boffa et al., 1977). Nicht selten sind die
methylierten Arginine in so genannten GAR-Motiven (glycine arginine rich region) angereichert. Damit lag
recht frith schon die Vermutung nahe, dass die Methylierung zu einer verianderten Nukleinsaurebindung
fiihren kann (Bedford und Richard, 2005; Kim et al., 1997). Tatsachlich sind aber bisher nur marginale
Veranderungen der Nukleinsdurebindung nach Methylierung berichtet worden (Rajpurohit et al., 1994),
oder die Analysen zum Bindungsverhalten nicht hinreichend auswertbar (Denman, 2002).

In den wenigen Fillen, in denen systematisch der Einfluss der Argininmethylierung auf die
Nukleinsaurebindung untersucht wurde, konnte keine Verianderung der Affinitit des untersuchten
Proteins zu Nukleinsduren festgestellt werden (Kuhn et al., 2003; Raman et al., 2001; Valentini et al.,
1999). So wurde das Hefeprotein Hrplp rekombinant hergestellt, in vitro mit einem 10 fachen (n/n)
Uberschuss an Htmlp und SAM methyliert, und die Bindungsisothermen fiir das methylierte und
nicht-methylierte Protein und einem RNA-Liganden ermittelt. Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Proteinvarianten (Valentini ez al., 1999). Fir die Analyse mit dem bovinen
Poly(A)-Bindeprotein N1 (PABPN1) konnte auf ein aus Kalbsthymus gereinigtes, methyliertes Protein
zuriickgegriffen werden. Der Vergleich der Poly(A)-Bindung in Filterbindungsexperimenten und
gel shift-Analysen mit rekombinantem, nicht-methylierten Protein und dem aus Thymus aufgereinigten
Protein, ergab ebenfalls kaum Unterschiede (Kuhn et al., 2003).

Diese Studien zeigen zugleich die Schwierigkeit der Untersuchung auf. Will man In-vitro-
Untersuchungen mit methylierten Proteinen durchfiihren, kann entweder rekombinantes Protein in vitro
methyliert werden, oder es muss methyliertes Protein aus einer natiirlichen Quelle gereinigt werden.
Die In-vitro-Methylierung ist technisch schwierig, weil die Reaktion (i) produktinhibiert ist (Bartel und
Borchardt, 1984), (ii) die Vollstindigkeit der Methylierung nur aufwendig zu tiberpriifen ist und (iii) das
Reaktionsprodukt gegebenenfalls erneut aufgereinigt werden muss. Die Reinigung methylierter
Proteine aus Zellextrakt ist zeitintensiv und die Ausbeuten sind vergleichsweise gering. Das sind
wahrscheinlich die Hauptgriinde fiir einen Mangel an quantitativen In-vitro-Studien, die natiirlich auch
auf die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen tbertragen werden kénnen. Obwohl
GAR-Regionen in Proteinen Protein-Nukleinsdureinteraktionen vermitteln konnen (Liu und Dreyfuss,
1995), kristallisierte sich in den letzten Jahren heraus, dass die meisten durch Argininmethylierung
verursachten Effekte wohl auf veranderte Protein-Protein-Interaktionen zurickzufiihren sind (Bedford

und Clarke, 2009; Bedford und Richard, 2005; Pahlich ez al., 2006).

21



Einleitung 1.6

1.6.2 Argininmethylierung verandert die Lokalisation einiger hnRNPs

Die Funktion der Argininmethylierung von hnRNPs wurde zuerst in der Hefe beschrieben. So konnte
gezeigt werden, dass fiir die Hefe-Methyltransferase 1 (HMT1)-Substrate Npl3p und Hrplp in
Abwesenheit der Hmt1p-Aktivitat der nukledre Export gestort ist (Henry und Silver, 1996). In einer
temperatursensitiven Hefezellinie, die einen defekten nukleiren Protein-Import aufweist, fiihrte die
Hypomethylierung der beiden hnRNP-Proteine Hrp1p und Npllp zu einer Akkumulation im Kern der
Zellen (Shen et al., 1998). Der Export von Hrplp ist allerdings nicht von der eigenen Methylierung
abhingig, sondern von der Methylierung des Npl3p (Xu und Henry, 2004b). Die nicht mchr

methylierbare Mutante Hrplp (R516/519K) zeigt in Wildtyp- und Ahmt!-Stimmen den gleichen
Phinotyp wie das Wildtypprotein. Dagegen fithrt die Inhibierung des Npl3p-Exports zu einer
Inhibierung des Hrplp-Exports. Es konnte jedoch keinerlei Einfluss der methylierten Arginine von
Npl3p auf die physische Interaktion mit Hrplp nachgewiesen werden (McBride et al., 2000; Xu und
Henry, 2004b). Aus Immunprézipitationsexperimenten leiten die Autoren ab, dass der beobachtete
Zusammenhang durch z.B. cine iibergeordnete RNP-Assemblierung hervorgerufen werden koénnte.
Diese Vermutung wird durch den Befund gestiitzt, dass Hmt1p seine Substrate zu bestimmten Genen

rekrutiert und dort die Assemblierung von hnRNPs moduliert (Yu et al., 2004). Dabei wurden durch

ChIP-Experimente in Wildtyp- und Ahmtl-Zellen fiir Hrplp Unterschiede in der Assoziation mit
bestimmten Genen gefunden. Diese Verdnderungen waren aber mehr auf die physische Abwesenheit des
Hmtlp als auf dessen Methyltransferaseaktivitit zuriickzufiihren, da eine katalytisch inaktive
Punktmutante (G68R) deutlich geringere Effekte zeigte als die Deletion (Yu et al., 2004).

Npl3p wird im Zytoplasma von der SR-Kinase Skylp phosphoryliert und interagiert dann mit dem
Importfaktor Mtr10p. Die Argininmethylierung von Npl3p vermindert die Phosphorylierung durch
Skylp und damit indirekt auch den nukleiren Import (Yun und Fu, 2000). Npl3p ist am Export von
mRNAs beteiligt und essentiell fir den Export der pri-60S ribosomalen Untereinheit (Hackmann et al.,
2011). Die C-terminale Domine, in der 15 RGG-Motive enthalten sind, ist zudem fiir die Bildung von
translationskompetenten 80S Monosomen essentiell (Baierlein et al., 2013). Der Einfluss der
Argininmethylierung auf die Translation wurde aber nicht getestet.

Auch in Metazoen sind einige Beispiele fiir verdnderte Lokalisierung von hypomethylierten Proteinen
bekannt. Das KH-Doménen-Protein Src-associated during mitosis 68 (Sam68) wird in seiner GAR-Region

+/+—Zellen) ist das Protein im Zellkern

von PRMTI methyliert. In embryonalen Stammzellen (ES
lokalisiert. In PRMT1-knock out-ES-Zellen (ES” -Zellen) liegt dagegen ein substanzieller Anteil an Sam68
auch im Zytoplasma vor (Cote et al., 2003). Die zytoplasmatische Akkumulation kann auch nach einer

Behandlung der Zellen mit Adenosine-2,3’-dialdehyde (Adox) beobachtet werden. Diese Substanz

inhibiert allerdings alle S-Adenosylmethionin-abhéngigen Stoffwechselprozesse, so dass indirekte Effekte
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nicht ausgeschlossen werden konnen. Mittlerweile stehen spezifischere PRMT-Inhibitoren zur
Verfiigung (Lakowski et al., 2010; Spannhoff et al., 2007).

Bei Untersuchungen zum intrazelluliren Transport der RNA-Helikase A (RHA) stellte sich heraus, dass
der fir den bidirektionalen Kerntransport hinreichende C-terminale Bereich (nuclear transport domain
(NTD)) von PRMT1 methyliert wird (Smith et al., 2004). Fiir die Untersuchungen zur Lokalisation
umgingen die Autoren das Problem der Methylierungsinhibitoren weitgehend, indem in vitro
methylierte Reporterproteine in das Zytoplasma von Hela-Zellen injiziert wurden. Es zeigte sich, dass
nur die methylierten und nicht die unmodifizierten Reporterproteine in den Kern der untersuchten
Zellen gelangten. Um die intrazellulire Methylierung auszuschlieBen, wurden die Zellen kurz zuvor mit
2 mM Adenosin, 2 mM DL-Homocystein, und 2 mM N -Methyl-2"-Desoxyadenosin behandelt. Die

NTD beinhaltet ein mutmaBlich klassisches NLS und wird damit RanGTP-abhangig vom Importin
o/B-Dimer transportiert (Tang et al., 1999). Damit wurde erstmals gezeigt, dass auch der klassische
Kerntransport von NLS-haltigen Proteinen durch die Methylierung becinflusst werden kann (Smith et
al., 2004).

Auch fir das Importin-(Karyopherin-) 2-Substrat PABPN1 ist die Modulierung der Affinitit von
Transporter und Substrat durch Protein-Argininmethylierung nachgewiesen worden (Fronz et al.,
2011). Das Erkennungsmotiv von Karyopherin B2 ist ein dreigeteiltes basisches Motiv, welches nicht in
eine Sekundarstruktur eingebettet ist und teilweise aus der PRMT-Substratsequenz RXR besteht. Fiir
PABPN1 konnte gezeigt werden, dass die spezifische und RanGTP-sensitive Interaktion mit
Karyopherin 32 in vitro durch die Methylierung der C-terminalen Arginine um ca. den Faktor 10
abgeschwicht war. Weil die Karyopherin $2-Erkennungssequenzen sehr ahnlich sind, implizieren die
Ergebnisse, dass die Interaktion weitere Transportsubstrate von Karyopherin 32 durch Methylierung
moduliert werden (Fronz et al., 2011). Auch fiir das fused in sarcoma (FUS)-Protein wurde die
pathologisch relevante Modulierung der Karyopherin 2-FUS-Interaktion durch Argininmethylierung
beschrieben. Mutationen im NLS von FUS, die den Kernimport verhindern, fithren zu amyotrophic lateral
sclerosis (ALS). Die Methylierung von FUS durch PRMTT1 fihrt ebenfalls zur zytoplasmatischen

Akkumulation von FUS und steht im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen (Bentmann

et al., 2012; Dormann et al., 2012).

1.6.3 Methylierte Arginine in prolinreichen Interaktionssequenzen

Polyprolinsequenzen formen in Losung eine charakteristische Polyprolin-Helix (Adzhubei et al., 2013).
Diese kann in unterschiedlichen Orientierungen an SH3- und WW-Doménen binden (Ball et al., 2005;

Macias et al., 2002). Fir die Assoziation mit SH3-Domanen sind flankierende Arginine von
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entscheidender Bedeutung (Feng et al., 1995). Fiir prolinreiche Peptide, abgeleitet von Sam68, wurde
gezeigt, dass die asymmetrische Methylierung dieser flankierenden Arginine die Assoziation mit einigen
SH3-Domanen inhibierte, wahrend die Assoziation mit den getesteten WW-Domiénen unverindert
blieb (Bedford et al., 2000).

Die prolinreichen Regionen in hnRNP K sind von einigen asymmetrisch dimethylierten Argininen (Arg
268, 296, 299) flankiert. Um den Einfluss der Argininmethylierung auf die Interaktion mit der
SH3-Domine von c-Src zu untersuchen, wurden Ko-Immunprazipitationsexperimente mit in HelLa-
Zellen exprimierten Proteinen durchgefiihrt (Ostareck-Lederer et al., 2006). Dabei zeigte sich, dass die
typische Koprézipitation von c-Src mit hnRNP K durch eine vorherige Hberexpression von PRMT1
vermindert werden kann. Wird im gleichen Experiment die nicht methylierbare 5RG-Mutante von
hnRNP K (Abschn. 2) prazipitiert, so ist kein Unterschied in der Koprazipitation von c-Src zu
beobachten. Unter der Voraussetzung, dass eine Hberexpression von hnRNP K zu einem
hypomethylierten Protein fithrt, dass durch Koexpression von PRMT1 wieder vollstindig methyliert
werden kann, deutet der Befund auf eine inhibitorische Wirkung der Argininmethylierung auf die
hnRNP K-c-Src-Interaktion hin (Ostareck-Lederer et al., 2006).

Die Beobachtung, dass die asymmetrische Argininmethylierung in nahezu allen bisher untersuchten
Protein-Protein-Interaktionen einen allenfalls inhibitorischen Effekt hat, korreliert mit dem Befund, dass
bis vor kurzem noch keine spezifische Bindedomane fiir aDMA identifiziert werden konnte (Yang und

Bedford, 2013).

1.6.4 Symmetrische Argininmethy]ierung fordert die Wechselwirkung mit der Tudor-
Domaine

Die ersten Hinweise auf eine spezifische Erkennung der Argininmethylierung wurden fir die
symmetrische Arginindimethylierung gefunden. So wurde gezeigt, dass das survival of motor neurons
(SMN) Protein mit der GAR-Region der snRNP-Proteine SmD1 und SmD3 interagiert und diese
Interaktion durch sDMA deutlich verstirkt wird (Friesen et al., 2001). SMN enthilt eine so genannte
Tudor-Domane (Ponting, 1997). Fiir diese und einige andere Tudordomanen wurde spater gezeigt, dass
siec bevorzugt mit sDMA-haltigen Peptiden interagieren (Cote und Richard, 2005). Tudordoménen
binden allerdings nicht ausschlielich sDMA. So zeigten die Tudor-Doménen der Proteine JMJDA2 und
53BP1 eine Selektivitat fiir Methyllysinreste (Adams-Cioaba und Min, 2009; Huang et al., 2006).

Strukturelle Analysen zur Bindung von sDMA an Tudordominen zeigen, dass neben der zuvor
identifizierten Tudor-Domane noch flankierende Bereiche N- und C-terminal fiir eine substanzielle
Assoziation notwendig sind (Friberg et al., 2009). Das sDMA wird dabei in einer hydrophoben Tasche

aus konservierten aromatischen Aminosauren  gebunden. Zusatzlich existiert  eine
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Wasserstoftbriickenbindung zwischen einem Asparaginrest und dem sDMA, die aus sterischen Griinden
mit aDMA nicht ausgebildet werden kann (Liu et al., 2010a; Liu et al., 2010b).

Obwohl auch TDRD3 urspriinglich als sSDMA spezifischer Interaktionspartner beschrieben wurde (Cote
und Richard, 2005), ist die Assoziation mit asymmetrisch dimethyliertem Histon3-Argl7 und
Histon4-Arg3 beschrieben worden. Dass TDRD3 sowohl sDMA- als auch aDMA-Liganden binden kann,
wurde formal nicht gezeigt (Yang et al., 2010). Fir das SMN-Protein wurde mittels NMR und ITC-
Titrationen eine Assoziation von sDMA und aDMA nachgewiesen, wobei aDMA eine geringere Affinitét

aufwies (Tripsianes et al., 2011).

1.7 Transkriptionelle Regulation durch Argininmethy]ierung

Weil die transkriptionelle Regulation durch Argininmethylierung von groBler Bedeutung ist, aber nicht
generell mit hnRNP K zusammenhingt, sei sie hier kurz erwéhnt. Die Arginindimethylierung bildet
cinen Teil des Histon-Codes (Lee et al., 2005). Argininmethylierung findet sowohl an Histonen H3 und
H4 statt (Kouzarides, 2007; Taverna et al., 2007), als auch an Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren
statt (Bedford und Clarke, 2009; Lee und Stallcup, 2009). Dabei gilt die Regulation als weniger
dynamisch als Lysinmethylierung oder Phosphorylierung, weil die Existenz einer Arginindemethylase
noch umstritten ist. Das bedeutet, dass eine substanzielle Demethylierung méglicherweise mit dem
Austausch des Proteins gegen neu synthetisiertes Protein einhergehen muss, wie es bereits fiir den

Austausch von Histonen in Nukleosomen beschrieben ist (Jin et al., 2005).

1.8 Ziel

Das Ziel der vorgelegten Arbeit war die Untersuchung der biologischen Bedeutung der
Argininmethylierung von hnRNP K. Diesem Ziel liegt ein Postulat zugrunde, dass nur schwer zu
verifizieren und daher nicht ginzlich unumstritten ist: Die Argininmethylierung von hnRNP K hat sich
im Laufe der Evolution herausgebildet, weil der Organismus einen wie auch immer gearteten Vorteil
daraus zieht, und nicht weil sie ein tolerierbares Nebenprodukt eines wichtigen aber unspezifischen
Enzyms ist. Weil das Reproduzieren von bereits bekannten Befunden im Zweifel keine neuen
Erkenntnisse liefert, sollten neue und genauere Messmethoden entwickelt werden, mit Hilfe derer
bereits bekannte Untersuchungen erweitert werden kénnen und einen gréBeren Erkenntnisgewinn
erlauben sollen. Dabei standen die Untersuchung von Wechselwirkungspartnern des hnRNP K und der

putative Einfluss der Argininmethylierung im Vordergrund.
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2 Ergebnisse

Die Etablierung einer funktionalen Konsequenz der Argininmethylierung von hnRNP K geht von einem
im physiologischen Kontext konstitutiv methylierten Protein aus. Analysen der Primérstruktur des aus
HeLa-Zellen gereinigten hnRNP K mittels Edman-Sequenzierung und MALDI-MS  zeigten eine
quantitative assymetrische Dimethylierung von Arginin 256, 258, 268, 296, 299, sowie cine particlle
Methylierung von Arginin 287 und 303. Von den bekannten PRMTs konnte lediglich PRMT1 eine
signifikante Methylierung von hnRNP K katalysieren. Um mégliche Einflisse der Methylierung auf die
Funktion des hnRNPK zu untersuchen, wurde in Ermangelung ecines konservativen
Aminosiurcaustauschs, welcher Hypomethylierung mimt, eine nicht methylierbare Arginin 256, 258,

268, 296, 299 zu Glycin-Variante (hnRNP K5RG) verwendet (Ostareck-Lederer et al., 2006).

2.1 Intrazellulare Lokalisation von hnRNP K in Abhéingigkeit der
Argininmethylierung

In hnRNP K wurden mit dem NLS und dem KNS bereits zwei unabhingige Sequenzbereiche
identifiziert, die Einfluss auf die zellulare Lokalisation des Proteins nehmen (Abschn. 1.2.1). Obwohl
die methylierten Arginine nicht im NLS und KNS liegen, wurde die Gleichgewichtsverteilung in der
Zelle in Abhidngigkeit von der Protein-Argininmethylierung untersucht. Die Motivation dieser
Experimente leitet sich von Studien an dem Hefeprotein Npl3p ab, fiir das bekannt ist, dass die Protein-
Argininmethylierung die Gleichgewichtslokalisation beeinflussen kann, obwohl auch da die bekannten
methylierten Arginine nicht in einer Lokalisationssequenz liegen (Xu und Henry, 2004a). Fir die
Untersuchung wurden zwei Methoden verwendet. Zum einen wurde die Gleichgewichtslokalisation in
immortalisierten embryonalen Stammzellen verglichen, die eine oder keine loss of function Mutation im
PRMT1-Gen (ES”, ES™") trugen. Zum anderen wurden hnRNP K-Varianten in Hela-Zellen
exprimiert, die zum Teil durch Arginin-zu-Glycin-Muationen nicht mehr methylierbar waren, und

deren Lokalisation untersucht.

2.1.1 Lokalisation von hnRNP K in ES-Zellen

Um die physiologische Bedeutung von PRMT1 im zelluliren Kontext zu untersuchen, wurden von der
Arbeitsgruppe Ruley PRMT1-knock out-Miuse generiert (Pawlak et al., 2000). Die Kreuzung der fiir
PRMT1 heterozygoten Mause zeigte jedoch, dass der homozygote knockout letal ist.
PRMTI'/'—Embryonen sterben am Tag 13 der Entwicklung. Darauthin wurden Stammzellen aus der

Blastula der PRMTI'/'—Embryonen isoliert und immortalisiert (Pawlak et al., 2000). Zum Vergleich mit
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der PRMT1-knock out-Zelllinie wurde die Prozedur mit naiven Blastulazellen wiederholt. Die so
praparierten murinen ESPMTPMIT(ES . und ES™'"-Zellen konnten fiir die Lokalisationsstudien von
methyliertem und nichtmethyliertem hnRNP K herangezogen werden, weil PRMT1 die einzige
Methyltransferase ist, die hnRNP K methyliert und bei deren Fehlen von einer Hypomethylierung des
hnRNP K ausgegangen werden kann (Ostareck-Lederer et al., 2006). Zur Bestimmung der
Gleichgewichtslokalisation wurde die Immunfluoreszenz genutzt. Dabei wurde das Kernkompartiment
mit DAPI angefirbt und das Zytoplasma durch den Nachweis von Tubulin markiert (Abschn. 4.1). Die
Firbung fir hnRNP K in den ES™"-und ES”-Zellen (Abb. 2-1) ist bis auf nukleolare Aussparungen
kongruent zur DAPI-Firbung und zeigt somit eine deutliche nukledre Lokalisation. Das durch die
Tubulinfirbung angezeigte Zytoplasma weist keine signifikante Farbung fiir hnRNP K auf (Ostareck-
Lederer et al., 2006))

DAPI
hnRNPK a-tubulin

PRMT1 +/+

PRMT1 -/-

Abb. 2-1 Nukledre hnRNP K-Lokalisation in ES-Zellen

ES-Zellen wurden auf Deckglaschen kultiviert, mit Formaldehyd fixiert und mit Triton-X 100 permeabilisiert.
Anschliefend wurden die Zellen mit primaren Antikérpern gegen hnRNP K (Matritec) und Tubulin (F13)
inkubiert und diese in einer zweiten Inkubation mit spezifischen fluoreszensgekoppelten sekunddren
Antikérpern nachgewiesen. HnRNP K(rot) wurde indirekt Cy3 und Tubulin (griin) indirekt mit Fluorescin
markiert. Das Kernkompartiment wird durch DAPI-Férbung (blau) angezeigt.
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Des Weiteren ist kein Unterschied der hnRNP K-Lokalisation in den beiden verwendeten Zelllinien
festzustellen. Fur die deutliche nukledre Lokalisation von hnRNP K ist PRMT1 und damit dessen
Aktivitat nicht notwendig. Der Anteil des zytoplasmatischen hnRNP K liegt unter der Nachweisgrenze.
Es spielt offenbar fiir die Lokalisation in ES-Zellen keine Rolle, ob das Protein methyliert oder
hypomethyliert ist, da die Gleichgewichtslokalisation in den ES”"- und ES”-Zellen identisch ist

(Ostareck-Lederer et al., 2006).

2.1.2 Lokalisation von hnRNP K in HeLa-Zellen

Um die Gleichgewichtsverteilung von hnRNP K auch in einem anderen Zelltyp zu untersuchen, wurden
HeLa-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir hnRNP K oder hnRNP K5RG transfiziert. Weil die starke
Hberexpression von hnRNP K die Methylierungskapazitit endogener Methyltransferasen tibersteigen
kénnte und zu einem partiell hypomethylierten hnRNP K fithren wiirde, sollte durch die Koexpression
von PRMTI1 eine hinreichende Methylierungsaktivitit sichergestellt werden. Die Arginin-Glycin-
Variante von hnRNP K sollte grundsitzlich nicht methylierbar sein und die Notwendigkeit der
Argininreste fiir die Lokalisation aufzeigen. Die transfizierten Zellen wurden mittels Immunfluoreszenz

gegen hnRNP K, PRMT1 und Tubulin untersucht (Abschn. 4.1).
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Abb. 2-2 Nukledre Lokalisation von hnRNP K in HeLa-Zellen

Auf Deckgldaschen kultivierte Hela-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir die links angegebenen
Proteine fiir 48 h transfiziert, mit Formaldehyd fixiert und mit Triton-X 100 permeabilisiert. Anschliefend
wurden die Zellen mit oben angegebenen priméren Antikérpern gegen hnRNP K (Matritec), PRMT1 und
Tubulin (F13) inkubiert und die primaren Antikérper mit fluoreszierenden sekunddren Antikérpern
detektiert. HNRNP K wurde indirekt Cy3 (rot), PRMT1 Cys (infrarot) markiert und Tubulin indirekt mit
Fluorescin (griin) markiert. Das Kernkompartiment wird durch DAPI-Férbung angezeigt.

Wie in Abb. 2-2 zu sehen ist, zeigt nicht jede HelLa-Zelle ein Immunfluoreszenzsignal fiir hnRNP K.
Durch die Transfektion mit Expressionsplasmiden ist die Konzentration des heterologen Proteins in den
einzelnen Zellen sehr verschieden. Fiir die Immunfluoreszenzen wurden die Zellen ausgewéhlt, deren
heterolog exprimiertes hnRNP K deutlich iiber dem des endogen hnRNP Ks lagen und somit der
Einfluss der einzelnen Varianten vor dem Hintergund des endogenen Proteins untersucht werden kann.
In allen Zellen, in denen eine hnRNP K-Firbung zu sehen ist, ist diese auf den Nukleus mit
Aussparungen der Nukleoli beschrankt. Die Koexpression von PRMT1 mit hnRNP K andert die
nukledre Gleichgewichtslokalisation nicht (dritte Bildreihe Abb. 2-2). Damit fithrt die starke
Uberexpression entweder nicht zu einer Hypomethylierung des hnRNP K oder das Fehlen der
Methylgruppen hat keinen Einfluss auf die zellulire Lokalisation des Proteins. Auch die hnRNP K5RG-
Variante weist die typische nukledre Lokalisation auf, obwohl diese Variante nicht wesentlich methyliert

sein s (Abb. 2-2). Weil auch das Fehlen der unter normalen Umstinden methylierten Arginine keine
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Anderung der Gleichgewichtsverteilung hervorruft, ist die Bedeutung der Methylierung dieser Arginine

fir die Lokalisation von hnRNP K mutmallich gering.

2.1.3 Argininmethylierung und Serinphosphorylierung von hnRNP K in HEK-Zellen

Die Lokalisation von hnRNP K hiangt maBgeblich von den bereits erwahnten NLS- und KNS-Sequenzen
ab (Abschn. 1.2.1). Allerdings wurde in human embryonic kidney (HEK-) 293-Zellen nach einer
Serumstimulation oder der Uberexpression einer konstitutiv aktiven extracellular-signal regulated-Kinase
(ERK) eine starke zytoplasmatische Anreicherung von hnRNP K beobachtet. Die Untersuchung
potenzieller Phosphorylierungsstellen durch Aminosaure-Austauschvarianten fithrte zur Identifizierung
zweier durch ERK phosphorylierter Serine, S284 und S353 (Habelhah ez al., 2001b). Interessanterweise
liegt das Serin 284 in unmittelbarer Nihe zu dem methylierten Arginin 286. Damit stellte sich die Frage,
ob die zytoplasmatische Lokalisation, nach Phosphorylierung an Serin 284, von der Argininmethylierung
hnRNP Ks abhingig ist. Daher sollte die zytoplasmatische Akkumulation, wie sie in (Habelhah et al.,
2001b) gezeigt wurde, rekapituliert werden. Dazu wurden Expressionsvektoren kloniert, die fiir eine
N-terminale Hémaglutinin-(HA) Fusion der hnRNP K-Varianten kodieren (Abschn. 4.2.2). Das
HA-Peptid kann zur Detektion der heterolog exprimierten Proteine verwendet werden, ohne

gleichzeitig das endogene Protein nachzuweisen.

hnRNP K Aktin, DAPI

HA-hnRNP KSE

HA-hnRNP K

Abb. 2-3 Nukledre Lokalisation der Phosphomimikry-Variante hnRNP K S284/353E

Auf Deckgldschen kultivierte HEK 293-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir das HA-hnRNP K oder
HA-hnRNP K S284/353E transfiziert, nach 48 h mit Formaldehyd fixiert und mit Triton-X 100 permeabilisiert.
AnschlieRend wurden die Zellen mit Antikérpern gegen das HA-Peptid inkubiert und der primdre Antikdrper
mit Fluorescein-gekoppeltem sekundaren Antikérpern detektiert. HNRNP K wurde indirekt mit Fluorescin
(grun) markiert, F-Actin wurde mittels TRITC-Phalloidin (Orange) angefdrbt. Das Kernkompartiment wird
durch DAPI-Farbung (blau) angezeigt.
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Abb. 2-3 zeigt die Lokalisation der Serin-Glutamat-Mutante (5284/353E; KSE) in transfizierten
HEK 293-Zellen. Der immunologische Nachweis dieser Phosphomimikry-Variante zeigt wider
Erwarten eine starke nukleare Akkumulation mit kaum nachweisbaren zytoplasmatischen Signalen fiir
hnRNP K.

Um endogenes ERK zu aktivieren, wurde ein Serum starvation-stimulation-Experiment durchgefiihrt.
HEK 293-Zellen wurden fiir 12 h in serumfreiem Medium kultiviert (starvation) bevor sie erneut mit
serumhaltigem Medium versetzt wurden (stimulation, (Habelhah et al., 2001b)). Lokalisationsstudien des
endogenen hnRNP K, sowie iiberexprimierter HA-hnRNP K-Varianten nach 5, 10, und 30 Minuten der
Serum-Stimulation fithrten ebenfalls nicht zum Nachweis eines signifikanten zytoplasmatischen Signals
fir hnRNP K (nicht gezeigt). Die Lokalisationsstudien der Serin-Glutamat-Variante wurden auch in
HeLa-Zellen und mit N- und C-terminalen GFP-Fusionen in HeLa- und HEK 293-Zellen durchgefiihrt
(nicht gezeigt). Es konnte in keinem Fall eine zytoplasmatische Lokalisation nachgewiesen werden. Die
Phosphorylierung nach ERK-Aktivierung oder Pseudophosphorylierung durch
Serin-Glutamat-Austausche  ist ~ somit  nicht  hinreichend  fir  eine  Verschicbung  der
Gleichgewichtslokalisation. Der Untersuchung eines moglichen Einflusses der Argininmethylierung auf
die zytoplasmatische Lokalisation hnRNP Ks nach ERK-Aktivierung konnte somit nicht nachgegangen
werden.

Im Rahmen der durchgefiihrten Lokalisationsstudien konnte kein Einfluss der Argininmethylierung

hnRNP Ks auf die zellulare Lokalisation nachgewiesen werden.

2.2 Reinigung endogenen hnRNP Ks aus ES™" und ES”~ Zellextrakten

Um die Funktion des hnRNP Ks in Abhangigkeit von seiner Argininmethylierung zu untersuchen, wurde
eine Reinigung aus ES-Zellen durchgefiihrt. Weil hnRNP K in den ES”"-Zellen nicht methyliert vorliegt
(Ostareck-Lederer et al., 2006) und mit der ES"™"-Zelllinie eine vergleichbare Quelle fiir methyliertes
hnRNP K zu Verfiigung steht, konnen die daraus gereinigten Proteine direkt auf funktionale
Unterschiede  hinsichtlich ~ ihres ~ Methylierungsstatus ~ untersucht ~ werden. Dazu  wurden
TritonX 100-Extrakte von ES™'"-Zellen und ES”-Zellen prapariert. AnschlieBend wurden die Extrakte
sukzessive tiber einen Anionenaustauscher, Kationenaustauscher, Hydroxylapatit und Blaue Sepharose so

weit fraktioniert, dass eine ausreichende Reinheit hnRNP Ks erzielt wurde (Abb. 2-4, Abschn. 4.4.1).
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Abb. 2-4 Reinigung von methyliertem und nicht methyliertem hnRNP K aus ES-Extrakten
SDS-PAGE-Analyse von 10 pl der fiir die jeweiligen Chromatographien eingesetzten Fraktionen sowie 500 ng
gereinigter Proteine (BSA, hnRNP K, His-hnENP K). Chromatographie-Matrizen; DEAE: Diethylaminoethyl-
Sepharose, MS: MacroprepS, HA: Hydroxylapatit, BS: Blaue Sepharose. M: Marker in kDa.

Die finale Fraktion beinhaltete zum t{iberwiegenden Teil hnRNP K und war frei von nachweisbaren
Kontaminationen durch Nukleinsdure. Die Analyse der Fraktionierung gestaltete sich aufgrund eines
fehlenden, quantifizierbaren ~Aktivititstestes schwierig und wurde deswegen mit Hilfe der
Western Blot-Analyse und des UV-cross linking durchgefithrt. Die Reinigungstabelle (Abschn. 4.4.1)
zeigt die 600-700-fache Anreicherung des Proteins im Verlauf der Fraktionierung. Auffillig sind die
hohen Verluste nach der Fraktionierung tiber der ,Blauen Sepharose®, die auf irreversible Adsorption an
der Sepharosematrix zuriickzufiihren sind. Auf eine Konzentrierung des Proteins nach der ,Blauen
Sepharose“-Chromatographie wurde aus technischen Griinden verzichtet. Die Konzentration der
Proteinlosung wurde mit Hilfe einer BSA-Kalibriertitration mittels SDS-PAGE und Coomassiefarbung
densitometrisch bestimmt. Die Argininmethylierung wurde qualitativ mittels Western Blot-Analyse der
gereinigten Proteine nachgewiesen. Dabei wurde ein monoklonaler Antikorper (3D1, Abschn. 4.3.2)

benutzt, der spezifisch nicht methyliertes hanRNP K erkennt (Abb. 2-5, (Naarmann et al., 2008)).
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Abb. 2-5 Western Blot-Analyse des Methylierungsstatus von hnRNP K

50 ng der aus Extrakt gereinigten Proteine sowie rekombinantes hnRNP K wurden mittels Western Blot mit
den angegebenen Antikérpern detektiert. 3D1: monoklonaler Antikérper spezifisch fiir nicht methyliertes
hnRNP K, SC: polyklonaler Antikérper gegen den N-Terminus von hnRNP K.

Abb. 2-5 zeigt die starke Diskriminicrung der glcichcn Mengen (unteres Bild) an hnRNP K aus den zwei
verschiedenen Zelllinien durch den monoklonale Antikérper 3D1. Somit kann von einem signifikant

verschiedenen Methylierungsstatus der Proteine ausgegangen werden.

2.2.1 Bindungsstudien mit den aus ES-Zellen gereinigten hnRNP K-Fraktionen

Die Funktionalitit der aus ES™*- und ES’-Zellen gereinigten Proteine hnRNP K™ ynd

hnRNP K™ wurde anhand der Nukleinsdurebindung untersucht. Dazu diente als RNA-Ligand ein Teil
der r15-LOX-3’UTR, das DICE (Abschn. 1.3.5 (Ostareck et al., 1997)). Die durch
In-vitro-Transkription synthetisierte, ca. 240 nt lange und [’P]-markierte RNA, wurde zusammen mit
dem aus ES-Zellen gereinigten hnRNP K in einem Filterbindungsexperiment eingesetzt (Abschn. 4.3.5).
Abb. 2-6 zeigt die Bindungsisotherme des methylierten und des nichtmethylierten hnRNP Ks. Der
apparente K-Wert (K, ;) liegt im niedrigen, nanomolaren Konzentrationsbereich (~1 nM). Auffillig ist
die systematische Abweichung der Datenpunkte von einem bimolekularen Bindungsmodell, welches
durch die blaue Anpassungskurve dargestellt ist. Fiir eine bessere Beschreibung der Datenpunkte wurde
eine multiple Assoziation der Proteine an die repetitive DICE-RNA in Erwagung gezogen und die
Anpassung mit einer Gleichung fiir hohermolekulare Reaktionen nach Hill durchgefithrt. (Abb. 2-6
(Hill, 1910)).
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Abb. 2-6 Filterbindungsexperiment mit hnRNP K aus ES-Zellen

Die gereinigten Proteine wurden in 20 mM Tris-HCl pH 8,0°°, 100 mM Kcl, 5% Glycerin und 50 pg/ml BSA mit
0,15 nM [*P]-markierter DICE-RNA vorinkubiert und anschlieBend durch einen Nitrocellulosefilter gesaugt.
Die retardierte RNA wurde mittels Fllssigszintilation vermessen. Abgebildet ist der Mittelwert aus 3
unabhdngigen Experimenten. P,=hnRNP K aus ES* oder ES, PL=Komplex aus RNA und Protein, Hill-
Gleichung unten rechts. Tabelle mit den ermittelten Parametern in Abschn. 4.3.5.

Obwohl eine Mehrfachbindung mit dem Filterbindungsexperiment nicht zu messen ist, weil der
RNA-Ligand bereits durch ein assoziiertes Protein auf dem Filter retardiert wird, soll die Anpassung
nach Hill die Interpretation der Daten erleichtern. Der Parameter h, auch als Hill-Koeffizient
bezeichnet, liegt fiir beide Filterbindungsexperimente unter dem theoretischen Minimum von 1 und
zeigt an, dass die Bindungsisotherme flacher verlauft, als es einem einfachen Bindungsmodell entspricht.
Dies kann auf zwei unabhangige Griinde zuriickgefiihrt werden. (i) Im héheren Konzentrationsbereich
fihrt eine Mehrfachbindung von Proteinen an den RNA-Liganden zu einer stirkeren Retardierung der
RNA auf dem Filter. Daraus folgt eine scheinbar konzentrationsabhiangige Erhohung der maximalen
Komplexmenge (P,L,.,). (ii) Im niedrigen Konzentrationsbereich deutet der flache Kurvenverlauf auf
eine Zunahme an Aktivitit mit steigender Verdiinnung. Das ist genau dann der Fall, wenn das Protein
reversibel aggregiert. Unter diesen Umstinden fithrt die Verdinnung des Proteins zur Dissoziation der
Aggregate und damit zur scheinbaren Erhohung der Aktivitit. Der Einfluss der lonenstirke und die
Reversibilitit der Aggregation werden im Abschnitt 2.3.2 beschrieben. Abgesechen von dem
ungewohnlichen  Verhalten der Proteine wird deutlich, dass beide Datenreihen —des

Filterbindungsexperimentes nahezu perfekt aufeinander liegen. Das heifit, die Argininmethylierung hat

keinen Einfluss auf die Affinitat des hnRNP K zur DICE-RNA.
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2.3 Priiparation von rekombinantem und methyliertem hnRNP K

Die Reinigung von hnRNP K aus Extrakten hat gezeigt, dass es nur unter hohem zeitlichem und
6konomischem Aufwand méglich ist, substanzielle Mengen an methyliertem Protein zu préparieren. Des
Weiteren benotigen viele der Standard-Analysemethoden der Biophysik weit groBBere Proteinmengen als
die, die durch eine Praparation aus Saugerzellextrakt erzielt werden koénnen. Daher wurden mehrere
andere Moglichkeiten der Praparation in Betracht gezogen. Prinzipiell sind zwei Ansatze denkbar. Zum
cinen die In-vitro-Methylierung von rekombinantem Substrat durch rekombinantes PRMTI1, zum
anderen die Methylierung des Substratproteins in E. coli durch Koexpression von hnRNP K und PRMT1.
Die In-vitro-Methylierung hat den Nachteil, dass eine erncute Reinigung der Proteine nach der
Methylierung nétig ist und bei jedem neuen Reaktionsansatz eine vollstandige Methylierung
nachgewiesen werden muss. Des Weiteren dauert die In-vitro-Methylierung aufgrund geringer
spezifischer Aktivititen der Methyltransferasen oft mehrere Stunden (Kolbel et al., 2009) und stellt
damit besondere Anspriiche an die Reinheit und Stabilitit der verwendeten Proteine.

Bei der Praparation von methyliertem Protein aus E. coli kann exakt dem Reinigungsprotokoll des
unmodifizierten Proteins gefolgt werden, ohne das zusétzliche Praparationsschritte notig wéren. Zudem
wird in E. coli permanent SAM synthetisiert und das inhibitorische SAH metabolisiert. In E. coli gibt es
keine PRMTs. Deshalb wurde die Koexpression von PRMT1 und hnRNP K zur Préparation von
methyliertem hnRNP K getestet. Dazu wurde ein bicistronisches Expressionskonstrukt kloniert, das die
Synthese von Enzym (PRMT1) und Substrat (hnRNP K) von einer mRNA erlaubt. Um die Wirksamkeit
der Methode zu testen, wurde das einzeln oder mit PRMT1 koexprimiertes hnRNP K gereinigt und
einer In-vitro-Methylierung unterzogen. Dabei wurde der Einbau von radioaktiven Methylgruppen
durch PRMT1 in das Substratprotein gemessen (Abschn. 4.3.6). Je geringer der Methylierungsstatus des
in zuvor E.coli methylierten hnRNP K war, desto mehr radioaktiv markierte Methylgruppen konnten in
vitro iibertragen werden. Die In-vitro-Methylierung des koexprimierten hnRNP K wies immer noch
60% der maximalen Methylierungsmenge des unmodifizierten hnRNP K auf, und war somit lediglich zu
40% methyliert (nicht gezeigt). Ein aus einer physiologischen Quelle gereinigtes hnRNP K sollte kaum
noch in vitro methyliert werden kénnen und damit im Vergleich zu einem rekombinanten hnRNP K eine
um iiber 90% verminderte Methylierbarkeit zeigen (Ostareck-Lederer et al., 2006).

Um ecine effizientere Methylierung zu gewiéhrleisten, wurde zum einen versucht, das
Expressionsverhiltnis von Enzym zu Substrat zu Gunsten des Enzyms zu verschieben, indem in das
bicistronische Expressionskonstrukt ein zweites ORF (Cistron) fir PRMT1 kloniert wurde

(Abb. 2.7).
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Abb. 2-7 Tricistronisches Expressionskonstrukt fiir “**hnRNP K

Schematische Darstellung des pet28-Koexpressionsvektors sowie der resultierenden mRNA fiir die
Praparation von methyliertem hnRNP K. T7: Transkriptinsstart, Kan": Kanamycin-Phosphotransferase-Gen,
Lacl: Lac-Repressor-Gen, RBS: Shine-Dalgarno-Sequenz.

Zum anderen wurde der geringen spezifischen Aktivitit der Methyltransferase Rechnung getragen,
indem sowohl der Einfluss der Synthesezeit der Proteine, als auch einr nachfolgenden Inkubationszeit auf
den Methylierungsstatus des hnRNP K untersucht (Abb. 2-8). Das Abstoppen der Translation durch
Erythromycin verhindert die konstitutive Neusynthese von hnRNP K und sollte PRMT1 geniigend Zeit
verschaffen, um ecine quantitative Methylierung des gesamten hnRNP Ks zu ermdglichen
(Abschn. 4.3.6). Das gereinigte hnRNP K wurde nachfolgend auf den Methylierungsstatus untersucht.
Abb. 2-8C zeigt die Quantifizierungen der Methylierungsreaktionen der durch unterschiedliche
Expressionsbedingungen erhaltenen hnRNP K-Praparationen. Als Vergleich dient das nicht-methylierte
hnRNP K, welches die maximale Methylierbarkeit anzeigt. Vergleicht man die Praparationen mit
unterschiedlicher ~Synthesezeit und gleichlanger Nachinkubation, wird lediglich eine leichte
Verbesserung der endogenen Methylierung mit zunehmender Synthesezeit erreicht. Die entscheidende
Verbesserung wird durch die posttranslationale Inkubation erreicht. Mit dieser Methode kann eine
Methylierungseffizienz von iiber 95% erzielt werden (Abb. 2-8C). Damit ist die Priparation von
methyliertem hnRNP K (MethnRNP K) mit praktisch dem gleichen Aufwand mdglich, wie die des
rekombinanten nicht-methylierten Proteins. Es bleibt aber noch zu priifen, ob die methylierten Arginine

denen des Proteins aus HeLa-Zellextrakt entsprechen (Ostareck-Lederer ez al., 2006).
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Abb. 2-8 Ko- und posttranslationale Methylierung von hnRNP K in E. coli

A) Verlaufsschema der Testexpression. B) Das tricistronische Expressionskonstrukt wurde in E. coli BL21-
Zellen transformiert und die Synthese der Zielproteine durch Zugabe von IPTG induziert. Die zelluldre
Proteinsynthese wurde durch Zugabe von Erythromycin nach den angegebenen Zeitpunkten gestoppt und
die Zellkultur bis zum Ernten weiter inkubiert (Methylierung). HNRNPK wurde mittels
Affinitdtschromatographie gereinigt und fiir eine In-vitro-Methylierungskinetik verwendet. Dargestellt sind
die Coomassie gefdrbten Proteine sowie das Autoradiogramm der [“C]-markierten Proteine. C)
Quantifizierung der Autoradiographie.
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2.3.1 Analyse des Methylierungsstatus des rekombinanten hnRNP K

Um auf eine grofere Menge einheitlich methylierten hnRNP Ks zuriickgreifen zu kénnen, wurde die
Expression in  einem  Fermenter  durchgefiihrt ~ (Abschn. 4.4.3).  Dabei wurden die
Expressionsbedingungen ~weitgehend an die der Schiittelkolbenexpression mit der hochsten
Methylierungseffizienz angepasst. Die Expressionskultur wurde bis zu einer ODg,, von 30 angezogen
und die Synthese der rekombinanten Proteine mit IPTG gestartet. Nach 4 h wurde der Ansatz mit
30 mg/1 Erythromycin versetzt und nach weiteren 2 h wurde die Kultur geerntet. Dabei wurde eine
Feuchtmasse von ca. 500 g E. coli-Zellen erhalten. Das methylierte hnRNP K wurde gereinigt
(Abschn. 2.3.2,  Abschn. 4.4.4) und die Effizienz der In-vivo-Methylierung mit Hilfe des

In-vitro-Methylierungstests bestimmt (Abb. 2-9).
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Abb. 2-9 Methylierungsstatus der Fermenterpraparation des V*hnRNP K
A) hnRNP K wurde aus den fermentierten E.coli prapariert und ein Methylierungsassay durchgefihrt
(Abschn. 4.3.6). Nach einer SDS-PAGE-Analyse der Produkte, wurde die eingebaute Radioaktivitat ermittelt
und mit Hilfe einer Kalibriergeraden an SAM bekannter Konzentration in die molare Menge an Ubertragenen
Methylgruppen pro hnRNP K umgerechnet. B) Quantifizierung der Gelanalyse.

Dabei zeigte sich, dass nach 180 min Methylierungszeit nur ca. 6% der maximalen Methylierung erreicht
wurde, d.h., dass das nach Koexpression gereinigte Protein zu ca. 94% methyliert ist. Die
Quantifizierung der eingebauten Methylgruppen pro Protein, mittels einer []4C]—SAM—Kalibriergeraden,
ergab ca. 11-12 £2 Methylgruppen pro hnRNP K (Abb. 2-9). Eine Bestimmung der exakten Molmasse
mittels MALDI-TOF-MS war nicht moglich, weil das MS-Signal kein klar definiertes Maximum aufwies.
Um die methylierten Arginine zu identifizieren, wurde das Protein mit Trypsin hydrolysiert und die
Masse der Peptide mittels ESI-MS bestimmt (Henning Urlaub, MPI Goéttingen). Bei einer
Sequenzabdeckung von 82% konnten die bereits bekannten Arginine 254, 256, 268, 296, 299 als

dirnethyliert identifiziert werden (Abb. 2-10). Des Weiteren wurden Peptidmassen fiir methylierte und
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nicht methylierte Arginine 271 und 316 gefunden, was auf ecine particlle Methylierung dieser

Aminosauen des hnRNP K in E. coli hindeutet.

1
51
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201
251
301
351
401
451
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SGKFF

Abb. 2-10 Identifizierung der methylierten Arginine des koexprimierten hnRNP K
Primarstruktur des rekombinanten “*hnRNP K. Fett gedruckte Sequenzen zeigen die mittels MS-
Analyse identifizierten Aminosduren. Rote und unterstrichene Arginine wurden ausschliefilich
dimehyliert vorgefunden. Rote Arginine lagen nicht-, mono- sowie dimethyliert vor.
Die durchgefithrten Analysen zeigen, dass eine quantitative Methylierung von hnRNP K in E. coli
moglich ist, die den Methylierungsstatus von cukaryotischem hnRNP K widerspiegelt. Die entwickelte
Methodik erméglicht nun, den Einfluss der Methylierung in vergleichenden In-vitro-Studien mit
praktisch nicht limitierten Proteinmengen zu untersuchen.
Wihrend der Praparation des rekombinanten hnRNP Ks wurde eine erhohte Anfalligkeit fiir Proteolyse,
sowie eine starke, von der lonenstirke abhangige, Aggregation beobachtet. Fiir die Interpretation von
In-vitro-Experimenten ist es allerdings erforderlich, mit reinem Protein zu arbeiten, dass unter den
getesteten Bedingungen weitgehend monodispers vorliegt. Das Erreichen dieser Anforderungen ist

nachfolgend dargestellt.

2.3.2 Reinigung von hnRNP K aus E. coli

Der ORF von hnRNP K wurde von einem pET19-Vektor (Ostareck et al., 1997) in einen pET28-
Vektor subkloniert, um die (His),,-Fusion auf eine (His),-Fusion zu verkiirzen. Zu Beginn der Arbeit
wurde hnRNP K nur in Gegenwart eines Hochsalzpuffers iiber eine Ni”—NTA—Chromatographie
gereinigt und anschlieBend gegen einen Niedrigsalzpuffer dialysiert. Dabei prézipitierte allerdings ein
substantieller Teil des vollstindigen Proteins, wihrend Fragmente tiberwiegend in Losung blieben. Des
Weiteren war die Proteinlosung noch mit Nukleinsiuren kontaminiert. Es musste also eine
Reinigungsstrategie entwickelt werden, die 1. lésliches Protein erzielt, 2. die Nukleinsiuren vollstindig
entfernt, und 3. wie sich im Verlauf der Arbeit herausstellte, eine Dialyse unter Niedrigsalzbedingungen
umgeht.

Im Laufe der Studien wurden verschiedene Chromatographiematerialien getestet. Dabei flossen auch
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Erkenntnisse von Loslichkeitsstudien (Abschnitt weiter unten) ein, die die Reinigungsstrategic immer
weiter verbesserten. Die letztlich angewandte Prozedur war eine Kombination aus mehreren
chromatographischen Trennverfahren (Abschn. 4.4.4). Die Niz+—NTA—Chromatographie wurde in
Gegenwart von 1 M KCl durchgefiihrt. Dabei wurde so lange gewaschen, bis die kontinuierlich
gemessene Absorption bei 280 nm (A,q) unter 0,2 fiel und damit eine signifikante Reduktion der
Nukleinsaurekontamination erreicht wurde. Das Eluat wurde direkt auf eine Hydroxylapatitsaule
geladen und auf der Sadule auf 150 mM KCl umgepuffert. Das Protein wurde mit einem flachen
Phosphatgradienten eluiert. Die vereinten Fraktionen wurden in einem Polypropylengefal mit 10%iger
Saccharose so weit verdiinnt, dass die Leitfahigkeit unter 13 mS/ cm 9 lag. Diese Losung wurde auf
eine  MonoQ"-Siule geladen und mit einem linearen KCl-Gradienten eluiert. Der starke
Anionenaustauscher bewirkt die Separierung der letzten Nukleinsiurereste von hnRNP K. Das
UV-Spektrum zwischen 240 nm und 340 nm zeigt die Abwesenheit von Nukleinsdure, jedoch ist bei

einer Salzkonzentration von 0,3 M KCL cine signifikante Extinktion bei 320 nm zu beobachten (Abb.

2-11). Dies deutet auf Aggregation hin.

12 1
—— 0,3 M KCI

—— 1 MKCl
1,0

0,8 -

0,6

Absorption
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0,0 T T
240 260 280 300 320 340

Ainnm

Abb. 2-11 Absorptionsspektrum von hnRNP K
UV-Spektrum einer 22 uM hnRNP K-Lésung in 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 10% Glycerin und der in der Legende
angegebenen KCl-Konzentrationen.

Schon wiahrend der Reinigung fiel auf, dass eine hohe lonenstirke die Aggregation unterdriickt. Um zu
untersuchen, ob die Aggregation durch geeignete Substanzen unterdriickt werden kann und ob die
Aggregation reversibel ist, wurde die Lichtstreuung einer hnRNP K-Losung (0,5 uM) in Gegenwart
unterschiedlicher Substanzen gemessen. Eine monodisperse Proteinlosung eines kleinen Proteins streut
das Licht bei 320 nm praktisch nicht. Hingegen streuen Aggregate bei dieser Wellenlinge, selbst wenn

sie deutlich kleiner als 320 nm sind (Rayleight- und Mie-Streuung; (Vogel, 1995)).
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Wenn die lonenstirke einen Einfluss auf die Aggregation hat, so ist es moglich, dass auch andere
Substanzen auf das Aggregationsverhalten von hnRNP K einwirken. Eine wesentliche Komponente einer
Proteinl6sung ist die pH-Puffersubstanz. HEPES, Tris, MES, Borsaure und TAPS wurden bei pH 8% OC,
je 20 mM, als pH-Puffer getestet und zeigten unterschiedlichen Einfluss auf das Aggregationsverhalten
von hnRNP K. Tris fithrte dabei zu den geringsten Streuwerten (nicht gezeigt). Ein Komplexpuffer, der
die individuellen physikochemischen Einfliisse ausmittelt, wurde aus MES, HEPES, Tris und Borat
hergestellt und pH-Werte zwischen 9,0 und 7,0 getestet (Abb. 2-12). Dabei ist eine klare Tendenz zu

erkennen: je basischer die Losung, desto geringer ist die Aggregation.
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Abb. 2-12 pH-Abhéngigkeit der Aggregation von hnRNP K

Lichtstreuung einer 0,5 uM hnRNP K-L&sung im Komplexpuffer aus MES, HEPES, Tris und Borsdure der
angegebenen pH-Werte. In eine Fluoreszenzkiivette mit 2 ml des gerlihrten Puffers aus 150 mM KCl, 10%
Glycerin und des Komplexpuffers, mit jeweils 15 mM der Einzelkomponenten, wurde nach 45s die
Proteinldsung zugegeben und fiir weitere 515 s die Lichtstreuung im rechten Winkel zum einfallenden Licht
der Wellenldnge 320 nm detektiert.
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Abb. 2-13 Einfliisse der lonenstérke und Nukleinsdure auf die Aggregation von hnRNP K
Lichtstreumessung wie in Abb. 2-12. Der Puffer bestand aus 20 mM Tris-HCI pH 8.0%°%, 10% Glycerin und
den in der Legende angebenenen KCl-Konzentrationen sowie gegebenenfalls weiteren Additiven. Oligo:
38 nt langes Desoxyoligonukleotid der Sequenz von d2R (Tabelle 2-2), Gua-HCl: Guanidinium-Hydrochlorid,
Zitrat: Trikaliumzitrat. Wenn nicht anders angegeben, wurde hnRNP K benutzt.

Die KCl-Konzentration zeigt ebenfalls eine klare Tendenz: je mehr Salz in der Losung vorliegt, desto
weniger Aggregate lassen sich beobachten (Abb. 2-13). Des Weiteren wurden verschiedene Zusatze
getestet, wie z. B. Malonat, Glutamat, Harnstoff, Succinat, Phosphat, Arginin. Dabei zeigten organische
Sauren einen positiven Effekt, der bei Zitrat und EDTA am gréBten war (Abb. 2-14 und nicht gezeigt).
Da eine Ultrazentrifugation bei 300 mM KCl, 50 mM Zitrat, 20 mM Tris-HCl pH 8.0°°°, 10%
Glycerin noch eine signifikante Aggregation zeigte, wurden auch Glukose, Fruktose, Saccharose,
Trehalose, Galaktose und Maltose als Zusatz getestet. Es stellte sich heraus, dass Saccharose der

Aggregation am starksten entgegen wirkte (nicht gezeigt, Moritz et al., 2014).
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Abb. 2-14 Organische Sauren vermindern die Aggregation von hnRNP K

Lichtstreumessung wie in Abb. 2-12. Der Puffer bestand, wenn nicht anders angegeben, aus 150 mM Kdl,
20 mM Tris-HCl pH 8.0°, 10% Glycerin und den angegebenen Zusdtzen. Zitrat: Trikaliumzitrat, PO,: K,HPO,,
Succinat: Dikaliumsuccinat, Kac: Kaliumacetat.

In einem Sedimentations-Geschwindigkeitsexperiment konnte monodispers sedimentierendes hnRNP K
in 300 mM KCl, 50 mM Zitrat, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% Saccharose, nachgewiesen werden
(Abschn. 2.3.3). In Gegenwart von 10% Saccharose, 300 mM KCI und 20 mM TrisHCI pH 8,0 konnte
unter einer Konzentrationen von 0,5 mg/ml hnRNP K auch auf Zitrat verzichtet werden und immer
noch monomeres Protein in Losung nachgewiesen werden. Die Reversibilitit der Aggregation konnte
erneut in einem Lichtstreuexperiment nachgewiesen werden, in dem, nach der Beobachtung einer
deutlichen Aggregation in Niedrigsalzpuffer, durch Zugabe von KCI die Lichtstreuung drastisch
reduziert werden konnte (Abb. 2-15). Die signifikante Reduktion der Lichtstreuung konnte nicht durch
die Verdiinnung nach Zugabe der KCL-Losung erklirt werden, sondern zeigt das Auflésen der
Aggregate an.

Diese Reversibilitit der Aggregation zeigt sich auch wahrend der Reinigung des hnRNP Ks, denn dabei
werden duBlerst ungiinstige Puffer-Bedingungen (150 mM KCl, 20 mM Imidazol pH 8.0, 10%
Sacharose) durchlaufen, unter denen das Protein mutmallich aggregiert vorliegt. Dennoch kann
anschlieBend im Hochsalzpuffer ein monodisperses Protein nachgewiesen werden (Abb. 2-17).
Bemerkenswert ist auch die Geschwindigkeit, mit der das Protein aggregiert. Binnen weniger Sekunden
hat sich der maximale Lichtstreuwert eingestellt. Der darauf folgende Abfall an Intesitat ist vermutlich
auf eine Umwandlung der Aggregate von vielen kleinen zu wenigen groflen Partikeln zu erkliren. Des
Weiteren kann die Aggregation durch Nukleinsdure unterdriickt bzw. vermindert werden. In Abb. 2-12
ist der Effekt eines DNA-Oligonukleotides (d2R) gezeigt, dass mit hoher Affinitit gebunden wird. Selbst

bei 150 mM KCl ist die Lichtstreuung erheblich geringer als ohne dieses Desoxyoligonukleotid.
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Abb. 2-15 Reversibilitdt der Aggregation von hnRNP K

Lichtstreumessung wie in Abb. 2-12. HhRNP K wurde in die Niedrigsalzlésung pipetiert (50 mM KCl, 20 mM
Tris-HCI pH 8,0%° ", 10% Glycerin) und kurz darauf die KCl-Konzentration auf 500 mM erhéht.

Um die Struktur der Aggregate zu untersuchen, die unter Umstinden einen Hinweis auf eine geordnete
Zusammenlagerung geben kann, wurden elektronenmikroskopische ~Aufnahmen mit einem
Transmissionselektronen-Mikroskop angefertigt (Lodderstedt et al., 2007), Dr. Gerd Hause MLU
Halle/Wittenberg)). Die Wellenlinge der Elektronenstrahlen ist so klein, dass Strukturen bis in den
nm-Bereich erfasst werden konnen. Um die Elektronenstrahlen stirker zu streuen, wurde das
Kontrastierungsmittel Uranylacetat benutzt. HnRNP K wurde in die unter Abb. 2-16 angegebenen
Puffer verdiinnt, auf einen Objekttriger aufgebracht und mittels Elektronenmikroskopie untersucht.
Dabei lieBen sich zwei verschiedene Typen von Aggregaten detektieren: zum einen amorph (c und d),
im Puffer mit 300 mM KCI ohne bestimmte Strukturen, zum anderen spharische Partikel
unterschiedlicher GroBe (a und b), im Puffer mit 100 mM KCI. Es ist keine einheitliche oder geordnete
Struktur zu beobachten. Im Gegenteil, die beobachteten Partikel weisen sehr unterschiedliche GréBen
auf. Weil die verwendeten Puffer die Aggregation von hnRNP K unterschiedlich stark beeinflussen,
wird vermutlich die Partikelform auch durch die Geschwindigkeit der Aggregation beeinflusst. Ob die
sphérischen Partikel hohl sind oder ausgefiillt, kann in mit diesem Experiment nicht unterschieden
werden. Um sicher zu stellen dass die spharischen Partikel aus hnRNP K aufgebaut sind, kénnte noch ein
immunologischer Nachweis des Proteins mit Immuno-Gold-Markierung durhgefiihrt werden. Weil die
beobachteten Strukturen aber keinen Hinweis auf eine geordnete Zusammenlagerung geben, wurden

keine weiteren Aufnahmen angefertigt.
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: e £
Abb. 2-16 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der hnRNP K-Aggregate

HNRNP K wurde aus einer 1 M KCl Lésung entweder in 100 mM KCl, 20 mM HEPES-KOH pH 7.5 (a und b)
oder 300 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 10% Glycerin (c und d) verdiinnt, auf einen Objekttréger
aufgebracht und eine Kontrastierung mit Uranylacetat durchgefiihrt (Lodderstedt et al., 2007). von Gerd
Hause, MLU Halle-Wittenberg.

2.3.3 Ultrazentrifugation zur Bestimmung der nativen Molmasse

Zur Bestimmung der nativen Molmasse und damit indirekt des Oligomerisierungszustandes von
Proteinen eignet sich die Ultrazenrifugation, weil sie ohne Hypothesen aus den zwei physikalischen
Kriften Zentrifugalkraft und Diffusion die Molmasse direkt bestimmbar macht (Laue, 2001). Durch ein
gekoppeltes Sedimentationsgeschwindigkeits-Gleichgewichtszentrifugations-Experiment kann man die
native Molmasse, bestimmt durch die Anpassung der Gleichgewichtsverteilung innerhalb der
Zentrifugationskiivette, mit dem Sedimentationskoeffizienten (S) korrelieren. Wenn die native
Molmasse des Proteins einem monomeren Partikel entspricht, dann korreliert auch der S-Wert strikt

mit dem monomeren Protein. Damit ist es mdglich, durch Sedimentationsexperimente Aussagen zur
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Monodispersitit des Proteins in Abhdngigkeit der Pufferzusammensetzung zu machen. In einem
Gleichgewichtszentrifugations-Experiment mit rekombinantem hnRNP K in Hochsalz-Puffer wich die
ermittelte native Molmasse von 52,5 kDa kaum von dem theoretischen Molekulargewicht von 53.3 kDa
ab (Abb. 2-17). Damit konnte nachgewiesen werde, dass das Protein unter den gewahlten Bedingungen
(1 M KCl, 20 mM Tris pH 8.0, 5% Glycerin (w/v), 1 mM DTT) in monomerer Form vorliegt. Das

vorgeschaltete Sedimentationsgeschwindigkeits-Experiment ergab einen apparenten S-Wert von ca. 2,3.
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Abb. 2-17 Monomer sedimentierendes hnRNP K

A) 20pM hnRNPK wurden in 1M KCl, 20mM Tris pH8.0, 5% Glycerin, 1mM DTT einem
Sedimentationsgeschwindigkeits-Experiment ausgesetzt. Absorptionsmessungen bei 278 nm (iber den
Kuvettenquerschnitt nach jeweils 10 min bei 40.000 rpm, 20 °C, in einer Beckman XLA. B) Gleichgewichts-
Sedimentationsexperiment bei 12.000 rpm (Gleichgewicht nach 6d). Aus dem Kurvenverlauf der
Absorption bei 278 nm, wurde mit Hilfe des Programms Sedfit (Schuck, 2004) die native Molmasse
bestimmt.

Eine Zentrifugation in 300 mM KCl, 50 mM Zitrat, 20 mM Tris pH 8.0” " und 10% Saccharose zeigte

die Sedimentation eines monodispersen Partikels mit einem S-Wert um 2,3 (Abb. 2-18).

Absorption

T T T T
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Abb. 2-18 Sedimentation von hnRNP K in optimiertem Puffer

Geschwindigkeitssedimentations-Experiment wie in Abb. 2-17 mit 2 yM hnRNP Kin 300 mM KCl, 20 mM Tris-
HCl pH 8,0°°€, 50 mM Kalium-Zitrat, 10% Saccharose.
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Die Loslichkeitsstudien zeigten unter iiblichen Pufferbedingungen (150 mM monovalentes Salz, 20 mM
Puffersubstanz  pH 7-8) aggregiertes rckombinantes hnRNP K, das nur unter speziellen
Pufferbedingungen in eine Form iiberfihrt werden kann, welche es erlaubt, klassische Gesetze zur
Beschreibung von Protein-Interaktionen anzuwenden. Dabei ist die Reversibilitit der Aggregation
hervorzuheben. Diese erlaubt auch, dass Interaktionspartner Einfluss auf die Aggregation nehmen
kénnen. So wurde in Sedimentations-Experimenten beobachtet, dass kleine Domaénen, die mit poly-
Prolin-reichen Sequenzen interagieren, wie die SH3-Doméne der regulatorischen Untereinheit p85 der
Phosphoinositol-3-Kinase (PIK3R1) oder der WW-Dominen des WW domain binding protein 4 (FBP21)
(Bedford et al., 2000), das Verteilungsgleichgewicht von aggregiertem zu léslichem hnRNP K
verschieben kénnen (nicht gezeigt, Abschn. 4.4.8). Wie hoch die Affinitit der Interaktionsdoménen ist,
konnte aus technischen Griinden nicht bestimmt werden. Daher kann auch keine Aussage zur

quantitativen Wirkung der Domanen auf die Aggregation getroffen werden.

2.4 Interaktionsstudien

2.4.1 Interaktion des hnRNP K mit Nukleinsiuren

Die inharente Affinitit von hnRNP K zu Nukleinsauren ist seit seiner Entdeckung bekannt. Qualitative
Untersuchungen zur Wechselwirkung mit Nukleinsdure zeigen eine Priferenz zu Polycytidylaten. Von
den drei isolierten KH-Dominen zeigte lediglich die dritte KH-Doméne eine signifikante
Wechselwirkung mit Nukleinsduren (Abschn. 1.2). Fiir diese Domane sind sowohl Kristallstrukturen als
auch NMR-Strukturen, jeweils mit und ohne Nukleinsdure-Ligand, gelést worden. Die Strukturdaten
zeigen eine spezifische Erkennung dreier konsekutiver Cytidylate. An der vierten Stelle werden
vermutlich Pyrimidine toleriert (Backe et al., 2005; Braddock ez al., 2002; Sidiqi et al., 2005). Eines der
biologischen RNA-Substrate fiir hnRNP K, die r15-LOX-mRNA, enthélt eine groBe Anzahl an
Tetracytidylaten. Fiir die biologische Funktion der Translationsrepression sind 38 nt (2R) mit 6
Tetracytidylaten, hinreichend (Ostareck et al., 1997). Um Art und Anzahl der Wechselwirkung von
hnRNP K mit (pC),-reichen RNA-Liganden aufzukliren, wurden Interaktionstudien mit dem
gereinigten vollstaindigen hnRNP K mit verschiedenen Nukleinsduren durchgefiihrt. Fiir das vollstandige
hnRNP K sind noch keine K -Werte zu hochaffinen RNAs bestimmt worden. Dabei eignet sich die
Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante nicht nur zur Charakterisierung der Affinitit von
Proteinen zu Nukleinsiauren, sondern kann unter Umstanden auch Aufschluss tiber RNA-vermittelte
Protein-Protein-Interaktionen ~ geben.  Systematische =~ Abweichungen ~ vom  Verlauf  der
Bindungsisothermen einer bimolekularen Assoziation geben Hinweise auf eine komplexere z.B.

kooperative Assoziation (Eftink, 1997).
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Wie sich durch die Loslichkeitsstudien aus Abschn. 2.3.2 herausgestellt hat, unterliegt hnRNP K einer
reversiblen Aggregation. Damit kénnte die scheinbar negative Kooperativitait der Wechselwirkung
zwischen hnRNP K und der DICE-RNA (Abb. 2-6) auf cine Aggregation zuriickzufiihren sein, weil die
verwendete lonenstirke niedriger war (100 mM KCIl, Abb. 2-6) als fiir monodisperses hnRNP K
notwendig ist. Um den Einflul der Ionenstirke auf die Abweichung von eciner bimolekularen
Bindungsisotherme zu untersuchen, wurden Filterbindungsexperimente mit rekombinantem hnRNP K

und der DICE-RNA bei unterschiedlich hohen Salzkonzentrationen durchgefithrt (Abb. 2-19).

2000

PL 23 PLmax * [PO]
1500 - K, +|R)]

* rek. hnRNP K, 300 mM KCI
¢ rek. "™hnRNP K, 300 mM KCI
® rek. hnRNP K, 1 M KCI

* rek. "hnRNP K, 1 M KCI

1000 -

PL in cpm

500 -

0,1 1 10 100 1000
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Abb. 2-19 Salzabhédngigkeit der RNA-hnRNP K Assoziation

Die Assoziation von rekombinantem hnRNP K mit [**P]-markierter DICE-RNA wurde in 300 mM oder 1 M Kl
unter  Standardbedingungen  mittels  Filterbindungsexperiment  untersucht  (Abschn.  4.3.5).
[P,] = Konzentration des eingesetzten Proteins, PL = retardierter Protein-RNA-Komplex in cpm; K, flr
hnRNP K und M**hnRNP K bei 300 mM KCl je 3 nM, bei 1 M KCl 140 nM bzw. 260 nM.

Die Datenpunkte der Messreihe in Gegenwart von 300 mM KCl zeigten lediglich im oberen
Konzentrationsbereich Abweichungen von einer bimolekularen Bindungsisotherme (blaue Linie), die
bereits diskutiert wurden (Abschn. 2.1.1). In Gegenwart von 50 mM KCI lassen sich die Datenpunkte
nicht an eine einfache hyperbole Gleichung anpassen und zeigen tendenziell die gleichen Abweichungen
wie in Abb. 2-6 (nicht gezeigt).

Obwohl der RNA-Ligand mehrere gleiche Bindestellen fiir hnRNP K besitzt, wird unter den getesteten
Bedingungen keine Kooperativitit der Assoziation von hnRNP K an die DICE-RNA beobachtet.
Auffillig ist der drastische Einfluss der lonenstirke auf die Affinitit. Von 300 mM KCI zu 1 M KCI
verschlechtert sich die Affinitit fiir hnRNP K zur DICE-RNA um das 50-fache und fiirr "“hnRNP K um
nahezu das 100-fache. Das Filterbindungsexperiment ergab einen apparenten K,,-Wert fiir methyliertes
und nicht-methyliertes hnRNP K von jeweils 3 nM. Damit ist auch mit rekombinantem Protein kein

Einfluss der Methylierung auf die Wechselwirkung von hnRNP K mit einer hochaffinen RNA
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festzustellen. Die leicht geringere Affinitit des rekombinanten Proteins fiir die DICE-RNA, im
Vergleich zu hnRNP K aus ES-Zellen, ist vermutlich auf die unterschiedliche Ionenstarke der jeweils
cingesetzten Bindungspuffer zuriickzufiihren, zumal eine deutliche Abnahme der Affinitit mit erhéhter
lonenstarke gezeigt wurde (Abb. 2-19).

Fir die Bestimmung definierter Gleichgewichtsdissoziationskonstanten ist es notwendig in Lésung zu
messen und den Liganden so weit zu verkiirzen, dass multiple Assoziationen vermieden werden. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die translationsreprimierende Wirkung der DICE-RNA (10 Repeats
von 19 Nukleotiden) auf 2R (38 Nukleotide) mit sechs Tetracytidylaten (Tabelle 2-2) eingeengt werden
kann (Ostareck et al., 1997). Daher wurden die weiteren Experimente mit der am 5’-Ende mit

6-Carboxyfluorescein markierten, synthetischen 2R-RNA ("

2R) oder der am 5’-Ende mit Fluorescein
markierten, synthetischen 2R-DNA (""d2R) durchgefiihrt. Die Fluorophore ermdéglichen die
Beobachtung der Assoziation des hnRNP K mit der Nukleinsdure, die aufgrund mangelnder intrinsischer
Fluorophore in den KH-Domanen mittels Proteinfluoreszens kaum oder nicht zu beobachten wire. Die
Assoziation des hnRNP K mit der markierten RNA oder DNA fiihren zu einer teilweisen Ausléschung
des Fluoreszenzsignals (Quenching). Das relative Fluoreszenzsignal korreliert dann mit der Assoziation
des Proteins mit der RNA oder DNA. In Abb. 2-20 sind die Bindungsisothermen des methylierten und
nicht-methylierten rekombinanten hnRNP Ks zu schen, die ausreichend gut durch ein exaktes
bimolekulares Bindungsmodell beschrieben werden kénnen. Eine bimolekulare Assoziation ist jedoch
unerwartet, weil die 38 Nukleotide 6 repetitive Oligocytidylate enthalten, die eine Mehrfachbindung
von hnRNP K erlauben sollten. Entweder fiihrt die erste Assoziation bereits zu einer so groflen

sterischen Behinderung, dass in dem gemessenen Konzentrationsbereich kein weiteres Molekiil

hnRNP K assoziieren kann, oder eine weitere Assoziation ist durch das Messsystem nicht beobachtbar

(Abb. 3-2).
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Abb. 2-20 Bindungsisotherme von hnRNP K und 2R und d2R
Bestimmung der Bindungsisothermen in Fluoreszenzpuffer (300 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.0,

FAM

100 1000

10% Saccharose bei 20 °C) mittels Fluoreszenztitration. Anregung 488 nm, Emission 520 nm. Zu 2 mL 5 nM
2R oder M'd2R wurden steigende Mengen hnRNP K titriert und die Anderung der Fluoreszenz gegen

die Konzentration aufgetragen. Kp-Werte wurden durch Anpassung mittels Gleichung F (oben im
Diagramm) ermittelt und sind in Tabelle 2-1 aufgefiihrt.

Die ermittelten K,-Werte von 6 nM fiir die Bindung der "MIR-RNA durch methyliertes und nicht

methyliertes hnRNP K liegen nur um weniges hoher als die Kj,-Werte aus den Filterbindungsstudien mit

10R-RNA aus Abb. 2-19 und bestitigen die hochaffine Wechselwirkung zwischen hnRNP K und

cytidylatreichen RNAs. Gleichgewichtsmessungen mit dem ™d2R ergaben geringfiigig niedrigere K-

Werte (Abb. 2-20 und Tabelle 2-1) und bestitigen, dass auch fiir das vollstindige hnRNP K keine

signifikante Diskriminierung zwischen RNA und DNA zu erkennen ist (Backe et al., 2005; Braddock et

al., 2002).

Tabelle 2-1 Dissoziationskonstanten der hnRNP K-2R Interaktion
FludaR: 5’-Fluorescin markiertes desoxy-2R-Oligonukleotid, "™2R: 5’-Carboxyfluorescin markiertes
Ribooligonukleotid, SD: Standard Abweichung.

Protein Oligonukleotid | K, +/-SD in nM
M hnRNP K fudo2R 2,6 +/-0,7
hnRNP K fudo2R 3,1 +/-0,7

M hnRNP K FAMOR 58 +/-1
hnRNP K FAMOR 6,1 +/-1
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2.4.2 Bindung mehrerer Proteine an das 2R-Sequenzelement

Die Untersuchung der hnRNP K-Oligonukleotid-Wechselwirkung mittels fluoreszenzmarkierter
RNA/DNA war nétig, weil die Assoziation von hnRNP K an Nukleinsiure keine Anderung der
intrinsischen Proteinfluoreszenz bewirkte. Verfolgt man allerdings die intrinsische Proteinfluoreszenz
einer 0,5 uM hnRNP K-Lésung bei der Titration des d2R-Oligonukleotids, so kann man eine Zunahme
der Proteinfluoreszenz beobachten, die ein Maximum bei einer Stochiometrie von zwei hnRNP K zu

einem d2R hat (Abb. 2-21).

116
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Abb. 2-21 Dimerisierung von hnRNP K an d2R

Intrinsische Fluoreszenz einer 0,5 uM hnRNP K L&sung in Fluoreszenzpuffer (Abb. 2-20) bei 20°C.
Anregung bei 296 nm, Emmision bei 350 nm. Steigende Mengen des Oligonukleotids wurden dazu titriert
und die relative Fluoreszenz gegen Oligonukleotidkonzentration aufgetragen. Auf Abwesenheit des
inneren Filtereffektes wurde gepriift.

Da die Wechselwirkung von hnRNP K mit dem Oligonukleotid CCCAAA selbst keine
Fluoreszenzanderung bewirkt, obwohl von einer Assoziation ausgegangen werden kann (Abschn. 2.4.3,
Tabelle 2-2), ist das zusdtzlich detektierte Fluoreszenzsignal mutmaBlich auf eine Wechselwirkung
zweier hnRNP K-Molekiile an einem Molekill d2R zurtickzufiihren. Bemerkenswerterweise fallt das
Fluoreszenzsignal bei weiterer Zugabe von d2R wieder ab und kehrt bereits bei einem molaren
Verhiltnis von 1:1 auf den Ausgangswert zuriick. Sowohl das zusdtzliche Fluoreszenssignal als auch die
exakte 2:1 Stochiometrie bei maximaler Fluoreszenzinderung der d2R-Titration deuten auf eine
Mehrfachbindung von hnRNP K an das d2R hin, wenn die Konzentration von hnRNP K hoch genug ist.
Offensichtlich ist das 2. Bindungsereignis energetisch deutlich ungiinstiger als das erste
Bindungsereignis, denn bei weiterer Zugabe von d2R fillt das mutmalliche Dimersignal wieder ab und
erreicht bei einer 1:1 Stéchiometrie den Ausgangswert. Fir die Annahme zweier gleichwertiger
Bindestellen auf einem 2R miisste aus statistischen Grinden bei einer 1:1 Stochiometrie zwischen

hnRNP K und d2R ein gewisser Teil der d2R—Oligonukleotide ein Dimer tragen und damit ein
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entsprechend hoheres Fluoreszenzsignal als den 100% Wert detektiert werden. Weil die Datenpunkte
im dquimolaren Konzentrationsbereich sich jedoch dem Ausganswert anndhern (Abb. 2-21), werden die
zwei Bindestellen mit unterschiedlicher Bindungsenergie gebunden.
Dies wird bei einer Titration deutlich, in der wesentlich hohere Konzentrationen an hnRNP K und
"AMIR im Vergleich zur Titration in Abb. 2-20 eingesetzt wurden (Abb. 2-22).

® hnRNPK

sequenzielles Bindungsmodell
—— hyperbole Anpassung mit F_, von 1

1,0 4 @ —

0 500 1000 1500 2000
[P,] in nM

Abb. 2-22 Sequenzielle Assoziation von hnRNP K an "*"2R

Fluoreszenz-Gleichgewichtstitration wie in Abb. 2-20 mit 125 nM "2R und steigenden Mengen hnRNP K.
Fluoreszenzénderung auf 1 normiert. Die blaue Linie stellt eine hyperbole Anpassung nach PL (Abb. 2-19)
dar. Die rote Linie stellt die Anpassung nach einem sequenziellen Bindungsmodell dar (Abb. 2-23,
Abschn. 4.8) mit der ersten Dissoziationskontante, Kp, von 5nM und der zweiten Dissoziationskonstante
Kp, von 30 nM. Der eingefligte Graph zeigt eine logarithmische Darstellung.

FAM

Die Titrationskurve zeigt einen nahezu linearen Anstieg an Fluoreszenz-Differenzsignal zu Beginn der
Titration (vergleichbar mit einer active site titration), weil Protein- und RNA-Konzentration deutlich
tiber dem bereits ermittelten K, -Wert liegen. Ab ca. der Hilfte des maximalen Fluoreszenz-
Differenzsignals beginnt die Kurve abzuflachen und nahert sich einem Maximum. Da bereits ein
Bindungsereignis mit einem K,-Wert von 6 nM ermittelt wurde, deuteten die Datenpunkte auf eine
sequenzielle Bindungsreaktion mit zwei unterschiedlichen K,,-Werten hin (Abb. 2-22).

Die  Bestimmung der 2.  Dissoziationskonstante  (Kj,) ist unter den  gewihlten
Konzentrationsbedingungen schwierig, weil keine Vereinfachung der Masseerhaltungssitze moglich ist.

Um eine numerischen Bestimmung von K, zu umgehen, wurde ein sequenzielles Bindungsmodell nach

52



Ergebnisse 2.4

Abb. 2-23 aufgestellt, die Massenwirkungsgesetze fiir die einzelnen Reaktanden beschrieben und in eine
cinheitliche = Gleichgewichtsgleichung dritter Ordnung iberfithrt (Michel Spinka, MLU-Halle-
Wittenberg, Abschn. 4.8).

KD1 KDZ

+P
P+L=—Q+=—=R
P
Abb. 2-23 Reaktionsschema der sequenziellen
Assoziation
Die physisch sinnvolle Wurzel wurde fir eine Anpassung der Datenpunkte im verwendeten
Konzentrationsbereich verwendet und unter Annahme der 1. Dissoziationskonstante (K,) die K, zu

30 nM ermittelt. (Abb. 2-22, Abschn. 4.8). Weil fiir die Bestimmung von K,, nur noch K, selbst und

die Verteilung (o) der Signalintensititen zwischen Q und R variabel sind, ist die Anpassung der

Datenpunkte trotz der recht komplexen Gleichung nicht Uberbestimmt und liefert hinreichend sichere

Werte fir o und K;, (Abschn. 4.8).

2.4.3 Die Sequenzabhiingigkeit der Assoziation von hnRNP K mit Oligo—Tetracytidy]at—

Substraten

Die Sequenz des 2R beinhaltet eine sechsfache Wiederholung eines Tetracytidylates (pC),, nachfolgend
durch die 6-Buchstabenchiffre CCCCCC benannt, wobei ein C die Position eines Tetracytidylates
innerhalb des 38 nt langen Oligonukleotides angibt (Tabelle 2-2). Um die molekularen Ursachen der
zwei unterschiedlichen Affinititen fiir die sequenzielle Assoziation an die gleichen repetetiven Sequenzen
besser zu verstehen, wurde ein Gleichgewichts-Kompetitionsexperiment mit unterschiedlich
zusammengesetzten, aber gleich langen Desoxyoligonukleotiden durchgefiihrt (Tabelle 2-2). Die
Kompetition erlaubt die Bestimmung der im Gleichgewicht gemessenen K,-Werte fiir nicht-markierte
Oligonukleotide, fiir deren Assoziation mit hnRNP K sonst kein Messsignal zu Verfiigung stand
(Abschn. 2.4.2). Durch die Verwendung von gleich langen Oligonukleotiden werden Anderungen der
elektrostatischen Wechselwirkungen vermieden und allein die Basenspezifitit der Wechselwirkung

untersucht.
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Abb. 2-24 Kompetition des hnRNP K-"*"2R Komplexes

A) Schema des Kompetitionsexperimentes. P: hnRNP K, PA: hnRNP K-"""2R-Komplex, PB: hnRNP K-
Kompetitor-Komplex. B) 25nM "R und 25nM nicht-methyliertes hnRNP K wurden unter
Fluoreszenzpufferbedingungen bei 20°C in einer 2ml Fluoreszenzkiivette vorgelegt und die
Fluoreszenzanderung nach Zugabe der Kompetitoren detektiert. Die Legende (rechts) zeigt die
schematische Sequenz der Kompetitoren. Durchgezogene Linien sind die Anpassungen nach X. Wang
(Abschn. 4.6.4). Sequenzen und Ky-Werte in Tabelle 2-2. C) Titration wie in B mit Oligonukleotiden mit 5,
4 und 3 C,-Elementen. D) Titration wie in B mit Oligonukleotiden mit 3, 2 und 1 Oligo(C)-Element(en).
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Zu diesem Zweck wurde das fluoreszenzmarkierte "*“2R und nicht methyliertes hnRNP K vorgelegt
und die Freisetzung des "AMOR durch die zugesetzten Kompetitoren fluoreszenzspektroskopisch verfolgt
(Abb. 2-24). Eine ecinfache quantitative Auswertung ist unter den gewihlten experimentellen
Bedingungen nicht moglich und nicht nétig, weil die Kj,-Werte der Kompetitoren nach der analytischen
Losung nach X. Wang 1995 erhalten werden kénnen. In Tabelle 2-2 sind die ermittelten Daten
zusammengefasst. Der Vergleich der K,-Werte ermdglicht einige generelle Aussagen zur
Nukleinsaureinteraktion von hnRNP K: (i) (A),; wird im verwendeten Konzentrationsbereich fast
tiberhaupt nicht gebunden und zeigt damit die starke Praferenz fiir die Erkennung von Basen. Das
Zucker-Phosphatriickgrat ist nicht hinreichend fiir eine substanzielle Assoziation. (ii) Ein (A),,-Ligand
mit einem C,-Motiv wird schlecht gebunden, egal an welcher Stelle innerhalb des Liganden sich das
C,-Motiv befindet. (iii) Die Affinitit zu den Liganden erhéht sich mit Zunahme der Linge des C-Motivs

als auch mit zunehmender Anzahl der C,-Motive.
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Tabelle 2-2 Dissoziationskonstanten von hnRNP K und Oligonukleotiden mit unterschiedlich vielen C,-Motiven

Gruppen-
Name Sequenz K,in nM R’ abs. Fehler C,~-Motive Mittel
m2R/CCCCCC CCCCACCCCAAACCCCAAACCCCACCCCAAACCCCAAA 1,0 0,998 0,3 6 1
d2R CCCCGCCCUCUUCCCCAAGCCCCGCCCUCUUCCCCAAG 2,2 0,999 0,5 6
CACCCC CCCCAAAAAAAACCCCAAACCCCACCCCAAACCCCAAA 3,6 0,997 1,2 5 4
CCCACC CCCCACCCCAAACCCCAAAAAAAACCCCAAACCCCAAA 4,1 0,997 1,2 5 4
CCCCAA CCCCACCCCAAACCCCAAACCCCAAAAAAAAAAARAAARA 16 0,999 4 4 28
CACCAC CCCCAAAAAAAACCCCAAACCCCAAAAAAAACCCCAAA 24 0,998 5 4 28
CCAACC CCCCACCCCAAAAAAAAAAAAAAACCCCAAACCCCAAA 45 0,999 12 4 28
CCCAAA CCCCACCCCAAACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 108 0,994 18 3 168
CACCAA CCCCAAAAAAAACCCCAAACCCCAAAAAAAAAAAAAAA 102 0,994 23 3 168
CCACAA CCCCACCCCAAAAAAAAAACCCCAAAAAAAAAAAAAAA 122 0,994 30 3 168
CCAACA CCCCACCCCAAAAAAAAAAAAAAACCCCAAAAAAAAAA 176 0,995 42 3 168
CCAAAC CCCCACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCCCAAA 300 0,994 60 3 168
AACACC AAAAAAAAAAAACCCCAAAAAAAACCCCAAACCCCAAA 124 0,997 25 3 168
ACAACC AAAAACCCCAAAAAAAAAAAAAAACCCCAAACCCCAAA 181 0,996 40 3 168
CACACA CCCCAAAAAAAACCCCAAAAAAAACCCCAAAAAAAAAA 231 0,992 55 3 168
CA,C AAAAAAAAAACCCCAAAAAAAAACCCCAAAAAAAAAAA 1590 0,993 540 2 1350
CA,C AAAAAAAAAAACCCCAAAAAAACCCCAAAAAAAAAAAA 1625 0,996 550 2 1350
CAsC AAAAAAAAAAAACCCCAAAAACCCCAAAAAAAAAAAAA 1655 0,996 550 2 1350
CA3C AAAAAAAAAAAAACCCCAAACCCCAAAAAAAAAAAAAA 1369 0,996 450 2 1350
CA.C AAAAAAAAAAAAAACCCCACCCCAAAAAAAAAAAAAAA 837 0,992 260 2 1350
Cs AAAAAAAAAAAAAAACCCCCCCCAAAAAAAAAAAAAAA 1000 0,993 420 2 1350
Cs AAAAAAAAAAAAAAAACCCCCCAAAAAAAAAAAAAAAA 5950 0,999 1500 1 6000
C, AAAAAAAAAAAAAAAAACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAA 36000 0,992 10000 1 22200
C4Az, CCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 16000 0,993 4000 1 22200
A3z4C, AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCCC 14000 0,937 8000 1 22200
Asg AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 200000 0,966 200000 0
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2.4.4 Interpretation der hnRNP K-Oligo(C,)-Liganden-Interaktion: der K-combination

mode

Die Zunahme an Affinitit fiir lingere Homopolymere eines RNA-Bindproteins wird durch das Modell
von von Hippel vorhergesagt, wonach Ko = (I-m+1)*K_ . berechnet wird, wobei Kipp. die
Assoziationskonstante fiir das Oligonukleotid, K, die intrinsische Assoziationskonstante fiir den
Liganden mit der minimalen Bindestelle (m), I die Linge des Oligonukleotids und m die minimale
Anzahl an gebundenen Nukleotiden ist (Kelly et al., 1976; Mackereth et al., 2011). Der empirische
Zusammenhang zwischen der Anzahl an Bindestellen und der Affinitit basiert darauf, dass die
Assoziation entropisch (statistisch) durch cine hohere Anzahl mdglicher Bindestellen am Liganden
begiinstigt wird. Dieser empirische Zusammenhang auBert sich qualitativ darin, dass die Verkiirzung des
minimalen Bindemotivs aus enthalpischen Griinden zur drastischen Minderung der Affinitit fiihrt,
wahrend die Verlingerung des minimalen Bindemotivs lediglich zur moderaten Erhohung der Affinitit
aus entropischen Griinden fithrt. Diese ungleiche Korrelation von Bindemotivlinge und Affinitit kann
zur Bestimmung des minimalen Bindemotivs eines Proteins benutzt werden, indem die apparenten
Affinititen von zunchmend kiirzeren Liganden mit den aus statistischen Griinden vorhergesagten
Affinititen verglichen werden (Kelly et al., 1976). Ein Rechenbeispiel verdeutlicht den Zusammenhang.
Angenommen, ein RNA-Bindeprotein assoziiert spezifisch mit einer RNA aus 4 gleichen Nukleotiden
(minimale Bindestelle) mit einem K, von 100 nM. Wird ein weiteres gleiches Nukleotid an die
minimale Bindestelle angehangen so nimmt die apparente Assoziationskonstante um den Wert 2 zu

(K, =(5-4+1)*K

min

anp ), denn es sind zwei verschiedene Komplexbildungen méglich. Weil K, = 1/K ist,
halbiert sich die Dissoziationskonstante auf 50 nM. Wird jedoch die Minimalsequenz von 4 auf nur noch
3 Nukleotide verkiirzt, geht ein Viertel der intermolekularen Bindungsenergie verloren, wenn alle 4

Nukleotide gleichmaBig von Protein kontaktiert werden. Ein K,-Wert von 100 nM entspricht einer
freien Standardenthalpie von -40kJ/mol, ein Viertel davon 10k]J/mol (AG® = -RT*InK). Eine

Gleichgewichtsreaktion mit einem AG®” von -30 kJ/mol entspricht einem K,-Werte von ca. 3 uM
(Alberts, 2002). Das Verkiirzen der Minimalsequenz vergroBert also den K;,-Wert um den Faktor 30.

Die Argumentation von R. C. Kelly et al., die urspriinglich fir Homopolymere mit iiberlappenden
Bindestellen abgeleitet wurde, gilt auch fiir Polymere mit mehreren distinkten Bindestellen innerhalb
einer sonst inerten Umgebung, wie z. B. im Fall von hnRNP K fiir Liganden mit C,-Motiven innerhalb
einer Poly(A)-Sequenz. Nimmt man fiir solch einen Fall an, dass hnRNP K mit einer einzigen
RNA-Bindedomane mit Nukleinsiure-Liganden assoziiert, dann wiirde die Affinitit des Proteins zu
einem Liganden mit drei verglichen mit einem C,-Motiv um ca. den Faktor 3 zunechmen. Ausgehend von
dieser Hberlegung missen Liganden mit mehr als einem C,-Motiv von mehr als einer Domane gebunden

werden, weil die Affinitit fir Liganden mit 2, 3, 4, 5 und 6 C,-Motiven verglichen zu einem C,-Motiv
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um ca. 15, 130, 750, 5.500, und 22.000 zunimmt (Tabelle 2-2). Diese Faktoren sind zu grof3, um durch
cine einzelne Domaénen-Nukleinsdure-Interaktion erklirt werden zu konnen und zwingen zu der
Annahme, dass mehr als eine Domane an der RNA-Bindung partizipiert.

Nimmt man an, dass zwei Domanen an der RNA-Bindung partizipieren, konnen zwei verschiedene
Mechanismen unterschieden werden. Wenn die Doménen zusammengelagert vorliegen, also als Einheit
und sich nicht unabhingig voneinander bewegen, und mit zwei benachbarten C,-Motiven assoziieren,
dann fithrt die erhéhte Anzahl von 2 zu 4, zu 6 C,-Motiven zu einer ca. 3- bzw. 5-fachen Erhéhung der
Affinitit. Die K, -Werte aus Tabelle 2-2 stimmen nicht mit dieser Vorhersage tiberein und falsifizieren
damit diese Annahme. Sollten die zwei Doménen unabhingig voneinander mit C,-Motiven assoziieren,
so ergeben sich mehrere Moglichkeiten (Kombinationen) der Assoziation mit Liganden mit mehreren
C,-Motiven, die nach den Gesetzen der Kombinatorik (n!/(n-k)!) berechnet werden kénnen, wobei n
die Anzahl der C,-Motive und k die Anzahl der Doménen ist. Fir Liganden mit 4 und 6 C,-Motiven
ergeben sich fiir das Zwei-Domanenmodell Kombinationen von 4!/2! = 12 and 6!/4! = 30. Will man
die Zunahme an Affinitit von 2 zu 4 zu 6 C,-Motiven vorhersagen, miissen die Kombinationen noch
durch die Anzahl an Kombinationen des Liganden mit zwei C,-Motiven (2!) geteilt werden. Es ergeben
sich fiir das Zwei-Domanenmodell bei der Zunahme von 2 zu 4 zu 6 C,-Motiven erhéhte Affinititen von
6- bzw. 15-fach. Die experimentell ermittelten Werte (Tabelle 2-2) sind allerdings mit ca. 50- bzw.
1350-fach deutlich groBer und somit auch nicht mit einem Zwei-Domanenmodell zu erklaren.

Fiir die Interaktion von drei zusammengelagerten, also als Einheit und nicht unabhéngig voneinander
interagierenden Doménen ist die Zunahme der Affinitit von 3 auf 4, 5 und 6 C,-Motiven entsprechend
2-, 3- und 4-fach. Die beobachteten Kj,-Werte der entsprechenden Liganden (Tabelle 2-2) korrelieren
auch nicht mit den Vorhersagen dieses Modells. Die unabhangige Assoziation von drei Domanen mit
drei C,-Motiven fiihrt unter der oben aufgefithrten Argumentation fiir zwei unabhangige Domanen zur
Annahme, dass die Affinitit zu Liganden mit 4, 5 und 6 C,-Motiven um den Faktor 4 ([4!/[4-3]!]/3!),
10 ([5!/[5-3]']/3!) und 20 ([6!/[6-3]!]/3!) steigt. Die beobachteten Faktoren von 6, 40 und 160
weichen zwar nicht drastisch aber dennoch merklich von den theoretischen Werten ab.
NMR-Untersuchungen an Fragmenten von hnRNP E1 zeigten, dass die KH-Domine 1 und 2 als
strukturelle Einheit in Losung vorliegen und eine obligate ,Pseudo-Didomane® (Du et al., 2008), im
folgendem als Tandem-Domane bezeichnet, bilden. Weil die Aminosauren in der Interaktionsfliche der
KH-Domaine 1 und 2 auch in hnRNP K konserviert sind, kann die Tandem-Domane auch fiir hnRNP K
angenommen werden (Abschn. 4.9). Die RNA-Interaktionsflichen in der Tandem-Domine liegen
allerdings auf der gegeniiberliegenden Seite, so dass fiir eine gemeinsame Wechselwirkung mit einem
Nukleinsaure-Liganden die Bindemotive beider Domanen um wenigstens 5 Nukleotide auseinander

liegen sollten (Du et al., 2008). Tatsachlich zeigten Bindungsstudien mit einer hnRNP K-Variante, der
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die dritte KH-Domine fehlte, und einem Oligonukleotid mit zwei C,-Motiven eine deutliche
Abhangigkeit des Sequenzabstandes der beiden C,-Motive. Lagen beide C,-Motive zu dicht beieinander
war die Affinitit schlechter als mit einem gréBeren Abstand beobachtet wurde. Der optimale
Sequenzabstand beider C,-Motive lag bei ca. 7-9 Nukleotiden und fithrte zu einer 10-fachen Erhohung
der Affinitit gegentiber Liganden mit schr kurzem Abstand (Moritz et al., 2014). Unter der Annahme,
dass allein die KH-Doménen in hnRNP K eine spezifische Erkennung der Cytidylate ermdglichen, zeigen
diese Daten, dass beide Doménen mit der vermuteten Sequenzrestriktion an der Assoziation mit oligo-
cytidylatreichen Liganden beteiligt sind.

Im Gegensatz dazu ist die dritte KH-Doméne durch einen 170 Aminosdure langen und mutmaBlich
unstrukturierten linker mit der Tandem-Doméne verbunden, so dass von einer unabhingigen Interaktion
der KH3-Domine ausgegangen werden kann. Das bedeutet fiir die untersuchten Liganden, dass die
KH1-KH2-Tandemdomiéne nur dann die Bindungsenergien beider KH-Doménen beisteuert, wenn die
optimalen Sequenzmotive mindestens 5 nt auseinander liegen, wihrend die dritte KH-Domane mit
jedem iibrigen C,-Motiv assoziieren kann. Fiir einen Liganden mit drei ,benachbarten® C,-Motiven (z. B.
CCCAAA, Tabelle 2-2) reduzieren sich dadurch die moglichen Kombinationen auf zwei. Mit der
Einschrankung durch die Tandem-Domane ergeben sich ausgehend von einem Liganden mit drei
C,-Motiven Zunahmen an Affinititen zu Liganden mit 4, 5 und 6 C,-Motiven von 6, 18 und 40
(Rechenwege in Abschn. 4.9). Die beobachteten Werte von 6, 40 und 160 passen tatsachlich besser zum
Modell mit einer Tandem-Domine als zum Modell mit drei unabhangigen Domanen.

Zusammenfassend lassen sich die experimentellen Daten zur Interaktion von hnRNP K mit Liganden mit
mehreren C,-Motiven nur durch die Beteiligung dreier C-spezifischer Domanen erklaren. Die
Basenspezifitit der Wechselwirkungen legt die KH-Domanen als ursachliche Struktureinheiten nahe. Als
minimales Bindemotiv fiir hnRNP K ist somit eine Sequenz von 3 C,-Motiven anzusehen. Die durch das
Modell, nachfolgend als K-combination mode bezeichnet, postulierte Unabhingigkeit einzelner Domanen
erklart auch den beobachteten geringen Einfluss von Insertionen zwischen einzelnen C,-Motiven auf die
Affinitit (Tabelle 2-2). Dies steht im scharfen Kontrast zu Beobachtungen mit strukturell eng
verkniipften Domanen mit ihren Liganden (Mackereth et al., 2011). Der K-combination mode lasst weitere
Verallgemeinerungen zu: (i) Die Affinitit eines Multidomanenproteins zu einem Liganden erhoht sich
aus entropischen Griinden durch Kombinatorik, wenn die Bindestellen der einzelnen unabhingigen
Domainen austauschbar sind. (ii) Die Position der einzelnen Domanen auf der Nukleinsaure kann durch
ihre Unabhéngigkeit der Assoziation variieren. Diesem Umstand wurde bisher keine Rechnung getragen,
wenn Nukleinsdure-Interaktionspartner von hnRNP K benutzt wurden, um durch Sequenz-alignments
das minimale Bindemotiv zu identifizieren (Klimek-Tomczak et al., 2004; Liu und Szaro, 2011).

Die Assoziation von hnRNP K mit dem Liganden CCCAAA (K,~110 nM, Tabelle 2-2) legt die

60



Ergebnisse 2.4

Vermutung nahe, dass auch nach der Assoziation von hnRNP K mit dem 2R-Oligonukleotid noch 3 der
6 C,-Motive frei sind fiir eine zweite Assoziation, wie sie in Abb. 2-21 und Abb. 2-22 gezeigt ist. Die
direkte Fluoreszenzmessung ergab einen K, -Wert der zweiten Assoziation von ~30 nM. Der geringe

Unterschied (30 nM gegeniiber 110 nM) zeigt an, dass die Kooperativitit der zweiten Assoziation schr

gering ist mit einem AAG von lediglich -3,1 kJ/mol.

2.4.5 Kinetische Untersuchung der Nukleinsdurebindung.

Um weitere Informationen zum Mechanismus der Nukleinsiurebindung zu erhalten, wurden die
Kinetiken der Dissoziation des hnRNP K—FAMZR—Komplcxcs untersucht. Fir die Bestimmung der
Geschwindigkeitsdissoziationskonstante wurde ein Gemisch aus 20 nM FAM>R und 20 nM hnRNP K mit
4 uM ecines nicht fluoreszierenden Kompetitor-Desoxyoligonukleotides der Sequenz d2R in einer
stopped-flow-Apparatur zusammengemischt und die Zunahme der Fluoreszenz iiber 60 s gemessen. Die
Kinetik der Dissoziation ldsst sich erst mit einer Gleichung mit zwei exponentiellen Termen hinreichend
genau beschreiben (Abb. 2-25, Tabelle 2-3).

Die zwei Dissoziationskonstanten k, und k, unterscheiden sich um ca. den Faktor vier, wobei die
langsamere Kinetik mit einer Halbwertszeit von 2,5 s (hnRNP K) und 7 s M*hnRNP K) voranschreitet.
Die zwei signifikant unterschiedlichen Geschwindigkeitsprozesse konnten als zwei verschiedene
Komplexformen gedeutet werden, die innerhalb der beobachteten Zeit nicht ineinander umgewandelt

werden kénnen. Die Amplituden beider Prozesse (Parameter a und c in Tabelle 2-3) sind dhnlich groB.
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Abb. 2-25 Stopped-flow-Analyse der Dissoziation des hnRNP K-"*"2R-Komplexes

Gleiche Volumina einer 4 uM d2R-Lésung und einer 20 nM "Y2R-hnRNP K oder "2R-"**hnRNP K-L6sung
wurden in einem Applied Photophysics SX-20MV stopped-flow-Instrument zusammengemischt und die
Anderung der Fluoreszenz (iber die angegebene Zeit durch ein 520 nm long pass filter verfolgt. Puffer:
300 MM KCl, 20 mM TrisHCl pH 8.0%°, 10% Saccharose, Temperatur 20 °C.

Tabelle 2-3 Dissoziations-Paramater der stopped flow-Analyse
Anpassung an Gleichung y mit zwei Exponentialtermen. Die Signalamplituden sind mit a und ¢ gegeben. Die
Geschwindigkeits-Dissoziationskonstanten k; und k, sind zusétzlich in eine Halbwertszeit (t,,) umgerechnet.

y=yo+a(1-e*™)+c(1-e)

Parameter | hnRNPK | “hnRNPK
Yo 7,56 7,02

a 0,32 0,7
k,ins" 0,87 0,47
(tiin's) (0,8) (1,5)

c 0,37 0,2
k,ins" 0,27 0,1
(ty2ins) (2,5) @
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Unter der Vorraussetzung, dass beide Komplexformen zu einer dhnlichen Fluoreszenzlschung fiihren,
korrelieren die Amplituden der Dissoziationskinetik mit den relativen Mengen der zwei verschiedenen
Komplexformen. Fiir MUhnRNP K ist die Amplitude des schnelleren Zerfalls deutlich gréfler als die
zweite Amplitude und damit der schneller zerfallende Komplex scheinbar stirker angereichert. Aus k,
und K, (Abschn. 2.4.1) lasst sich die Assoziationsgeschwindigkeit iiber folgende Beziehung abschitzen:
Ky, = kg, / k. Damit ergibt sich eine Assoziationsgeschwindigkeit von 5%10" M''s" fiir hnRNP K und
2%10’ M''s™ fiir "*hnRNP K. Die & liegt somit etwas unter dem diffusionskontrollierten Maximalwert
von ca. 1%10° M's". Es sei darauf hingewiesen, dass die beobachtete Dissoziation nicht die tatsichliche
Existenz von zwei verschiedenen Komplexen nahe legt. Basierend auf dem K-combination mode werden
fir die Assoziation von hnRNP K an 2R bis zu 80 verschiedene Komplexe postuliert (Abschn. 4.9).
Diese Komplexitit durch eine Dissoziationskinetik zu erfassen, ist nahezu unméglich. Dazu kommt, dass
die stéchiometrischen Verhiéltnisse und die jeweiligen Anteile an der Fluoreszenzanderung der einzelnen
Komplexe sicherlich verschieden sind. Die beobachtete Dissoziationskinetik steht daher nicht im
Widerspruch mit dem K-combination mode. Im Gegenteil, obwohl die Residuen der verwendeten
Anpassungen bereits klein sind, streuen sie doch systematisch um Null. Eine Anpassung mit drei
Exponentialtermen bewirkt zwar eine weitere Minderung der Residuen, aber nicht deren systematische
Abweichung (nicht gezeigt). Das deutet an, dass der beobachteten Dissoziation eine Vielzahl dhnlich

schneller Dissoziationen zu Grunde liegten.

2.5 Proteininteraktionen

HnRNP K ist als Wechselwirkungspartner einer groBen Anzahl von Proteinen beschrieben worden
(Abschn. 1). Fir einige der postulierten Wechselwirkungspartner soll die physische Interaktion der
Wechselwirkung validiert wund der Einfluss der Protein—Argininmethylierung auf das

Assoziationsgleichgewicht untersucht werden.

2.5.1 Interaktion von hnRNP K und hnRNP E1

HnRNP E1 gehort, wie auch hanRNP K, zu der Familie der poly(rC)-bindenden Proteine. Es ist ebenfalls
aus drei KH-Domanen aufgebaut und bindet an das DICE (Ostareck et al., 1997). Beide Proteine sind als
translationsreprimierende Proteine in Retikulozytenlysat beschrieben (Ostareck et al., 1997). Einen
Hinweis auf direkte Interaktion lieferte eine yeast two hybrid-Studie zur Untersuchung der Assoziationen
von hnRNP Proteinen (Kim et al., 2000). Beide Proteine fiihrten sowohl als bait als auch als prey zu

einem positiven Signal, das als direkte Interaktion gedeutet wurde. Die Wechselwirkung beider Proteine
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mit der DICE-RNA fiihrte zu der Annahme einer kooperativen Bindung (Ostareck-Lederer und
Ostareck, 2004; Ostareck et al., 1997).

HnRNP E1 wurde rekombinant in E. coli hergestellt, mittels Affinitats-Chromatographie gereinigt und
nach dem Abspalten der N-termimalen His-SUMO-Fusion zur Homogenitat aufgearbeitet
(Abschn. 4.4.5). Die Funktionalitit des Proteins wurde mittels Filterbindungtest sichergestellt (Abb.
2-26).

Um eine direkte Interaktion zwischen hnRNPK und -E1 zu prifen, wurde ein
Sedimentationsgeschwindigkeitsexperiment mit jeweils 50 uM hnRNP E1 und hnRNP K sowie beiden
Proteinen gleichzeitig durchgefithrt. HnRNP E1 sedimentiert mit einem apparente S-Wert von 2,1 als
monomeres Partikel. Zwischen den einzelnen Proteinen und der Mischung ergaben sich keine
Unterschiede im Sedimentationsverhalten (nicht gezeigt). Unter den verwendeten Bedingungen
(300 mM KCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0 °°, 50 mM Kaliumzitrat, 10% Glycerin, 50 uM Protein bei
20 °C) findet keine Interaktion statt. Eine mégliche Wechselwirkung mit einem K,,-Wert jenseits der
100 uM kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Sehr schwache Interaktionen von RNA-bindenden Proteinen lassen sich anhand kooperativer
Wechselwirkungen nachweisen. Dazu wurden die Bindungsisothermen zwischen der DICE-RNA und
jeweils hnRNP K oder -El oder einer 1:1 Mischung beider Proteine aufgenommen und auf
Abweichungen vom Bindungsverhalten der Einzelproteine untersucht. In Abb. 2-26 sind die 3
apparenten  Bindungsisothermen abgebildet. Sie lassen sich jeweils einzeln nach einer einfachen
hyperbolen Gleichung anpassen. Fiir die Bindung von hnRNP E1 an das DICE laBt sich ein app. K,,-Wert
von 0,6 nM und fiir hnRNP K ein app. K,-Wert von 1,1 nM ermitteln. Die Mischung der beiden
Proteine fithrt zu einem app. K;,-Wert von 0,8 nM, der also zwischen denen der app. K,-Werte von
hnRNP K und E1 liegt. Abgesehen von dem iibersteilen® Verlauf, der fiir positiv kooperative
Bindungsisotherme zu erwarten ist, sollte die kooperative Bindung von zwei Proteinen auf einer RNA zu
einer noch niedrigeren Gleichgewichtsdissoziationskonstante fithren. Der app. K,-Wert sollte demnach
niedriger sein als der der Einzelproteine. Dies ist nicht zu beobachten. Auch in diesem Experiment
lassen sich keine Hinweise auf eine kooperative Bindung, das heit RNA-vermittelte Protein-Protein-

Interaktion zwischen hnRNP K und hnRNP E1 finden.
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Abb. 2-26 Hyperbole Assoziation von hnRNP K und E1 im Filterbindungsexperiment
Filterbindungsexperiment mit den angegebenen Proteinen in 300 mM KCl, 20 mM Tris pH 8,02°°C, 5%
Glycerin mit 10 pM [**P]-markierte DICE-RNA als Ligand. PL = Protein-RNA-Komplex, P, = Konzentration der
einzelnen, oder die Summe aus beiden, angegebenen Proteinen. Regression mittels hyperboler Gleichung
aus Abb. 2-19.

Mit den nukleinsaurefreien, aufgereinigten Proteinen hnRNP K und hnRNP E1 ist weder ohne noch mit
RNA-Ligand eine direkte Interaktion nachzuweisen. Auf die Wiederholung der Experimente mit

MehhRNP K wurde verzichtet.

2.5.2 Autoaktivierung von c-Src.

Seit der Entdeckung von c-Src als Protoonkogen haben Struktur-Funktionsuntersuchungen einen
wesentlichen Beitrag zum Verstindnis von autoaktivierten Tyrosinkinasen geleistet. Frithe Studien
belegen den onkogenen Charakter einzelner Punktmutanten von c-Src (Kmiecik und Shalloway, 1987).
Mit der 1997 veréffentlichten Rontgenkristallstruktur der deaktivierten c-Src Form konnten viele der
biologisch bedeutsamen Punktmutationen in ein rationales Struktur-Funktionsprinzip eingeordnet
werden (Xu et al., 1999; Xu et al., 1997). Autoaktivierte Tyrosinkinasen des c-Src Typs sind demnach
modular aufgebaut. Am N-Terminus befindet sich eine SH4-Domane, die myristoyliert ist und das
Protein in der Membran verankert. Weiter C-terminal befindet sich die SH3-Domine, gefolgt von einer
SH2-Domane. Die SH2-Domane ist durch einen linker mit der Kinasedomine verbunden. Am aullersten
C-Terminus befindet sich eine kurze unstrukturierte Sequenz, die ein in vivo phosphoryliertes Tyrosin
enthalt (Abb. 1-3). Man stellt sich heute vor, dass c-Src in einer geschlossenen und in mehreren

geéffneten Konformationen vorkommen kann. In der geschlossenen Form bindet die SH2-Domane das
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C-terminale pTyr527 und die SH3-Domane den linker zwischen der SH2- und der Kinasedomane.
Dadurch wird die Kinasedomane ,gestaucht und das aktive Zentrum in einem inaktiven Zustand
gehalten (Xu et al., 1999).

Wird nur eine der beiden intramolekularen Interaktionen aufgehoben, z. B. durch intermolekulare
Kompetition von SH2- oder SH3-Liganden, relaxiert das aktive Zentrum und die Kinase wird aktiver.
Im aktivierten Zustand wird das Tyr416 exponiert und einer Phosphorylierung zuganglich. Ist Tyr416
phosphoryliert wird das aktive Zentrum in einer stabilen Konformation arretiert, so dass die
regulatorischen Domanen keinen Einfluss mehr auf die Aktivitit der Kinase haben. Die
Phosphorylierung des Tyr416 ist eine Autophosphorylierung in trans (Moarefi et al., 1997).

In vorhergehenden Studien wurde eine Aktivierung von c-Src durch hnRNP K gezeigt und der Einfluss
der Argininmethylierung diskutiert (Adolph et al., 2007; Ostareck-Lederer et al., 2002; Ostareck-
Lederer et al., 2006). Durch die Priparation von methyliertem hnRNP K ist es mdglich, den Einfluss
der Methylierung auf die Aktivierung von c-Src durch hnRNP K in vitro zu untersuchen. Weil dem
Experimentator aber keine theoretischen und praktischen Auswertealgorithmen fiir In-vitro-Versuche
mit autoaktivierten Kinasen bekannt waren, wurde zum besseren Verstandnis zunachst die
Geschwindigkeitsgleichung fiir eine einfache Autoaktivierung abgeleitet (Michel Spinka, MLU Halle-
Wittenberg).

Ein einfacher Fall einer Autokatalyse ist gegeben durch:

A+B—X 2B Reaktion 2-1
Dabei ist A die inaktive Spezies und B die aktive Spezies.

Die Zeitgesetze lauten:
d(A)/dt =—k(A)B)
d(B)/dt = +k(A)B)
Die Summe aus A und B bleibt stets gleich. Also
(A)+(By)=S sowie S=(A)+(B)

Durch Umformen und Integrieren der Zeitgesetze (Abschn. 4.7) erhilt man den zeitlichen Verlauf fur

die Spezies (A) und (B) (Gleichung 2-1, 2-2)

(A)=-2" B g_a.p Gleichung 2-1
- = = eichung 2-
&+ efskt A) 0 g
(B) erhalt man durch Subtraktion von (A) von S: (B)=S-(A)
Se
B)=— Gleichung 2-2
( ) PP g

Damit ist der zeitliche Verlauf der Konzentration der deaktivierten (A) und aktivierten (B) Spezies

66



Ergebnisse 2.5

wahrend der Autoaktivierung fiir eine einfache Modellreaktion aus Reaktion 2-1 gegeben. Um den
zeitlichen Verlauf der Konzentration der aktivierten Spezies B wiahrend einer Autoaktivierung
darzustellen, wurden Kurven fiir verschiedene Anfangssituationen & (€ = By/A,) simuliert und die
relative Konzentration der aktivierten Spezies B im Verhiltnis zur Gesamtmenge S (B/S,
Ordinatenachse) fiir eine gegebene Gesamtmenge S und der Aktivierungskonstanten k gegen die Zeit

aufgetragen (Skt, Abszissenachse, Abb. 2-27).

1,0

0,8 -

0,6 -

B/S

0,4 -

02/

0,0 a T T T T
0 2 4 6 8 10

Skt

Abb. 2-27 Autoaktivierung mit unterschiedlichen Startbedingungen
Fur Gleichung 2-2 wurden fiir verschiedene Startbedingungen (e-Werte) achsennormierte Kurven generiert
und die relative Zunahme an aktivierter Spezies gegen den Exponentialterm Skt aufgetragen.

Aus der Abb. 2-27 ergeben sich mehrere Aussagen zur Autoaktivierung: (i) Der Kurvenverlauf hingt

stark von € und damit vom Verhiltnis B, zu A, ab. Bei geringer Anfangsaktivitit bildet sich ein sigmoides

Autoaktivierungs-Zeit-Profil. (ii) Dieses Profil verschiebt sich zu einem hyperbolen Verlauf mit

zunechmender Anfangsaktivitit (Vergleich € von 0,01 zu 0,5). (iii) Die Gesamtmenge S verdndert nicht
den Kurvenverlauf sondern nur die Geschwindigkeit, mit der die Autoaktivierung durchlaufen wird.
Eine niedrige Gesamtkonzentration (S) bewirkt eine starke Verzogerung der Reaktion und eine hohe
Gesamtkonzentration (S) bewirkt eine starke Beschleunigung der Reaktion. (iv) Aktivatoren oder
Inhibitoren ~ der  Autoaktivierung ~ werden  sich in  einer  verinderten  apparenten
Geschwindigkeitskonstante k widerspiegeln.

Fiir die In-vitro-Aktivierung von c-Src durch hnRNP K wurde eine verkiirzte c-Src Variante (Ag;c-Src)
rekombinant hergestellt. Dieser Variante fehlen die ersten Tyrosinkinase-spezifischen 83 Aminosauren
(SH4-Domaine) und damit auch die native Myristoylierung. Das resultierende Fragment unterliegt allen
bisher untersuchten Regulationsmechanismen (Xu et al., 1997) und stellt damit ein gut Isliches

Untersuchungsobjekt dar. Um zu untersuchen welchen Einfluss die Argininmethylierung von hnRNP K
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auf die Aktivierung von c-Src durch hnRNP K hat, wurde zunichst sicher gestellt, dass ecine
Autoaktivierung von c-Src beobachtet werden kann. Dazu musste das Protein in einer aktivierbaren
Form prapariert werden. Die Expressionen der Ag;c-Src in E. coli ergaben allerdings keine hinreichenden
Mengen vollstindigen Proteins, weshalb eine Koexpression mit C-terminal-Src-kinase (CSK) durchgefiihrt
wurde (Abschn. 4.2.2, Abschn. 4.4.11). CSK phosphoryliert das Tyr527 (pY527) im C-Terminus von
c-Src, welches darauthin eine intramolekulare Wechselwirkung mit der SH2-Domine eingeht. Diese
Wechselwirkung erlaubt die Ausbildung der deaktivierten Konformation, wie sie in den
Kristallstrukturen beobachtet wurde (Xu et al., 1997). Durch die Koexpression von Ag;c-Src und CSK
gelang dic Préparation substanzieller Mengen Agc-Src™”’ (Abschn. 4.4.11), die fiir weitere

Untersuchungen genutzt wurden. Die Phosphorylierungsaktivitit von Agc-Src”™**’ wurde durch

Verwendung von v-[’P]-ATP verfolgt, in dem die radioaktiv markierten Substratproteine mittels
SDS-PAGE aufgetrennt wurden und die ecingebaute Radioaktivitit durch storage phosphor imaging
detektiert wurde (Abb. 2-28). Durch die elektrophoretische Trennung der Proteine kann die

Phosphorylierung einzelner Proteine aus einer Mischung mehrerer Subtrate bestimmt werden.

Ag,C-Sr™™ AgC-Src”™™ + hnRNP K o
Zeit in min
-——e——sseeeeenniil S 05..20..05

I ———— — hnRNP K
Tyr527
JRR— - —_—— AgC-Src™™"

Abb. 2-28 Autophosphorylierung von Ag;c-Src”"*” in Gegenwart von hnRNP K

Beispielhaftes Gelbild einer Phosphorylierungsanalyse. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben
aus einer Phosphorylierungsreaktion entnommen, mittel SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel getrocknet und die
Radioaktivitdat mit Hilfe eines phosphor storage screens sichtbar gemacht. Die Quantifizierung der
Radioaktivitit einzelner Proteine erfolgte durch die Verwendung von ImageQuant®.

Die Phosphorylierungsaktivitit der Agc-Src® v gemessen an hnRNP K war bei 37 °C instabil. Ein
Vergleich der Reaktion bei 37 °C, 30°C und 25°C zeigte einen jeweils hoheren Einbau an
[**P]-Phosphat. Auch eine Vorinkubation bei 37 °C fiihrte zu einem signifikanten Aktivitatsverlust (nicht
gezeigt). Bei 25 °C konnten jedoch Kinetiken mit annihernd gleich bleibender Aktivitit gegeniiber

einem groBen Uberschuss eines einfachen Substrates mit nur einer Phosphorylierungsstelle

(KH3-Domane,(Messias et al., 2006)) aufgenommen werden (Abb. 2-29).
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Abb. 2-29 Phosphorylierungskinetik der Ag;c-Src”">*” mit der KH3-Doméne

0,5 UM  Agc-SrcP™  und  0,5mM  der dritten KH-Dom&ne von hnRNPK wurden in einer
Phosphorylierungsreaktion mit y-[>’P]-ATP bei 25°C zusammengegeben (Abschn. 4.3.7). Nach den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und wie in Abb. 2-28 Ausgewertet und mit
ImageQuant® quantifiziert.

Weil die Geschwindigkeit der Autoaktivierung auch von der ATP-Konzentration abhangen kann, denn

P27 Aktivitat fir das Substrat

dies ist ein Kosubstrat, wurden ATP-Abhéangigkeiten der Agc-Src
hnRNP K aufgenommen. Es zeigte sich eine Optimumskurve mit der héchsten Anfangsgeschwindigkeit

der Autoaktivierung bei 0,3-0,8 mM ATP (Abb. 2-30).
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Abb. 2-30 ATP-Abhingigkeit der Ag,c-Src?¥>?’-Aktivitat mit hnRNP K
Phophorylierungsreaktion von Agyc-Src®®” mit hnRNPK in Gegenwart unterschiedlicher ATP
Konzentrationen (Abschn. 4.3.7). Auswertung wie in Abb. 2-28. Eingesetzte Grafik zeigt die

Sekundarauftragung der Anfangsaktivitdt von Ag;c-Src?” gegen hnRNP K in Abhangigkeit der ATP-
Konzentration (logarithmisch skaliert).

Um eine Autoaktivierung nachzuweisen, muss eine sigmoide Phosphorylierungs-Kinetik des c-Src
beobachtet werden. Nimmt man an, dass die Phosphorylierung am Tyr416 zu einer signifikanten
Erhéhung der Phosphorylierungs-Aktivitit fithrt (Chong ez al., 2005), so kann die Autophosphorylierung
durch den zeitlichen Verlauf des Einbaus von [*’P]-Orthophosphat in c-Src verfolgt werden, selbst dann,
wenn das Tyr416 nicht die einzige Akzeptorstelle ist. Eine weitere Voraussetzung fiir die Beobachtung
einer sigmoiden Autophosphorylierung ist ein niedriger Phosphorylierungsgrad am Tyr416 zu Beginn

der Reaktion, was einem niedrigen &-Werte, wie er in Abb. 2-27 gezeigt ist, entspricht. Weil die

pY527

Autophosphorylierung von Ag,c-Src

wahrend der Expression in E. coli nicht unterbunden werden

pY52
C

kann, ist davon auszugehen, dass ein Teil der Ag;c-Sr ’_Priparation bereits aktiviert ist. Daher wurde

PTPN2
)

das  Age-Src®” mit  Hilfe der Tyrosinphosphatase  PTPN2  dephosphoryliert  (Ag,c-Src
Abschn. 4.4.12). Das Agc-Src”™ wurde erneut aufgereinigt, die Dephosphorylierung mittels
Massenspektrometrie gepriift und ein Autophosphorylierungstest mit v-[’P]-ATP durchgefiihrt. In Abb.

2-31 ist der zeitliche Verlauf der Phosphorylierung von 4 uM Agye-Src”™ dargestellt. Die Datenpunkte
durchlaufen im linearen Zeitintervall eine sigmoide Kurve, die einen Sattigungswert erreicht. Sollte das

Enzym andere Tyrosine als das Tyr416 phosphorylieren (und dafiir gibt es Hinweise, (Barker et al.,
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1995)) dann vermutlich nicht mit derselben Effizienz oder innerhalb des beobachteten Zeitraums. Somit

kann eine Autoaktivierung durch den Einbau von [**P]-Orthophosphat in Ayyc-Src”™™ und damit auch in

Ag;c-Src” verfolgt werden.

80 1

60 1

Phosphorylierung, arb. unit
8

& A;cC-Src
Autoaktivierung

PTPN2

B(1) =

Se

— Skt

S e

Abb. 2-31 Autoaktivierung von Ag;c-Src
4 UM Agyc-Src™™

PTPN2

10

Zeit in min

15

20

wurden in einem Phosphorylierungs-Experiment mit y-[*P]-ATP bei 25°C inkubiert und

nach angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen und wie in Abb. 2-28 analysiert. Anpassung an eine

Autoaktivierung B(t), mit den Parametern S = 85,4; £ = 0,03 und k = 0,005 min™.

Ein wesentliches Kriterium der Autoaktivierung ist die iiberproportional starke Abhéngigkeit der

Autoaktivierung von der Gesamtkonzentration des Agyc-Src. Um diesen Umstand zu dokumentieren,

wurden die Autophosphorylierungen und damit die Autoaktivierungen fir zwei verschiedene

PTPN2

Konzentrationen von Asgc—Src gemessen.
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°
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Abb. 2-32 Konzentrationsabhangigkeit der Autophosphorylierung von Ag;c-Src
wurde in einem Phosphorylierungsexperiment (Abschn. 4.3.7) mit y-[*P]-ATP bei 25°C
inkubiert und nach angegebenen Zeitpunkten Proben entnommen und wie in Abb. 2-28 analysiert.

ASSC_SrCPTPNz

PTPN2
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Wie in Abb. 2-32 zu schen, verlauft die Autophosphorylierung bei doppelter Konzentration deutlich
schneller, wobei auch weit mehr als doppelte Mengen Phosphat in gleicher Zeit eingebaut werden.
Auch die  Autophosphorylierung  der  deaktivierten Aggc—Srcme—Spezies unterliegt  der

Konzentrationsabhéngigkeit. In Abb. 2-33 ist  eine Konzentrationsabhéingigkeit der

P27 nach einer Minute Reaktionszeit gezeigt. Bei der Verwendung

Autophosphorylierung von Ag;c-Src
von linear ansteigenden Mengen Agc-Src®?’ | werden in der gleichen Zeit exponentiell ansteigende
Mengen Phosphatgruppen iibertragen. Das bedeutet wiederum, dass Punkt (iii) der theoretischen
Betrachtung einer einfachen Autoaktivierung auch praktisch zu beobachten ist. Durch die Wahl der

Gesamtkonzentration an Ag,c-Src kann die Geschwindigkeit der Autoaktivierung moduliert werden.

1600 -
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1400 1 .

1200 1 20

1000 1 1 .

800 - 0 1 2 3 4

600 -

Phosphorylierung, arb. unit

400 -

200 - ® Asac-Srcp“”

0”. T T T T T
0 10 20 30 40 50

Ag,c-Sre”® in uym

Abb. 2-33 Konzentrationsabhingigkeit der Autophosphorylierung von Ag;c-Src?"*”

Verschiedene Ag;c-Src?¥>?-Konzentrationen wurden in einem Phosphorylierungsexperiment mit y-[>*P]-ATP
bei 25°C inkubiert und nach einer Minute Proben entnommen und wie in Abb. 2-28 analysiert. Die
eingesetzte Grafik zeigt eine VergroRerung der niedrigen Konzentrationen.

In den fiir hnRNP K optimierten Pufferbedingungen wurde nun eine Autoaktivierung von 10 uM

Ayyc-Src® allein und in Anwesenheit von 5 uM hnRNP K oder 5 uM "*hnRNP K aufgenommen

pY527

(Abb. 2-34). Der Kurvenverlauf der Autoaktivierung von Agc-Src ahnelt dem Kurvenverlauf der

modulierten einfachen Autoaktivierung mit einem &-Wert von ca. 0,2 (Abb. 2-27). Nach 25 Minuten ist
ein GroBteil der Autoaktivierung durchlaufen, d.h. die aktivierte, am Tyrosin 416 phosphorylierte
Spezies, ist stark angereichert. In Anwesenheit von hnRNP K oder MehnRNP K ist keine Beschleunigung

der Autoaktivierung festzustellen.
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Abb. 2-34 Autoaktivierung von deaktiviertem Ag;c-SrcP'>*’
10 UM Agzc-Src’” wurden entweder ohne oder mit 5 uM hnRNP K oder "**hnRNP K in 300 mM KCl, 20 mM
Tris-HCl pH 8.0%° €, 2mM MgCl,, 10% Saccharose bei 25 °C vorinkubiert und eine durch 0,5 mM y-[*’P]-ATP

initialisierte Autophosphorylierungs-Kinetik aufgenommen. Aliquots wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten entnommen und wie in Abb. 2-28 ausgewertet.

PTPN2

Vergleicht man die Autophosphorylierungs—Kinetiken der Agc-Src

. Y527 .
mit der Agc-Src® so ist

PTPN2

festzustellen, dass, mit einer deutlich geringeren Konzentration an Agc-Src , die komplette

Autoaktivierung in kiirzerer Zeit durchlaufen wird als die nicht Vollsténdige Autophosphorylierung mit

der Agc-Src®?-Variante (Abb. 2-31 und Abb. 2-34). Dies legt den Schluss nahe, dass die
CSK-katalysierte Phosphorylierung am Tyr527 zu der erwarteten Deaktivierung des Enzyms c-Src fiihrt
und durch Liganden der SH2- oder SH3-Domane moduliert werden kann.

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss von SH3-Liganden getestet. Dazu wurden
Autoaktivierungskinetiken in Anwesenheit von polyprolinhaltigen kurzen Peptiden aufgenommen, die
sich von Sequenzen des hnRNP K ableiten (Abschn. 4.3.7). Wie in Abb. 2-35 zu schen ist, fithrt das
Peptid P3 zu einer drastischen Beschleunigung der Autoaktivierung, die mit fallender Konzentration des
Peptides abnimmt. Das Peptid P1 beschleunigt die Autoaktivierung nur geringfiigig. Damit ist gezeigt,
dass die Agye-Src””-Variante ecine Beschleunigung der Autoaktivierung durch Ligandenbindung
erfahren kann. Die effektiven Konzentrationen der verwendeten Peptide sind jedoch so hoch, wie sie aus
praktischen Griinden fiir hnRNP K nicht erreicht werden kénnen. Zumindest unter den getesteten
Bedingungen kann hnRNP K oder M“hnRNP K in vitro keine Beschleunigung der Autoaktivierung von

v527 .
Ag;c-Src” bewirken.
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Abb. 2-35 Aktivierung der Autophosphorylierung von Ag;c-Src?">* durch kurze Peptide

5 UM Ag;c-Src®’> wurden unter Standardphosphorylierungsbedingungen (Abb. 2-34) ohne oder mit den
angegebenen Mengen P1- oder P3-Peptid inkubiert, nach den angegebenen Zeitpunkten Aliquots
entnommen und wie in Abb. 2-28 analysiert.

Die Eigenschaft von hnRNP K und MUhnRNP K, als Substrate der Tyrosinkinase Agc-Src?? zu dienen,

kann mit dem K,-Werte quantifiziert werden. Dazu wurden 0,5 uM Ag;c-SrcP”™”’

mit steigenden
Konzentrationen hnRNP K fiir 3 min in einer Phosphorylierungsreaktion umgesetzt und die eingebaute
Radioaktivitit mit der Substratkonzentration korreliert. Die Bestimmung der apparenten K,-Werte

ergab ca. 50 uM fir hnRNP K und 75 uM fiir MUhnRNP K (nicht gezeigt). Durch die geringe

. Y527
Konzentration Ag;c-Src®

und der kurzen Inkubationszeit kann eine substanzielle Autoaktivierung
ausgeschlossen werden. Jedoch werden in hnRNP K mehrere Tyrosine (mit vermutlich
unterschiedlicher Effektivitit) phosphoryliert (Ostareck-Lederer et al., 2002), so dass lediglich ein
apparenter K,-Wert angegeben werden kann.

Da der Phosphorylierung eine physische Wechselwirkung zwischen hnRNP K und c-Src zugrunde liegt,
ist es vorstellbar, dass eine Beschleunigung der Autophosphorylierung durch hnRNP K im mittleren
mikromolaren Konzentrationsbereich stattfindet. Allerdings sollten hohe Substratkonzentrationen

automatisch zur Kompetition der Autophosphorylierung - und damit zum Gegenteil dessen, was

beobachtet werden soll - fithren. Zusitzlich ist die gelbasierte Auswertung der Autophosphorylierung

von Ag,c-Src®™? durch zu hohe Storsignale der Substratproteine kompromittiert, so dass vollig andere
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Methoden zur Analyse benutzt werden miussten. Eine Méglichkeit besteht in der Verwendung von ANS

als Fluoreszenzfarbstoff, der durch Einlagerung in die Nukleotid-Bindetasche Anderungen am Aktiven

Zentrum von Ag,c-Src®” | wie sie bei der Autoaktivierung auftreten, detektierbar macht.

2.5.3 Identiﬁzierung methylierungsspezifischer hnRNP K-Interaktionspartner

Fir die Identifizierung von methylierungsspezifischen Interaktionspartnern wurde ein  pull down-
Experiment durchgefiihrt. Als Zellsystem fiir die Identifizierung von Interaktionspartnern wurden
K562-Zellen gewiéhlt (Lozzio und Lozzio, 1975). Diese erythroiden Zellen wurden bereits als
Modellsystem fiir die terminale Differenzierung von Blutzellen verwendet, in dem speziell die von
hnRNP K regulierte Expression der r15-LOX-mRNA rekapituliert werden konnte (Naarmann-de Vries
et al., 2013; Naarmann et al., 2008; Naarmann et al., 2010). Um die Kompetition durch endogenes
hnRNP K zu vermindern und das chemische Gleichgewicht auf die Seite der Komplexbildung zu
verschieben, wurde versucht, mit moglichst hohen Konzentrationen an hnRNP K zu arbeiten. Dazu
wurde eine Mikrochromatographiesaule prapariert, die 200 ul Ni’"-NTA Material in einem diinnen
Schlauch enthielt. Die Mikrosaule wurde an eine FPLC angeschlossen und mit 1 mg hnRNP K oder
MYnRNP K beladen. Um Proteine die mit der Matrix interagieren besser auszuschlieBen zu kénnen,
wurde der pull down auch mit dem leeren Ni’"-NTA-Materiel durchgefiihrt (blanko). AnschlieBend
wurden 2 ml vorbehandelter zytoplasmatischer K562-Extrakt durch die Mikrosiule gepumpt
(Kontaktzeit ca. 5 min). Fir die Vorbehandlung wurde der Extrakt mit RNase A inkubiert
(Abschn. 4.3.4). Um Wechselwirkungen aufgrund von Aggregation zu minimieren wurde der Extrakt
auf den Laufpuffer (300 mM KCI, 20 mM Imidazol, 20 mM Zitrat und 10% Saccharose) eingestellt und
mit 0,1 mg/ml ca. 20-50 nt langer RNA versetzt. Nach kurzem Waschen wurden die gebundenen
Proteine mit 200 mM Imidazol in Laufpuffer eluiert und fraktioniert gesammelt. Die Peakfraktion
wurde massenspektrometrisch analysiert (Henning Urlaub, MPI Gottingen). Es konnten insgesamt 1050
Proteine identifiziert werden, die sich in die in Abb. 2-36 gezeigten Schnittmengen aufteilten.

Viele Proteine wurden nur mit <4 Peptiden identifiziert und wurden als unsichere Ergebnisse
angeschen. In Tabelle 2-4 sind sicher identifizierte Proteine aufgelistet (25 Peptide), die erhebliche
Unterschiede in der Anzahl der gefundenen Peptide und MS-scores im Vergleich zur Kontrollreaktion
(blanko) aufwiesen. Weil fiir einige Proteine mehrere alternative Namen existieren, wurde in der
Tabelle der Genname des Proteins aufgenommen. Von den sicher angereicherten Proteinen sind 16
Proteine durch methyliertes und nicht-methyliertes hnRNP K ahnlich stark angereichert worden. 38
Proteine wurden zuverlassiger durch Y“hnRNP K identifiziert. Lediglich 9 Proteine wurden
zuverlassiger durch nicht-methyliertes hnRNP K identifiziert. Damit zeigt sich eine deutlich stirkere

Ungleichverteilung der sicher identifizierten Proteine als in Abb. 2-36.
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Abb. 2-36 Schnittmengen der durch pull down identifizierten Proteine
Die Kreise stellen die drei einzelnen pulldown-Experimente dar. Die Zahlen reprdsentieren die
Schnittmengen der Experimente.

Neben RNA-bindenden Proteinen sind mehrere Proteine gefunden worden, die im Zusammenhang mit

SpleiBen und dem Ubiquitin-Proteasom-Netzwerk stehen. Des weitern sind einige Kinasen z. B. ERK2

und c-Src identifiziert worden, sowie PRMT1. Neben vielen ribosomalen Proteinen sind einige

Translationsfaktoren identifiziert worden, von denen elF5B speziell in dem Y hnRNP K-pull down

angereichert war (Tabelle 2-4). Im Allgemeinen sind deutlich weniger RNA-bindende Proteine

gefunden worden als erwartet. Die Inkubation mit RNase A und der Zusatz von kurzer RNA fiihrten

somit zum gewiinschten Erfolg, indirekte durch RNA vermittelte Assoziationen zu unterdriicken. Fiir

die Evaluierung einzelner Interaktionspartner sollten die verwendeten Reaktionsbedingungen nicht

auBer Acht gelassen werden.

Tabelle 2-4 Liste der mittels MS-Analyse identifizierten koeluierten Proteine
Aufgefiihrt sind nur Proteine mit deutlich unterschiedlicher Anreicherung von wenigstens 5 Peptiden. Die
Namen entsprechen den Gennamen (HGNC) der identifizierten Proteine.

hnRNP K M*hnRNP K blanko
score | Peptide | score Peptide | score | Peptide Name (HGNC)
106 7 390 26 316 1 ABCF2
230 14 RHA
247 13 2121 33 112 4 PRMT1
136 9 259 17 59 3 BIRC6
170 15 DDB1
350 23 USP7
83 4 317 8 DDX5
171 5 263 12 102 5 SERBP1
321 17 PITHD1
743 36 KIA1967
172 8 483 26 90 4 DDX3X DDX14
329 15 592 24 364 16 IKBKAP
367 19 STUB1
249 11 BAG3
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130 7 656 19 DDX17
280 10 RBM27
264 9 GRB2
154 7 211 14 MCM5
124 I SEC23B
60 3 132 7 62 2 WDR82
142 5 HNRNPH3
31 2 159 6 AVL9
204 9 345 21 268 10 TRIM28
76 3 271 15 97 6 HNRNPM
90 5 161 11 91 4 PI4KA
201 11 XRN1
36 2 120 I 65 3 EIF5B
56 2 132 8 45 3 CDK9
48 3 172 8 50 2 PAFAH1B1
80 3 189 8 41 2 PRDX1
65 3 231 10 95 5 PPFIAL1
116 6 212 16 CBL
171 9 RBMX
296 11 RBM14
157 11 43 4 NUDT?21
96 3 194 7 83 3 CAPRIN1
51 3 135 7 42 2 GTF2H2
57 4 246 12 PSPC1
951 45 DSP
712 22 46 2 MYH9
254 9 79 1 S100-A8
259 8 S100-A9
466 14 JUP
185 8 PANK4
145 9 40 1 HNRNPU
129 5 58 2 HNRNPA2B1
225 9 165 4 YWHAZ
244 4 273 7 SF1
136 9 175 7 PRKAG1
37 2 91 4 MCM6
144 8 175 7 65 1 DNAJB1
420 15 514 17 136 8 MAPK1/ERK2
384 22 264 21 179 9 PRPF8
194 6 159 6 PRPF4B
243 7 216 10 ERP44
137 5 91 6 MLLT4
101 2 127 5 TRA2B
161 5 121 4 EIF4A
102 9 128 7 52 2 DOCK11
96 3 140 6 ILF3
69 2 70 5 ILF2
186 6 136 8 58 2 EEF1A1
172 6 260 10 88 4 LANCL2
54 2 49 1 SRC
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Zusammenfassung und Diskussion 3.1

3 Zusammenfassung und Diskussion

Die Untersuchungen zum Einfluss der Argininmethylierung auf physiologische Funktionen von
hnRNP K begannen in vivo und wurden, auf Grund der eingeschrankten experimentellen Moglichkeiten
der Manipulation der Argininmethylierung eines spezifischen Proteins im Kontext der lebenden Zelle
(Abschn. 1.6.2), auf In-vitro-Studien ausgedehnt. Diese ermdglichen die Deduktion mechanistischer
Zusammenhange, wie sie nur in einem definierten Minimalsystem moglich sind. Ob die gefundenen
Erkenntnisse iiber den Einzelfall hinaus allgemeine Bedeutung erlangen konnen, soll im Weiteren

diskutiert werden.

3.1 Die Argininmethy]ierung von hnRNP K hat keinen Einfluss auf dessen

Lokalisation

Als hnRNP wurde hnRNP K bereits bei seiner Entdeckung als nukleire Komponente identifiziert
(Abschn. 1.2). Viele der bisher beschriebenen Funktionen von hnRNP K lassen sich auch auf nukledre
Ereignisse zurlickfiihren (Abschn. 1.3.1). Firbungen in verschiedenen Zelltypen zeigten eine sehr
deutliche Anrecicherung des Proteins im Nukleus, mit Aussparungen der Nukleoli (Abschn. 2.1).
Dennoch spiegelt die beobachtete Gleichgewichtsverteilung von hnRNP K innerhalb der Zelle die
vielfiltigen zytoplasmatischen Funktionen des Proteins nicht wider, und ist somit zum Teil unerwartet.

Die Lokalisationsstudien in ES- und HeLa-Zellen zeigten eine deutliche nukledre Lokalisation des
hnRNP K. Sowohl das endogene hnRNP K in ES™™ ™" Zellen als auch die heterolog exprimierte nicht
methylierbare  Arginin-Glycin-Mutante zeigte keine Abweichungen der nukleiren Lokalisation
(Abschn. 2.1). Unter den verwendeten Kultivierungsbedingungen der ES-und Hela-Zellen ist damit
kein Einfluss der Argininmethylierung auf die Gleichgewichtsverteilung von hnRNP K festzustellen.
Diese Beobachtung entspricht in soweit den Erwartungen, als dass die methylierten Arginine auBerhalb
der beschriebenen Lokalisationssequenzen von hnRNP K liegen und damit nicht, wie im Falle von
PABPN1 oder FUS, mit den bekannten Transportinteraktionspartnern interferieren (Dormann et al.,
2012; Fronz et al., 2011). Allerdings wurde nach Phosphorylierung an Ser284/353 ecine starke
Verschiebung der Gleichgewichtsverteilung von hnRNP K vom Nukleus ins Zytoplasma beobachtet
(Habelhah et al., 2001b). Ser353 liegt innerhalb der KNS-Sequenz und kann damit einen direkten
Einfluss auf Transportinteraktionspartner haben. Ser285 liegt nahe der RGG-Motive, sodass ein Einfluss
der Methylierung auf die Phosphorylierung und deren Konsequenzen untersucht werden sollte.
Allerdings ist es innerhalb dieser Arbeit nicht gelungen, die zytoplasmatische Akkumulation nach
Serin-Phosphorylierung durch ERK2 zu rekapitulieren. Obwohl nicht nur die Experimente wiederholt

wurden, die bereits beschrieben waren, sondern die Studien auch auf weitere N- und C-terminale
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GFP-Fusionsproteine ausgedehnt wurden, sowie eine weitere Zelllinie (HeLa-Zellen) fiir die Analysen
herangezogen wurde, konnte kein Einfluss der Pseudophosphorylierung oder Serumstimulation auf die
zellulare Lokalisation beobachtet werden (Abschn. 2.1.3). Falls die ERK2 vermittelte Phosphorylierung
die Lokalisation in bestimmten Zellen beeinflussen kann, ist sie nicht wie bisher vermutet hinreichend,
sondern lediglich eine Vorraussetzung fiir die beobachtete zytoplasmatische Anreicherung von
hnRNP K. Der genaue Mechanismus sowie weitere physiologische Notwendigkeiten —der
zytoplasmatischen Akkumulation nach ERK2-Aktivierung bleiben offen. Dieser Mangel an Kausalitit
wird auch durch die Beschreibung gegensitzlicher Beobachtungen deutlich, in denen eine
zytoplasmatische Anreicherung gezeigt werden konnte (Chen et al., 2009; Habelhah et al., 2001b),
sowie Veroffentlichungen, in denen keine zytoplasmatische Akkumulation nach ERK2-Aktivierung
beobachtet wurde (Chang et al., 2009; Zhou et al., 2010). Der Einfluss der Argininmethylierung konnte
unter der fehlenden Voraussetzungen der putativen ERK-vermittelten zytoplasmatischen Akkumulation

nicht untersucht werden.

3.2 Prdparation und physiko-chemische Eigenschaften von hnRNP K

3.2.1 Herstellung von Arginin-methyliertem hnRNP K in E. coli

Die mikrobielle Herstellung rekombinanter Proteine bietet die Moglichkeit, beliebige Mengen Protein
zu synthetisieren und dieses, durch geeignete Manipulation der Proteinsequenz, schnell und in einer
nahezu beliebigen Reinheit zu praparieren (Burgess und Deutscher, 1990; Rehm, 2006). Das
Reinigungsverfahren wird dabei durch die Verwendung von N- oder C-terminalen Affinititsfusionen,
die eine sehr spezifische Wechselwirkung mit einer Reinigungsmatritze vermitteln, erheblich
vereinfacht. Um hnRNP K heterolog in E. coli zu exprimieren, wurde der ORF in einen pET28-Vektor
kloniert, so dass ein relativ kurzes N-terminales Fusionspeptid entsteht. Der pET28-Vektor kodiert fiir
eine hexa-Histidinfusion, welches die Reinigung des Zielproteins iber eine Metallchelat-
Affinitdtschromatographie (Ni’"-NTA) ermoglicht. Im Gegensatz zu den bisher verwendeten pET19-
Expressionskonstrukten verringerte sich mit dem N-terminalen Fusionspeptid auch die oligo-Histidin-
Sequenz von 10 auf 6 Histidine. Das im pET28-Vektor kodierte Antibiotika-Resistenzgen Kanamycin-
Phosphotransferase ermoglicht zudem den Einsatz des Translationsinhibitors Kanamycin, der auch
wahrend langeren Inkubationszeiten den Selektionsdruck aufrecht erhdlt und nicht wie das Antibiotikum
Ampicillin ~ (eingesetzt bei Verwendung von pET19-Konstrukten) bereits nach kurzer Zeit
verstoffwechselt wird (Burgess und Deutscher, 1990).

Um den Einfluss der Protein-Argininmethylierung auf die Funktion des rekombinanten Proteins

untersuchen zu konnen, ist jedoch eine praparative Methode fiir die Modifizierung von hnRNP K
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notwendig. Eine bereits verwendetet Methode beruhte auf der In-vitro-Methylierung rekombinanter
Proteine durch Verwendung hoher Mengen an PRMT1 und SAM (Valentini et al., 1999). Lediglich in
einer Studie wurde bisher der Versuch unternommen, die Protein-Argininmethylierung wahrend der
heterologen Expression in E. coli einzufiihren (Hsich et al., 2007). Dabei wurde das Hefe-Enzym Hmt1p
konstitutiv exprimiert und das Substrat Sbplp nach Aktivierung eines induzierbaren Promotors
koexprimiert (Hsich et al., 2007). Mittels dieser Koexpression gelang die Préparation von quantitativ
methyliertem Sbplp (Hsich et al., 2007). Die in dieser Arbeit durchgefiihrte ,einfache Koexpression
des eukaryotische Enzym-Substrat-Paars PRMT1 und hnRNP K fiihrte nicht zu einer quantitativen
Methylierung in E. coli (Absch 2.3). Daher wurde der Ansatz iiberarbeitet und der moderaten
Enzymaktivitit der PRMTs Rechnung getragen (Fronz et al., 2008; Ostareck-Lederer et al., 2006).
Nach eciner anfinglichen Koexpression von Enzym und Substrat wurde die Neusynthese von
unmodifiziertem Protein inhibiert und der enzymatischen Methylierung des Substrates durch eine
nachfolgende Inkubation mehr Zeit eingeraumt (Abschn. 2.3). Die In-vitro-Methylierungs-Analyse der
Koexpressionsprodukte zeigt die deutliche Zunahme an posttranslationaler Protein-Argininmethylierung
mit Verlangerung der Inkubationszeit nach Inhibierung der Proteinsynthese mit Erythromycin. Weil
nicht die Lange der gesamten Inkubation mit dem Ausmal3 der Methylierung korreliert, ist die Inhibition
der Neusynthese offenbar entscheidend fiir die quantitative Methylierung in E. coli. Die MS-Analyse der
Primérstruktur weist die Methylierung der in vivo als PRMT1 Substrate identifizierten Arginine auf
(Ostareck-Lederer et al., 2006). Die nahezu physiologische Methylierung von hanRNP K in E. coli stellt
damit die dritte und effizienteste Methode zur Gewinnung von Arginin-methyliertem Protein dar. Die
Priparation ist deutlich giinstiger und weniger zeitintensiv als die zwei Alternativen der
In-vitro-Methylierung mit gereinigten Proteinen (Valentini et al., 1999) oder der Priparation aus
Gewebeextrakten (Kerwitz et al., 2003; Smith et al., 1999).

Die Methodik der posttranslationalen Modifikation der Arginine durch PRMTT1 in E. coli kann sicherlich
auch auf andere Proteine angewandt werden. Die einzigen offensichtlichen Voraussetzungen sind die
Loslichkeit und die hinreichende Stabilitait des zu methylierenden Proteins in E. coli. Auch die
gleichzeitige Expression von verschiedenen PRMTs in E. coli sollte die vollstindige Methylierung von
Substratproteinen, die durch mehrere PRMTs methyliert werden, sicherstellen (Fronz et al., 2008). Es
ist sogar vorstellbar, dass immer wenn ein posttranslational modifiziertes Protein in E. coli hergestellt
werden soll, eine Nachinkubation, in der die Proteinsynthese inhibiert ist, den Anteil an modifiziertem
Protein erhéht, wenn die Modifizierungsreaktion im Vergleich zur Synthese des Proteins langsam ist

(Saitoh et al., 2009; Sugase et al., 2008).
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3.2.2 Reinigung und physiko-chemische Charakterisierung von hnRNP K

Die heterologe Expression von hnRNP K in E. coli fithrt zu einer hohen Anreicherung des Proteins
innerhalb der Zelle. Im Verlaufe der Arbeit zeigte sich jedoch, dass die Kultivierungsbedingungen von
E. coli Einfluss auf die Qualitit der Proteinpraparation haben. So fiihrt die Expression in LB- oder
TB-Medium sowie die Expression tiber 25 °C zu einer erheblichen Anreicherung von proteolytischen
Fragmenten von hnRNP K. Die besten Praparationsergebnisse wurden erzielt, wenn die Zellen wahrend
der Induktion der heterologen Expression in supplementiertem M9-Minimalmedium (Abschn. 4.4.4)
bei verminderter Temperatur (< 25°C) kultiviert wurden. Die Anfilligkeit von hnRNP K fiir Proteolyse
ist typisch fiir wenigstens teilweise unstrukturierte Proteine, deren Losungsmittel-exponiertes Peptid-
Riickgrat von Proteasen angegriffen werden kann (Burgess und Deutscher, 1990).

Die Verwendung von Hochsalzlosungen wahrend der Reinigung minimierte bereits die Kontamination
der Préparation durch Nukleinsduren. Um weitere notwendige Reinigungen durchzufithren, musste die
Ionenstarke  deutlich  reduziert werden, wum z.B. mittels Anionenaustauscher die
Nukleinsaurekontamination vollstindig zu entfernen. Wahrend der Etablierung der Reinigungsstrategie
ist die Anfilligkeit des Proteins fiir die Aggregation bereits aufgefallen und fiihrte parallel zu
Loslichkeitsstudien. Die Ergebnisse der Lichtstreumessungen wurden in die Etablierung der
Reinigungsstrategie aufgenommen. Eine Kombination aus Ni’"-NTA, Hydroxyapatit und MonoQ-
Chromatographie ermdéglichte die Praparation von hnRNP K in hoher Qualitit und vermied eine Dialyse
und Konzentrierung wihrend der Praparation (Abschn. 4.4.4). Die Loslichkeitsstudien zeigten zum
einen den positiven Effekt einer hohen lonenstirke als auch den positiven Einfluss von Polyolen und
mehrfachen Karbonsiuren, die tber den Effekt der bloBen Ionenstirkeerhohung hinausgehen
(Abb. 2-13, 2-14). So haben bereits geringe Zitratkonzentrationen (10-20 mM) einen deutlich
giinstigeren Einfluss als Phosphat. Aber auch nichtgeladene Substanzen wie die Osmolyte Saccharose
oder Trehalose (nicht gezeigt) bewirkten eine Verminderung der Aggregate. Abgesechen von den
mehrfachen Karbonsiuren ist allerdings kein klarer Trend zu erkennen, welche Art von Additiv die
Loslichkeit des Proteins weiter verbessert. In lebenden Systemen sind Osmolyte dazu da, unter
Stresssituationen den Wasserhaushalt zu regulieren und Proteine in ihrer Funktionalitit zu erhalten
(Auton et al., 2011a). Dabei werden Osmolyte durchaus in hohen Konzentrationen synthetisiert
(Yancey, 2005). Seit einiger Zeit liegen ein theorestischer Ansatz (Auton und Bolen, 2005; Street et al.,

2006) sowie darauf aufbauende systematische Untersuchungen zur Osmolytwirkung auf Proteine vor

(Auton et al., 2008). Dabei wurden sowohl Transferenergien (AG,) der einzelnen

b

Aminosaureseitenketten als auch des Peptidriickgrates von Wasser in Osmolytlosungen bestimmt. Es

zeigte sich, dass die AG, des Peptidriickgrates von Wasser in Polyole positiv ist. Weil das
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Peptidriickgrat im denaturierten Zustand stark Losungsmittelexponiert ist, ist die AG,, im denaturierten
Zustand stark positiv. Daraus ergibt sich eine VergréBerung der freien Energie des denaturierten zum
nativen Zustand und damit eine erhohte Proteinstabilitat in Polyol-haltigen Losungsmitteln (Auton et al.,
2011b). Legt man diese Befunde der positiven Wirkung von Sachcarose auf hnRNP K zu Grunde, so
bewirken Polyole vermutlich eine induzierte Strukturierung, wie sie bereits mit nativ ungefalteten
Proteinen beobachtet wurde (Baskakov und Bolen, 1998; Melo et al., 2010). Die Wirkung von
Polycarbonsauren wurde allerdings noch nicht untersucht. Der positive Effekt diirfte in erster Linie
durch Unterdriickung der Coulomb-Energie von gegensitzlich geladenen Bereichen des Proteins
herrithren. Weil die Coulomb-Energie aber mit dem Quadrat des Abstandes abnimmt, kann auch eine
Osmolyt-induzierte Faltung von unstrukturierten Proteinbereichen die durch ionische Wechselwirkung
induzierte Aggregation vermindern. Osmolyt-induzierte Faltung wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht. Ein CD-Spektrum von hnRNP K in 1 M KCI mit und ohne Saccharose konnte Aufschluss
tiber eine induzierte Faltung geben.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Aggregtionsstudien mit einer N-terminalen hexa-Histidinfusion des
hnRNP K durchgefithrt wurden. Die beobachtete Tendenz von hnRNP K in Losungsmitteln mit
geringer lonenstirke zur Aggregation zu neigen, kénnte durch die diese hexa-Histidinfusion verstarkt
worden sein. Die beobachtete pH-Abhangigkeit der Aggregation korreliert mit dem steigenden
Protonierungsgrad der hexa-Histidinfusion. Eine am Ende der experimentellen Arbeiten priparierten
hnRNP K-Variante ~ ohne  Affinititsfusion  zeigte  tatsichlich  ein  geringeres  apparentes
Aggregationsverhalten, sowohl wihrend der Praparation als auch in Lichtstreu-Experimenten mit dem
gereinigten Protein (nicht gezeigt). Fiir zukiinftige Studien sollte daher moglichst ganzlich auf eine
Affinitatsfusion verzichtet werden, die auch Experimente in Puffern, die weniger als 300 mM KCI
enthalten, erlauben sollten.

Die RNA-Bindungsstudien mit aus ES-Zellen gereinigtem hnRNP K zeigten Abweichungen, die am
besten von einer intrinsischen Aggregationstendenz erklart werden konnen. Moglicherweise stellt die
Aggregation einen physiologischen Mechanismus dar, die Aktivitit von hnRNP K zu regulieren.
Folgende Indizien sprechen fiir diese Vermutung. Weil die im Aggregat vorliegenden Proteine keine
Funktion austiben konnen, fiihrt die Aggregation zum Aktivititsverlust. Dieser ist aber nicht endgiiltig
sondern reversibel (Abb. 2-15). Weil die Aggregation stark von der Proteinkonzentration abhéingt,
kénnen somit auch geringe Anderungen der Konzentration in beide Richtungen drastische Folgen auf
den Anteil des aktiven Proteins haben. Die Reversibilitit eroffnet zudem die Mdglichkeit der Regulation
durch Mechanismen, die das Aggregationsgleichgewicht und damit den Anteil des aktiven Proteins
verschieben. So wurde beobachtet, dass der Nukleinsaure-Ligand d2R (Abb. 2-13) oder die

WW-Domine des Proteins FBP21 (nicht gezeigt) die Aggregation von hnRNP K vermindern konnen.
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Zusammengenommen sind damit wichtige Kriterien fiir eine physiologisch sinnvolle Regulation durch
den Mechanismus der Aggregation gegeben. Einige RNA-Bindeproteine aggregieren auch in vivo unter
Stressbedingungen (Gilks et al., 2004; Teixeira et al., 2005), wobei die Aggregation durchaus einen
niitzlichen Effekt fiir die Zelle haben kann (Serio und Lindquist, 2001). Bisher gibt es keine
Beschreibung der In-vivo-Aggregation von hnRNP K. In den meisten Lokalisationsstudien weist
hnRNP K eine recht homogene Verteilung innerhalb des Kerns auf (Abschn. 2-1). Jedoch wurde eine
lokale Anreicherung in so genannten mRNP granules in differenzierenden erythroiden Zellen beschrieben

(Naarmann et al., 2010).

3.3 Wechselwirkung von hnRNP K mit cytidylatreichen RNAs

Die Untersuchungen zur RNA-Assoziation mit rekombinantem als auch aus ES-Zellen gereinigtem
hnRNP K mittels Filterbindungsexperimenten ergaben einen apparenten K,-Wert um 1-3 nM
(Abb. 2-6, 2-19). Unter verbesserten Pufferbedingungen sind mit dem rekombinanten hnRNP K keine
Abweichungen der Bindungsisotherme von einer einfachen bimolekularen Wechselwirkung zu
detektieren, wie sie fiir eine kooperative Wechselwirkung auftreten wiirde (Eftink, 1997; Ryder et al.,
2008). Allerdings ist die Datenqualitat eines Filterbindungsexperimentes mit hnRNP K wenig dazu
geeignet, systematische Abweichungen hinreichend genau zu detektieren und Aussagen zu komplexeren
Bindungsmodi anstellen zu konnen. Durch die Verwendung der DICE-RNA als Ligand ist die
Assoziation von mehreren Proteinen an der RNA wahrscheinlich. Die daraus resultierende Retention
der RNA auf dem Filter kann von der verwendeten Konzentration an hnRNP K abhidngen und zu
Abweichungen vom erwarteten Kurvenverlauf gerade im héheren Konzentrationsbereich fithren, die
nicht auf ein komplexeres Bindungsmodell zuriickzufithren sind (Abb. 2-19). In Experimenten mit
niedrigeren lonenstirken sind ebenfalls Abweichungen vom einem einfachen Bindungsmodell beobachtet
worden, die jedoch nur durch Aggregation erklart werden kénnen (Abb. 2-6). Ein deutlich besseres
Verfahren fiir die Analyse der Assoziation von Proteinen mit Nukleinsdure ist die Fluoreszenztitration,
die es erlaubt, im Gleichgewicht zu messen und eine deutlich héhere Prazision der Messwerte zu
erreichen. Die mittels Fluoreszenztitration gemessenen K;,-Werte von hnRNP K und ™*hnRNP K mit

dem ™V

2R von ca. 6nM lassen sich hinreichend gut durch ein bimolekulares Bindungsmodell
beschreiben. Ein Einfluss der Argininmethylierung auf die Wechselwirkung mit Nukleinsaure ist nicht zu
beobachten (Abb. 2-20). Sollten die RGG-Motive an der Assoziation mit Nukleinsdure partizipieren, so
ist deren Methylierung weder hinderlich noch férderlich. Auch fiir PABPN1 wurde kaum ein Einfluss
der Methylierung auf die Wechselwirkung zur RNA gemessen, obwohl die argininmethylierte

C-terminale Doméne an der Assoziation mit RNA beteiligt ist (Kuhn et al., 2003).

Die im Gleichgewicht gemessene Dissoziationskonstante fir "*"2R ist etwas hoher als Messungen mit
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dem Filterbindungsexperiment und der DICE-RNA ergaben. Jedoch liegt der Anpassung an die Daten
auch ein bimolekulares Bindungsmodell zu Grunde, welches nur ungentigend die Interaktion von
hnRNP K mit dem "™“2R widerspiegelt. Bereits die Wiederholung des Titrationsexperimentes mit

erhohter ™V

2R-Konzentration zeigte deutliche Abweichung von einer bimolekularen Reaktion
(Abb. 2-22). Auch die Analyse der Bindungsereignisse mittels intrinsischer Fluoreszenz des hnRNP K
deutet auf zwei Assoziationen von hnRNP K mit einem "““2R hin (Abb. 2-21). Um die dazugehorigen
Dissoziationskonstanten zu bestimmen, war es notwendig, die exakte Losung fiir eine assoziative
Folgereaktion abzuleiten (Abschn. 4.8, Spinka und Moritz). Mit Hilfe dieser Lésungen war es moglich,
die Daten aus Abb. 2-22 anzupassen und die zweite Dissoziationskonstante zu bestimmen
(Kp, =30nM). Die erste Dissoziatinskonstante wurde auf 5nM festgelegt, weil unter den
Messbedingungen im niedrigen Konzentrationsbereich praktisch kein freies Protein vorlag. Die
analytische Losung der Folgereaktion machte es zudem nun méglich, den Verlauf von Titrationskurven
fir beliebige Reaktandenkonzentrationen zu simulieren (Abschn. 4.8). Es zeigte sich, dass unter
bestimmten Umstanden der Verlauf der Titrationskurve trotz eines Folgereaktionsmechanismus einer
bimolekularen Reaktion gleicht (Abb. 3-1). Die Modulationen aus Abb. 3-1 zeigen auch, dass durch das

Verandern der Startbcdingungcn der Titration (z. B. erhdhte Ligandcnkonzcntration) das Abweichen

der Bindungsisotherme von einer scheinbar bimolekularen Reaktion erzwungen werden kann.
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Abb. 3-1 Verlauf einer sequenziellen Reaktion

Modulation von Bindungsisothermen verschiedener sequenzieller Reaktionen mit den angegebenen
Parameterkonstellationen. o wurde auf 0,5 festgelegt. Zum Vergleich wurde eine bimolekulare Reaktion
abgebildet (rot).

Daraufhin wurden die Titrationen aus Abb. 2-20 nach dem Folgereaktionsmodell (mit o = 0,56)
ausgewertet. Dabei ergaben sich Werte fiir die erste Dissoziation von etwas kleiner als 1 nM und ein
K,,-Wert von ca. 30 nM. Die zweite Dissoziationskonstante ist damit durch zwei unterschiedliche
Titrationen bestitigt worden. Weil die Identifizierung einer sequenziellen Reaktion aus der
Bindungsisotherme nicht fiir jede Parameterkonstellation gegeben ist, sind Titrationen bei
unterschiedlichen Ligandenkozentrationen grundsitzlich ratsam, wenn ein komplexeres Bindungsmodell

nicht ausgeschlossen werden kann. Damit die Dissoziationskonstanten und die Verteilung der

Siganlintensititen (0t) sicher bestimmt werden konnen, empfichlt sich eine globale Anpassungen
mehrerer Titrationen (Herman und Lee, 2012; Wang und Wu, 2002). Nach den Kenntnissen des
Experimentators ist die analytische Beschreibung der Folgereaktion erstmalig, obwohl dieser
Reaktionstyp haufig anzutreffen ist (Backe et al., 2005; Mazzaferro et al., 2011). Eine Schwierigkeit in
der Anwendung der analytischen Losung liegt in dem Auftreten zweier sich abwechselnder Wurzeln
(Losungen) der kubischen Gleichung (Abschn. 4.8). Dieses verhindert das einfache Anpassen von
Datenpunkten an die Losungsvorschrift, sodass gegebenenfalls ein analoger, iterativer

Anpassungsprozess durchgefiihrt werden muss.
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3.3.1 Sequenzabhingigkeit der hnRNP K-Nukleinsiure-Wechselwirkung und

der K-combination mode
Die hohe Affinitit von hnRNP K fiir cytidylatreiche Oligonukleotide ist abhingig von mehreren
C,-Motiven, die als Bindestellen fiir die KH-Doménen dienen. Im Gegensatz dazu, zeigt die geringe
Affinitit von hnRNP K fiir Poly(A), dass Adenine aus der Erkennungssequenz der KH-Doménen cher
ausgeschlossen werden (Tabelle 2-2). Die systematische Evolution eines RNA-Liganden durch
exponentielle Anreicherung (SELEX) fithrte zur Identifizierung von stark gefaltenen RNAs mit nur
einem Oligo(C)-Motiv innerhalb eines einzelstringigen loops (Thisted et al., 2001). Die
Dissoziationskonstante von hnRNP K fiir diesen Liganden lag um ca. 50 nM und damit deutlich niedriger
als die in dieser Arbeit gemessenen K -Werte fiir einen unstrukturierten Liganden mit nur einem
Oligo(C)-Motiv (Tabelle 2-2)(Backe et al., 2005). Moglicherweise kann hnRNP K zusitzlich zur
bekannten  Einzelstrang-Interaktion auch in einer anderen Art und Weise mit Nukleinsdure
wechselwirken.
Die Daten des Kompetitionsexperimentes zeigen das komplexe Zusammenspiel von mehreren
KH-Doménen mit Einzelstrang-Nukleinsauren auf. Der K-combination mode stellt dabei ein mogliches
Modell zur Interpretation der multivalenten Protein-RNA-Interaktion dar. Der durch Kombinatorik
errechnete entropische (statistische) Gewinn in der freien Bindungsenergie ist allerdings eine
Vereinfachung, die weder den Abstand einzelner C,-Motive, noch sterische Hinderungen der Doménen
mit in Betracht zieht (Kelly et al., 1976). Moglicherweise aber unterstiitzt die flexible Struktur der RNA
die unabhingige Assoziation mehrerer Domanen durch eine entsprechende Faltung, so dass nur in
konkreten Fillen das Modell angepasst oder eingeschrankt werden muss.
Die Homologie von Aminosauren in der Interaktionsfliche der Tandem-Domine KHI1-KH2 von
hnRNP K und hnRNP E1 deuten auf eine als Einheit vorliegende ,Pseudo-Didomine® in hnRNP K hin
(Du et al., 2008)(Abschn. 4.9). Weil sich die RNA-Interaktionsflichen in der Tandem-Domine
gegeniiber liegen, miissen die Bindemotive fiir die Interaktion mit beiden KH-Doménen mindestens 5
Nukleotide auseinander liegen (Du et al., 2008). Fiir den Liganden CCCAAA (Tabelle 2-2) zwingen sich
dann nur wenige mégliche Konfiguration von hanRNP K fiir die Interaktion mit allen drei KH-Doménen
auf: die Tandem-Doméne wechselwirkt mit den duleren C,-Motiven wihrend KH3 mit dem mittleren
Motiv assoziiert, so wie es fiir nRNP E1 vermutet wurde (Du et al., 2008). Tatsichlich gibt es Grund
zur Annahme, dass die Assoziation der Tandem-Domine an einen Liganden mit zwei C,-Motiven
thermodynamisch giinstiger ist als die Assoziation der KH3-Doméne mit einem Liganden mit nur einem
C,-Motiv. Sind zwei RNA-Bindedomiénen iiber eine flexible Peptidverbindung (linker) miteinander
verbunden, so nimmt die Domanen-Kooperativitat der Assoziation mit zunehmender linker-Lange ab

(Shamoo et al., 1995; Tripsianes et al., 2011). Das heilt, die Bindungsenergie einer Didomane sinkt von
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der maximal additiven Bindungsenergie beider Einzeldomanen fiir eine linker-Lange von O Aminosauren
(nicht flexible/unabhangige Doménen) auf lediglich das zweifache der Bindungsenergie einer Domane
fir sehr lange linker-Langen (Shamoo et al., 1995). Weil die Tandem-Domane durch einen mutmaBlich
unstrukturierten 170 Aminosaure-langen Jlinker mit der KH3-Domane verbunden ist, kann der additive
Effekt auf die Bindungsenergie nur noch sehr klein sein. Vergleicht man die Kj,-Werte fiir Liganden mit
einem C,-Motiv (22 uM, Tabelle 2-2), die mutmaBlich von der dritten KH-Domane gebunden werden
(Messias et al., 2006), mit Liganden mit drei C,-Motiven (0,16 uM, Tabelle 2-2), so folgt daraus, dass
die stark erhohte Affinitit nicht durch gleiche Bindungsenergien der Tandem-Doméne und der KH3-
Domine resultieren kénnen, sondern die Tandem-Doméne einen deutlich stirkeren Bindungsenergie-
Beitrag liefern muss. Diese Schlussfolgerung wird auch durch indirekte Bindungsdaten aus Hefe-drei-
Hybrid-Experimenten gestiitzt, in denen die Tandem-Domane stirkere RNA-Wechselwirkung zeigte als
die drei cinzelnen KH-Domiénen des hnRNP K (Klimek-Tomczak et al., 2004). Weil die
Bindungsenergie der Tandem-Doméne aus der Summe der Bindungsenergien der einzelnen
KH-Domainen resultiert (Shamoo et al., 1995), sind die Affinititen der isolierten KH1- und
KH2-Doméne vermutlich relativ gering. Qualitative Bindungsstudien mit den isolierten Domanen
zeigen fir KH1 und KH2 nur geringe Wechselwirkungen mit Nukleinsiuren (Dejgaard und Leffers,
1996; Leffers et al., 1995). Eine geringere Affinitit bedeutet oft aber auch eine weniger starke
Sequenzabhangigkeit der Assoziation. Die additiven Bindungsenergien zweier gekoppelter, niedrigaffiner
und wenig sequenzabhingiger Doméinen kénnen damit durchaus zu einer hochaffinen Bindung mit
geringer Sequenzspezifiztit fithren (Naarmann-de Vries et al., 2013). Daher fithren Untersuchungen mit
einzelnen Domanen leicht zum Unterschitzen der Wechselwirkungskompetenz komplexerer
Multidoméanenproteine (Dejgaard und Leffers, 1996; Messias et al., 2006).

Der K-combination mode sagt fiir die Assoziation von hnRNP K mit ™

2R mehrere Konfigurationen des
Proteins auf der Nukleinsiure voraus, die sicherlich nicht gleich populiert, sondern ihren
thermodynamischen Unterschieden entsprechend verteilt sind. Das heif3t, der Komplex aus hnRNP K
und ™2R ist eine Mischung  verschiedener Komplexkonfigurationen. Misst man nun die
Dissoziationsgeschwindigkeit des hnRNP K—FAMZR—Komplexes, ist es wahrscheinlich, dass die
verschiedenen Subkomplexe mit verschieden Raten dissoziieren. Die Anpassung der Dissoziationskinetik
durch zwei Exponentialterme macht bereits deutlich, dass nicht nur ein Komplex in Lésung vorliegt
(Abb. 2-25). Die Residuen dieser Anpassung zeigen immer noch systematische Abweichung, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass weitere Dissoziationskinetiken dem Signal immanent sind. Auf
eine Anpassung mit drei Exponentialthermen wurde allerdings verzichtet, weil lediglich die Werte der

Residuen kleiner wurden, die systematischen Abweichungen jeoch nicht entfielen und die ermittelten

Dissoziationskonstanten nicht sehr verschieden waren. Der Unterschied in den Amplituden der
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Teilprozesse zwischen hnRNP K und MUhnRNP K kénnte auf eine unterschiedliche Verteilung der
Konfigurationen (Subspezies) innerhalb des Protein-RNA-Komplexes zuriickzufithren sein. Weil aber
die ermittelten Dissoziationskonstanten den Zerfall der Vielzahl an postulierten Kombinationen des
Proteins an der RNA (Subkomplexe) nur ungeniigend beschreiben, sollte die Messung mit dem
CCCAAA Liganden wiederholt werden. Der K-combination mode sagt fiir diesen Liganden nur zwei
mogliche Kombinationen voraus, die sich in einer klarer zu interpretierenden Dissoziationskinetik
duBlern sollten, welche dann auf Unterschiede in Abhangigkeit vom Methylierungszustand untersucht
werden kann.

Welche Bedeutung hat der K-combination mode fiir die Interpretation der hnRNP K-Nukleinsiure-
Interaktion in vivo? Die hohe Affinitit zu oligo(C)-reichen Liganden wird durch die kooperative
Beteiligung aller drei KH-Domanen bewirkt. Inaktivierung einer Domane z. B. durch Phosphorylierung
(Messias et al., 2006) wird daher nur einen begrenzten Einfluss auf die Assoziation mit Nukleinsdure
haben, weil die Bindungsenergien der einzelnen Domanen nicht additiv in die Wechselwirkunskonstante
cinflieBen (Shamoo et al., 1995)(siche oben). Dagegen wirkt das Trennen der Domanen z. B. durch
Proteolyse (Naarmann-de Vries et al., 2013) sehr drastisch auf die Affinitat der Fragmente, weil die
Anzahl an méglichen Kombinationen drastisch reduziert wird. Umgekehrt fithrt auch die Verminderung
der C,-Motive zu einer Reduktion der Kombinationsmdglichkeiten (Tabelle 2-2). Die translationale
Repression der 2R-Sequenz wird durch Verkiirzen auf lediglich drei C,-Motive (1R) aufgehoben
(Ostareck et al., 1997). Aus Tabelle 2-2 ist abzulesen, dass damit eine 100-fache Verminderung der
Affinitit von hnRNP K fiir CCCAAA einhergeht und deswegen vermutlich keine Repression mehr
vermittelt werden kann. Méglicherweise aber ist die Assoziation von zwei Proteinen auf der 2R-Sequenz
fir die translationale Repression notwendig (Reimann et al., 2002). Um die zwei Moglichkeiten zu
unterscheiden, sollten Sequenzen mit 5 C,-Motiven (z.B. CCCCCA) auf ihre reprimierende Wirkung in
Translationsexperimenten getestet werden. Die erste Assoziation von hnRNP K mit CCCCCA ist nur
um weniges geringer affin, sollte also kaum Einfluss auf die Repression haben. Die zweite Assoziation
von hnRNP K mit CCCCCA jedoch ist deutlich schwieriger, d.h. erst bei sehr viel hoheren
Konzentrationen zu beobachten, so dass die Translationsrepression durch zwei Molekiile hnRNP K
drastisch beeintrachtigt sein sollte.

Der K-combination mode kann auch auf andere Proteine iibertragen werden. Das Strukturverwandte
hnRNP E1, ebenfalls ein poly(C)-bindendes Protein mit drei KH-Domanen, sollte demnach ebenfalls
durch die beschriebenen Mechanismen mit der Nukleinsdure interagieren (Dejgaard und Leffers, 1996;
Ostareck et al., 1997; Reimann et al., 2002). Experimentelle Daten weisen auch auf sehr dhnliche
Affinitaiten zu den getesteten RNAs hin, wie sie fir hnRNP K gemessen wurden (Abb. 2-26, nicht

gezeigt). Daher ist anzunehmen, dass beide Proteine um die gleichen oder ahnlichen Bindestellen
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konkurrieren und die anteilige Assoziation durch die Konzentration der Proteine bestimmt wird. In
diesem Fall fihrt bereits die leichte Verminderung der Affinitat durch z.B. Phosphorylierung eines
Proteins (Messias et al., 2006) zu einer signifikanten Verschiebung der anteiligen Assoziation beider
Proteine mit der jeweiligen RNA. Durch eine rdaumliche Trennung beider Proteine durch die nukleare
Lokalisation von hnRNP K und die zytoplasmatische Lokalisation von hnRNP E1/2, wie sie in einigen
Zellen beobachtet wurde (Chkheidze und Liebhaber, 2003; Kosturko et al., 2006), kann die
Kompetition umgangen werden, so dass die poly(C)-reichen Sequenzen je nach Kompartiment

mehrheitlich mit dem einen oder dem anderen Protein assoziiert sind.

3.4 Die Autoaktivierung von c-Src - vom Modell zur Beobachtung

Die In-vitro-Studien mit der deaktivierten c-Src-Variante (Ag;c-Src®™”) zeigten keine Verinderung der
Kinetik der Autoaktivierung durch den Zusatz von hnRNP K (Abb. 2-34). Unter den unten diskutierten
technisch-experimentellen  Vorbehalten lasst sich ecine direkte Beteiligung von hnRNP K an der
Aktivierung von c-Src nicht nachweisen. Die zuvor postulierte Aktivierung von c-Src durch hnRNP K ist
vornehmlich durch zellbiologische Experimente und der Phosphorylierung am Tyr416 abgeleitet
worden (Adolph et al., 2007; Ostareck-Lederer et al., 2002), die einen indirekten Mechanismus der
Aktivierung nicht grundsatzlich ausschlieBen kénnen. Wird die Aktivierung der Kinase durch die
Phosphorylierung am Tyr416 nachgewiesen, so sollte in Betracht gezogen werden, dass mehrere
Mechanismen auf die Konzentration des Tyr416-phosphorylierten Enzyms Einfluss nehmen. Das sind (i)
Phosphatasen (Cloutier und Veillette, 1996; van Vliet et al., 2005; Wang et al., 2002), (i) die
Proteinstabilitat (Patwardhan und Resh, 2010), (iii) die Konzentration der totalen c-Src Menge (Wang
und Wu, 2002), (iv) die Aktivitit von CSK (Chong et al., 2004; Levinson et al., 2008). Um direkte
Riickschliisse auf die Aktivierung von c-Src durch hnRNP K zu gewinnen, miissten alle aufgezdhlten
Modulatoren der Aktivitit iiber die Dauer und Anzahl der Experimentekonstant bleiben. Dies ist in vivo
nahezu unméglich nachzuweisen und ldsst daher kaum Riickschliisse auf eine direkte Aktivierung von
c-Src durch hnRNP K oder anderer Proteine zu. Hingegen ermdglicht die In-vitro-Analyse der
Autoaktivierung, einen direkten Zusammenhang zwischen Aktivitit und Aktivator herzustellen (Liu und
Wang, 2004; Moarefi et al., 1997). Dazu sind aber zwei Voraussetzungen zu erfiillen: (i) Die
Moglichkeit der Praparation von deaktiviertem und damit aktivierbarem c-Src, sowie (ii) die Etablierung
eines Modells der Autoaktivierung zur Interpretation der kinetischen Daten. Beides ist, wenn auch mit
Einschrinkungen, in dieser Arbeit gelungen.

Bisher war es nicht moglich, deaktiviertes c-Src”*? aus E. coli zu praparieren, weil das Enzym zum einen
posttranslational modifiziert und zum anderen proteolyseanfillig ist (Piserchio et al., 2009; Young et al.,

2001). Die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrte Koexpression von c-Src und CSK fiihrt zur

89



Zusammenfassung und Diskussion 3.4

c—Src—Phosphorylierung am Tyr527 und gleichzeitig zur Deaktivierung und damit mutmaBlich auch zur

Stabilisierung des Enzyms (Chong et al., 2005). Weil aber die Autophosphorylierung am Tyr416

. . Y527 . . . . Y527
wahrend der Expression von Agc-Src®” " nicht unterbunden werden kann, ist ein Teil von Agc-Src”

bereits aktiviert, d.h. am Tyr416 Phosphoryliert (Abb. 2-34, Abschn. 4.3.8). Daher weisen die
Autoaktivierungskinetiken auch nicht mehr den typisch S-férmigen Charakter auf. Eine Beschleunigung
der Autoaktivierung kann aber dennoch beobachtet werden (Abb. 2-35). Fiir eine starker deaktivierte
c-Src-Préparation sollte ein weiteres Trennverfahren, z. B. eine Anionenaustausch-Chromatographie,

zur Separierung unterschiedlich phosphorylierter Spezies ctabliert werden. Prinzipiell stellt aber die

. . o Y527
Praparation von deaktiviertem Ag;c-Src®

in E. coli eine deutliche Erleichterung fur die
In—Vitro—Analysc der Autoaktivicrung dar.

Um nachzuweisen, dass Tyr527 nach der Koexpression phosphoryliert ist, wurde eine MS-Analyse von

tryptisch verdautem Ag;c-Src”**’ durchgefiihrt (Abschn. 4.3.8). Diese zeigte die fiir Phosphorylierungen
typische um 80 Da vergréBerte Molmasse des Tyr527-enthaltenden C-terminalen Peptides, jedoch auch
cin Signal fiir das nicht phosphorylierte C-terminale Peptid (Abschn. 4.3.8). Weil der Nachweis der
phosphorylierten Peptide durch schlechte Ionisierbarkeit problematisch ist, kénnen die Signale nicht fiir
cine Quantifizierung genutzt werden (Steen et al., 2005) und damit keine Schliisse iiber den Anteil des

phosporylierten Peptides gezogen werden.

pY527

Eine weitere MS-Analyse von ,vollstandig®  phosphoryliertem  Ag;c-Src sollte  die

Autophosphorylierung von Ag;c-Src™** qualitativ belegen (Abschn. 4.3.8). Es zeigte sich, dass neben
den zwei erwarteten Phosphorylierungen auch ein Teil des Proteins dreifach phosphoryliert ist
(Abschn. 4.3.8). Damit wird die Analyse der Phosphorylierungs-Kinetiken mit radioaktivem [’P]-ATP
vermutlich durch die komplexe Zusammensetzung des Phosphorylierungs-Signals aus mehreren
Phosphorylierungs-Stellen und damit Phosphorylierungs-Ereignissen erschwert. Der Verlauf der

Phosphorylierungs-Kinetiken deutet aber an, dass die Ereignisse unterschiedlich schnell ablaufen

(Abb. 2-31). Fir die Ableitung von Aktivierungskonstanten sollte mit einer Agc-Src® "7 _Variante
gearbeitet werden, in welcher weitere Phosphorylierungsstellen mutiert sind und damit lediglich die
zwei regulatorischen Tyrosine phosphoryliert werden kénnen. Eine dritte Phosphorylierungs-Stelle in
c-Src wurde bereits beschrieben, die enzymatische oder biologische Bedeutung ist aber bisher unklar

(Boerner et al., 1996).

3.4.1 Wechselwirkung von hnRNP K und c-Src

Y527
P zu untersuchen, wurden

Um einen moglichen Einfluss von hnRNPK auf Agc-Src
Reaktionsbedingungen gewihlt, unter denen beide Proteine monodispers vorlagen. Diese beinhalten

eine relativ hohe Salzkonzentration (300 mM KCl) sowie 10% Saccharose. Fiir einige SH3-Doménen ist
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bekannt, dass ihre Affinitit zu Interaktionspartnern durch eine erhohte Ionenstirke vermindert wird
(Feng et al., 1995). Auch Saccharose kénnte einen negativen Einfluss auf die Interaktion beider Proteine
haben, falls notwendige unstrukturierte Peptidregionen dem Lésungsmittel und damit den Liganden
durch Faltung entzogen werden (Abschn. 3.2.2). Daher steht das Ausbleiben der Beobachtung einer
dirckten Interaktion, abgeschen von der Substrat-Enzym-Wechselwirkung, unter dem Vorbehalt von

méglicherweise ungiinstigen Reaktionsbedingungen. Das gleiche Argument trifft auch auf die

Aktivierung von Age-Src?? durch  die Peptide P1 und P3 aus Abb. 2-35 zu. Es kann nicht
unterschieden werden, ob die Aktivierung durch die Peptide tatsichlich erst bei sehr hohen
Konzentrationen zu beobachten ist oder die Pufferbedingungen die Analyse kompromittieren. Die
Wiederholung der Analysen mit einer hnRNP K-Variante, die auch in Niedrigsalzpuffen monodispers
ist, sollte Aufschluss tiber die Bedeutung der Pufferzusammensetzung geben.

Die Ableitung eines cinfachen Modells der Autoaktivierung diente vornehmlich der Beurteilung der
erhaltenen Phosphorylierungskinetiken und der Verdeutlichung der nichtlinearen Zusammenhénge. Die
daraus geschlussfolgerten Aussagen zur Autoaktivierung von c-Src stellen konkrete Anforderungen an
Experimente zur Untersuchung von intermolekularen Wechselwirkungen, die in den folgenden
Experimenten bedacht wurden. Fiir die Ableitung spezieller enzymatischer Parameter ist das Modell
allerdings wenig geeignet, weil das zu Grunde liegende Reaktionsschema stark vereinfacht ist. Konkrete
theoretische Betrachtungen zur Autoaktivierung wurden im Zusammenhang mit Zymogenen erarbeitet
(Garcia-Moreno et al., 1991). Diese kénnen an die Enzymologie von Kinasen adaptiert werden (Wang
und Wu, 2002). Sogar der Einfluss eines Aktivators (Ca™") auf die Autoaktivierung von Trypsinogen
wurde theoretisch erarbeitet (Liu und Wang, 2004).

Seit einiger Zeit wird zunehmend die rdumliche und zeitliche Beschrinkung der Signaltransduktion
innerhalb der Zelle erforscht (Salazar et al., 2010). Dazu werden nicht selten Modellrechnungen zu
moglichen Signalamplituden eines Signaltransduktionsweges erstellt und mit zelluliren Beobachtungen
abgeglichen (Kaimachnikov und Kholodenko, 2009). Fiir diese Modellrechnungen sind biochemische
Untersuchungen zur Regulation und zum Katalysemechanismus einzelner Enzyme die Grundlage. So
wurde in der Publikation von (Kaimachnikov und Kholodenko, 2009) ein fehlerhaftes Modell zur
Regulation von c-Src erstellt, mit dessen Hilfe Kinasesignalamplituden moduliert wurden, die auch
Eingang in bedeutende Ubersichtsartikel gefunden haben (Kholodenko et al., 2010). Der Fehler im
Modell besteht in der nicht betrachteten Autoaktivierung in trans der pTyr527-Variante des c-Src
(deaktiviert), obwohl diese bereits bekannt war (Boerner et al., 1996; Sun et al., 2002) und auch in
dieser Arbeit beobachtet wurde. Daher konnen biochemische Analysen zum grundlegenden
mechanistischen Verstandnis der Enzymologie der Autoaktivierung von c-Src noch Beitrige zum

allgemeinen Verstandnis von Signaltransduktions—Prozessen liefern.
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3.5 Putative Wechselwirkungspartner

Die Synthese von methyliertem hnRNP K aus E. coli ermoglichte es, ein vergleichendes
pull down-Experiment durchzufithren. Dazu wurden 1 mg des methylierten oder des nicht-methylierten
hnRNP Ks an einer Ni’" -NTA-Matrix immobilisiert und 1 ml nativer zytoplasmatischer K562-Extrakt
durch die Matrix gepumpt. Die kleine NTA-Saule sollte durch die hohe lokale Konzentration von
hnRNP K mogliche Interaktionspartner retardieren und mit der anschlieBenden Elution von hnRNP K
koeluieren. Die SDS-Gel-basierte MS-Analyse identifizierte sowohl eine Reihe von Proteinen, die
differentiell angereichert waren, als auch einige Proteine, die mit beiden hnRNP K-Varianten
gleichermallen interagierten. Insgesamt tiberrascht die relativ grole Zahl an differenziell angereicherten
Proteinen gegentiber den gleich angereicherten, da der Unterschied beider Experimente lediglich in
dem Methylierungsstatus des hnRNP Ks lag (Tabelle 2-4). Es fillt auf, dass die meisten identifizierten
Proteine in der “*hnRNP K-Fraktion deutlich stirker angereichert waren als in der hnRNP K-Fraktion.
Das ist zum Teil unerwartet, weil die Methylierung bisher mehrheitlich zu einer Reduktion von
Protein-Protein-Interaktionen fithrte (Bedford und Clarke, 2009; Bedford et al., 2000). Moglicherweise
verstarkt die Methylierung auch den hydrophoben Charakter eines Proteins, so dass vermchrt
unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen ausgebildet werden. Um die Auswirkungen der
Methylierung auf einzelne Interaktion zu bestatigen, sollten weitere unabhangige Experimente in Losung
durchgefiihrt werden. Dabei wird die Praparation von rekombinantem Arginin-methyliertem hnRNP K
die Analysen deutlich vereinfachen (Abschn. 2.3).

Einige bereits beschriebene Interaktionspartner konnten bestitigt werden. Die MAP-Kinasel ERK2
wurde mit beiden hnRNP K-Varianten koeluiert und mit deutlichen mehr Peptiden nachgewiesen als in
der Kontroll-Reaktion (Habelhah et al., 2001b). Auch PRMT1 wurde mit nicht methyliertem Protein
deutlich starker angereichert als in der Kontrollreaktion (Ostareck-Lederer et al., 2006). Der sehr hohe
Peptid-score fiir PRMT1 in der Fraktion mit MUhnRNP K ist vermutlich auf Reste des rekombinanten
koexprimierten Proteins in der MhnRNP K-Preparation zuriickzufiihren und ldsst somit keine
quantitativen Riickschliisse auf die Interaktion zu. Fir c-Src wurden wenige Peptide gefunden

(Ostareck-Lederer et al.,, 2002). Der zytoplasmatische Extrakt enthielt aufgrund der

Priparationsmethode ohne Detergenzien sicherlich nur einen geringen Teil der Membran-assoziierten
Proteine (Abschn. 4.3.4). Zudem ist die Expression von c-Src in uninduzierten K562-Zellen gering
(Naarmann et al., 2008). Fiir einen GroBteil der gefundenen Proteine wurde bisher keine Interaktion
beschrieben. Um diese zu priifen, sind weitere Experimente notwendig und gegebenenfalls deren
biologische Bedeutung zu identifizieren.

Der angereicherte Translations-Initiationsfaktors 5B (elF5B) stellt dabei ein besonders interessantes

Untersuchungsobjekt dar. EIF5B ist eine GTPase, die wahrend der Translationsinitiation die Ausbildung
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der 80S Holoribosomen am Start-Methionin katalysiert (Hershey et al., 2012; Pestova et al., 2000). Das
ist genau der Schritt der Translations-Initiationsreaktion, der bei Reporter-mRNAs inhibiert ist die das
DICE im 3'-UTR enthalten (Ostareck et al., 2001). Damit stellt diese putative Interaktion eine
mogliche Verbindung zwischen dem DICE-assoziierten hnRNP K und der am 5’-Ende manifestierten
Translationsinhibition dar. In vivo korreliert Austausch des methylierten hnRNP K zu nicht-
methyliertem hnRNP K wahhrend der Blutzellreifung mit der Authebung der Translationsrepression der
r15-LOX mRNA (Naarmann et al., 2008). In vitro wurde die translationsreprimierende Wirkung von
hnRNP K bisher nur mit rekombinantem Protein untersucht (Ostareck et al., 1997). Moglicherweise
kénnen In-vitro-Translationsexperimente mit methyliertem und nicht-methyliertem hnRNP K bereits

Hinweise fur diese Interaktion geben.

3.6 Ausblick

Die Herstellung von methyliertem hnRNP K erméglicht die Untersuchung des Einflusses der
Argininmethylierung auf putative Interaktionspartner. Eine Reihe von mdglichen Methylierungs-
sensitiven Proteinen wurden durch das pull down-Experiment aufgezeigt. Nachfolgend sollten
Gleichgewichtsmessungen benutzt werden, um die falsch positiven Ergebnisse, z. B. durch Aggregation
oder RNA-vermittelte Interaktionen, durch bessere Kontrollen ausschlieBen zu konnen. Fur die
Untersuchung der putative Interaktion zu eIF5B konnten In-vitro-Translations-Repressions-Experimente
in ES”" und ES’-Extrakt oder der Vergleich von MhnRNP K und hnRNP K in etablierten
Translations-Experimenten in Retikulozytenlysat (Ostareck et al., 1997) die Bedeutung der
Argininmethylierung von hnRNP K in der Translationsrepression als auch die Funktionalitit der
Interaktion priifen.

Die RNA-Bindungsstudien von hnRNP K mit der 2R-RNA zeigen die mogliche Assoziation von zwei
Proteinen auf. Eine sukzessive Verkiirzung der C,-Motive kann nun in
In-vitro-Translations-Experimenten auf die reprimierende Wirkung untersucht werden und die
Notwendigkeit einer mehrfachen Assoziation von hnRNP K aufzeigen. Mit den Erkenntnissen des
K-combination mode ~ konnen  verbesserte  Sequenz-Vergleiche  zur  Identifizierung  neuer
hnRNP K-RNA-Liganden durchgefiihrt werden. Dazu sollte die genaue Sequenzspezifitit der Tandem-

Domane untersucht werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

Immortalisierte murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen), die eine Insertion im PRMT1-Gen tragen
(ESMTPRMTEy (Pawlak et al., 2000) sowie die immortalisierten Wildtyp-Zellen (ES™™T/PMIT)
wurden wie in (Ostareck-Lederer et al., 2006) kultiviert und alle 2-3 Tage passagiert. Humane
embryonale Nierenzellen (HEK) und humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa-Zellen)
wurden bei 37 °C, 5% CO, in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM high glucose/GlutaMAX,
pyruvat) mit 10% hitzeinaktiviertem (30 min, 55 °C) fetalem Kaélberserum (FBS, Biochrom) und
1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen) kultiviert. Alle 5-6 Tage wurden die Zellen passagiert. Fiir
Transfektionsexperimente wurden Zelllinien mit geringer Passagierung benutzt.

Fiir die Bestimmung der Lebend-Zellzahl wurde die Zellsuspension 1:1 mit 0,4% Trypanblau in PBS
verdiinnt und in einer Zdhlkammer nach Thoma ausgezahlt (Phillips, 1993).

Fir die Serum-Stimulations-Experimente wurden die Zellen fir 16 h in DMEM mit nur 1% FBS
kultiviert bevor fiir die angegebenen Zeitpunkte das Medium zu DMEM mit 10% FBS gewechselt wurde
(Habelhah et al., 2001b).

Die Transfektion von Plasmiden mittel Kalziumphosphat-Prazipitation wurden wie in (Ostareck-Lederer
et al., 2006) durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen auf 75 cm’-Zellkulturschalen ausgesat und bei einer
Konfluenz von weniger als 70% transfiziert.

Immunfluoreszenzen wurden nach (Huttelmaier et al., 2001) mit wenigen Abweichungen durchgefiihrt.
Die zu untersuchenden Zellen wurden auf angedtzte und im Falle der ES-Zellen mit Gelatine
behandelten Deckglaschen ausgesit und {iber Nacht kultiviert. Die Deckglischen wurden geerntet,
zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 4% PFA (Sigma-Aldrich) in PBS fiir 30 min bei
Raumtemperatur (RT) fixiert. Die Deckglaschen wurden erneut zweimalig mit PBS gewaschen und die
Zellen mit 0,2% Triton X-100 in PBS permeabilisiert (5 min, RT). Die gewaschenen permeabilisierten
Zellen wurden mit 2% BSA in PBS fiir 30 min (RT) geblockt und direkt anschlieBend mit den priméren
Antikorpern in 0,2% BSA in PBS inkubiert (1h, 37 °C). Hberschﬁssige Antikérper wurden durch
mehrmaliges Waschen entfernt und die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten sekundaren
Antikérper fiir 1h bei 37 °C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Deckglaschen in
ddH,O sowie Ethanol getaucht und getrocknet. Die abgetrockneten Deckglischen wurden zellseitig mit
Prolong Gold Antifade reagent with DAPI (Antifade, Invitrogen) auf einem Objekttriger fixiert. Das
enthaltene DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) dient der Farbung des Zellkerns (Schweizer und Nagl,
1976).

Fir die Fluoreszenzdetektion von GFP-fusionierten Proteinen wurden die Zellen entweder lebend
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mikroskopiert oder mit PFA fixiert, gewaschen, getrocknet und auf dem Objekttrager mit Antifade
fixiert.

Um das Zytoplasma anzufirben wurden entweder Tubulin immunologisch angefarbt oder das
Aktin-Cytoskelett mit Phalloidin-TRITC (Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat)  (Sigma-Aldrich)
angefarbt.

Fluoreszenz-Aufnahmen der Farbungen wurden entweder mit einem E600-Mikroskop (Nikon) mit
angeschlossener  Digitalkamera (Hamamatsu) aufgenommen und mit Lucia Software (Nikon)
ausgewertet oder mit einem Axiovert 200M-Mikroskop (Carl Zeiss) aufgenommen und mit der
Software AxioVision 4.7 ausgewertet. Die Geriteeinstellungen richteten sich nach den verwendeten

Fluoreszenzfarbstoffen.

Tabelle 4-1 Antiseren und ihre Verdiinnung fiir die Immunfluoreszenzen

Antikdrper Hersteller Verdiinnung
a-hnRNP K Santa Cruz/ D-6 1:400
a-o-Tubulin Sigma-Aldrich/ DM1A 1:800
a-HA Sigma-Aldrich/ H6908 1:400
a-PRMT1 Upstate/ 07-404 1:200
a-Kaninchen-FITC Dianova 1:400
a-Kaninchen-Cy3 Dianova 1:800
a-Kaninchen-Cys Dianova 1:400
a-Maus-FITC Dianova 1:400
a-Maus-Cy3 Dianova 1:800

4.2 Molekularbiologische Methoden

Standardverfahren zur Vermehrung, Isolierung und Verinderung von Plasmid-DNA sind nach allg.
tiblichen Laborprotokollen (Green und Sambrook, 2012) oder nach Herstellerangaben der verwendeten
Enzyme/Chemiebausatze (kits) durchgefiihrt worden. Die verwendeten E. coli Stamme fiir die
Klonierung waren XL1-Blue und XL10-Gold (Stratagen), und fiir die rekombinante Expressionen
BL21 CodonPlus (Stratagen) und Rosetta2 (Novagen). Die Authentizitit der Stimme wurde durch

Wachstumstests auf antibiotikahaltigen Medien geprﬁft.

Reagenzien der Molekularbiologie:

Enzyme: Pfu (Promega)
Pwo (Peglab)
Taq (Promega)
Restrictionsenzyme (NEB)
T4-DNA-Ligase (NEB)
Phosphatase (Roche Diagnostics)
T4-PNK(NEB)
T4-DNA-Pol (NEB)
Poll large fragment (NEB)
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Bausatze (Kits) PCR-purification (Roch)
Mini-prep-Kit (peqGOLD, Peqlab)
Midi-Prep-Kit (Qiagen)

Chemikalien wurden von Roth oder Merck in p.A.-Qualitat bezogen.

4.2.1 PCR

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde nach Herstellerangaben der verwendeten Polymerasen
durchgefiihrt. Die annealing-Temperatur richtete sich dabei nach der komplementaren Primersequenz,
die nach der ,4+2-Regel® errechnet wurde. Um die Produktausbeute zu erhéhen, wurden
gegebenentfalls die annealing-Temperatur variiert sowie 5-10% DMSO zugesetzt.

Mutagenesen wurden mittel QuickChange site-directed mutagenesis (Stratagen)(Costa et al., 1996) mit der
Pfu-Polymerase durchgefiihrt.

Die Sequenzidentitit wurde durch DNA-Sequenzierung mit einem ABI PRISM 310-System (Applied
Biosystems) und den dazugehérigen Chemikalien (BigDye Matrix Standards Kit, POP6) durchgefiihrt.

Die verwendeten Primer sind in Tabelle A im Anhang aufgeﬁihrt.

4.2.2 Klonierung und Herkunft der verwendeten Plasmide

pSG5-hnRNP K 5RG wurde durch site-directed mutagenesis (Stratagen) von pET16b-hnRNP K (Ostareck

et al., 1997) erhalten (Ostareck-Lederer et al., 2006) und in pSG5-His-hnRNP K (Ostareck-Lederer et
al., 2002) subkloniert (Ostareck-Lederer et al., 2006).
pCDNA-PRMT1 wurde von Stephane Richard (McGill University, Montreal, Kanada) erhalten (Cote et

al., 2003).
pET28-His-hnRNP K Der ORF von hnRNP K wurde aus pET16b-hnRNP K (Ostareck et al., 1997) mit

den Primern #43 und #44 amplifiziert und unter Verwendung der Restriktionsenzyme Nhel und Xhol in

den Vektor pET28 (Novagen) eingebracht, so dass das Leseraster von pET28-hnRNP K fiir eine
N-terminale hexa-Histidinfusion kodiert.

pEGFP-hnRNP K S284/353A wurde schrittweise durch site-directed mutagenesis (Stratagen) mit den

Primern #13 - #16 und dem Template pEGFP-hnRNP K mutagenisiert. Der mutierte ORF wurde in
einen neuen Vektor kloniert, bevor er fiir weitere Experimente benutzt wurde.

pEGFP-hnRNP K S284/353E wurde schrittweise durch site-directed mutagenesis (Stratagen) mit den

Primern #17 - #20 und dem Template pEGFP-hnRNP K mutagenisiert. Der mutierte ORF wurde in
einen neuen Vektor kloniert bevor er fiir weitere Experimente benutzt wurde.

pEGFP-hnRNP K (sowie alle Aminosdurevarianten) wurde durch PCR-Amplifikation des ORF aus

pET16b-hnRNP K mit den Primern #1 und #2 synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe der
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Restriktionsenzyme Xhol und Kpnl in pEGFP-C1 (Clontech) eingebracht.
pFPhnRNP K-GFP (sowie alle Aminosiuremutanten) wurde durch PCR-Amplifikation des ORF aus

pET16b-hnRNP K mit den Primern #3 und #4 synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Nhel und Kpnl in pEGFP-NT1 (Clontech) eingebracht.

HA hnRNP K (sowie alle Aminosiuremutanten) wurde durch Offnen des Vektors pEGFP-hnRNP K mit
Nhel und Xhol und Insertion der komplementiren Primer #5 und #6 generiert.

hnRNP K-HA (sowie alle Aminosiuremutanten) wurde durch Offnen des Vektors pFPhnRNP K-GFP

mit Kpnl und Insertion der komplementiren Primer #7 und #8 generiert.

pEGFP-ANLS-hnRNP K (sowie SA- und SE-Mutanten) wurde schrittweise synthetisiert. Mit Hilfe der

Primer #1 und #10 sowie der Primer #2 und #9 wurden zwei Fragmente des ORFs von hnRNP K
amplifiziert, die das NLS ausschlieBen. Diese wurden ligiert und als Template fiir eine PCR mit den

Primern #1 und #2 eingesetzt. Das Produkt wurde analog zu pEGFP-hnRNP K kloniert.

pEGFP-AKNS-hnRNP K (sowie SA- und SE-Mutanten) wurde schrittweise synthetisiert. Mit Hilfe der
Primer #1 und #12 sowie der Primer #2 und #11 wurden zwei Fragmente des ORFs von hnRNP K
amplifiziert, die das KNS ausschlieBen. Diese wurden ligiert und als Template fiir eine PCR mit den
Primern #1 und #2 eingestzt. Das Produkt wurde analog zu pEGFP-hnRNP K kloniert.

Bicistronisches HishnRNP K-HisPRMT1: Die Shine-Dalgarno-Sequenz (RBS) gefolgt von der oligo-

Histidinsequenz sowie dem ORF von PRMT1 wurden durch PCR-Amplifikation von pET28His-PRMT1
(Zhang und Cheng, 2003) mit den Primern #21 und #22 synthetisiert, mit Xhol geschnitten und in den
mit Xhol gedffneten Vektor His-hnRNP K inseriert.

Tricistronisches HisPRMT1-HishnRNP K-HisPRMT1: Die Shine-Dalgarno-Sequenz gefolgt von der
oligo-Histidinsequenz sowie dem ORF von PRMT1 wurden durch PCR-Amplifikation von pET28His-
PRMT1 (Zhang und Cheng, 2003) mit den Primern #23 und #24 synthetisiert, mit Xhol geschnitten
und in den mit Xhol gedffneten Vektor pET28His-PRMT1 inseriert (pET28HP_HP). Die
Shine-Dalgarno-Sequenz gefolgt von der oligo-Histidinsequenz sowie der ORF von hnRNP K wurden
durch PCR-Amplifikation von His-hnRNP K mit den Primern #25 und #26 synthetisiert mit Sall
geschnitten und in den mit Sall gedffneten Vektor pET28HP_HP inseriert. Ausgehend vom T7-
Promotor wird eine mRNA synthetisiert, auf der nacheinander die Translation von HisPRMTI,
HishnRNP K und HisPRMT1 durch die Shine-Dalgarno-Sequenz initiiert werden kann.

pSUMO-hnRNP E1 wurde durch PCR-Amplifikation des ORF aus pET16b-hnRNP E1 (Ostareck et al.,

1997) mit den Primern #27 und #28 synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe der Restriktionsenzyme
Bsal und Xhol in pETSUMOadapt (Bosse-Doenecke et al., 2008) eingebracht.
pSUMO-WWEBP21 wurde durch PCR-Amplifikation des ORF aus pGST-WWEBP21 (Espejo et al.,

2002) mit den Primern #29 und #30 synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe der Restriktionsenzyme
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Bsal und BamH1 in pETSUMOadapt (Bosse-Doenecke et al., 2008) inseriert.
pSUMO-SH3p85 wurde durch PCR-Amplifikation des ORF aus pGST-SH3p85 (Espejo et al., 2002) mit

den Primern #31 und #32 synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bsal und

BamH1 in pETSUMOadapt (Bosse-Doenecke et al., 2008) inseriert.

pSUMO-A83c¢c-Src¢ wurde durch PCR-Amplifikation des A83ORF aus pSGT-c-Src (Gonfloni et al.,

2000) mit den Primern #33 und #34 synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe der Restriktionsenzyme
Bsal und BamH1 in pETSUMOadapt (Bosse-Doenecke et al., 2008) inseriert.

pET-ULP1p wurde freundlicherweise von C. Lima zu Verfiigung gestellt und dessen Nutzung autorisiert
(MTA zu B. Moritz) (Mossessova und Lima, 2000).

pET28CSK: Aus humaner total-RNA wurde mit Hilfe des Primers #35 die ¢cDNA von CSK (Gene ID:
1445) synthetisiert und mit den Primern #36 und #37 der ORF amplifiziert. Das Produkt der PCR

wurde mit Ncol geschnitten und in den Ncol geéffneten Vektor pET28b in inseriert.

Bicistronisches CSK-SUMO-A83c-Src: Die  Shine-Dalgarno-Sequenz  (RBS) gefolgt von der
oligo-HistidinSUMO-Sequenz sowie der ORF von Agc-Src wurden durch PCR-Amplifikation von

SUMO-Ag;c-Sre mit den Primern #38 und #39 amplifiziert, mit BamHI geschnitten und in den mit

BamHI gcéffnctcn Vektor pET28CSK inseriert.

pET28HisPTPN2: Aus humaner total-RNA wurde mit Hilfe des Primers #40 die cDNA von PTPN?2
(Gene ID: 5771) synthetisiert und mit den Primern #41 und #42 der ORF amplifiziert. Das Produkt
der PCR wurde mit Pcil und BamHI geschnitten und in den Ncol und BamHI geéffneten Vektor pET28b

inseriert.

4.2.3 RNA-chemische Methoden

Synthese von [*’P]-markierter DICE-RNA fiir Filterbindungs- und UV-cross linking-Experimente wurde

nach (Ostareck-Lederer et al., 1994) mit wenigen Abweichungen durchgefiihrt. Die Synthese der RNA

fir die Filterbindungsexperimente wurde mit 0,05 mM UTP und 40 uCi o-[’P]-UTP (Amersham)
durchgefiihrt. Vor der Reinigung der RNA wurde die DNA mit DNase I (Roche) hydrolysiert.

UV-cross linking-Experimente wurden nach (Ostareck-Lederer et al., 1994) durchgefiihrt. Die
markierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, das 10-prozentige Gel mehrfach in Fixierer
(10% Essigsiure, 10% Ethanol) gewaschen, anschlieBend getrocknet und mit Hilfe eines
Storage Phosphor Screens  (Molecular Dynamics) und ~ Phosphorimagers ~ (Storm,  Amersham)

aus gewertet.
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4.3 Proteinchemische Methoden

4.3.1 Western Blot

Proteinchemische Methoden wie SDS-PAGE, Western Blot und Coomassiefarbung wurden nach
Standardlaborprotokollen durchgefiihrt (Green und Sambrook, 2012; Rehm, 2006).

Die Western Blot-Analyse wurde in einem NaBblot-Verfahren (Biorad) auf PYDF-Membran (Millipore)
nach den Herstellerangaben der Membran durchgefiihrt. Die Membran wurde 1h in 5% Milch
(M ggenputver’ V) (Sucofin) in TBST (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20) geblockt
und anschlieBend 1 h mit dem 1. Serum/Antikérper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST
wurde der entsprechende 2. HRP-gekoppelte Antikoérper (GE Healthcare) in TBST fiir 1 h auf die
Membran gegeben. Nach erneutem Waschen wurden die Antikérperkomplexe mit einer Luminol-
Peroxid-Losung (WestPico, Fisher) zur Chemolumineszenz gebracht und das Signal mit einem
Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, GE Healthcare) detektiert. Der Rontgenfilm wurde in einem

fotochemischen Standardverfahren (Entwickler und Fixierer, Rontgen Bender) entwickelt.

4.3.2 Selektion von Methylarginin-spezifischen Antikérpern
Um einen Antikérper, der spezifisch das methylierte oder das nicht-methylierte hnRNP K erkennt, zu
erhalten, wurden von Frau Dr. Elisabeth Kremmer (GSF Forschungszentrum, Miinchen) monoklonale
Antikérper gegen methyliertes oder nicht-methyliertes Peptide der Sequenz
MRGRGGFDRMPPGRGGRP generiert (methylierte Arginine unterstrichen)(Becker ez al., 1999). Die
Sequenz ist Teil der Primarstruktur von hnRNP K (Met255-Pro272). Um die Spezifitit der Antikorper
zu testen, wurde fiir jedes Serum (je Peptid mehr als 20 verschiedene Seren) ein Western Blot gegen
rekombinantes (nicht-methyliertes) hnRNP K und HeLa-Zelllysat durchgefiihrt (Abb. 4-1). Antikorper,
die stark zwischen beiden Antigenen diskriminierten oder sehr gute Signale lieferten, wurden
anschlieBend in der Immunfluoreszenz und der Immunprézipitation mit einem gut charakterisierten anti-
hnRNP K Antik6rper (Santa Cruz/ D-6) verglichen. Das Screeningverfahren identifizierte den
Hybridoma-Zellklon 3D1 als einzigen, dessen Antikérper spezifisch das nicht-methylierte hnRNP K
erkennt (Abb. 4-1 und Abb. 2-5). Die Diskriminierung wurde auf ca. das 10-20-fache abgeschitzt, d. h.
wird die 20-fache Menge methyliertes hnRNP K neben nicht-methyliertem hnRNP K mittels

Western Blot analysiert, erhalt man ein nahezu identisches Signal.
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Abb. 4-1 Methylierungsspezifischer Antikorper

A) Exemplarischer Western Blot fiir das Screening der verschiedenen Seren zur Identifizierung eines
Antikorpers, der in Abhdngigkeit des Methylierungsstatus von hnRNP K differenziell reagiert. Jeweils ein
Streifen einer PVDF-Membran mit adsorbiertem rekombinantem hnRNP K (ein Querstrich) oder Hela-
Zellextrakt (drei Querstriche) wurden mit je einem Serum inkubiert (1-23). B) Western blot-Analyse einer In-
vitro-Methylierungskinetik gegen hnRNP K mit dem Antikorper 3D1 oder a-hnRNP K (Santa Cruz).

4.3.3 Priparation von Zell-Lysaten
Adhiérente Zellen wurden mit PBS gewaschen, anschlieBend mit einer Trypsinlésung (Invitrogen) bei
37 °C abgelost und in PBS resuspendiert. Die Zellen wurden 5 min bei 200 g, 4 °C pelletiert, erncut
gewaschen und pro ml Zellpellet in 1 ml Triton-Lysepuffer resuspendiert. Die Suspension wurde fiir
30 min auf Eis inkubiert und danach 1h bei 20.000 g, 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand (Triton-
Lysat) wurde schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Triton-Lysepuffer:

300 mM NaCl

1% Triton X100

50 mM TrisHCl pH 7.3
10 pg/ml Leupeptin
0,1 mM PMSF

4.3.4 Extraktpraparation aus K562-Zellen
Zytoplasmatischer Extrakt von nicht induzierten K562-Zellen wurde nach (Naarmann ez al., 2008) und
(Bader und Sarre, 1986) von Dr. Isabel Naarmann-deVries (Uniklinikk RWTH Aachen) prapariert und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Der Extrakt wurde nach dem Auftauen auf 200 pg/ml

RNase A eingestellt und fiir 5 min bei 25 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Extrakt auf
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Laufpuffer (300 mM KCI, 20 mM Imidazol, 20 mM Zitrat und 10% Saccharose) ecingestellt, mit
0,1 mg/ml ca. 20-50 nt langer RNA versetzt und bei 20.000 g, 4°C abzentrifugiert bevor er auf die

Mikrosaule aufgetragen wurde.

4.3.5 Filter-Bindungsexperiment

Nitrocellulose-Filterbindungsexperimente wurden mit wenigen Abweichungen wie in (Kuhn e al.,
2003) durchgefiihrt. In 25 pl Reaktionen wurde 0,1 nM [*’P]-markierte DICE-RNA mit geometrisch
verdiinntem hnRNP K in Filterbindungspuffer (wenn nicht anders angegeben: 100 mM KCl, 20 mM
TrisHCI pH 8.0, 5% Glycerin, ImM DTT, 100 ug/ml HisSUMO, 20 U/ml Ribolock (Fermentas))
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und bis zum Vermessen auf Eis gelagert. Die Nitrocellulosefilter
(RC58, Whatman) wurden in Filterbindungspuffer (ohne Proteine) mit 0,01 mg/ml Hefe-RNA
aquilibriert. 20 ul der Reaktion wurden durch den Filter gesaugt, sofort zweimal mit 5 ml eiskaltem
Filterbindungspuffer ~(ohne Proteine) gewaschen wund die retardierte Radioaktivitit mittels
Fliissigszintillation (Irgasafe, PerkinElmar) vermessen. Ublicherweise konnten 60-70% der eingesetzten
Radioaktivitat in der Sattigung retardiert werden.

Tabelle 4-2 Parameter der Hill-Anpassung aus Abb. 2-6
Die Datenpunkte wurden mit SigmaPlot an die in der Abb. 2-6 angegebene Gleichung angepasst.

K'*Met | giMet | cid, Error
PLoaxinnM | 0,1 0,1 0,004
h 05 | 0,55 0,6
Ko,s in nM 1,5 1,1 0,15
R’ fit 0,99 | 0,99

4.3.6 In-vitro-Methylierungstest
Fiir die Analyse des Methylierungsstatus von hnRNP K wurden In-vitro-Methylierungstests wie in
(Fronz et al., 2008) durchgefiihrt und der Einbau von [14C]-Methylgruppen mit dem nicht-methylierten
hnRNP K verglichen. Dazu wurden je Zeitpunkt 500 ng hnRNP K und 100 ng His-PRMT1 (Ostareck-
Lederer et al., 2006) in einer 25 pl Reaktion mit [“C]-SAM umgesetzt und die Reaktion nach den
angegebenen Zeitpunkten mit SDS-Ladepuffer versetzt und durch Erhitzen (95 °C, 5 min) abgestoppt.
Die eingebaute Menge Methylgruppen wurde iber eine SDS-PAGE und phosphor storage imaging
quantifiziert. Eine Kalibrierung der Radioaktivitit mit bekannten Mengen an ['*C]-SAM erlaubte die

Bestimmung der molaren Menge iibertragener Methylgruppen.
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4.3.7 In-vitro-Phosphorylierungstest mit Agc-Src
Initiale Phosphorylierungsreaktionen ohne hnRNP K wurden in 150 mM KCI, 2 mM MgCl,, 20 mM
TrisHCI pH 8.0, 5% Glycerin durchgefiihrt (Stabilitatstests). Fiir alle weiteren Experimente wurden die
Reaktionsbedingungen an hnRNP K angepasst und ein Standard-Phosphorylierungspuffer (300 mM KClI,
2mM MgCl,, 20 mM TrisHCl pH 8.0, 1 mM DTT, 10% Saccharose) bei 25 °C verwendet. Fir

Kinetiken wurde die Reaktionsmischungen bei 25 °C vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von

0,5mM 7v-[’P]-ATP (0,01-1 uCi) gestartet. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots
entnommen und mit 10 mM EDTA in SDS-Ladepuffer abgestoppt. Die Proben wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel mchrfach in Fixierer (10% Essigsaure, 10% Ethanol) gewaschen,
anschlieBend getrocknet und die Radioaktivitat mit Hilfe eines phosphor storage screens sichtbar gemacht.
Die Quantifizierung der Radioaktivitit einzelner Proteine erfolgte durch Verwendung von
ImageQuant®.

Fiir die Aktivierung durch SH3-Liganden wurden die Peptide P1 und P3 (W.M. Keck Biotechnology,
USA) folgender Aminosauresequenz benutzt:

P1: MPPGRGGRPMPPSRRDYD

P3: RARNLPLPPPPPPRGGD

4.3.8 Analyse des Phosphorylierungsstatus von Ag;c-Src?” und Ag,c-Src”™

Um sicher zu stellen, dass die Agyc-Sre-Praparationen phosphoryliert oder dephosphoryliert waren,

wurden MS-Analysen durchgefiihrt (Dr. Angelika Schierhorn, MLU Halle-Wittenberg). Zum einen

PTPN2

wurde die Molmasse des dephosphorylierten Agsc-Sre und der invitro phosphorylierten

Ay c-Src??7Spezies bestimmt (Abb. 4-2 A, B). Fiir die Phosphorylierung wurde 20 uM Ay c-Src®>”’
83 P phory g 83
mit 0,5mM ATP in Standard-Phosphorylierungspuffer bei 25°C fir 30 min inkubiert. Die

In—Vitro—Phosphorylierung sollte zur maximalen Phosphorylierung des Proteins fithren und die Anzahl

maximal eingebauter Phosphatgruppen bestimmbar machen. Zum anderen wurde die Agc-Src” a7

Priparation tryptisch verdaut und die Phosphorylierung am C-terminalen Peptid nachgewiesen (Abb.
4-2 C). Die zu untersuchenden Proteine wurden mit Methanol/ Chloroform (Wessel und Flugge, 1984)
extrahiert, gefillt und entweder direkt (Abb. 4-2 A und B) oder nach tryptischem Verdau (Abb. 4-2 C)
mittels ESI-TOF-MS oder MALDI-TOF-MS analysiert.
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Abb. 4-2 Nachweis der Phosphorylierung am Tyr 527

A) TOF-MS-Analyse der A83C-SrcPTPN2 Praparation. Die theoretische Masse ist 51480 Da. B)
ESI-TOF-MS-Analyse der phosphorylierten Agsc-SrcpYW-Pr'aiparation. Eine Phosphorylierung fiihrt zu einem
Masseunterschied von 80 Da. C) MALDI-TOF-MS-Analyse der tryptisch verdauten Ag;c-Src”" >~ (oben) und
Agsc-SrcPY>-Praparation (unten). Abgebildet ist ein m/z-Ausschnitt der die Analyse des C-terminalen
Petides mit dem regulatorischen Tyr527 zeigt.

4.4 Proteinreinigung

Proteinreinigungen wurden mit einem FPLC-System (Pharmacia) bei 8-12 °C durchgefiihrt. Dieses
ermoglichte die online-Messung der Absorption sowie der Leitfihigkeit. Das System war mit einem
automatischen Fraktionssammler bestlickt. Die Analyse der Reinigungsprozedur erfolgte standardmalig
tiber eine SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassiefirbung der Fraktionen, die das Zielprotein
beinhalten konnten. Die Auswahl der weiter verwendeten Fraktionen war abhangig von dem Verhaltnis

des Zielproteins zu den Verunreinigungen. Dabei wurden nur Fraktionen weiter verwendet die eine
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deutliche Separierung von den Kontaminationen aufwiesen.
Die verwendeten stationaren Phasen wurden in Leersiulen (Pharmacia) gepackt oder waren bereits
vorgepackt. Vor jeder Chromatographie wurde die Proteinlésung mit 1 mM DTT reduziert. Proteine

wurden iiblicherweise ohne DTT schockgefroren.

Stationare Phase (Matrix) (Hersteller)
DEAE-Sepharose (Pharmacia)
MS-Sepharose (Pharmacia)
MonoQ (Pharmacia)
MonoS (Pharmacia)
Ni2+—NTA—Agarose (Qiagen)

HA (HTP) (Biorad)

Sephacryl 200 (Pharmacia)
Superdex 200 (Pharmacia)
Superdex 75 (Amersham)
Phenyl-Sepharose (Amersham)
Ethyl-Ether (Pharmacia)

4.4.1 Reinigung von hnRNP K aus ES-Extrakten

Embryonale Stammzellen (ESPRMTI/PRMTL 5 p GPRMITT/FRMITS Y wiurden in 150 em’-Zellkulturschalen (TPP,
Tasadingen, Schweiz) angezogen und iiber 3 Monate durchschnittlich 50 Platten/Woche geerntet.

Die Triton-Lysate wurden nach dem Auftauen erneut bei 20.000 g zentrifugiert und der Uberstand
vereinigt. Das gesammelte Lysat wurde anschlieend einer sukzessiven chromatographischen Trennung
unterzogen, die zuvor durch Testverfahren ausgearbeitet wurde. Die einzelnen chromatographischen
Trennschritte wurden nach Standard-Vorschriften (Burgess und Deutscher, 1990) mit stationdren
Phasen von GE Healthcare (DEAE- und Blaue Sepharose, Macroprep S) und Biorad (Hydroxylapatit)
durchgefiihrt. Aus Ermangelung eines quantifizierbaren Aktivititstest wurden die Elutionsfraktionen mit
Hilfe eines Western Blot auf die konzentrationsabhingige Verteilung von hnRNP K getestet (Abb. 4-3).
Der Schematische Ablauf der Reinigung sowie eine Reinigungstabelle sind in Abb. 4-4 gezeigt. Zur
Abschitzung  der aktiven Konzentration wurde parallel jede load-Fraktion in  einem
UV-cross linking-Experiment  eingesetzt und das erhaltene radioaktive Signal auf Héhe der
elektrophoretischen Trennstrecke hnRNP Ks zur Menge an eingesetztem Protein korreliert (Signal/mg)
und daraus die Reinugungseffizienzen errechnet. Die Konzentration der finalen hnRNP K-Praparationen
wurde densitometrisch mittels einer BSA-Kalibriergeraden in einem Coomassie-gefarbten SDS-PA-Gel

bestimmt.
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Abb. 4-3 Analyse der chromatographischen Trennung von hnRNP K aus ES-Extrakten
Aliquots der jeweiligen Sdulenchromatographie wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und entweder
Coomassie gefarbt (oberes Teilbild) oder einem Western Blot gegen hnRNP K (D-6/Santa Cruz) unterzogen.

L: Auftrag, D: Durchfluss, M: Marker.
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Protein Signal/ An-
(mg) | mg Protein Ausbeute reicherung
ES -/- 1310 37 100 1
LDEAE-Sepharose
S R NRERRS 115 3150 800 100
500 50 mM TrisHCI 7,4 97 2900 600 80
10% Glycerin
Proteaseinhibitoren
50
Macroprep S
KCl 11 5300 130 180
500 50 mM TrisHCI 7,4 10 5200 102 140
10% Glycerin
LJ Proteaseinhibitoren
50
Hydroxylapatit
500 (K/H).PO, 1,7 17500 64 600
20 mM Imidazol 7,2 1,2 22200 54 590
10% Glycerin
r/"" Proteaseinhibitoren
0
Blaue Sepharose
2000 KCl 0,4 21000 18 720
20mM HEPES 7,4 0,2 21800 8 580
L 10% Glycerin
Proteaseinhibitoren
100

Abb. 4-4 Reinigungstabelle und schematischesTrennverfahren fiir hnRNP K aus ES-Zellextrakten.

Links: Flussdiagramm mit Start- und Endkonzentration der verwendeten Eluenten der rechtsseitig
angegebenen stationdren Phasen sowie deren mobile Phasen. Rechts: Reinigungstabelle mit jeweils dem
Wert fiir ES** (oberhalb) und ES” (unterhalb) Extrakt. Signal bezieht sich auf ein UV-cross linking-Signal der
jeweiligen vereinten Fraktionen.

4.4.2 Expression im Erlenmeyerkolben

Das Expressionsplasmid wurde in elektrokompetente Rosette 2-Zellen (Novagene) transformiert, 1 h
bei 37 °C in LB-Medium inkubiert und tiber Nacht auf LB-Agarplatten angezogen (37 °C), die mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt waren. Nach 12-14 h wurde der E. coli-Rasen in Kulturmedium
resuspendiert und Erlenmeyerkolben mit 500 ml des Kulturmediums mit einer ODg,, von 0,1
inokuliert. Die E. coli-Kultur wurde bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODg, von 1,2 angezogen. Zur
Induktion der Expression wurde die Zellsuspension mit temperiertem Medium, welches IPTG enthielt
(Peqlab, Zielkonzentration 0,5 mM) verdiinnt und die Kultur bei der entsprechenden Zieltemperatur
weiter inkubiert. Nach der Expression wurden die Zellen 14 min bei 3750 g abzentrifugiert, die E. coli-
Pellets in dem 4-5-fachen Volumen Lysepuffer resuspendiert und in Fliissigstickstoff eingefroren.

Kulturmedien: LB
10 g/1 Trypton
5 g/1 Hefeextrakt
10 g/L NaCl
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M9 (supplementiert)

12,8 g/L Na,HPO *7H,0
3 g/1 KH,PO,

0,5 g/I NaCl

1 g/INH,CI

2 mM MgSO,

0,1 mM CaCl,

0,4 g/1 Glukose

0,8 g/1 Pepton

TB ( Terr}'fﬁc Broth)

12 g Trypton

24 g Hefe Extrakt

0,4% (v/v) Glycerin

add. 900 ml H,O

+ 100 ml 900 mM H,KPO,/HK,PO, pH 7,4

E. coli-Lysepuffer: 20 mM TrisHCI pH 8.02°¢

20 mM Imidazol

5% Glycerin

2 mM MgCl,

1 mM PMSF

1 uM Pepstatin A

50 pg/ml DNase I

200 pg/ml Lysozym

4.4.3 Fermentation

Das Expressionsplasmid wurde in elektrokompetente Rosette 2-Zellen transformiert und iiber Nacht auf
LB-Agarplaten mit dem jeweiligen Antibiotikum angezogen. Der E. coli-Rasen wurde abgekratzt, in M9-
Fermentatiosmedium aufgenommen und bei 37 °C inkubiert. Der Fermenter wurde gegen 22.00 Uhr
mit 51 Fermentationskultur mit OD,,, von 0,4 befillt. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 20 °C
inkubiert und am nichsten Morgen (7.00 Uhr) die Kultivierungstemperatur auf 37 °C angehoben.
Gleichzeitig wurde die Fitterung mit Glukose (50 ml/h) gestartet. Das Wachstum der Kultur wurde
durch halbstiindige Messung der OD, verfolgt sowie an dem Prozessparameter O,-Sittigung abgelesen.
Stagnierte das  Wachstum, wurde durch Zugabe von Additiven gegengesteuert. Die
Glukosekonzentration wurde iiber einen Schnelltest abgeschitzt. Bei einer ODgy, von 30 wurde der
Reaktor auf 20 °C abgekiihlt und die Expression des heterologen Proteins durch Zugabe von IPTG
(Peglab 0,5 mM) fiir 4 h induziert. Fiir die Expression des methylierten hnRNP K wurde die Translation
durch Erythromycin (30 pg/ml) gestoppt und 2 h weiter inkubiert. Die Zellsuspension wurde bei

5000 g, 20 min abzentrifugiert und das Pellet in Flissigstickstoff eingefroren.
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MO-Fermentatiosmedium: 12,8 g/1 Na,HPO *7H,0O
3 g/1KH,PO,
0,5 g/1 NaCl
1 g/INH,CI
2 mM MgSO,
0,1 mM CaCl,
0,4 g/1 Glukose
0,8 g/1 Pepton
30 mg/1 Kanamycin
0,002 mg/1 Biotin
0,002 mg/1 Thiamin
Spurenelemente (Mn, Co, Cu, Fe) nach (Pfennig und Lippert, 1966)

Additive: Glukose (20% w/v)
NH,CI (20% w/v)
NH,SO, (1 M)
H,NaPO, (1 M)
MgCl, (1 M)
CaCl, (1 M)
H,PO, (10%)
NaOH (10%)

4.4.4 Priparation von rekobinantem hnRNP K und "“hnRNP K
Schiittelkolbenexpressionen von hnRNP K, ™“hnRNP K wurde bei OD,,, von 0,6 fiir 4 h bei 20 °C in
supplementiertem M9-Medium durchgefiihrt. Das E. coli-Pellet wurde in E. coli-Lysepuffer mit 1 M KCl
aufgetaut, resuspendiert und anschlieBend mit einer French Press 2-fach homogenisiert (Moritz und
Wahle, 2014). Das Lysat wurde bei 30.000 g, 4 °C, 1 h zentrifugiert und der Uberstand einer Ni’'-
NTA-Chromatographie unterzogen.

Das Lysat wurde iiber eine 5 ml Ni’"-NTA-Saule gepumpt und mit Puffer A nachgewaschen, bis die A,
auf unter 0,4 gesunken war. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen Gradienten zu Puffer B

eluiert und fraktioniert gesamrnelt.

A: 1 MKCI B: 1 M KCI
20 mM TrisHCI pH 8.0 20 mM TrisHCI pH 8.0
40 mM Imidazol 500 mM Imidazol
5% Glycerin 5% Glycerin
1,5 mM MgCl 1,5 mM MgCl

Ausgewihlte Fraktionen wurden vereinigt und direkt auf eine Hydroxylapatit (HA)-Saule geladen. Nach
kurzem Spiilen mit Puffer C wurde mit einem zweiphasigen linearen Gradient (5 SaulenVolumen (SV)

bis 20% D weitere 0,5 SV zu 100% D) eluiert.

C: 150 mM KCl D: 500 mM K,HPO,/KH,PO, pH 8.0
20 mM Imidazol pH 8.0
10% Glycerin 10% Glycerin
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Ausgewahlte Fraktionen wurden vereinigt und mit 1 mM DTT versetzt, 1h bei 30.000 g, 4°C,
zentrifugiert und mit 20 mM TrisHCIl pH 8.0, 10% Saccharose in einem Polycarbonatbecher auf ca.
150 mM KCI verdiinnt. Die Losung wurde sofort auf eine MonoQ-Saule geladen, mit 2 SV Puffer E

gewaschen und die gebundenen Proteine mit einem linearen KCl-Gradient (Puffer F) eluiert.

E: 150 mM KCl F: 500 mM KCl
20 mM TrisHCI pH 8.0 20 mM TrisHCl pH 8.0
10% Saccharose 10% Saccharose

Ausgewihlte Fraktionen wurden vereinigt (Abb. 4-5) und die Konzentration mittels des theoretischen

Extinktionskoeffizienten (€, e x=41830 M'em™, Mw = 53,3 kDa, Abb. 4-5 B) spektroskopisch

bestimmt.
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Abb. 4-5 Gelanalyse der Hydroxyapatit- und MonoQ-Fraktionierung von rekombinantem hnRNP K

A) Coomassie gefarbte SDS-PAGE ausgewahlter Fraktionen der HA- und MonoQ-Chromatographie.
5 pl der jeweiligen Proteinfraktion wurden analysiert. L: Auftrag; D: Durchfluss; M: Marker in kDa. Der
schwarze Balken markiert die vereinigten Fraktionen. B) Coomassie-geférbte SDS-PAGE der finalen
YthnRNP K- und hnRNP K-Préparationen.

4.4.5 Priparation von hnRNP E1
HnRNP E1 wurde im Schiittelkolben bei einer ODgy, von 0,6 fiir 4 h bei 20 °C in supplementiertem
M9-Medium exprimiert. Das E. coli-Pellet wurde in E. coli-Lysepuffer mit 400 mM KCI aufgenommen,
resuspendiert und anschlieBend mit einer French Press 2-fach homogenisiert (Moritz und Wahle, 2014).

Das Lysat wurde bei 30.000 g, 4 °C, 1 h zentrifugiert und der Uberstand iber eine 5 ml Ni’"-NTA-
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Saule gepumpt. Die beladene Saule wurde mit Waschpuffer E2 nachgewaschen, bis die A, auf unter 0,2
gesunken war. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen Imidazolgradienten vom Lysepuffer

nach E3 eluiert und fraktioniert gesammelt.

E2: 1 M KCI
20 mM TrisHCI pH 8.0
20 mM Imidazol
5% Glycerin
1,5 mM MgCl,

E3: 300 mM KClI
20 mM TrisHCI
500 mM Imidazol pH 8.07°¢
5% Glycerin
1,5 mM MgCl,

Die augewihlten Fraktionen wurden vereinigt und der SUMO-Spaltung (Abschn.2.4.6) unterzogen.

Die Durchflussfraktion sowie die ersten Waschfraktionen der 2. Ni*"-NTA enthielten das unmodifizierte
hnRNP E1. Diese wurden in Puffer E4 umdialysiert und auf eine Mono S-Saule geladen. Gebundene
Proteine wurden mit einem linearen KCl-Gradienten zu Puffer E5 eluiert. Ausgewahlte Fraktionen

wurden vereinigt gegen Puffer E6 dialysiert (Abb. 4-6) und die Konzentration mittels des theoretischen
Extinktionskoeffizienten (€, gnpr; = 12950 M'em”, Mw = 37,5kDa, Abb. 4-12) spektroskopisch

bestimmt.

E4: 100 mM KCl
20 mM MES-KOH pH 6.0°"
10% Glycerin

E5: 500 mM KCl
20 mM MES-KOH pH 6.0°"
10% Glycerin

E6: 300 mM KCl
20 mM TrisHCI pH 8.07
10% Glycerin
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Abb. 4-6 SDS-PAGE der hnRNP E1 Praparation
Coomassie gefdrbte SDS-PAGE verschiedener Mengen hnRNP E1. Links: Marker in kDa.
4.4.6 SUMO-Spaltung

Um rekombinate Proteine mit authentischen Termini zu praparieren wurde das SUMO-Fusions-System
benutzt. Dazu wurden die kodierenden Sequenzen von hnRN K, hnRNP E1, Ag;c-Src, WW™? und

SH3"®*-Domine 3’ in frame mit einer HexahistidinSUMO-Fusion kloniert (Bosse-Doenecke et al.,
2008). Das Fusionsprotein kann mittels Ni*"-NTA gereinigt werden und das N-terminale Fusionspeptid
mit der Protease Ulplp aminosiuregenau abgespalten werden. Weil das Zielprotein ein zweites Mal
iber das gleiche Trennmaterial gereinigt wird, aber bei jeweils anderen Imidazolkonzentrationen
eluiert, wird eine zufillige Koelution von Verunreinigungen ausgeschlossen (Mossessova und Lima,
2000; Reverter und Lima, 2009).

Die ausgewahlten Fraktionen der 1. Ni’"-NTA wurden auf 0,5 mM EDTA, 2 mM DTT eingestellt und
mit SUMO-Protease (~1:100, 0y, :Ng ) Versetzt. Die Proteinlosung wurde anschlieBend in einem
abgeschlossenen Gefal tiber Nach bei 6 °C gegen den entsprechenden Lysepuffer des jeweiligen Proteins
zusammen mit der Protease dialysiert. Die Dialyselosung wurde am folgenden Tag noch 2-mal
gewechselt. Die SUMO-Spaltung wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung verfolgt. Nach der
vollstindigen Spaltung wurde das Proteingemisch erneut iber eine NiH—NTA—Chromatographie

getrennt und das Zielprotein im Durchfluss aufgefangen.

4.4.7 Priparation von Ulp1p; Sumo-Protease
Die Synthese von Ulp1p wurde in TB-Medium bei ODy, von 1 mit 0,5 mM IPTG induziert, fir 2 h bei

37 °C exprimiert und wie in (Mossessova und Lima, 2000) mit Hilfe einer Ni’"-NTA gereinigt.

4.4.8 Priparation der WW™?'_Domine
Die WW-Domaine wurde als SUMO-Fusion im Schiittelkolben bei OD,,, von 1 fiir 2 h bei 25 °C in TB-

Medium exprimiert. Das E. coli-Pellet wurde in E. coli-Lysepuffer mit 600 mM KCI aufgetaut,
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resuspendiert und anschlieBend mit einer French Press 2-fach homogenisiert (Moritz und Wahle, 2014).
Das Lysat wurde bei 30.000g, 4 °C, 1 h zentrifugiert und der Uberstand tiber eine 5 ml Ni’"-NTA-Siule
gepumpt. Die beladene Saule wurde mit Lysepuffer mit 600 mM KCl nachgewaschen, bis die A, auf
unter 0,05 gesunken war. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen Imidazolgradienten eluiert
und fraktioniert gesammelt. Die ausgewdhlten Fraktionen wurden einer SUMO-Spaltung unterzogen
und danach eine 2. NiH—NTA—Chromatographie durchgefiihrt (Abb. 4-7). Der Durchfluss wurde auf
750 mM K,Zitrat eingestellt, ausgefallenen Proteine fiir 1 h bei 30.000 g, 4 °C abzentrifugiert und der
Uberstand auf eine 1 ml Resource Ether-Saule geladen. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen
Gradienten von W1 zu W2 ecluiert. Ausgewahlte Fraktionen wurden vereinigt gegen Puffer W3

dialysiert und  die  Konzentration mittels des theoretischen  Extinktionskoeftizienten

(Eww=32430 M'em™', Mw = 7,98 kDa, Abb. 4-12) spektroskopisch bestimmt.

W1: 300 mM KCl
20 mM TrisHCI pH 8.0
750 mM K Zitrat
5% Glycerin
W2: 20 mM TrisHCl pH 8.0°"¢
5% Glycerin
W3: 150 mM KCl
20 mM TrisHCI pH 8.0
10% Glycerin
ML D Elution —

170-| = M
70-| & B -
45-|'8 N
o <
25- o ‘?“_
pa
15-| - > | N
10- | —— -

Abb. 4-7 Inversreinigung der WW-Domiane

Coomassie gefarbte SDS-PAGE ausgewahlter Fraktionen der 2. Ni**-NTA nach der SUMO Spaltung.

Der Durchfluss enthdlt die gereinigte WW-Domane. 5 pl der jeweiligen Proteinfraktion wurden analysiert. L:
Auftrag; D: Durchfluss; M: Marker in kDa (rechts).

4.4.9 Priparation der KH3-Domine

Die KH3-Domaine wurde als (His).-Fusion (Messias et al., 2006) im Schiittelkolben bei OD,,, von 1 fir
2 h bei 25 °C in TB-Medium exprimiert. Das E. coli-Pellet wurde in E. coli-Lysepuffer mit 600 mM KCl
aufgetaut, resuspendiert und anschlieBend mit einer French Press 2-fach homogenisiert (Moritz und
Wahle, 2014). Das Lysat wurde bei 30.000g, 4 °C,1h zentrifugiert und der Uberstand tiber eine 5 ml
Ni’"-NTA-Saule gepumpt. Die beladene Saule wurde mit Lysepuffer mit 1 M KCI nachgewaschen, bis

die A, auf unter 0,05 gesunken war. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen
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Imidazol-Ggradienten eluiert und fraktioniert gesammelt. Ausgewiéhlte Fraktionen wurden vereint, das
Protein autkonzentriert (Amicon, Millipore) und in Puffer W3 tiber eine Sephacryl 200 filtriert (Abb.

4-9). Ausgewihlte Fraktionen wurden vereinigt und die Konzentration mittels des theoretischen

Extinktionskoeffizienten (g;; = 15930 M'em”, Mw = 11,01 kDa, Abb. 4-12) spektroskopisch

bestimmt.

M L Retentionsvolumen —
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Sephacryl 200

Abb. 4-8 Gelfiltration der KH-3 Domane
Coomassie gefarbte SDS-PAGE ausgewahlter Fraktionen der Sephacryl 200 Gelfiltration. 10 pl der jeweiligen

Proteinfraktion wurden analysiert. L: Auftrag; M: Marker in kDa (links). Der schwarze Balken markiert die
verwendeten Fraktionen.

4.4.10 Priparation der SH3P*-Domiine

Die SH3-Domane wurde analog zur WW-Doméne exprimiert und mittels 1. Ni’"-NTA gereinigt. Nach
der SUMO-Spaltung wurde das Protein aufkonzentriert (Amicon, Millipore) und in Puffer W3 tber
eine Sephadex 75 filtriert (Abb. 4-9). Ausgewahlte Fraktionen wurden vereinigt und die Konzentration
mittels des theoretischen Extinktionskoeffizienten (€, = 15930 M'em™', Mw = 8,95 kDa, Abb. 4-12)
spektroskopisch bestimmt.

Das als Nebenprodukt anfallende His-SUMO wurde wegen des hohen Reinheitsgrades sowie der
giinstigen Absorptions- und Adsorptionseigenschaften als Kompetitor-Protein benutzt.

ML Retentionsvolumen —>

704 = TR a——

454
- [Tp]
35« ~
>
151 —— =
10-{8 §

Abb. 4-9 Gelfiltration der SH3-Domane
Coomassie gefdrbte SDS-PAGE ausgewadhlter Fraktionen der Superdex 75-Gelfiltration der SH3-Reinigung.

Der schwarze Balken markiert die vereinigten Fraktionen. 15 pl der jeweiligen Proteinfraktion wurden
analysiert. L: Auftrag; M: Marker in kDa (rechts).

4.4.11 Priparation von Agc-Src?"”

Das Ag,c-Src®™”” wurde als SUMO-Fusion im Schiittelkolben bei OD,, von 0,6 fiir 20 h bei 16 °C in
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supplementiertem M9-Medium exprimiert. Der Aufschluss und die Reinigung erfolgten analog der
SH3-Domine mit Ausnahme der finalen Gelfiltration. Der Durchfluss der 2. Ni’’-NTA wurde
aufkonzentriert (Amicon, Millipor) und mittels einer Sephacryl S200 in Puffer W3 filtriert (Abb. 4-10).
Ausgewahlte Fraktionen wurden vereinigt und die Konzentration mittels des theoretischen
Extinktionskoeffizienten (€ag;. . = 83770 M'em™', Mw = 51,48 kDa, Abb. 4-12) spektroskopisch

bestimmt.
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Abb. 4-10 Gelfiltration von Ag;c-Src

Coomassie gefdrbte SDS-PAGE ausgewdhlter Fraktionen der Sephacryl 200-Gelfiltration der Ag;c-Src-
Reinigung. Der schwarze Balken markiert die vereinigten Fraktionen. 10 pl der jeweiligen Proteinfraktion
wurden analysiert. L: Auftrag; M: Marker in kDa (rechts).

4.4.12 Priparation von A c-Src”™

PTPN2

Fir die Praparation von dephosphoryliertem Ag;c-Sre wurde das Reinigungsprotokoll fur

Ayyc-Src?” bis zur SUMO-Spaltung verfolgt. Fiir die SUMO-Spaltung wurde die Proteinlésung in
300 mM KCI, 20 mM TrisHCI pH 8.0, 5% Glycerin dialysiert. Danach wurde die Proteinlésung mit
4 ng/ml His-PTPN2 versetzt, 1 h bei 12 °C inkubiert und die Losung mittels 2. Ni’"-NTA fraktioniert.

Der Durchfluss der 2. Ni*"-NTA wurde analog der Agsc-Src’™ Variante mittels Sephacryl 200 filtriert

und weiter behandelt.

4.4.13 Praparation von PTPN2
His-PTPN2 wurde im Schittelkolben bei OD,y, von 0,6 fir 4 h bei 25 °C in LB-Medium exprimiert.
Das E. coli-Pellet wurde in E. coli-Lysepuffer mit 600 mM KCl aufgetaut, resuspendiert und
anschlieBend mit einer French Press 2-fach homogenisiert (Moritz und Wahle, 2014). Das Lysat wurde
bei 30.000 g, 4 °C, 1 h zentrifugiert und der Uberstand einer NiH—NTA—Chromatographie unterzogen.
Das Lysat wurde iiber eine 5 ml Ni’"-NTA-Saule gepumpt und mit Puffer P1 nachgewaschen, bis die
A,gauf unter 0,05 gesunken war. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen Gradienten zu Puffer

P2 eluiert und fraktioniert gesammelt. Ausgewéhlte Fraktionen wurde in Puffer P4 dialysiert und auf

114



Material und Methoden 4.4

eine MonoQ-Saule geladen. Gebundene Proteine wurden mit einem linearen KCl-Gradienten von P4 zu
P5 eluiert. His-PTPN2 befand sich in der Durchlauffraktion. Ausgewéhlte Fraktionen wurden vereinigt

Abb. 4-11 und die Konzentration mittels des theoretischen Extinktionskoeffizienten

(Epppnr = 52370 M'em™', Mw = 42 kDa, Abb. 4-12) spektroskopisch bestimmt.

P1: 600 mM KClI
20 mM TrisHCI pH 8.0
20 mM Imidazol
10% Glycerin

P2: 600 mM KClI
20 mM TrisHCI pH 8.0
500 mM Imidazol
10% Glycerin

P3: 100 mM KCl
20 mM TrisHCI pH 8.0
10% Glycerin

P4: 500 mM KCl
20 mM TrisHCI pH 8.0
10% Glycerin
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Abb. 4-11 Inversreinigung von PTPN2

Coomassie gefdrbte SDS-PAGE ausgewadhlter Fraktionen der MonoQ-Chromatographie. Der Durchfluss
enthdlt die gereinigte Phosphatase (schwarzer Balken). 10 pl der jeweiligen Proteinfraktion wurden
analysiert. L: Auftrag; D: Durchfluss; M: Marker in kDa (rechts).
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Abb. 4-12 Absorptionsspektren der rekombinanten Proteine
Die Absorptionen der préparierten Proteine wurden in geeigneter Konzentration gegen den Lagcrpuffcr

vermessen.

4.5 Ultrazentrifugation

Ultrazentrifugationen wurden von PD Dr. Hauke Lilie (MLU Halle-Wittenberg) mit einer XLA Optima
(Beckman) bei 20 °C durchgefiihrt.

Gleichgewichts-Sedimentationsexperimente wurden wie in (Buschmann et al., 2013) durchgefiihrt und

ausgewertet. Dabei  richtete sich  die Rotorgeschwindigkeit nach der  Faustre gel:

rpm=2 *100 *yM L , wobei M die erwartete Molmasse ist.

Sedimentations—Geschwindigkeitsexperimente wurden bei 40.000 rpm durchgefﬁhrt. Apparente

20°C,Wasser_werte

S-Werte wurden mit Sedfit errechnet und mit Gleichung 4-1 in standardisierte S
umgerechnet.
Gleichung 4-1

p _
1-vw™ :
Sy = Sapp o T\ 22 VW P , wobei 77’ und 77" die Viskositit des Puffers und des Wassers bei
w 1-vp *p
n P

20 °C ist, \_/P und \_/W sind die partiellen spezifischen Volumen in Puffer und H,O bei 20 °C, py, und

Pp die Dichte des Wassers und des Puffers bei 20 °C.
In 1 M KCl, 20 mM TrisHCI pH 8,07, 5% Glycerin (w/v) berechnet sich der S \Wert fiir
hnRNP K zu 3,28 und in 0,3 M KCI, 20 mM TrisHCI pH 8,0, 10% Saccharose (w/v) zu 2,9.

4.6 Fluorometrische Methoden

4.6.1 Lichtstreuexperimente
Zur qualitativen Analyse der Proteinaggregation wurden Lichtstreuexperimente an einem Fluoromax-4

Spectrofluorometer (Jobin Yvon, France) durchgefiihrt. Eingestrahltes Licht der Wellenlange
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(A) 320 nm (Spaltbreite am Monochromator 2 nm) wurde im rechten Winkel des Mittelpunks einer
Quarzglaskiivette (1 * 1 cm) vermessen. 50 pl einer 70 uyM hnRNP K-Losung in 1 M KCI, 20 mM
TrisHCI pH 8.0, 10 % Glycerin wurde in 2 ml der Bildunterschrift angegebenen Puffer mit den in der
Legende angegebenen Zusatz verdiinnt, kontinuierlich geriihrt und das Streulicht in cps liber die Zeit

vermessen.

4.6.2 Intrinsische Proteinfluoreszenz

Intrinsische ~ Proteinfluoreszenz ~ wurde am  Fluoromax-4  Spektrofluorometer ~ mit  der
Anregungswellenlange 295 nm  (Spaltbreite 2 nm) und der Emissionswellenlinge von 355 nm
(Spaltbreite 3 nm) in 300 mM KCl, 20 mM TrisHCI pH 8.0, 10% Saccharose, 1 mM DTT bei 20°C
gemessen. Die Fluoreszenz einer 2.5 ml geriihrten 500 nM hnRNP K-Lésung wurde wahrend der
Titration mit den angegebenen Oligonukleotiden aufgenommen. Die Fluoreszenz wurde nach
Einstellung des Gleichgewichts (nach 2 min) iiber 60 Sckunden gemittelt, um den Verdinnungseffekt
korrigiert, mit einer Puffertitration abgeglichen und gegen die Oligonukleotidkonzentration

aufgetragen. Der Innere Filtereffekt war bei der hochsten Konzentration kleiner als 2%.
4.6.3 Fluoreszenzmessungen mit Fluorophor-gekoppelten Nukleinsiuren

Die Fluoreszenz der markierten Oligonukleotide d2R und 2R wurde in 300 mM KCI, 20 mM
TrisHCI pH 8.0, 10% Saccharose, 1 mM DTT, 20 U/ml Ribolock (Fermentas) und 15 pg/ml

His-SUMO vermessen (Anregungung bei A = 488 nm, Emission bei A = 518 nm; Spaltbreite 1-4 und
2-4 nm, je nach Konzentration). Dazu wurden die Proteine schrittweise in die temperierte und geriihrte
Kiivette pipettiert, wahrend die Fluoreszenz aufgenommen wurde. Die Fluoreszenz wurde nach
Einstellung des assoziativen Gleichgewichts (nach 2 min) iiber 30 Sekunden gemittelt, um den
Verdiinnungseffekt korrigiert, und gegen die hnRNP K-Konzentration aufgetragen. Die bimolekulare
Gleichgewichts-Dissoziationskonszante (K;,) wurde mit Hilfe des Programms SigmaPlot® (SPSS Inc.)

durch Anpassen der Datenpunkte an Gleichung 4-2 erhalten. Dabei ist P, =hnRNPK,

L, = Oligonukleotid—Konzentration und AF die Fluoreszenzéinderung.

Gleichung 4-2

AF = AFmex (KD+P0+LO)_\/(KD+PO+LO)2 -R* L

L, 2 4

4.6.4 Kompetitionsexperimente

Fir die Kompetitionsexperimente ~ wurde die  Fluoreszenz  des FAMHR gegen die

Oligonuk]eotidkonzentration logarithmisch aufgetragen. Die relativen Fluoreszenzen wurden an die
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exakte Losung fiir [PA] einer Gleichgewichtskompetition mit den gegebenen Komplexkonzentrationen

aus Gleichung 4-3 angepasst (Wang, 1995).

N I (21

Gleichung 4-3 KB N [P], = KA N [P]

P ist hnRNPK, A ist ™R, B ist der Kompetitor, PB ist der nicht fluoreszierende
hnRNP K-Kompetitor-Komplex und PA ist der hnRNP K—FAM2R—Komplex.
Fir ~ die  Anpassung  wurde  der  K,-Wert auf 5nM  festgelegt und  dic

Gleichgewichtsdissoziationskonstante fiir den Kompetitor (K;) mit Hilfe des Programms SigmaPlot®

(SPSS Inc.) bestimmt.

4.7 Modell einer einfachen Autokatalyse

Die Ableitung des Zeitgesetzes der Autokatalyse wurde freundlicherweise von Michael Spinka
(Abteilung Enzymologie, MLU-Halle-Wittenberg) durchgefiihrt.

Ein einfacher Fall einer Autokatalyse ist gegeben durch:

A+B—>2B
Dabei ist A die inaktive Spezies und B die aktive Spezies.

Die Zeitgesetze lauten:

d(A)/dt = —k(A)B)

d(B)/dt = +k(A)B)

Die Summe aus A und B bleibt stets gleich. Also
(A)+(B,)=S sowie S=(A)+(B)
Daraus folgt
d(S)/dt=0=d(A)/dt+d(B)/dt

d(A)/dt =—d(B)/dt

Fiir eine Geschwindigkeitsgleichung mit nur einer Veranderlichen wird B substituiert.
d(A)/dt = —k(A)B)=—k(A)S —(A)}
d(A)/dt = —kS(A)+k(AY

d(A)/ dt = —K[3(A)~ (AF |= —k(A)s - (A)]

Zu integrieren ist daher:
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d(A)
(A)ls - (A)]
Integration in den Grenzen t [0;t]
d(A)

Yy

f—d W _

o(A)s - (A)]

= —kdt

Das linkseitige Integral wird durch Partialbruchzerlegung erhalten.

1 R Q

(Afs -]~ (&) Ts- (Al
1=R[S - (A)]+Q(A)
1=RS —R(A)+Q(A)
1=RS +[Q-R|A)
1=Rs »>R=1{

Q-R=0-5Q=R=1{

;_l{i+;}
(Als-(A)] s (A) [s-(A)

s Ui T s 2|

(s
°(Afs-(A)] s
1
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4.8

(A) o
S—(A)
(A _ s

(A)=[S = (A)]s e~ = S5t SK _ (A)ste~5¢

(A)=[1+ &% ]=sete

~1,-Skt
(A)= L?_sm
l+&7e
—skt
Gleichung 4-4 (A) = Se— &= By S=A+B,

e+e A
(B) erhilt man durch Subtraktion von (A) von S: (B)=S-(A)

S¢
Gleichung 4-5 B)=——
g ( ) cre

4.8 Sequenzielle Gleichgewichtsreaktion
KD1 an

P+L=—Q==R

Abb. 4-13 Reaktionsgleichung der sequenziellen
Assoziation

Eine Gleichgewichtsassoziation wie sie in Abb. 4-13 gezeigt ist - im Folgenden als sequenzielle Reaktion

bezeichnet -, wird durch die zwei Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K;,; und K;,, (Gleichung 4-6)

beschrieben. Gibt es ein Messsignal fiir die Assoziation von L und P (also fiir Q und R) kénnen die K-

Werte mit Hilfe einer exakten Beschreibung der Gleichgewichtskonzentrationen der beteiligten Spezies

extrahiert werden.

«o, [U*PL_ [QI*[P]
[Q] [R]

Gleichung 4-6

Das Massenwirkungsgesetz beschreibt die Gleichgewichts—Konzentrationen der einzelnen Spezies:
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Q1=
El * 2
- Q1P _ ([P
KDZ KDl KDZ

Die Gesamtmenge an L (L) und P (P,) ist durch die Massenerhaltung gegeben zu:
Gleichung 47 [L]y =[L]+[Q]+[R]
Gleichung 4-8  [P]y =[P]+[Q]+2[R]

Durch einsetzen von [Q] und [R] in
Gleichung 4-7 erhalt man

Gleichung 4-9.

[LI*[P]  [LI*[PT°
KD1 KDI*KDZ

Gleichung 4-9 [L]y =[L]+

Durch Umformen erhalt man die Konzentration fiir L:

[Llo
2
(H [P1, [P] ]

KDl KDl*KDZ

Gleichung 4-10 [L]=

Durch Einsetzen von [Q] und [R] in
Gleichung 4-8 erhilt man Gleichung 4-11:

| B L O (8 e
Gleichung 4-11 [P]O—[P]+ KDl +2KD1*KD2

Durch Umformen erhalt man:

* 2
Gleichung 412 [P]y =[P]+ [L]( |[<P] N K2 £P|<] J
D1 D1 D2

Einsetzen von [L] (

Gleichung 4-10) in Gleichung 4-12 reduziert die veranderlichen Parameter auf [P]. Durch umstellen der
kubischen Gleichung kann die Normalform dargestellt werden:

Gleichung 413 0 =[P]3 + r[P]? + s[P] +t

wobei die einzelnen Parameter gegeben sind durch:
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r=2[L], —[Plo + Kp;
Gleichung 414 S=Kp, *([L]o - [P]O) +Kp1 *Kp2

t=-Kp1 *Kpz *[Plo

Um die drei moglichen Losungen (Wurzeln) der kubischen Gleichung zu bestimmen, wird diese durch

Substitution vom [P]= Y-(r/3) in die reduzierte Form tberfiihrt und es entsteht:

Gleichung 415 0=Y 34 pY +q

wobei p und ¢ gegeben sind durch:

r.2
p=S—?
Gleichung 4-16
1 u g4 _E_r*s
27 3

Die Losungen der reduzierten Form der kubischen Glcichung konnen durch die Cardanoschen

Losungsvorschriften gefunden werden.

Gleichung 417 Uj = 3/—

Die physisch sinnvolle Lésung ist durch Y, gegeben solange die Diskriminante D nicht negativ ist. Durch
Riicksubstitution von Y, erhélt man [P] = u,+v,-r/3

Testanalysen zeigten jedoch, dass das Vorzeichen der Diskriminante unter bestimmten
Parameterbedingungen tiber den getesteten Konzentrationsbereich [Pj] wechseln kann. Ist die
Diskriminante negativ gilt die Losungsvorschrift des casus irreducibilis.

Y, %ist dann gegeben durch:
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Y, = 2*%/?005%
q

2
\ 27

Die zwei anderen Losungen sind lediglich um 120° ,verschoben® und sind fiir dieses Problem irrelevant.

Gleichung 4-18
(@ = arccos

Durch Riicksubstitution von Y,” erhilt man [P”]

Gleichung 4-19 [P#] =2 *%/FCOS% _%

Mit den physisch sinnvollen Lésungen [P] und [P*] kénne die Konzentrationen der anderen Reaktanden
bestimmt werden.

[L] and [L"] sind dann gegeben durch
Gleichung 4-20 und
Gleichung 4-21:

* *
Gleichung 420 [L]= Lo *Kp; *Kpy .
Kp1*Kpa + KD2(u1 TV - ;j + (Ul +Vy— ;)
E[P] E[P]2
[LF]= Lo *Kp1 *Kp»

Gleichung 4-21 o T o T 2
Ko1 *Kps + Kpo| 2*¥rcos ™= — = |+ 2*3rcos £ ——
D1~ Kp2 DZ( 3 3j ( 3 3j

=[P'] =[P']

Die Komplexkonzentration [Q] und [Q"] sind dann gegeben durch:

Q1=
Gleichung 4-22 L#Dl* p#
Q) LI TP"

D1

Die Komplexkonzentration [R] und [R*] ergeben sich analog zu:
P g g
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* 2
[R]= [L]K [P]
D1
[L*]*[P*T?
KDl * KDZ

Gleichung 4-23
[R]=

Mit den mathematischen Losungen der Konzentration aller Reaktionsteilnechmer konnen die
Gleichgewichtskonzentrationen der Reaktanden in Abhéngigkeit von [P] bei jedem beliebigen Set an
Parametern (L,, K, und K;,) bestimmt werden. In der Abb. 4-14 sind die Konzentrationen der
Reaktanden L, Q und R bei gegebenen L, K;,; und K, in Abhangigkeit von P, graphisch dargestellt. In
dem gewihlten Beispiel sind beide Losungen der kubischen Gleichung notwendig, um die

Reaktandenkonzentrationen gegen P, darzustellen.

2,0 “r'w‘. 1,0
Lo=2pM
Ky,= 0,6 uM
Kpp= 2 pM - 0,8
— 1,5 =
=
=8
= ® [L]
= #
o ® L] * - 0,6
4 x [Q] o w
o i i # e ¢+ Sfura=0,75 ®
% 1;0 [Q] o c
T:I A [R] ' §" fir o= 0,75 =
3 4RI e ShmesA Loy
c S fura=04
s
-
S 05 4
e - 0,2
0,0 0,0
0,01 0,1 1 10 100
[P,]in puM

Abb. 4-14 Gleichgewichtsverteilung der Reaktanden einer sequenziellen Reaktion

Die Konzentration an L, sowie Kp, und Kp, wurden vorgegeben und die Konzentration fiir L, Q und R bei
gegebenen P, errechnet und grafisch dargestellt. Die Beobachtungsgréfie wurde auf eins normiert und fiir
zwei verschiedene o-Werte gegen P, aufgetragen.

Um die algebraischen Loésungen fiir die Analyse einer Gleichgewichtsassoziation zu nutzen, muss

zunidchst noch geklirt werden, wie sich die BeobachtungsgroBe zusammensetzt. Um die sequentielle
Reaktion zu verfolgen, muss ein Differenzsignal (AS) fiir die Komplexe Q und R vorausgesetzt werden
(AS = S-(S,+S;) + S-(S,+2S;) # 0). Weil zwei aufeinander folgende Assoziationen betrachtet werden

sollen, setzt sich das Signal aus den Differenzsignalen fir Q und R zusammen: AS = (alAS,+AS,). Der
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Wichtungsfaktor o gibt die Signalverteilung zwischen den Komplexen an. Wenn a = 0,5 ist, dann ist

das Differenzsignal fiir die erste Assoziation genau so grol3 wie fiir die zweite Assoziation (z. B. wenn das

Differenzsignal aus P kommt). Ist o kleiner als 0,5, so ist das Differenzsignal fiir die erste Assoziation

kleiner als das Differenzsignal der zweiten Assoziation (z.B. wenn nicht nur P an L sondern auch P an P

cin Differenzsignal der gleichen Qualitat liefert). Ist o groBer als 0,5, so ist das Differenzsignal fiir die
erste Assoziation groBer als das Differenzsignal der zweiten Assoziation (z. B. die Enthalpie bei
ITC-Messungen).

Fiir eine Anpassung von Datenpunkten an das sequenzielle Bindungsmodell kann nur eine Gleichung
benutzt werden. Deshalb wurden die Lésungen beider Lésungsvorschriften fir die Reaktanten
generiert, der rationale Teil der Losungsmenge grafisch dargestellt und durch iterative Variation der
Parameter K, und K;,, sowie o an die Datenpunkte aus Abb. 2-22 und Abb. 2-20 angepasst, bis cine
hinreichend gute Hbereinstimmung der modulierten Verteilung mit den Messsignalen erhalten wurde.
Durch die Verwendung von hohen Konzentrationen an L, (Abb. 2-22) reduzierten sich die fir die
Anpassung notwendigen Parameter auf K, und o (K,, =30 nM, o = 0,56). Fir die Anpassung der

Daten aus Abb. 2-20 wurde dann der bereits ermittelte oi-Wert festgelegt (K, = 1 nM, K;;, = 30 nM).

Die Kalkulationen wurden mit SigmaPlot® (SPSS Inc.) durchgefiihrt.

4.9 Kombinatorik

NMR-Untersuchungen zu dem KH1-KH2 Fragment von hnRNP E2 zeigen eine kompakte Struktur, in
der die beiden KH-Domiénen iiber eine hydrophobe Kontaktfliche ein so genanntes ,pseudo-Dimer®
bzw. eine Tandem-Domine bilden (Du et al., 2008)(Abb. 4-15). Der Sequenzvergleich in Abb. 4-15
legt eine homologe Struktur fiir die KH1 und KH2 von hnRNP K nahe. Daher wurde fiir das
K-combination mode-Modell eine stirkere Sequenzbeschrinkung der Tandem-Domine angenommen als

fir die dritte KH-Domane.
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Aminoséure 44 46 48 49 50 103 107 110 147 149 151 152 204 205208 212 216
aCP2 L I L LM F I L VL L VI I V C L
hnRNPK V L I L L/ L I € C L L L V V I L S

Abb. 4-15 Tandem-Domane KH1-KH2 von hnRNP E2

Cartoonmodell der Tandem-Domé&ne von hnRNP E1 (aCP2), PDB:2JZX. Hydrophobe Aminosduren der
Interaktionsflache (KH1: cyan; KH2: magenta) sind als stick dargestellt. Unten: Die Tabelle zeigt die
homologen Aminosduren (Nummerierung nach hnRNP K) in der Interaktionsflache der beiden Proteine.

Berechnungen der erhéhten Affinitit unter der Annahme einer Tandem-KH1-KH2-Domine die keine
gleichzeitige Wechselwirkung beider KH-Domanen mit direkt benachbarten C,-Motiven erlaubt. Zur
Veranschaulichung ist das Prinzip der Berechnung schematisch in Abb. 4-16 gezeigt. Die Kombination
von drei KH-Dominen an vier C,-Motiven ergibt C = 4!/1! = 24. 12 von diesen Kombinationen sind
durch die Tandem-KH1-KH2-Domine sterisch ausgeschlossen, bleiben 12 mdéglich Kombinationen
tibrig. Weil nur zwei Kombinationen aller drei KH-Doménen auf einem Liganden mit drei benachbarten
C,-Motiven mdglich sind, ist die Zunahme der Affinitit von 3 zu 4 C,-Motiven 12/2 = 6-fach. Fiir die
drei Domiénen und 5 C,-Motiven ergibt sich dann eine (5!/2!-24)/2= 18-fache Affinititserhohung und
fir 6 C,-Motive eine (6!/3!-40)/2=40-fache Affinititserhohung gegeniiber einem Liganden mit drei

C,-Motiven.
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A

Monodomaéne-Protein Didoméanen-Protein
c ¥ ¢ ¥ B
(K "9
1 A 2 AB__
— e : minimales Bindemotiv
B A
{2} {6} {Faktor AffinitdtserhShung}
A
2 - BN - J j -
_J - _ 3 Anordnungen fiir B
e — fiir die erste A Position
- = - -B_
B A

- E W -

-_-A—B- _— 3 Anordnungen fiir B
fiir die zweite A Position

Kombinationen (C):

n!/(n-k)! 12 - m _-A- —
= Bi ] -
k=nAnzIanh(:el§ct:n§rr:en S 3 Anordnungen fiir B

A B fur die dritte A Position

—— _A_ 3 Anordnungen fiir B
fur die vierte A Position

B A

4 Positionen fiir A

B [2Anordungen der Tandem-Domane A><_
auf dem CAC-Liganden - T

LN - = E = ..
SRS

2 Anordnungen fiir B
fiir die erste A Position

ﬁ 1 Anordnung fiir B
fiir die zweite A Position

1 Anordnung fiir B
fiir die dritte A Position

* ' 2 Anordnung fiir B

fiir die vierte A Position
12 Kombinationen (C) subtrahiert von

6 sterisch nicht erlaubten Kombinationen
ergibt C=6 Moglichkeiten

Abb. 4-16 Illustration des K-combination mode

A) Wird die Anzahl der Bindestellen eines Monodoménen-Proteins verdoppelt, so nimmt die Affinitat zu
diesem Liganden um ca. den Faktor zwei zu, weil die Assoziation entropisch (statistisch) durch die zwei
moglichen Bindeereignisse begiinstigt ist. Die Anzahl an méglichen Bindeereignissen mehrerer Domédnen
mit Liganden mit mehreren Bindestellen kdnnen mit den Gesetzen der Kombinatorik berechnet werden.
Fur zwei unabhéngige Domanen (k = 2), die einen Liganden mit vier Bindestellen (n = 4) binden, sind
12 Kombinationen (C) moglich. Werden Liganden mit unterschiedlich vielen Bindestellen verglichen, so
ergibt sich der Unterschied in der Affinitat durch die unterschiedlichen Kombinationsméglichkeiten. B)
Wenn Domédnen innerhalb eines Proteins nicht unabhdngig von einander fungieren, sind einige
Kombinationen  nicht ~ mdéglich.  Hier angedeutet durch die Tandem-Domdne, deren
Liganden-Interaktionsflache auf gegeniiberliegenden Seiten liegt, so dass fiir eine simultane Assoziation
beider KH-Domanen die C,-Motive separiert sein missen. Daher sind die theoretisch mdglichen
Kombinationen der gleichzeitig assoziierenden Domédnen durch die sterisch nicht erlaubten Kombinationen
zu reduzieren (angedeutet durch die roten Kreuze).
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4.10 Abkﬁrzungen

aDMR asymmetrisch dimethyliertes Arginin
aMO antisens-Morpholino

ANS 8-anilino-1-naphthalenesulfonsaure
ATM ataxia telangiectasia mutated

BSA bovines Serumalbumin

c-Src zellulares Src

CD Circulardichroismus

cDNA complementary DNA

CRM1 chromosome region maintenance 1

ChIP Chromatin-Immunprézipitation

cps counts per second

CSFV classical swine fever virus

CSK C-terminale-Src-Kinase

Cy3 Cyaninfarbstoft 3

AG, Transferenergie

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

ddH,0O doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
DICE differentiation control element

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

dsRNA Doppelstrang RNA

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
elF4E eukaryotischer Initiationsfaktor 4E
elF5B eukaryotischer Initiationsfaktor 5B
EMCV encephalomyocarditis virus

ERK?2 extracellular signal-regulated kinase 2
ES embryonale Stammzellen

ESI Elektrospray-lonisation

FAMIR 6-Carboxyfluorescein-markierte, synthetische 2R-RNA
FBS/FCS fetales Kalberserum

doR Fluorescein-markierte, synthetische 2R-DNA
FPLC fast protein liquid chromatography

FUS fused in sarcoma

GFP griin fluoreszierende Protein

HA Héamaglutinin oder Hydroxylapatit
HDM?2 human double minute 2

HEK human embryonic kidney

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
HGNC HUGO gene nomenclature committee
HMT1 Hefe-Methyltransferase 1

hnRNP K heterogenes nukleares Ribonukleoprotein K
hnRNA heterogeneous nuclear RNA

IGR intergenic region of cricket paralysis virus
ITC Isothermale Titrationskalorimetrie
IRES interne Ribosomen Bindestelle

JNK c-Jun N-terminal Kinase
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4.10

KH-Domane
KNS

LB
lincRNA
MALDI
MAPK
MES
MhnRNP K
MDM?2
mRNA
mRNP
MS
NE-M
NLS
NMR

nt

NTA
NTD
ORF
OD

p- A.
PABPNI1
PBS
PCR
PFA
piRNA
PIWI
PDB
PMSF
PR
PRMT
PTPN2
pTyr
r15-LOX
RBS
rpm
rRNA
RRM
RT

SAH
SAM
Sam68
sDMR
SDS-PAGE
SH2/3
SELEX
siRNA
SMN
snoRNA
snRNP
ssDNA

hnRNP K-Homologie-Domane
hnRNP K specific nuclear shuttle sequence
Luria broth

lange nicht-kodierende RNA
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation
mitogen-activated protein kinases
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Arginin-methyliertes hanRNP K aus E. coli
murine double minute oncogene 2
messenger ribonucleic acid

messenger ribonucleoprotein particle
Massenspektrometrie

medium neurofilament protein

Nukleares Lokalisationssignal

Nuclear Magnetic Resonance (Kernspinresonanz)
Nukleotide

nitrilotriacetic acid

nuclear transport domain

Offenes Leseraster

Optische Dichte

per analysis

nukleares Poly(A)-Bindeprotein
phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyd

Piwi-interacting RNA

P-element induced wimpy testis

Protein Data Bank
Phenylmethylsulfonylfluorid
Progesteronrezeptor
Protein-Arginin-Methyltransferase
protein tyrosin phosphatase non-receptor 2
phosphoryliertes Tyrosin
Retikulozyten-15-Lipoxygenase
Shine-Dalgarno-Sequenz/Ribosomen-Bindestelle
Umdrehungen pro Minute

ribosomal ribonucleic acid

RNA recognition motif
Raumtemperatur
S-Adenosyl-Homocystein
S-Adenosyl-Methionin

Src-associated during mitosis

syrnrnetrisch dirnethyliertes Arginin

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

Src-homology 2/3

systernatische Evolution eines RNA—Liganden durch exponentielle Anreicherung

small inte1fer1'ng RNA
survival of motor neurons
small nucleolar RNA

small nucleolar ribonucleoprotein particle

single-stranded DNA
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STAT signal transducer and activator of transcription
SUMO small ubiquitin like modifier

NY% Saulenvolumen

TAPS N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropansulfonsaure
TB Terrific Broth

TBB TATA-Box-Bindeprotein

TDRD Tudor domain containing

TOF time of flight (Flugzeit)

UTR Untranslatierter Bereich

uv Ultra-Violett

v-Src virales Src
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Tabelle A Primersequenzen fiir die Klonierung

Primer # | Sequenz (5'-3") Schnittstelle | Orientierung
1 CCGCCCTCGAGATATGGAAACTGAACAGCCAG Xhol forw
2 CGCGGGTACCTTAGAAAAACTTTCCAGAATAC Kpnl rev
3 AATAGCTAGCCACCATGGAAACTGAACAGCCAG Nhel forw
4 CGCGGGTACCGCGAAAAACTTTCCAGAATAC Kpnl rev
5 CTAGCCCGCCATGTACCCTTATGACGTGCCCGATTACGC Nhel/ Xhol forw
6 TCGAGCGTAATCGGGCACGTCATAAGGGTACATGGCGGG Nhel Xhol rev
7 CCTACCCTTATGACGTGCCCGATTACGCTTAAGGTAC Kpnl forw
8 CTTAAGCGTAATCGGGCACGTCATAAGGGTAGGGTAC Kpnl rev
9 AACACTGATGAGATGGTTGAATTACG blunt forw
10 ACCAAATTCACCATTGGTTTCAGTG blunt rev
1 GAACCACAGGGTGGCTCCGGATATG blunt forw
12 GGCCATGAGGTCTCCCCCTCTAGG blunt rev
13 GAAGAGATTATGATGATATGGCTCCTCGTCGAGGACCACCTCCC forw
14 GGGAGGTGGTCCTCGACGAGGAGCCATATCATCATAATCTCTTC rev
15 GGGACTCTGCAATAGATACATGGGCTCCATCAGAATGGCAGATGGCTTATG forw
16 CATAAGCCATCTGCCATTCTGATGGAGCCCATGTATCTATTGCAGAGTCCC rev
17 GAAGAGATTATGATGATATGGAGCCTCGTCGAGGACCACCTCCC forw
18 GGGAGGTGGTCCTCGACGAGGCTCCATATCATCATAATCTCTTC rev
19 GGGACTCTGCAATAGATACATGGGAACCATCAGAATGGCAGATGGCTTATG forw
20 CATAAGCCATCTGCCATTCTGATGGTTCCCATGTATCTATTGCAGAGTCCC rev
21 CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC Xhol forw
22 CAGCCGGATCTCAGTGGTG blunt rev
23 2aaCTCCAGAACTTTAAGAAGGAGATATACCATG Xhol forw
24 TTTCTCGAGTTCAGCGCATCCGGTAGTCGG Xhol rev
25 tttGTCGACAACTTTAAGAAGGAGATATACCATG Sall forw
26 TTTGTCGACTCATCAGAAAAACTTTCCAGAATACTGC Sall rev
27 ATATGGTCTCatggtatgccggtgtgac Bsal forw
28 ATATCTCGAGctagctgcaccccatg Xhol rev
29 TTGGTCTCATGGTTCCTGGGTGGAAGGCGTG Bsal forw
30 TTGGATCCTCAATCTTCAGGCTTTTCC BamHI rev
31 TTGGTCTCATGGTATGAGTGCTGAGGGGTACC Bsal forw
32 TTGGATCCTCACCTTCCAATGTACTC BamHI rev
33 AAAAGGTCTCATGGTGTCACCACTTTCGTGG Bsal forw
34 AAAAGGATCCCTATAGGTTCTCTCCAG BamHI rev
35 CCATGGCCTTGGCG RT rev
36 TTTCCATGGcagcaatacaggec Ncol forw
37 AAACCATGGtcacaggtgcagctcatg Ncol rev
38 AAAAGGATCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAAC BamHI forw
39 AAAAGGATCCCTATAGGTTCTCTCCAG BamHI rev
40 ggtgtacttgcagec RT rev
41 TTTTACATGTCACATCATCATCATCATCATATGCCCACCACCATCG Pcil rev
42 ATATGGATCCTTAGGTGTCTGTCAATCTTG BamHI forw
43 ATAGCTAGCGAAACTGAACAGCCAG Nhel forw
44 ATACTCGAGTTAGAAAAACTTTCCAGAATACTGC Xhol rev
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