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1 Einleitung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die spinocerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2),
die aufgrund einer Mutation des Proteins Ataxin-2 (Atx-2) entsteht. Trotz guter
Beschreibung des klinisch-pathologischen Phanotyps ist die physiologische
Bedeutung von humanem Ataxin-2 noch unklar. Bisherige Forschungsergebnisse
deuten darauf hin, dass Atx-2 in eukaryotischen Zellen an der Regulation des
RNA-Metabolismus beteiligt ist. Zunachst soll ein Uberblick {ber den
Forschungsstand gegeben und anhand der Zielsetzung dieser Arbeit verdeutlicht
werden, an welcher Stelle an die bereits vorliegenden Forschungsarbeiten
angeknupft wird.

1.1 Die spinocerebellaren Ataxien

Die spinocerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2) gehort zur Gruppe der autosomal-
dominant vererbten spinocerebellaren Ataxien (SCAs). Diese Gruppe umfasst 28
klinisch und genetisch heterogene, neurodegenerative Erkrankungen: SCA1 bis
SCA28, die Dentatorubrale pallidolysische Atrophie (DRPLA) und Chorea
Huntington (HD). Die Pravalenz der SCAs liegt in einigen Populationen bei 5-
7:100000 (van de Warrenburg et al., 2002). Die Inzidenz kann in Abhangigkeit von
der ethnischen Zugehorigkeit variieren. In Russland ist eine hohe Inzidenz der
SCA1, in Nordwestdeutschland und Spanien eine hohe Inzidenz der SCA3 und
auf Kuba eine hohe Inzidenz der SCA2 beschrieben. Gemeinsames Merkmal der
SCAs ist eine im Krankheitsverlauf progrediente Degeneration des Kleinhirns mit
Verlust der Purkinje-Zellen und Zerstorung der Afferenzen und Efferenzen (Schols
et al.,, 2004). Die Degeneration dieser Strukturen verursacht eine progrediente
cerebellare Ataxie mit Beginn im Erwachsenenalter, die das Leitsymptom aller
SCA-Erkrankungen darstellt. Unter Ataxie verstent man eine Storung der
Gleichgewichtsregulation und Bewegungskoordination. Je nach SCA-Typ
bestehen neben der cerebellaren Ataxie zusatzliche nicht-cerebellare Symptome,
wie Ophthalmoplegie (Augenmuskellahmung), Retinopathie (nichtentzindliche
Netzhauterkrankung), pyramidale und extrapyramidale Symptome und periphere
Neuropathie (Zoghbi et al., 2000).



Die eindeutige klinische Zuordnung zur jeweiligen SCA-Erkrankung wird durch
Uberschneidungen der Symptome innerhalb dieser Erkrankungsgruppe erschwert.
1982 wurden die SCAs als autosomal-dominant vererbte cerebellare Ataxien
(ADCA) anhand ihres Symptomkomplexes in die Gruppen ADCA | - Il eingeteilt
(Harding AE, 1982). Erkrankungen der Gruppe lll, wie SCAS5, SCA6, SCA11,
SCA14, SCA15, SCA16 und SCA26 zeigen eine rein cerebellare Degeneration.
Die SCA7 aus Gruppe |l zeigt neben der Kleinhirnschadigung eine pigmentose
Makuladegeneration. Bei den SCA1-4, SCA8-13, SCA17-25, SCA27-28 aus
Gruppe | wird eine Degeneration des Cerebellums mit Veranderung der
Basalganglien, des cerebralen Cortex, des Nervus opticus, des Spinaltraktes, der
Pons, der Medulla und peripherer Nerven beschrieben (Duefias et al., 2006).
Neuropathologisch wird das Muster der neuronalen Degeneration, das fur die
SCA1 und SCA2 typisch ist, als olivopontocerebellare Atrophie bezeichnet
(Koeppen AH, 2005). Zellmorphologisch geht der fur die meisten SCAs typische
neurodegenerative Umbau bestimmter Hirnregionen mit einer Anreicherung von
Proteinaggregaten im Zytoplasma oder Nukleus einher, die in der Literatur als
Inklusionen bezeichnet werden (Zoghbi et al., 2000).

Die heute ubliche molekulare Klassifikation teilt die SCAs in der Reihenfolge der
Entdeckung des entsprechenden Gens ein, wie zum Beispiel SCA2. Die mutierten
betroffenen Gene werden als ATXN-Gene (Ataxin-Gene) bezeichnet. So wird das
bei der SCA2 betroffene Gen als ATXN2-Gen bezeichnet. Die Genprodukte
werden als Ataxin bezeichnet, wobei die Nummer des entsprechenden SCA-Typs
dem Proteinnamen angefugt wird: zum Beispiel Ataxin-2 (Atx-2). Die
entsprechende mRNA wird in der vorliegenden Arbeit als Atx-2-mRNA bezeichnet.
In den letzten Jahren wurde eine stetig steigende Zahl verschiedener SCAs
molekulargenetisch beschrieben, so dass heute die Genloki der SCA1-3, SCA5-8,
SCA10, SCA12-14, SCA17, SCA27 und DRPLA mit den jeweils
zugrundeliegenden Mutationen bekannt sind (Orr et al., 1993; Pulst et al., 1996;
Kawaguchi et al., 1994; |keda et al., 2006; Zhuchenko et al., 1997; David et al.,
1997; Koob et al., 1999; Matsuura et al., 1999; Holmes et al., 1999; Waters et al.,
2006; Chen et al., 2003; Nakamura et al., 2001; van Swieten et al., 2003; Koide et
al., 1994).



Eine besondere Untergruppe der SCAs stellt die Gruppe der
Polyglutaminexpansions-Erkrankungen dar. Molekulargenetische Analysen haben
gezeigt, dass die verantwortlichen Genbereiche fur diese Krankheiten aus
Wiederholungen von drei DNA-Bausteinen aufgebaut sind, wie CAG (Cytosin,
Adenin und Guanin) (Buselmaier et al., 2004). Diese repetitive Sequenz aus CAG-
Nukleotidmotiven in der kodierenden Region des entsprechenden ATXN-Gens
wird allgemein als CAG-Trinukleotidmotiv bezeichnet. Eine SCA-Erkrankung
entsteht dann, wenn die definierte Lange der Trinukleotidmotiv-Sequenz durch
Mutation Uber die normale Sequenzléange hinaus verlangert wird. Dies wird
allgemein als Trinukleotidexpansion bezeichnet, wobei die kritische Lange der
Nukleotidregion je nach SCA-Typ variiert. Bei mutativer Verlangerung der
Trinukleotidregion CAG, welche die Aminosaure Glutamin kodiert, entsteht eine
verlangerte Polyglutaminregion im entsprechenden Protein (Zoghbi et al., 2000).
Erkrankungen dieser Art gehoren zur Familie der Polyglutaminexpansions-
Erkrankungen. Diese Gruppe umfasst die SCA1 (Orr et al., 1993), SCA2 (Pulst et
al., 1996), SCA3 (Kawaguchi et al., 1994), SCA6 (Zhuchenko et al., 1997), SCA7
(David et al., 1997), SCA17 (Nakamura et al., 2001), die Dentatorubrale
pallidolysische Atrophie (DRPLA) (Koide et al., 1994), Chorea Huntington (HD)
und die x-chromosomal vererbte Spinobulbare Muskelatrophie (SBMA) (La Spada
et al.,, 1991). Einige der zugrundeliegenden ATXN-Gene kodieren Kkein
entsprechendes Ataxin. Das ATXNG6-Gen kodiert die 1A-Untereinheit des P/Q-Typ-
Kalziumkanals CACNA1A, wahrend das ATXN17-Gen das nukleare TATA-
Bindeprotein kodiert. Eine Ubersicht Uber die Polyglutaminexpansions-
Erkrankungen, den Phanotyp, die subzellulare Lokalisation des Proteins und die

zugrundeliegende Mutation gibt die Tabelle 1.



Ubersicht iiber die Polyglutaminexpansions-Erkrankungen:

SCA Phanotyp Protein Lokalisation Mutation Genlokus
SCA1 Ataxie Ataxin-1 Nukleus CAG 6p22-23
SCA2 Ataxie Ataxin-2 Zytoplasma CAG 12923-24
SCA3 Ataxie Ataxin-3 Zytoplasma CAG 14924-31
SCA6 Ataxie CACNA1A Zellmembran CAG 19p3

Ataxie,
SCA7 retinale Ataxin-7 Nukleus CAG 3p12-21
Degeneration
SCA17 Ataxie TATA-BP Nukleus CAG/CAA 2913
Ataxie,
DRPLA Demenz, Atrophin-1 Zytoplasma CAG 12q
Epilepsie
Muskulére Androgen Nukleus/
SBMA CAG Xq11-12
Atrophie Rezeptor Zytoplasma
Kognitive und
HD motorische Huntingtin Zytoplasma CAG 4p16.3
Defizite

Tabelle 1: Die Polyglutaminexpansions-Erkrankungen. Dargestellt ist die Erkrankung mit
Phanotyp sowie das krankheitsassoziierte Protein mit Lokalisation, zugrundeliegender Mutation
und Genlokus (modifiziert nach Evert et al., 2000; Orr et al., 2001; Duefias et al., 2006; Riley et al.,
2006). p: kurzer Arm des Chromosoms, q: langer Arm, X: X-Chromosom, CAG: Basentriplett aus
Cytosin, Adenin und Guanin, SCA: spinocerebellare Ataxie, DRPLA: Dentatorubrale pallidolysische
Atrophie, HD: Chorea Huntington, SBMA: spinobulbare muskuldre Atrophie, CACNA1A: 1A-

Untereinheit des P/Q-Typ Kalziumkanals, TATA-BP: TATA-Bindeprotein.




1.2 Die spinocerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2)

Die SCA2 ist eine autosomal-dominant vererbte neurodegenerative Erkrankung
(Lastres-Becker et al.,, 2008). Genetisch gehort sie zu den
Polyglutaminexpansions-Erkrankungen. |lhre Pravalenz liegt in einigen
Populationen zwischen 13 und 15 %. Sie stellt in Korea die haufigste Form der
autosomal-dominant vererbten Ataxie dar (Lee et al., 2003). In Europa liegt die
Pravalenz der SCA2 bei 1:100.000; in der Provinz Holguin auf Kuba hingegen bei
500:100.000. Nach der SCA3 und SCAG ist die SCA2 die dritthdufigste SCA-Form
in Deutschland (Riess et al.,, 1997). Das Leitsymptom der SCAZ2 ist eine
progrediente cerebellare Ataxie, die sich klinisch als Gangataxie und Standataxie
aulBert. Als Ataxie-Plus-Symptomatik wird das zusatzliche Auftreten von Halte-
und Aktionstremor, langsam sakkadierten Augenbewegungen und Dysarthrie
(Artikulationsstorung) bezeichnet (Burk et al., 1996). Die klinische Untersuchung
von SCA2-Patienten hat gezeigt, dass Chorea, Demenz, Faszikulationen und
Dystonie als weitere Symptome auftreten konnen (Geschwind et al., 1997; Cancel
et al., 1997). In klinischen Beschreibungen der SCA2 variiert die Haufigkeit
kognitiver Defizite zwischen 5 und 19 % (Burk et al., 1999). Als Frihsymptom der
SCA2, die in Familien aus der Holguin-Provinz auf Kuba sehr gut untersucht
wurde, wird eine langsam progrediente cerebellare Gangataxie mit
Wadenkrampfen beschrieben (Orozco et al.,, 1990). Aullerdem wurde bei
Krankheitsbeginn bei einigen SCA2-Patienten ein Nystagmus beobachtet
(Velazquez-Perez et al., 2004). Die Untersuchung von 28 SCA2-Familien ergab
neben einer Augenbeteiligung in Form einer Ophthalmoplegie und Atrophie des
Nervus opticus, abgeschwachte Muskeleigenreflexe, Sensibilitatsverlust und
Pallhypasthesie (herabgesetztes Vibrationsempfinden), wodurch es zu einer
Feinmotorikstorung der Hande kam (Giunti et al., 1998). Einige SCA2-Patienten
wiesen Storungen des Sphinktertonus, faciale Myoklonien (ruckartige Zuckungen
der Gesichtsmuskulatur) und Dysphagie (Schluckstérung) auf. In seltenen Fallen
trat eine Spastizitat auf, die neurologisch durch gesteigerte Muskeleigenreflexe,
verbreiterte reflexogene Zonen, Kloni und Pyramidenbahnzeichen, wie dem
positiven Babinski-Zeichen gekennzeichnet ist (Infante et al., 2005). Daruber
hinaus wurde ein SCA2-Phanotyp mit L-Dopa responsivem Parkinsonismus
beschrieben (Furtado et al., 2002; Lu et al., 2002; Payami et al., 2003; Infante et
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al., 2004). Der L-Dopa responsive Parkinsonismus geht mit Bradykinesie
(Verlangsamung der Bewegungsablaufe), Tremor (unwillkirliches Muskelzittern)
und Rigor (Muskelsteifigkeit infolge Muskeltonuserhéhung) einher (Gwinn-Hardy et
al., 2000; Ragothaman et al., 2004). Diese Symptome sind mit der Beobachtung
vereinbar, dass Atx-2 in dopaminergen Neuronen der Substantia nigra
nachweisbar ist (Huynh et al., 2000b). Die reduzierte Anzahl cerebellarer Purkinje-
Zellen und Kornerzellen wurde in post mortem Studien auf Kuba als
morphologisches Korrelat der Ataxie bei SCA2 nachgewiesen. Die degenerative
Veranderung der Dendritenmorphologie scheint eine wesentliche zellulare
Ursache fur die beschriebene neurologische Symptomatik darzustellen.

Daruber hinaus wurde eine Demyelinisierung des posterioren Anteils des
Ruckenmarks und des Tractus spinocerebellaris mit reduzierter Grof3e und Anzahl
der Motorneurone nachgewiesen (Orozco et al., 1989). Nervenbiopsien konnten
den Verlust von Myelinscheiden bestatigen (Filla et al., 1995). Makroskopisch ist
die Atrophie des Kleinhirns, Hirnstamms und mittleren Kleinhirnstiels zu
beobachten. In neuropathologisch untersuchtem Hirngewebe von SCA2-Patienten
konnten daruber hinaus degenerative Veranderungen der Gyri des
Frontotemporallappens (Orozco et al., 1989), im Thalamus (Rub et al., 2003), in
pontinen Kernen (Rub et al., 2004) , in den Olivae inferiores, in der Substantia
nigra (Taroni et al., 2004; Yomono et al., 2010), in Kernen des Hirnstamms (Rub
et al., 2005) und der weillen Gehirnsubstanz gezeigt werden (Armstrong et al.,
2005). Elektrophysiologisch lassen sich bereits 8 Jahre vor Krankheitsausbruch
verkleinerte Aktionspotentiale messen, spater erst ist eine verringerte
Nervenleitgeschwindigkeit messbar (Velazquez-Perez et al., 2010).

Der durchschnittliche Krankheitsbeginn der SCA2-Patienten liegt typischerweise in
der vierten Lebensdekade (Klockgether et al., 1998). Patienten benotigen
aufgrund starker Bewegungseinschrankungen durchschnittlich funfzehn Jahre
nach Erkrankungsbeginn einen Rollstuhl. Da eine kausale Therapie bisher nicht
zur Verfugung steht, finden zur symptomatischen Behandlung der SCAZ2
Anticholinergika und Dopaminergika gegen Tremor, Bradykinesie und Dysthonie
Anwendung (Buhmann et al., 2003). Muskelrelaxantien wie Baclofen, Tizanidin
oder Botulinumtoxin werden bei Spastik eingesetzt. Levodopa wird gegen Rigor,
Tremor und Bradykinesie eingesetzt; Magnesium bei Muskelkrampfen (Lastres-
Becker et al., 2008). Ziel derzeitiger Forschung ist es die Krankheitsmechanismen
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zu entschlusseln, um zukunftig eine kausale Therapie entwickeln zu kdnnen. Zur
Diagnosesicherung wird bereits die molekulargenetische Testung mittels PCR und
DNA-Sequenzierung genutzt (Chen et al., 2009).

1.3 Das ATXN2-Gen

1996 wurde der Lokus des krankheitsassoziierten ATXN2-Gens als genetische
Grundlage der SCA2-Erkrankung identifiziert (Pulst et al., 1996). Es ist auf dem
langen Arm von Chromosom 12 in der Region 12923-24.1 lokalisiert, besteht aus
25 Exons und enthalt im offenen Leseraster des ATXN2-Gens im Exon 1 eine
CAG-Trinukleotidsequenz (Pulst et al., 1996; Manto MU, 2005). Da ein CAG-
Trinukleotid die Aminosaure Glutamin kodiert, wird durch die CAG-
Trinukleotidsequenz eine Polyglutaminregion definierter Lange im Protein Ataxin-2
verschlusselt. Die SCA2 wird durch die mutative Expansion des aus CAG-
Trinukleotidblocken bestehenden repetitiven Abschnitts in der kodierenden Region
des ATXN2-Gens verursacht. Dadurch ist die N-terminale Polyglutamindomane
des Genprodukts Atx-2 mutativ verlangert, was ab einer kritischen Lange der
repetitiven Sequenz aus CAG-Trinukleotidmotiven aufgrund der intrazellular
toxischen Wirkung des Proteins Atx-2 zum Ausbruch der SCA2-Erkrankung fuhrt
(Everett et al., 2004). Die normale Lange der Polyglutaminregion von Atx-2 ist
polymorph. Normale Allele besitzen 14 bis 32 CAG-Trinukleotidmotive (Sobczak et
al., 2005). In 95 % der Falle enthalten normale Allele entweder 22 oder 23 CAG-
Tripletts, die durch ein oder zwei CAA-Tripletts unterbrochen sind. Es wird
angenommen, dass die CAA-Tripletts die meiotische Stabilitdt der CAG-
Trinukleotidregion verbessern und eine mutative Verlangerung der CAG-Region
verhindern (Choudhry et al., 2001; Sobczak et al., 2004). Krankheitsauslosende
Allele besitzen im Allgemeinen mehr als 32 CAG-Trinukleotidmotive und sind nicht
durch CAA-Tripletts unterbrochen (Pulst et al., 1996). Durch Mutation vervielfacht
sich die Anzahl der CAG-Tripletts von einer Generation zur nachsten. Die Allele
der Betroffenen weisen meistens zwischen 37 und 39 CAG-Tripletts auf und
verursachen eine Vollmutation. Bei einigen SCA2-Patienten sind extrem lange
CAG-Trinukleotidregionen von mehr als 100 CAG-Tripletts beschrieben (Babovic-
Vuksanovic et al., 1998). Fur die phanotypische Auspragung der SCA2 wurde der
Bereich zwischen 32 und 34 CAG-Einheiten eines Allels als Region reduzierter

Penetranz definiert. Dies bedeutet, dass nicht alle Individuen mit einer
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Trinukleotidregion dieser Lange klinische Symptome entwickeln (Riess et al.,
2001). Der Krankheitsbeginn tritt in solchen Fallen erst nach dem funfzigsten
Lebensjahr ein und wird als sogenannte "late onset"-Form bezeichnet. Bei einer
Mutation, die zu einer Lange von mehr als 45 CAG-Tripletts fuhrt, erkranken die
Betroffenen meist schon vor dem zwanzigsten Lebensjahr (Pulst et al., 1996;
Geschwind et al., 1997). In den untersuchten Patientenkollektiven lag der
Krankheitsbeginn der SCA2 zwischen dem neunten und dem funfundsechzigsten
Lebensjahr, wobei das Erkrankungsalter abhangig ist von der auf dem ATXN2-
Gen kodierten Lange der Polyglutaminregion (Giunti et al., 1998). Bei den
Polyglutaminexpansions-Erkrankungen besteht eine Korrelation zwischen der
Verlangerung der Polyglutaminregion und der Erkrankungsschwere: je langer die
Polyglutaminregion ist, desto junger der Patient bei Krankheitsbeginn und desto
ausgepragter der Phanotyp in der nachfolgenden Generation (Forman et al., 2004,
Velazquez-Perez et al., 2010). Dieses Phanomen wird als Antizipation bezeichnet
und tritt bei allen Erkrankungen auf, die durch eine Trinukleotidexpansion

verursacht werden.

1.4 Die Proteinbiosynthese von Atx-2

Wahrend der Proteinbiosynthese wird das ATXN2-Gen mit der CAG
Trinukleotidregion in Exon-1 (roter Kasten, Abb. 1.1) im Zellkern transkribiert

ATG Exon1 TGA
P
genomische DNA
................ C A G (n) .“v"j‘."
Atx-2-mRNA  5-CAP .— AAAAA
Q(n l
Ataxin-2 N — L C

Abb. 1.1: Proteinbiosynthese von Atx-2. Dargestellt ist die genomische DNA des ATXN2-Gens
mit Startkodon ATG, Stoppkodon TGA, kodierenden Exons (schwarze Boxen), nicht-kodierenden
Introns (weiBe Boxen) und den jenseits der gestrichelten Linien liegenden flankierenden
Bereichen. Das ATXN2-Gen besteht aus 25 Exons, wobei das Exon 1 eine repetitive Sequenz aus
CAG-Trinukleotidmotiven CAG(n) tragt (rote Box). Zur Synthese der Atx-2-mRNA wird die DNA
transkribiert. Dabei entsteht ein primares Transkript, das durch SpleiRen der Introns modifiziert
wird, sowie am 5'-Ende durch Methylierung einen 7-Methylguanosintriphosphatrest (5'CAP) und 3'-
Ende ein Poly-A-Signal (AAAAA) erhalt. Durch Translation der Atx-2-mRNA entsteht das Protein
Ataxin-2. Die CAG-Trinukleotidregion CAG(n) wird in eine Polyglutaminregion Q(n) in der Nahe des
N-Terminus (N) des Proteins Ubersetzt; sie vermittelt die Pathogenitat, wenn sie mutativ verlangert
ist. In Richtung des C-Terminus (C) befinden sich viele Protein-bindende Domanen von Ataxin-2.



und es entsteht zunachst eine heteronukledre RNA (hn-RNA). Wahrend der
posttranskriptionalen Modifikation der hn-RNA entfernt eine Endonuklease die
nicht-kodierenden Introns, wahrend eine Ligase alle kodierenden Exons
miteinander verbindet. Durch Polyadenylierung erhalt die mRNA ein Poly-A-Signal
am 3'-Ende, das auch als Bindungsstelle fur Poly(A)-Bindungsproteine (PABP)
dient. Durch Methylierung  wird das 5-Ende um einen 7-
Methylguanosintriphosphatrest  verlangert. Diese Modifikation dient der
Stabilisierung der mRNA (Tarun et al., 1995). Die Translation erfolgt nach Export
der Atx-2-mRNA ins Zytoplasma, wobei die CAG(n)-Region der Atx-2-mRNA in die
N-terminale Polyglutaminregion Q(n) von Atx-2 Ubersetzt wird, die in mutativ
verlangerter Form die Pathogenitat des krankheitsassoziierten Proteins Atx-2

vermittelt.

1.5 Das humane Ataxin-2 Homolog: Atx-2

Physiologisches humanes Atx-2 besteht aus 1312 Aminosauren, enthalt einen
Polyglutamintrakt aus 22 Aminosauren Glutamin und ist 140 kDa grof3 (Huynh et
al., 2000a). Es st bereits in Herzmuskel, Plazenta, Gehirn, Leber,
Skelettmuskulatur und Pankreas nachgewiesen worden (Pulst et al., 1996; Sanpei
et al., 1996; Imbert et al., 1996). Im Gehirn wurde physiologisches Atx-2 im
Zytoplasma von Purkinje-Zellen lokalisiert. Die Differentialzentrifugation von
humanem Hirngewebe hat gezeigt, dass Atx-2 sowohl im Zytoplasma, als auch im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat lokalisiert ist (Shibata et
al., 2000). Mutiertes humanes Atx-2 bildet bei SCA2-Patienten Aggregate im
Zytoplasma der Purkinje-Zellen, die als Inklusionen bezeichnet werden (Huynh et
al., 1999). Es fuhrt hauptsachlich in Purkinje-Zellen und Hirnstamm-Neuronen zu
einer Neurodegeneration, die klinisch zu progredienter Ataxie fuhrt (Huynh et al.,
2003). In cDNA-Analysen hat sich gezeigt, dass Atx-2 in Vertebraten evolutionar
konserviert ist (Figueroa et al., 2003). Es existieren Atx-2 Orthologe in Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Xenopus laevis und Arabidopsis thaliana
(Kiehl et al., 2006). Die biologische Funktion des Proteins Atx-2 und die Ursache
des Zelluntergangs bei SCA2 sind bislang unbekannt. Allgemein wird
angenommen, dass eine mutativ erhohte Anzahl an Glutaminresten im Protein
Atx-2 zur krankheitsverursachenden Storung der neuronalen Zellphysiologie und

zum vorzeitigen Zelltod fuhrt. Daruber hinaus besitzt humanes Atx-2 neben der
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Polyglutaminregion mehrere Interaktionsdomanen und es sind bereits einige
Interaktionspartner von Atx-2 bekannt, die auf eine Funktion von Atx-2 im RNA-
Metabolismus hindeuten. Die Abbildung 1.2 gibt eine Ubersicht Uber die

Interaktionsmotive von Atx-2.

PolyQ LSm LSmAD

16%}487254-345353-475 Fg){)%‘_glvlz%
1 I I .. I I 1312
SBMA1 SBM2
117-126 587-596

Abb. 1.2: Doménenstruktur von Atx-2. Das Protein Atx-2 besteht aus 1312 Aminosauren (1-
1312 aa). Die Prolin-reichen SH3-Bindungsdoméanen SBM1 und SBM2, die Polyglutaminregion
(PolyQ), die RNA-Bindungsdoméanen LSm und LSmAD, sowie das PABP-Interaktionsmotiv (PAM2)
sind durch schwarze Boxen dargestellt. Die kleinen Zahlen geben die Aminosaurepositionen der
Doménen an, wahrend die groBen Zahlen die Aminosauren des Proteins bezeichnen (nach
Albrecht et al., 2004a; Ralser et al., 2005b).

Die SBM1- und SBM2-Motive von Atx-2 stellen Prolin-reiche SH3-
Bindungsdoméanen dar. Das Protein Endophilin-A3 bindet Uber seine SH3-
Domane an diese Bindungsmotive, wahrend Endophilin-A1 nur an das C-terminale
SBM2-Motiv bindet (Ralser et al., 2005b). Endophilin-A1 und -A3 werden im
Gehirn exprimiert und sind vermutlich an der Endozytose und Transportprozessen
innerhalb der Zelle beteiligt, zumal die Kolokalisation von Endophilin-A3 und
Mikrotubuli gezeigt wurde (Hughes et al., 2004).

AuRerdem besitzt Atx-2 die RNA-bindende LSm-Domaéane (Like Sm domain) und
LSmA-Domane (Like Sm associated domain). Es konnte gezeigt werden, dass
Proteine mit LSm-Domanen an verschiedenen Schritten des RNA-Metabolismus
beteiligt sind (He et al., 2000). In Versuchen am Drosophila-Homolog von Atx-2
vermittelte die LSm- bzw. LSmA-Domane die direkte Bindung an RNA (Shibata et
al., 2000). Dies konnte auf eine Funktion von Atx-2 im RNA-Metabolismus
hindeuten.

Innerhalb der LSmA-Doméne befinden sich daruber hinaus ein Clathrin-
vermitteltes trans-Golgi-Signal (Aminosauren: 414-416) und ein ER-Ausgangs-
Signal (Aminosauren: 426-428), sowie eine putative Caspase-3 Schnittstelle
(Albrecht et al., 2004a). Atx-2 scheint Uber diese Domanen an die Golgi-Membran
binden zu kdnnen und mit Caspase-3, einem Schlusselenzym in der Endstrecke

der Apoptosekaskade in Wechselwirkung zu stehen.
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Das PABP-Interaktionsmotiv 2 (PAM2) ermoglicht es Atx-2 an die C-terminale
PABC-Domane von Poly(A)-Bindungsproteinen, wie PABP-1 (cytoplasmic poly(A)
binding protein 1) zu binden (Ralser et al., 2005a; Albrecht et al., 2004b; Kozlov et
al., 2001). Poly(A)-Bindungsproteine interagieren mit polyadenylierter mRNA und
es wird angenommen, dass sie Export, Translation, Stabilitat und Abbau der
mMRNA regulieren (Mangus et al., 2003; Gorgoni et al., 2004; Kahvejian et al.,
2005). Es kommen zum einen zytoplasmatische Poly(A)-Bindeproteine-C1, -C3, -i
und -C5 vor, welche die Formation der messenger-Ribonukleoproteinpartikel
(mRNP) im Zytoplasma ermoglichen und zur Bildung der sogenannten closed-loop
Struktur zu Beginn der Translation beitragen. Diese Struktur ermdglicht das
sogenannte Ribosomen-Recycling, d.h.: das wiederholte Ablesen der mRNA
durch das 80S-Ribosom. Daruber hinaus ist die Assoziation von mRNA und
nuklearen PABP fur den Export einiger mRNA aus dem Zellkern notig (Mangus et
al., 2003). Dabei formieren sich durch Interaktion von mRNA und Effektorproteinen
Ribonukleotidpartikel (RNP), welche innerhalb der Zelle mit Hilfe von
Motorproteinen entlang der Zytoskelettfilamente an ihren Zielort transportiert und
dort translatiert werden (Kindler et al., 2006).

Ein weiteres Interaktionsprotein von Atx-2 ist das Protein A2BP1 (Ataxin-2 binding
protein 1) (Shibata et al., 2000). Das Protein A2BP1 gehort zur Familie putativer
RNA-Bindungsproteine und bindet am C-Terminus von Atx-2, wobei die Funktion
des humanen A2BP1 bisher unklar ist (Shibata et al., 2000; Kiehl et al., 2001).
Allgemein ist bekannt, dass Mutationen des A2BP1-Gens zu mentaler
Retardierung, Autismus und Epilepsie fuhren (Martin et al., 2007; Bhalla et al.,
2004). In Studien an Caenorhabditis elegans wurde eine regulatorische Funktion
beim alternativen Splei3en postuliert, wahrend Shibata und Kollegen die Funktion
des Atx-2/A2BP1-Komplexes in der Translation und im Transport von mRNA in

Neuronen vermuten (Shibata et al., 2000).

1.6 Pathogenese der SCA2 ?

Im Folgenden werden einige Modelle zur Pathogenese der SCAZ2 dargestellt.
Allgemein bekannt ist, dass die Erkrankung SCAZ2 durch mutative Verlangerung
einer CAG-Trinukleotidregion im kodierenden Abschnitt des ATXN2-Gens

verursacht wird, die eine verlangerte Polyglutaminregion des Genprodukts Atx-2
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kodiert, welche die Pathogenitat vermittelt. Es werden zwei unterschiedliche
Theorien zur zellularen Wirkung dieser Mutation diskutiert. Die erste Theorie
besagt, dass bei autosomal-dominanten Erbgangen ein mutiertes Allel ausreicht,
um das Krankheitsmerkmal vollstandig zur Auspragung zu bringen. Jeder
heterozygote Gen-Trager zeigt den dominanten Phanotyp. Die Aktivitat des
normalen Allels reicht zur Kompensation des mutierten Allels nicht aus, da nur
noch 50 % des normalen Genprodukts vorhanden sind und 50 % der krankheits-
assoziierten Funktionsverlustmutation unterliegen (loss of function). Die zweite
Theorie besagt, dass die SCA2 durch die toxische Wirkung des mutativ
veranderten Genprodukts Atx-2 entsteht (Everett et al., 2004). Diese Art der
Mutation fuhrt zur Synthese eines Genproduktes, das intrazellular eine toxische
Wirkung hat (gain of toxic function).

Weitere Uberlegungen konzentrieren sich auf die in der Literatur beschriebenen
neuropathologisch nachgewiesenen Zelleinschlusse, die sich im Falle der SCA2
vorwiegend im Zytoplasma von Purkinje-Zellen, aber auch aullerhalb des
Kleinhirns befinden. Die Formation intranuklearer Proteinaggregate scheint fur die
Pathogenitat von Atx-2 nicht von Bedeutung zu sein (Huynh et al., 2000a). Die
Inklusionen entstehen dadurch, dass Polyglutaminregionen pathogener Lange die
Proteinkonformation andern, was Stoérungen der Proteinfunktion, Verlust der
Proteinstabilitdt und Ablagerung von Proteinaggregaten bewirkt (Timchenko et al.,
1996; Scherzinger et al., 1997; Ross CA, 2004; Duefas et al., 2006). Es besteht
ein ursachlicher Zusammenhang zwischen der Konzentration des Genproduktes
Atx-2 und dem Ausbruch der SCA2. Bisher wird die toxische Wirkung von
Inklusionen kontrovers diskutiert. Zum einen konnten sie den axonalen Transport
und die synaptische Ubertragung stéren (Gunawardena et al., 2005). Zum
anderen konnten sie durch Anreicherung von Ubiquitin, Proteasom, Chaperon
HSP70 (Hitzeschockprotein 70) und Transkriptionsfaktoren das Ubiquitin-
Proteasom-System storen (Cummings et al., 1998; Schmidt et al., 2002). Dagegen
spricht aber , dass in Hirngewebe von SCA2-Patienten keine vermehrte
Ubiquitinylierung von Atx-2 nachgewiesen werden konnte (Huynh et al., 2000b).
Eine weitere Hypothese besagt, dass die Pathogenese der SCA2 auf eine
Aktivierung der Apoptosekaskade durch das krankheitsassoziierte Protein Atx-2
zuruckzufuhren sei. Diese Hypothese beruht auf Beobachtungen in COS-1-Zellen,
in denen Atx-2 physiologischerweise im Zytoplasma lokalisiert und mit der Golgi-
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Membran assoziiert ist (Huynh et al., 2003). Interessanterweise fuhrte aber die
Synthese von mutiertem Atx-2 mit einem Polyglutaminbereich aus 58 oder 104
Glutaminen in vitro zur Fragmentierung des Golgi-Komplexes und zum Zelltod von
COS-1-Zellen. Dabei verursachte die Synthese von mutiertem Atx-2 deutlich
hohere Konzentrationen aktivierter Caspase-3 als das physiologische Atx-2
(Huynh et al., 2003). Daruber hinaus ist auch bekannt, dass erhohte Atx-2
Konzentrationen Zellen von Neuroblastom-Tumoren fur Apoptose sensibilisieren
(Wiedemeyer et al., 2003).

Ein weiterer Ansatz zur Erforschung der SCA2 Pathogenese sind Studien an
Mausmodellen. Transgene Mause zeigten eine spezifische Degeneration von
Purkinje-Zellen, die sich phanotypisch als Ataxie manifestierte (Aguiar et al.,
2006). Atx-2 knock-out Mause =zeigten aulerdem verringerte Fertilitat und
Fettleibigkeit (Kiehl et al., 2006, Huynh et al., 2009). Neuere Studien zur Protein-
Interaktion von Atx-2 weisen auf eine Funktion im mRNA-Metabolismus hin. Die
genaue Wirkung von Atx-2 in der Zelle und der Pathomechanismus von SCA2

konnte noch nicht abschliel3end erklart werden.

1.7 Apoptose

Da bekannt ist, dass Proteine mit expandierten Polyglutaminregionen Apoptose
induzieren (Giuliano et al., 2003), wurde in dieser Arbeit ein Apoptose-Assay mit
pathogenem und physiologischem Atx-2 in Zellkultur durchgefuhrt. Die Apoptose
ist eine spezifische Form des ,programmierten Zelltods®, die morphologisch durch
Pyknose, Chromatinkondensation, Chromatinfragmentierung und Abschnirung
von Teilen der Plasmamembran gekennzeichnet ist. Eine Fehlregulation der
Apoptose tragt zur Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen bei (Okouchi et
al., 2007). Man unterscheidet den extrinsischen, rezeptorvermittelten
Apoptoseweg und den intrinsischen, mitochondrialen Apoptosesignalweg (siehe
Abbildung 1.3). Der intrinsische Weg wird durch einen externen, DNA-
schadigenden Stimulus ausgel6st, der zur Anheftung von Proteinen der bcl-2-
Familie und der bax-Familie an die Mitochondrienmembran fuhrt. Das freigesetzte
Cytochrom c bindet an das zytosolische Protein Apaf-1 und aktiviert die Caspase-
Kaskade. Ein anderer Apoptoseweg wird Uber die Aktivierung membranstandiger
Rezeptoren der TNF-R-Familie (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Familie), wie
CD95 vermittelt. Durch Bindung eines CD95-Liganden (CD95L) an die
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Ligandenbindungsdoméane wird auf der zytosolischen Seite des Rezeptors die
Bindung eines Adaptermolekiils stimuliert, das die Pro-Caspase-8 aktiviert.
Gemeinsame Endstrecke beider Apoptosewege ist die Aktivierung der Initiator-
Caspasen-8, -9, -10 und der Effektor-Caspase-3 (Hengartner M.O., 2000). Die
Aktivierung von Caspase-3 beginnt, wenn Caspase-9 mit Apaf-1, Cytochrom ¢ und
ATP bindet (Liu et al., 1996). Die Effektor-Caspase-3 aktiviert DNAsen, welche die

genomische DNA abbauen.

Procaspase-8

bax
v

* Caspase-8

bcl-2

Pro-Caspase 9

Caspase 9

Yy |

xse 3, 6, 7 Caspase 3, 6, 7

APOPTOSE

Abb. 1.3: Apoptose: Zentrale Regulationsstelle des intrinsischen Apoptoseweges ist das
Mitochondrium. Durch einen externen DNA-schadigenden Stimulus kommt es unter Beteiligung
von p53 und Proteinen der bax- und bcl2-Familie zur Freisetzung von Cytochrom c. Ein Komplex
aus Cytochrom c und Apaf1 (Cyt/Apaf1) aktiviert die Caspase-9. Der extrinsische Apoptoseweg
wird Uber die Aktivierung des membranstandigen Rezeptors CD95 vermittelt. Durch Bindung eines
CD95-Liganden (CD95L) wird auf der zytosolischen Seite des Rezeptors die Bindung eines
Adaptermoleklls (FADD) stimuliert, das die Caspase-8 aktiviert. In der gemeinsamen Endstrecke
der Apoptosekaskade werden die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 aktiviert. Die Effektor-Caspase-3
aktiviert DNAsen, welche die genomische DNA abbauen (nach Hengartner M.O. 2000).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des zellularen Wirkmechanismus des
humanen krankheitsassoziierten Proteins Ataxin-2 (Atx-2). Mittels eukaryotischer
Expressionsvektoren wurde die subzellulare Lokalisation von physiologischem und
pathogenem Atx-2 in Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus) und in
CHO-K1-Zellen untersucht. Dazu wurden zum einen Vektoren konstruiert, die
physiologisches, humanes Atx-2 mit einer Polyglutaminregion aus 22
Aminosauren Glutamin (Atx2-Q22) kodieren. Zum Vergleich wurden Vektoren
konstruiert, die eine pathogene, humane Atx-2 Form mit einer Polyglutaminregion
aus 79 Aminosauren Glutamin (Atx2-Q79) kodieren. Auflerdem wurde ein
immunzytochemischer Apoptose-Assay mit Anti-ACTIVE-Caspase-3 Antikorper
durchgefuhrt, um Hinweise zur Pathogenese der spinocerebellaren Ataxie Typ 2
(SCA2) zu erhalten. Mit der Affinitatschromatographie (PDZ-Pulldown) wurde eine
neue biochemische Methode eingesetzt, um neue putative Atx-2-

Interaktionsproteine zu identifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von Invitrogen, Merck, Roth oder Sigma
bezogen.

2.1.2 Bakterienstamme und Zelllinien

Material Name Quelle

Bakterienstamm Escherichia coli XL-1 Blue Stratagene
Chinese hamster ovary K1 (CHO- | ~~|

Zelllini K1) (Cricetulus griseus)

elllinien —

Human embryonic kidney 293 CRL-1573
(HEK-293) (Homo sapiens)

Neuronale Zellen Hippocampusneurone Institut fir Humangenetik,
(Rattus norvegicus) UKE Hamburg

Tabelle 2.1: Bakterienstimme und Zelllinien. Die HEK-293-Zellen und die CHO-K1-Zelllinie
kébnnen unter www.afcc.org bestellt werden. Die Hippocampusneurone wurden aus
Rattenembryonen (Rattus norvegicus) am Entwicklungstag E18-E20 prapariert.

2.1.3 Plasmid-DNA

2.1.3.1 Grundvektoren

Plasmid Quelle

ﬂt]::ﬁ:ﬁtg:g% Ralser et al., (2005a), J Mol Biol. 346 (1) 203-214.
pEGFP-C3 Clontech BD Biosciences, Zugriffsnummer: #U57607
Stratagene, Zugriffsnummer: #212205

(f1 origin in +orientation Sac—Kpn polylinker orientation)
pSTAG-TEV Brendel et al., (2004), Biochem J. 384 (2) 239-246

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Grundvektoren. Diese Plasmidvektoren wurden
zur Konstruktion von eukaryotischen Expressionsvektoren verwendet.

pBluescript-SK(+) I
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2.1.3.2 Konstruierte eukaryotische Expressionsvektoren

Basisvektor Konstruierte Plasmide
pEGFP-C3 pEGFP-Atx2-Q22, pEGFP-Atx2-Q79
pAtx2-Q22-PDZ, pAtx2-Q79-PDZ

pAtx2-Q22-Flag, pAx2-Q81-Flag

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die konstruierten Plasmide. Es wurde die humane Atx-2 cDNA mit
unterschiedlich langen Polyglutaminregionen verwendet. Q22: 22 Aminosauren Glutamin; Q79: 79
Aminosauren Glutamin. Als Markerregionen wurden EGFP, die PDZ-Doméne von Shank 1 und
das Flag-Epitop genutzt.

pSTAG-TEV (Brendel et al., 2004)

Die Tabelle 2.3 zeigt die Basisvektoren und die hergestellten eukaryotischen
Expressionsvektoren: pEGFP-Atx2-Q22, pEGFP-Atx2-Q79, pAtx2-Q22-PDZ,
pAtx2-Q79-PDZ, pAtx2-Q22-Flag und pAtx2-Q81-Flag. Sie enthalten die
komplette humane Atx-2 cDNA mit unterschiedlich langen CAG-
Trinukleotidregionen und einer Signaldomane. Die Vektoren mit 22 CAG-Motiven
kodieren die physiologische Form des Atx-2. Vektoren mit 79 oder 81 CAG-
Trinukleotiden kodieren pathogenes Atx-2. Dies wurde so gewahlt um
physiologisches und pathogenes Atx-2 im Vergleich untersuchen zu konnen. Die
Konstruktion der Expressionsvektoren ist in Abschnitt 3.1. beschrieben.

2.1.4 Restriktionsenzyme

Name Erkennungssequenz Konzentration Quelle

BamH| g::gé?:g?g:g 10 U/ul Fermentas
Bglll g:::%CT;ﬁ;TI\:g: 10 U/ul Fermentas
EcoRI g::g.!_m-'rg:g 10 U/ul Fermentas
Hindlll g:::ﬁggﬂ;:g 10 U/ul Fermentas
Kpnl g::g?g:_?c';g:g 10 U/ul Fermentas

Tabelle 2.4: Verwendete Restriktionsenzyme. Angegeben sind die Namen der
Restriktionsenzyme, ihre jeweilige Erkennungssequenz sowie die verwendete Konzentration und
Quelle.
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2.1.5 Verwendete Kits

Zur Aufreinigung von DNA wurden die folgenden Kits verwendet.

1.) E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Peqlab)
2.) EndoFree® Plasmid Maxi Kit (10) (Qiagen)
3.) QIAquick® PCR Purification Kit (250) (Qiagen)

2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primarantikorper

Caspase-3 pAB

Antikorper Quelle Zytochemie | Western Blot
rbAnti-GFP Abcam, ab6556 1:1000 1:3600
mAnti-GFP Covance, MM S-118 R 1:1000

mAnti-Flag (M2) | Sigma, F3165 1:2000 1:3000
rbAnti-aTubulin Abcam, ab 4074 1:500

rbAnti-vGLUT Synaptic Systems, 135303 1:10.000

m’m)‘ MAP2 Sigma, MAB 364 1:1000

mAnti-MAP2b BD Biosciences, 610460 1:1000

rbAnti-SSTRIP Dr. Kreienlfamp, Institut  far 1:5000
PDZ Humangenetik, UKE Hamburg

roAnti-Ataxin-2 [H)L.mangKeigzltieI:: UKEIrE;i:rl:tgurg fUr 1:2000
At-ACTIVE®- | b o e G7481 1:250

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber die verwendeten Primirantikérper. Der Kleinbuchstabe vor dem
Antikérpernamen definiert das Tier, aus dem der Antikérper gewonnen wurde, wie zum Beispiel rb:
Kaninchen, m: Maus. Die Verdinnungen fiur immunzytochemische Untersuchungen und fur
Western Blot Analysen sind angegeben.
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2.1.6.2 Sekundarantikorper

Sekundarantikorper Quelle Zytochemie | Western Blot
® ) . Molecular Probes, .
Alexa Fluor®488-gAnti-rblgG A11008 1:500
® . Molecular Probes, .
Alexa Fluor®488-gAnti-migG A11001 1:500
® ) . Molecular Probes, .
Alexa Fluor®546-gAnti-migG A11003 1:500
® . Molecular Probes, .
Alexa Fluor®546-gAnti-rblgG A11010 1:500
® ) . Molecular Probes, .
Alexa Fluor®635-gAnti-migG A31574 1:500
® . Molecular Probes, .
Alexa Fluor®633-gAnti-rblgG A21070 1:500
Amersham
HRP-sAnti-migG Bioscience, 1:2500
NXA931
. GE Healthcare, )
HRP-dAnti-rblgG NA9340V 1:2000

Tabelle 2.6: Ubersicht iiber die verwendeten Sekundirantikorper. Der Kleinbuchstabe vor dem
Antikérpernamen definiert das Tier, aus dem der Antikbrper gewonnen wurde: g: Ziege, s: Schaf,
d: Esel. Der Kleinbuchstabe vor dem Immunglobulin (IgG) definiert das Antigen, gegen das sich
der Antikorper richtet. rb: Kaninchen, m: Maus.

2.1.7 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Invitrogen synthetisiert. Sie wurden

in sterilem Wasser bis zu einer Konzentration von 10 pmol/ul verdinnt. Die

Arbeitskonzentration war 1 pmol/ul.

2.1.7.1 Verwendete Oligonukleotide:

Name Sequenz (5'—3'), Verwendungszweck Schnittstelle
hAtx2-33s gCCSI;I)'SACGAGCCGGTGTATG, Sequenzierung der Atx-
CTCCAAATGTGAAGTACAAGTG, Sequenzierung
NADX2-34S | der Atx-2 cDNA
CGGGAAGCAAGGGCAAACC, Sequenzierung der
hAtx2-35s Atx-2 cDNA
hAtX2-365 CATGGTTCTCCAGCTCCTG, Sequenzierung der

Atx-2 cDNA

Tabelle 2.7: Ubersicht iiber die Oligonukleotide mit Verwendungszweck. Fortsetzung siehe

nachste Seite.
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Verwendete Oligonukleotide (Fortsetzung):

Name Sequenz (5'—3'), Verwendungszweck Schnittstelle
hAtX2-37s g(g[())ﬁ\ﬁTGAAACATCACCTAGC, Sequenzierung der Atx-
hAtx2-38s S['I)'Iﬁ\gCCCAACTTCACCTCGG, Sequenzierung der Atx-2
TGTCGTAACAACTCCGCCCC, Sequenzierung der Atx-2
CMV-1s cDNA
SHPDZ- CGAATGTGACGGAGTAGG, Sequenzierung der Atx-2
2as cDNA
AATTAACCCTCACTAAAGGG, Sequenzierung der Atx-2
T-3s cDNA
T-7as CATTATGCTGAGTGATATCCCG, Sequenzierung der
Atx-2 cDNA
GTCCGCCCTGAGCAAAGACC, Sequenzierung der Atx-2
EGFP-1s cDNA
SVPA2as ATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAG, Sequenzierung der
Atx-2 cDNA
ATGCGCTCAGCGGCCGCAGC, Amplifikation der Atx-2
hADX2-235 | 'DNA und Klonierung in pEGFP-C3 Not
hAtx2- CCCAATGATATGTTTCGATATAATG, Amplifikation der
15as Atx-2 cDNA und Klonierung in pEGFP-C3
hAtX2-21s CCCACAACCCACCCAGTGAAG, Amplifikation der Atx-2
cDNA und Klonierung in pEGFP-C3
hAtX2-9as TTAGATCTAACTGCTGTTGGTGGTGGG, Amplifikation Balll
der Atx-2 cDNA und Klonierung in pEGFP-C3 9
hAtX2-275 CTAGGTACCGCCGCCACCATGG, Modifikation von pB- Kon1
Atx2-U durch eine Kozak-Sequenz P
hAtx2- GTACCGCCGCCACCATGGAGCT, Modifikation von pB-
28as Atx2-U in der 5'-Region
CTCATGAGCAGACGCATGCG, Modifikation der 3'-
hADX2-29s Region von pB-K-Atx2-U Sphf
hAtx2- CCCACCACCAACAGCAGTTGAAAGATCTCATATGAAA Balll. Nde1
30as AAAAA, Modifikation der 3'-Region von pB-K-Atx2-U gitl,
GATCCCGATTACAAGGATGACGACGATAAGTGATGAG
hAtx2-39s | ATCT, Flag-cDNA-Sequenz zur Modifikation von pB-K-
hAtx2
hAtx2- ATTCTAGAGTAGTGAATAGCAGCAGTAGGAACATTAG Balll
40as CC, Flag-cDNA-Sequenz zur Modifikation von pB-K-hAtx2 9
Tabelle 2.7: Ubersicht iiber die Oligonukleotide mit Verwendungszweck. Die darin

enthaltenen Restriktionsschnittstellen sind rot hervorgehoben. Die Start- und Stoppcodons, sowie
die in hAtx2-27s enthaltene Kozak-Sequenz sind unterstrichen dargestellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde die 0,25 ul Tag-DNA-Polymerase (5
U/ul, Qiagen) in 2,5 ul 10x Tag-Polymerasepuffer (Qiagen) entsprechend den
Herstellerangaben eingesetzt. Dazu wurden 1 ul Plasmid-DNA mit 0,5 ul dNTP-
Mix (10 mM) und je 0,1 wl Primer (10 pmol/ul) versetzt bei einem Gesamtvolumen
des PCR-Ansatzes von 25 ul. Die Amplifikation wurde mit Hilfe des Gene Amp
PCR System 2400 Thermocycler (Perkin Elmer) durchgefuhrt.

2.2.1.2 PCR-Bedingungen

PCR-Schritte DNA-Amplifikation Sequenzierung
Initiale Denaturierung 5 min, 94°C 1 min, 96°C
Denaturierung 30 sec, 94°C 20 sec, 96°C

4-6°C unter der Primer-

Primer-Anlagerung Schmelztemperatur 5sec, 50°C
32 x 25 X
. 72°C 1  min/kb des : 0
Kettenverlangerung gewiinschten Produktes 4 min, 60°C
Kettenverlangerung 7 min, 72°C
Abkuhlen o 4°C o 4°C

Tabelle 2.8: Ubersicht iiber die PCR-Bedingungen

Nach der PCR wurden 5 ul des Amplifikationsansatzes mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Die benotigten DNA-Fragmente wurden
anschlielend aus dem Gel ausgeschnitten, mittels QIAquick® PCR Purification Kit

(250) (Qiagen) aufgereinigt und fur die Vektorkonstruktion verwendet.
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2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese und Aufreinigung von DNA-

Fragmenten

Aliquots von PCR oder Restriktionsanalysen wurden mittels Gelelektrophorese
analysiert (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden 1% Agarosegele mit 0,5 ug/mi
Ethidiumbromid verwendet. Als Puffer fur den Gellauf wurde 1x TAE, pH 8,3 (40
mM Tris/Acetat; 1 mM EDTA pH 8,0) verwendet. Die Proben wurden mit 6x
Ladepuffer (Sambrook et al., 1989) versetzt, zusammen mit dem GroRenstandard
Gene Ruler 100 bp Ladder (Fermentas) oder Mass Ruler, DNA Ladder, High
Range (Fermentas) auf das Agarosegel aufgetragen und bei 100-120 V
aufgetrennt. Mit Hilfe eines UV-Tisches (UVT- 28 M, Herolab) konnten die DNA-
Banden anschlieBend sichtbar gemacht und photographiert werden. Zur
Subklonierung bendtigte DNA-Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten
und mit dem E.ZN.A. Gel Extraction Kit (Peqlab) entsprechend den

Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.1.4 Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von PCR-Fragmenten oder Plasmid-DNA erfolgte mit 10 U
Restriktionsendonukleasen entsprechend den Herstellerangaben fir 1 h bei 37°C.
Die verschiedenen Restriktionsendonukleasen und die Restriktionspuffer wurden
von Invitrogen Life Technologies, MBI Fermentas, New England Biolabs und
Roche bezogen. Der Restriktionsverdau wurde durch Zugabe von 6x Ladepuffer

fur die Agarosegelelektrophorese beendet.

2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Ca. 0,2-1 ug der linearisierten Vektoren wurden mit einem sechsmolaren
Uberschuss an DNA-Fragmenten und 1 U T4-DNA Ligase (Invitrogen Life
Technologies) fur 1 h bei 37°C oder uber Nacht bei 16°C ligiert.
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2.2.1.6 Praparation und Transformation kompetenter Bakterien

Die chemisch kompetenten Bakterien (E. coli XL1 Blue, Stratagene) wurden nach
der KCM-Methode hergestellt und transformiert (Mandel et al., 1970). Fur die
Transformation wurden 100 ul der E. coli Bakteriensuspension mit 20 ul KCM-
Lésung (0,5 M KCI; 0,15 M CaCly; 0,25 M MgCls), 10 ul Ligationsansatz und 70 ul
ddH>O versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation fur 5 min bei 37°C. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium (Sambrook et
al., 1989) und anschlieRender Inkubation fur 1 h bei 37°C, wurden die
Bakterienzellen fur 30 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge 5415
D). 1 ml des Uberstandes wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 200 ul
des Transformationsansatzes resuspendiert und auf LB-Selektionsplatten
(Sambrook et al., 1989) ausplattiert. Die Platten wurden fur 12 h bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

2.2.1.7 Bakterienkultur, Plasmidpraparation und Quantifizierung
der DNA

Erfolgreich transformierte Bakterien wurden in Abhangigkeit von der plasmid-
vermittelten Resistenz auf Kanamycin- oder Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten und
in entsprechendem LB-Flussigmedium bei 37°C vermehrt (Sambrook et al., 1989).
Zum Zentrifugieren grof3er Mengen an Bakterienkulturen wurde die Kuhlzentrifuge
(Typ RO2-B, Sorvall) benutzt. Kleine Mengen an Plasmid-DNA wurden mittels
alkalischer Lyse gewonnen (Sambrook et al., 1989). GroRere Mengen an Plasmid-
DNA fir Transfektionen wurden mit dem EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qiagen)
nach Herstellerangaben gewonnen. Die Nukleinsaurekonzentration wurde durch
Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm mit Hilfe eines
Photometers (LKB Novaspec) bestimmt oder mit Hilfe der

Agarosegelelektrophorese (2.2.1.3).

2.2.1.8 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden im Sequenzierlabor des Instituts fur Humangenetik und
im Institut fur Pathologie (Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) nach der
Didesoxy-Methode durchgefuhrt (Sanger et al.,1977). Dazu wurden 0,4-1 ug DNA
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mit 2 ul Big Dye Premix (Applied Biosystems) und 1 ul Primer (10 pmol) gemischt
und mit ddH,O auf 10 ul aufgefullt. Die Sequenzierungs-PCR erfolgte in vier
Schritten. Die initiale Denaturierung fur 1 min bei 96°C und die Denaturierung fur
20 sec bei 96°C, gefolgt von der Primeranlagerung fur 5 sec bei 50°C und der
Kettenverlangerung fur 4 min bei 60°C. Es wurden 25 Zyklen durchlaufen. Zur
Reinigung der PCR-Produkte wurden diese anschlieRend mit 10 ul H20, 2 ul 3 M
NaAC und 55 ul 100% Ethanol gemischt und fur 30 min bei 13.000 rpm
(Eppendorf-Zentrifuge 5415 D) zentrifugiert. Es folgte ein zweiter Waschschritt mit
250 ul 70% Ethanol fur 10 min bei 13.000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge 5415 D).
AnschlieRend wurden die PCR-Produkte bei 30°C getrocknet und im
Sequenzierlabor abgegeben und sequenziert.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Proteinauftrennung wurden 10% SDS-Gele verwendet (Sambrook et al.,
1989). Die Gelelektrophorese wurde mit dem Mini-Protean |l System (BIO-RAD)
durchgefuhrt. Die Proteinproben, die nach Affinitatsprazipitation (2.2.2.3) an NHS-
Sepharose gebunden waren, wurden mit 30 ul 5x Laemmli-Puffer (Sambrook et
al., 1989) versetzt, fur 5 min auf 100°C erhitzt und in 10% SDS-Gelen in 1x SDS-
Laufpuffer (25 mM Tris Base; 0,1% SDS; 192 mM Glycin) bei 200 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente der Full

Range Rainbow Marker (Amersham Biosciences).

2.2.2.2 Western Blot Analyse

Zur immunchemischen Analyse der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
wurden diese elektrophoretisch im Semi Dry Blot-Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran (PROTEAN, Schleicher & Schuell) transferiert. Dies
erfolgte in der Blot-Apparatur Trans Blot® Semi Dry Transfer Cell (BIORAD) in
Semi Dry Blot-Puffer (25 mM Tris Base; 20% Methanol (v/v); 192 mM Gilycin;
0,02% SDS) fur 45-90 min bei 150 mA. Durch Farben der Nitrozellulosemembran
mit Ponceau S Losung (0,1% Ponceau S (w/v) in 5% Essigsaure (v/v), Sigma)
wurde der Proteintransfer Uberpruft. Die Membran wurde in Wasser entfarbt und

fur 1 h bei RT in Blockierlosung (10% Magermilchpulver in PBS-T; 1x PBS
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(Sambrook et. al., 1989) + 0,3% Tween-20) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Die Inkubation mit dem Primarantikorper (siehe
Tabelle 2.5) erfolgte bei 4°C fur 16 h. Die Membran wurde dreimal fur 5 min in 1x
PBS-T gewaschen und mit dem entsprechenden HRP (horse-radish peroxidase)-
gekoppelten Sekundarantikorper (siehe Tabelle 2.6), verdunnt in 1x PBS-T, fur 1 h
bei RT inkubiert. Nach drei Waschschritten von jeweils 10 min in 1x PBS-T wurden
die  antikOrpermarkierten  Proteine  mittels = ECL-Reaktion = (Enhanced
Chemiluminescense; Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) nach
Herstellerangaben auf Rontgenfilmen (Medical X-Ray Film Cronex 5, 13x18 cm,
Agfa) sichtbar gemacht.

2.2.2.3 Affinitatschromatographie (PDZ-Pulldown)

Fur die Affinitatsprazipitation von Fusionsproteinen mit PDZ-Domanen (PDZ-
Pulldown) wurden HEK-293-Zellen mit den Plasmiden pAtx2-Q22-PDZ und pAtx2-
Q79-PDZ transfiziert (2.2.3.2). Die Zellernte erfolgte 12-24 h nach Transfektion.
Dazu wurden die HEK-293-Zellen zweimal mit je 5 ml kaltem 1x PBS (Sambrook
et al., 1989) gewaschen. Danach wurden sie in 1 ml 1x RIPA-Puffer (50 mM Tris,
pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% NP40; 0,5% NaDOC; 5 mM EDTA, pH 8,0; 0,1% SDS;
Protease-Inhibitor Cocktail COMLETE™, nach Herstellerangaben, Roche) fur 15
min auf Eis lysiert. Die Zellsuspension wurde in 15 ml Falcon® Rohrchen bei 4°C
fur 15 min bei 5000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge 5804 R) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit 100 wl/ml PMSF (0,1 M) gemischt und mit 80 ul GKAP-
Sepharose-Suspension versetzt (NHS aktivierte Sepharose™, Amersham; GKAP-
Peptid: IYIPEAQTRL). Ein Aliquot des Uberstandes wurde fiir eine Western Blot
Analyse abgenommen, mit 25 ul 5x Laemmli-Puffer gemischt, fir 5 min gekocht
und eingefroren. Nach der vierstindigen Inkubation der Zelllysate mit den
Sepharosekugelchen bei 4°C auf einem Rotator, wurde die GKAP-Sepharose mit
den gebundenen Proteinen funfmal mit je 10 ml 1x RIPA-Puffer gewaschen und
bei 500 x g je 1 min (Eppendorf-Zentrifuge 5804 R) zentrifugiert. AnschlieRend
wurden die Sepharosekugelchen in 30 ul 5x Laemmli-Puffer resuspendiert und fur
5 min gekocht. Die Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE (2.2.2.1),
Coomassie-Farbung (2.2.2.4) und Massenspektrometrie (2.2.2.5).
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2.2.2.4 Coomassie-Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Die 10% SDS-Gele wurden zur Detektion der Proteinbanden 12 h in kolloidaler
Coomassie-Farbelésung (20% Roti® Blue Coomassie-Féarbelésung, Roth; 20%
Methanol; 60% ddH,0O) gefarbt und zweimal 5 min lang in 25% Methanol und 1
mal 5 Minuten in ddH,O gewaschen. Die gefarbten Proteinbanden wurden
ausgeschnitten und massenspektrometrisch analysiert (2.2.2.5).

2.2.2.5 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wurde in Zusammenarbeit mit dem Analytik-Labor des
Instituts fur Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie (Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) von Herrn S. Harder durchgefuhrt. Dazu wurden die zu
untersuchenden Proteinbanden aus einem Coomassie gefarbten SDS-
Polyacrylamid-Gel (2.2.2.4) ausgeschnitten und analysiert (Brendel et al., 2004).

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von HEK-Zellen und CHO-Zellen

Die HEK-293-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco
Invitrogen) mit 10% hitzeinaktiviertem fotalen Kalberserum (FCS, Sigma) und 100
U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin in Zellkulturschalen (& 10 cm,
Sarstedt) bei 37°C in funfprozentiger CO,-Atmosphare kultiviert. Fur die
Kultivierung wurden die Zellen alle drei Tage passagiert. Zum Passagieren wurden
die HEK-293-Zellen in 5-10 ml 1 x PBS-Puffer (0,14 M NaCl; 2,68 mM KCI; 10,4
mM NaHPOQOy4; 1,76 mM KH,PO4; Sambrook et al., 1989) gewaschen und in 1 ml 1x
PBS-Puffer und 0,5 ml 0,25% Trypsin in Versene-Puffer (137 mM NaCl; 6,58 mM
NaxHPOg4; 2,68 mM KCI; 1,32 mM KH2PO4; 0,5 mM EDTA) bei Raumtemperatur
fur 3-5 min trypsiniert. Nach Ablosen der Zellen wurde die Zellsuspension in 2,5 ml
DMEM-Medium pro Kulturschale aufgenommen, um das Trypsin zu inaktivieren.
Zellsuspensionen von mehreren Kulturschalen wurden in ein 50 ml Falcon®
Roéhrchen Uberfuhrt und bei 1000 rpm fur 5 min zentrifugiert (Labofuge GL 2202,
Sorvall® Heraeus). Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen in 10 ml
DMEM-Medium resuspendiert und auf neue Kulturschalen Uberfuhrt. Die aus

Ovarien des chinesischen Streifenhamsters stammenden CHO-K1-Zellen wurden
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in F12-HAM Medium (Gibco®, Invitrogen) mit 10% hitzeinaktiviertem fotalen
Kalberserum (FCS, Sigma), sowie 100 U/ml Penicillin und Streptomycin (Gibco™
Invitrogen) in Zellkulturschalen (& 10 cm, Sarstedt) bei 37°C in funfprozentiger
CO2-Atmosphare kultiviert. Zur Zellpassage wurden die Zellen in 5 ml 1x PBS-
Puffer (Sambrook et al., 1989) gewaschen und nach Zugabe von 1 ml Trypsin
(0,25% Trypsin in 1x PBS-Puffer) 2 min bei 37°C in funfprozentiger CO.-
Atmosphare inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit 9 ml Kulturmedium versetzt,
um das Trypsin zu inaktivieren, anschlielend bei 500 x g fur 5 min zentrifugiert
und in neuem F12-HAM Kulturmedium in einem Verhaltnis von 1:10 und 1:20 auf
neue Kulturschalen uberfuhrt.

2.2.3.2 Transfektion von HEK-Zellen und CHO-Zellen

Die Transfektion von HEK-293-Zellen erfolgte nach der Calciumphosphat-Methode
(Sambrook et al., 1989). Pro Ansatz wurden dazu in einem 50 ml Falcon®
Roéhrchen 500 ul 2x HBSP (1,5 mM NazHPO4; 10 mM KCI; 280 mM NaCl; 12 mM
Glucose; 50 mM HEPES, pH 7,0) unter Einleitung steriler Luft mit einem zuvor
hergestellten Mix aus 10 ul Plasmid-DNA (1 ug/ul) in 64 ul CaCl; (2 M) und 426 ul
ddH2,O gemischt. Zur Bildung der Calciumphosphat-Prazipitate wurden die
Ansatze 20 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubation
erfolgte die Zellpassage (2.2.3.1). AnschlieBend wurden die HEK-293-Zellen in
einer Dichte von 2,5 x 10° Zellen pro Kulturschale (10 cm &, Sarstedt) in 10 ml
DMEM verteilt. In das DMEM Medium der ausplattierten Zellen wurde pro
Zellkulturschale je 1 ml Transfektionsmix gegeben und durch Schwenken der
Schale gleichmafig verteilt. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 36 h
wurden die HEK-293-Zellen fur immunzytochemische Untersuchungen (2.2.3.5),
Western Blot Analysen (2.2.2.2) oder Affinitatschromatographie (2.2.2.3)
eingesetzt. Zur Herstellung von Proteinextrakten fur Western Blot Analysen
wurden ftransfizierte HEK-Zellen nach 36 h zweimal mit 5-10 ml 1x PBS
gewaschen, anschlielend in 1,5 ml 1x Laemmli-Puffer lysiert und fur 5 min
aufgekocht. Die transiente Transfektion von CHO-K1-Zellen erfolgte mit
Lipofectamine™ 2000 Reagenz (Invitrogen) entsprechend den Herstellerangaben

einen Tag nach der Zellpassage.
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2.2.3.3 Kultivierung primarer Hippocampusneurone

Die Hippocampusneurone der Ratte (Rattus norvegicus) wurden aus Gehirnen 18
bis 20 Tage (E18 - E20) alter Rattenembryonen prapariert (Tag der Befruchtung:
EO). Die isolierten Hippocampi wurden in 1x HBSS (Hank’s balanced salt solution,
Gibco) gesammelt und durch Zugabe von 0,25% Trypsin fur 15-20 min bei 37°C
trypsiniert. AnschlieRend wurden die Hippocampusneurone drei mal fur 2-5 min in
Plattiermedium (Modified Eagle Medium, Gibco; mit 0,6% Glucose und 10%
Pferdeserum, Gibco) gewaschen und mit Hilfe feuerpolierter Pasteurpipetten
(Roth) mechanisch vereinzelt. Zur Erhdhung der Effizienz der Zellvereinzelung war
die Offnung der verwendeten Pasteurpipetten auf halben Durchmesser verengt.
Danach wurden 15 ml Plattiermedium zugegeben und die Zelldichte in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Hippocampusneurone wurden in einer
Zelldichte von 1,8-2 x 10° Zellen/ml in 12 ml Plattiermedium suspendiert und in
einer 12-Lochplatte auf Deckglasern (& 18 mm, Marienfeld) ausplattiert. Die
Deckglaser wurden zuvor 4 h in 100% Ethanol gewaschen, danach zweimal mit
destilliertem Wasser gewaschen, bei 200°C gebacken und 2 h mit 1 mg/ml Poly-L-
Lysin (Sigma) beschichtet. Die Hippocampusneurone wurden fur 3 h bei 37°C in
funfprozentiger CO,-Atmosphare inkubiert. Es folgte ein Mediumwechsel zu
Neurobasalmedium (Neurobasal Medium, Gibco; 2% B27-Supplement, Gibco; 0,5
mM L-Glutamin, Gibco; 25 uM Glutamat, Sigma). Alle sieben Tage wurde das
Neurobasalmedium, jetzt ohne Zusatz von Glutamat, zur Halfte erneuert.

Um die Proliferation von Gliazellen zu hemmen, erfolgten funf Tage nach der
Praparation drei Waschschritte mit 2x HBSS. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die Neurone mit Neurobasalmedium Uuberschichtet, dem 5 uM AraC

(Cytosin-Arabinosid, Sigma C6645) zugesetzt wurden.
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2.2.3.4 Transfektion primarer Hippocampusneurone

Die transiente Transfektion der Hippocampusneurone erfolgt 7-9 Tage nach der
Praparation mit der Calciumphosphat-Methode (Sambrook et al., 1989). Dazu
wurden 10 ul DNA-L6sung (1 ug/uwl) mit 10 ul CaCl, (2,5 M) und 80 ul H,O
gemischt und unter Zufuhr steriler Luft mit 100 ul 2x BBS (50 mM BES; 80 mM
NaCl; 1,5 mM NaxHPO4, pH 6,9) gemischt. Zur Bildung der Calciumphosphat-
Prazipitate erfolgte eine Inkubation fur 20 min bei Raumtemperatur. Danach
wurden je 100 ul Transfektionsansatz pro Well zugegeben und fur 3 h bei 37°C in
funfprozentiger CO,-Atmosphare inkubiert. Zur Entfernung der Prazipitate wurden
die Neurone viermal mit 2x HBSS (10 mM HEPES; 2 mM NaOH; Gibco)
gewaschen. Die Neurone wurden in 1 ml frischem Neurobasalmedium pro

Deckglas fur 1-4 Tage ohne erneuten Mediumwechsel kultiviert.

2.2.3.5 Immunzytochemie

Fir die immunzytochemischen Untersuchungen wurden adharent wachsende
CHO-K1-Zellen auf unbeschichteten Deckglaschen (18 mm &, Marienfeld GmbH),
HEK-293-Zellen auf Poly-D-Lysin-beschichteten (0,1 mg/ml, Sigma) und
Hippocampusneurone der Ratte auf Poly-L-Lysin-beschichteten (0,1 mg/ml,
Sigma) Deckglaschen in Zellkultur auf 12-Lochplatten (& 2,5 cm; Falcon®)
kultiviert und transfiziert. Vor dem Fixieren wurden die Zellen in 1 ml 1x PBS-
Puffer (Sambrook et al., 1989) gewaschen und anschliellend mit 0,5-1 ml 4% PFA
(pH 7,4) fur 15 min bei RT fixiert. Die fixierten Zellen wurden in drei
Waschschritten jeweils 5 min in 1x PBS-Puffer gewaschen und in 0,1% Triton X-
100 fur 5 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Durch die Behandlung mit 10%
NGS (Normal goat serum, Gibco, Invitrogen) in 1x PBS-Puffer fur 30-60 min
wurden unspezifische Bindungen blockiert. Die Inkubation mit Primarantikorpern
(verdunnt in 10% NGS in 1x PBS-Puffer) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Nach drei
funfminatigen Waschschritten in 1x PBS-Puffer folgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper fur 1 h bei RT. Nach weiteren drei Waschschritten in 1x PBS-
Puffer fur jeweils 5 min trockneten die Deckglaschen bei RT. Mikroskopische
Praparate wurden in flissigem Perma Fluor (Beckman Coulter) auf

unbeschichteten Objekttragern (~76 x 26 x 1 mm, Marienfeld GmbH) eingebettet.
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2.2.3.6 Apoptose-Assay

Es wurden Hippocampusneurone der Ratte (1,8-2 x 10° Zellen/Well) auf Poly-L-
Lysin-beschichteten (0,1 mg/ml, Sigma) Deckglaschen fur sieben Tage in
Neurobasalmedium/Supplement kultiviert. Am siebten Tag wurden je drei Well
transient mit den Konstrukten pEGFP-N3, pEGFP-Atx2-Q22 bzw. pEGFP-Atx2-
Q79 transfiziert (siehe 2.2.3.4). Als Positiv-Kontrolle wurden drei Well mit
untransfizierten Hippocampusneuronen mit 1 uM MG-132 fuar 3 h versetzt
(Giuliano et al., 1999). Danach erfolgten drei Waschschritte mit 1x HBSS, und
nach Zugabe von Neurobasalmedium/Supplement wurden die Neurone fur 1-3
Tage kultiviert. Die Fixierung erfolgte nach 24 h, nach 48 h und nach 72 h mit 1 ml
4% PFA (pH 7,4) far 15 min bei RT. Nach zwei funfminutigen Waschschritten in 1x
PBS wurden die Neurone mit 0,2% Triton X-100 fur 5 min bei RT permeabilisiert
und anschlieBend erneut dreimal fur 5 min mit 1x PBS gewaschen. Die
unspezifischen Bindungen wurden mit 10% NGS fur 1 h bei RT blockiert, das mit
1x PBS in einem funfminutigen Waschschritt entfernt wurde. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem polyklonalen Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikorper (Promega)
in einer Verdunnung von 1:250 (verdunnt in 10% NGS) uber 12 h bei 4C°.
Gleichzeitig wurde zur Dendritenfarbung ein monoklonaler Anti-MAP2 (HM2)
Antikorper gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 in einer Verdunnung von
1:1000 (verdunnt in 10% NGS) eingesetzt. Zur Entfernung der Antikdrper wurden
die Neurone anschlielend in zwei zehnminitigen Waschschritten in 1x PBS
gewaschen. Die Neurone wurden fur 1 h bei RT mit einem polyklonalen Alexa
546-gekoppelten Sekundarantikorper und einem monoklonalen Alexa 635-
gekoppelten Antikorper in einer Verdunnung von jeweils 1:500 in 10% NGS
inkubiert. Die Praparate wurden zweimal mit 1x PBS gewaschen, getrocknet und
mit Perma Fluor (Beckman Coulter) auf unbeschichteten Objekttragern (~76 x 26 x
1 mm, Marienfeld GmbH) eingebettet. Zur Detektion der Fusionsproteine EGFP-
N3, EGFP-Atx2-Q22 und EGFP-Atx2-Q79 wurde die EGFP-Autofluoreszenz

genutzt.
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2.2.3.7 Mikroskopische Arbeitstechniken

Die EGFP-Autofluoreszenz exprimierter Fusionsproteine konnte in transient
transfizierten HEK-293-Zellen, CHO-K1-Zellen und in Hippocampusneuronen 12 h
nach Transfektion unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 40 CFL) beobachtet
werden. Die mikroskopischen Praparate wurden mit Hilfe des Durchlicht- und
Auflicht-Fluoreszenzmikroskops  (Axiovert 135, Zeiss) ausgewertet. Zum
Photographieren der mikroskopischen Praparate wurde das konfokale Mikroskop
DM IRBE (Leica) genutzt. Bearbeitet wurden die Aufnahmen mit den Programmen
Adobe® Photoshop CS, Version 8.0.1 und Free Hand® MX, Version 11.0.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war den zellularen Wirkmechanismus des
krankheitsassoziierten Proteins Ataxin-2 (Atx-2) zu untersuchen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine physiologische und eine pathogene Atx-2 Form im
Vergleich untersucht, um zellulare Funktionsunterschiede aufzudecken, die
Ruckschlisse auf die Pathogenese der SCA2 zulassen. Die genaue Funktion des
humanen Atx-2 und insbesondere die Pathogenese der spinocerebellaren Ataxie
Typ 2 (SCA2) sind bisher noch wenig erforscht. Daher wurde in dieser Arbeit zum
einen die subzellulare Lokalisation von Atx-2-Fusionsproteinen in eukaryotischen
Zelllinien mittels eukaryotischer Expressionsvektoren untersucht. Dazu wurden die
CHO-K1-Zelllinie und Hippocampusneurone der Ratte (Rattus norvegicus)
genutzt. AuRerdem wurde die Wechselwirkung von Atx-2 mit Caspasen in einem
Apoptose-Assay mittels Immunzytochemie analysiert. Daruber hinaus wurde mit
der Affinitatschromatographie ein neues Verfahren zur Identifizierung putativer
Atx-2-Interaktionspartner eingesetzt.

3.1 Charakterisierung der untersuchten Atx-2 Formen

Zur Synthese von Fusionsproteinen in eukaryotischen Zelllinien wurden
eukaryotische  Expressionsvektoren hergestellt. Alle Expressionsvektoren
enthalten die vollstandige, kodierende Region der humanen Atx-2 cDNA
(NP_002964), die entweder in den Vektor pEGFP-N3 oder pSTAG-TEV inseriert
und modifiziert wurde. Die Modifikation der Atx-2 cDNA erfolgte im Vektor
pBluescript-SKII. Die Vektoren wurden so gewahlt, dass die kodierten Atx-2
Fusionsproteine entweder eine N-terminale EGFP-Doméane (enhanced-green-
fluorescent-protein der pazifischen Quallenart Aequoria victoria), eine C-terminale
PDZ-Doméane von Shank 1 oder das Flag-Epitop aufweisen. Diese Domanen
ermdoglichten die Detektion der rekombinanten Fusionsproteine in eukaryotischen
Zellen mit Hilfe geeigneter Antikorper. Zur Genetik der SCA2 ist bekannt, dass
normale Allele weniger als 32 und krankheitsauslosende Allele mehr als 32 CAG-
Trinukleotidmotive aufweisen (Pulst et al., 1996). Da es Ziel dieser Arbeit war
Unterschiede der physiologischen und der pathogenen Atx-2 Form zu

untersuchen, wurden Expressionsvektoren synthetisiert, die entweder eine Atx-2
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cDNA aus 22 CAG-Trinukleotiden oder aus 79 CAG-Trinukleotiden enthalten.
Wobei der erstgenannte Vektor die physiologische Atx-2 Isoform und letzterer die
pathogene Atx-2 Isoform kodiert. In dieser Arbeit wird die physiologische Atx-2
Isoform in Vektoren und Proteinnamen mit "-Q22" und die pathogene Isoform mit
"-Q79" bzw. "-Q81" bezeichnet. Dies wurde so definiert, da ein Cytosin-Adenin-
Guanin-Triplett (CAG) die Aminosaure Glutamin verschlisselt, die im
Aminosaurecode mit dem Buchstaben Q abgekurzt wird. Die in dieser Arbeit
untersuchten Vektor-kodierten Atx-2 Fusionsproteine besitzen unterschiedlich
lange Polyglutamindomanen. Dieser GroRRenunterschied lalt sich anhand der
Proteingrof3e objektivieren, wobei das pathogene Atx-2 ca. 7 kDa groRer ist. Im
Folgenden wird die Konstruktion der eukaryotischen Expressionsvektoren im
Detail dargestellt.

3.2 Herstellung eukaryotischer Expressionsvektoren

Zur Synthese EGFP-markierter Atx-2 Fusionsproteine (EGFP-Atx2) wurde die
kodierende Region der humanen Atx-2 cDNA (nt1-1261; NP_002964) amplifiziert
(Abb. 3.1). Zur Amplifikation der Atx-2 cDNA wurden die Vektoren pTL1-HA-Atx2-
Q22 und pTL1-HA-Atx2-Q79 genutzt (Ralser et al., 2005a). Im Folgenden wird die
Leserichtung der Oligonukleotide auf der Atx2 cDNA mit s fur sense primer (5'-3'-
Richtung) und as fur antisense primer (3'-5-Richtung) bezeichnet. Die
Amplifikation der Atx-2 cDNA erfolgte in zwei Teilschritten. In Abbildung 3.1 ist die
Atx-2 cDNA mit Startkodon ATG, Stoppkodon TAA und Restriktionsschnittstelle
BamHI dargestellt (Abb. 3.1 ). Zunachst wurde ein zwischen den Schnittstellen
EcoRI und BamHI gelegenes ca. 1198 Basenpaare (bp) grof’es Fragment mit
Hilfe der Oligonukleotidprimer hAtx2-23s und hAtx2-15as amplifiziert (Abb. 3.1 I,
links). Dabei begann die Amplifikation in 5'-3'-Richtung mit Hilfe des
Oligonukleotids hAtx2-23s am Startkodon ATG Uber die 9 bp stromaufwarts
gelegene Notl-Restriktionsschnittstelle. Die Amplifikation in 3'-5'-Richtung begann
1174 bp stromaufwarts der Notl-Schnittstelle mit Hilfe des Oligonukleotids hAtx2-
15as. Aulerdem wurde ein zwischen den Schnittstellen BamHI und Kpnl
gelegenes ca. 3000 bp groRes Fragment mittels der Oligonukleotide hAtx2-21s
und hAtx2-9as amplifiziert (Abb. 3.1 II, rechts).
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M
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Abb. 3.1: Konstruktion der pEGFP-Atx2 Vektoren. (I) Schematische Darstellung der
kodierenden Region der humanen Atx-2 cDNA mit Startcodon (ATG), Stoppcodon (TAA) und der
Restriktionsschnittstelle BamHI. (II) Amplifikation eines 1198 bp groRen Fragments der Atx-2 cDNA
mit Hilfe der Primer hAtx2-23s und hAtx2-15as, sowie eines 3000 bp grolRen Fragments der Atx-2
cDNA mit Hilfe der Primer hAtx2-21s und hAtx2-9as. Die Pfeile symbolisieren die
Oligonukleotidprimer. Die Bindungsstellen der Primer auf der Atx-2 cDNA wurden nummeriert und
sind im Primernamen enthalten. Die Bezeichnung s (sense primer) gibt die 5'-3'-Leserichtung und
as (antisense primer) die 3'-5'-Leserichtung des Primers an. EcoRI und Kpnl sind
Restriktionsschnittstellen, die auRerhalb der kodierenden Region der Atx-2 cDNA liegen. Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Kpnl wurden die Vektorfragmente ausgeschnitten und in die
Schnittstellen EcoRI und Kpnl von pEGFP-C3 eingefligt (lll). Die hergestellten Vektoren werden
pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79 genannt und kodieren die Fusionsproteine EGFP-Atx2-
Q22 und EGFP-Atx2-Q79.

Die Amplifikate wurden uUber eine interne BamHI-Schnittstelle miteinander
fusioniert und anschliellend uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Kpnl in
den Vektor pEGFP-C3 inseriert (Abb. 3.1 Ill). Die hergestellten Vektoren werden
mit pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79 bezeichnet. Sie kodieren die
Fusionsproteine EGFP-Atx2-Q22 als physiologische Atx-2 Isoform und EGFP-
Atx2-Q79 als pathologische Atx-2 Isoform. Diese Vektoren sind in Abb. 3.2
schematisch dargestellt. Sie wurden zur Untersuchung der subzellularen
Lokalisation von Atx-2 in CHO-K1-Zellen und Hippocampusneuronen der Ratte

(Rattus norvegicus) eingesetzt.
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A Atx2 [Q22
B Atx2 [ Q79 ]

Abb. 3.2: Die Fusionsproteine A) EGFP-Atx2-Q22 und B) EGFP-Atx2-Q79. N-terminal befindet
sich die EGFP-Markerregion (EGFP), C-terminal ist die Atx-2 cDNA (Atx2) mit verschieden langen
Polyglutaminregionen (Q) dargestellt A) Das Schema zeigt das Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q22 mit
22 Aminosauren Glutamin zur Untersuchung der physiologischen Form B) Fusionsprotein EGFP-
Atx2-Q79 mit 79 Aminosauren Glutamin zur Untersuchung der pathogenen Form.

Um eine Affinitatschromatographie durchfuhren zu konnen, wurden Vektoren
konstruiert, die Atx-2 Fusionsproteine mit PDZ-Domane kodieren. Die Synthese
der pAtx2-PDZ Vektoren ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Zur Herstellung dieser
Vektoren wurde die vollstandige humane Atx-2 cDNA aus den Vektoren pEGFP-
Atx2-Q22 bzw. pEGFP-Atx2-Q79 genutzt (Abb. 3.3 I). Die Atx-2 cDNA wurde aus
den genannten Vektoren Uber die Restriktionsschnittstellen Bglll und Kpnl
ausgeschnitten und ohne EGFP-Signalsequenz in die BamHI- und Kpnl-
Schnittstellen des Vektors pBluescript-SKII inseriert. Dabei entstand das Konstrukt
pB-Atx2-U (Abb. 3.3 Il). Alle Modifikationen der 3’- und 5’-untranslatierten Region
(UTR) der Atx2 cDNA erfolgten im Vektor pBluescript-SKII. Im Folgenden wird die
Leserichtung der Oligonukleotide auf der Atx2 cDNA mit s fur sense primer (5'-3'-
Richtung) und as fur antisense primer (3'-5-Richtung) bezeichnet. Die 5-UTR
(untranslatierte Region) des Vektors pB-Atx2-U wurde in der Region zwischen den
Schnittstellen Spel und HindIll durch die Oligonukleotide hAtx2-27s und hAtx2-
28as modifiziert (Abb. 3.3 IlI). Dabei wurden die Schnittstellen Spel und HindIIl
entfernt. Es wurden an dieser Stelle eine neue Kpnl-Restriktionsschnittstelle
(Position: 2237-2241) und eine optimale Kozak-Sequenz
(GTACCGCCGCCACCATGG) eingefugt. Das Konstrukt wurde pB-K-Atx2-U
genannt. Die Kozak-Sequenz ist als schwarze Ellipse dargestellt (Abb. 3.3 IlI).

35



Juueusb 7ad-6/0-24dvd pun Zad-zzD-2xavd usplem apinisuoy| usnsu aiq ‘Uoibay spuaisipoy-Zad sule Jadn
1Bnpen AJL-OV1Sd (A 8ysis) pauesul AJ1-OV1Sd UOA Us||@isHuyoS-THweg/-[udy aip Ul pun uspiuyosebsne ojjeispuyog-1ibg pun
-Tudy] usyosimz uoifiey alp pam Z2xy-M-gd sny (Al 8yals) 1auyoiazeq ZXiv-M-gd sje pJim Pniisuoy| suspuelsjus nau seq 1Bnyebuie N-z2xiy-H4-gd uoa
US|[@ISHILYOS-TSPN/-IYAS 8lp Ul spinm HNpold-HOd sed Bnjebuie sji@ispiuyoS-TepN pun -[j6g eydljziesnz sute 8f pun (Usiu sjeyoLseb) JzInieA
suopoyddolg sap Bunuwispiug yoinp ‘weizyiidwe juswbelq sagolb dg 679 Ule apinm 1egeq "UaIZIIPoW SBOES-ZXIVY pPUn SeZ-2Xivy apnospnuobiio
alp younp uoibay UspuaIsIpoy] Jop UOpOoY Us)Zia| Wep pun g||83spiuyog-1yds usyosimz uoibay Jop Ul spinm N-2xav-M-gd (111 ayais) 1euyoiezeq
N-2av-M-gd s|e paim JOBMBA Jasalq ‘Waizypow (asdijjg aziemyos ‘||| auyals) zuanbag-4ezoy| Jaule pun a||8)sHUUSS-Tudy ushau Jauis usbnjuig yoinp
SegZ-ZXIVY pun s/zZ-ZXivy 8plosnuobl|Q Jop 8jjiH W uoibay-G Jop ul epinm N-zxiv-gad (I ayais) N-zxiv-gd pueisjue s3 ‘jbnjebule
1Y S-iduosen|gd uoa usji@ispiuyog-Tudy pun -[Hwieg sip Ul pun uspiuyosabsne ( 1zinyebae U(D.) sle) 6.0~ 'Mzq ZZD-2XV-d493d sne usyoleleg
uspualaBjuel} W YNQQ gXiy olp spinm udy pun 116G us||@}sRIUYDS olp Jogn ‘uoclbay YNQO 83|eiseblep Bipuels|jon jyolu
alp waisljoqwAs (j/) yolsjeddoq Jo@ ‘usydleleg uspualaue|l Usp 8IMOS 'Yyl uopoyddolg ‘©]y UopOodLEIS JW YNAO Z-XIV
usuewny Jap uolbay spuslisalpoy slwesab aip 1sI }||81sabiep YosiBwWaYOS "UIOPPA Zdd-ZzXivd Jop uoipjnisuoy :¢'¢ qqy

- d
mbg  jyds OlVorv [udy ALERTEN
IoPN
EQ! 2xav-y-ad NI
\. meg  iyds OlVoiv 1udy 69

L4 — —
o sSeoe-zxivy sez-2xivy

Nn-zx3y-y1-ad 11

[udy EpN VVL  yds OLV o1v udy 1116g

segc-cxivy

th-Nﬁ(c

n-zx3y-gd I

udy pN VVL  1uds OLV mipuiH 184S 116

u(o)-zx3v-d493d _
[udy ISPN vv1  1uds o1 v IIpuiH 1I8ds 11169

36



Die Kozak-Sequenz enthalt ein Startkodon (ATG), das vor dem eigentlichen
Startkodon (ATG) der Atx-2 cDNA liegt, und eine sehr effiziente Translation der
rekombinanten mMRNA ermoglicht (Kozak M, 1990). Durch die Kozak-Sequenz
verlangert sich das kodierte Fusionsprotein um acht Aminosauren. In der 3’-UTR
des Vektors pB-K-Atx2-U wurde mit Hilfe der Oligonukleotide hAtx2-29s und
hAtx2-30as ein 679 bp groRes Fragment mittels PCR amplifiziert und modifiziert.
Bei dieser Modifikation wurde das Stoppkodon (TAA) durch das hAtx2-30as
Oligonukleotid entfernt, sowie je eine zusatzliche Ndel- und Bglll-Schnittstelle
eingefugt (Abb. 3.3 Ill). Anschlieend wurde das PCR-Produkt Uber die Sphl- und
Ndel-Schnittstellen in den Vektor pB-K-Atx2-U eingefugt. Der neu entstandene
Vektor wird danach mit pB-K-Atx2 bezeichnet (Abb. 3.3 1V). Die wie beschrieben
modifizierte Atx-2 cDNA wurde Uber die Schnittstellen Kpnl/Bglll aus dem Vektor
pB-K-Atx2 ausgeschnitten und in die Kpnl/BamHI-Schnittstellen des Vektors
pSTAG-TEV (Brendel et al., 2004) inseriert. Das neue Konstrukt wird als pAtx2-
PDZ bezeichnet (Abb. 3.3 V). Der Vektor pSTAG-TEV kodiert eine C-terminale
PDZ-Domane. Um hervorzuheben, dass sich die beiden konstruierten Vektoren im
Bezug auf ihre kodierte Glutaminregion unterscheiden, werden die hergestellten
Vektoren in dieser Arbeit als pAtx2-Q22-PDZ und pAtx2-Q79-PDZ bezeichnet. Sie
kodieren die Fusionsproteine Atx2-Q22-PDZ als physiologische und Atx2-Q79-
PDZ als pathogene Atx-2 Form. Diese Fusionsproteine sind in Abbildung 3.4
schematisch dargestellt. Sie wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit in der
Affinitatschromatographie (3.7.2) zur |dentifikation putativer  Atx-2

Interaktionsproteine eingesetzt.

A  Atx2 Q22 PDZ

B Atx2 | Q79 PDZ

Abb. 3.4: Die Fusionsproteine A) Atx2-Q22-PDZ und B) Atx2-Q79-PDZ. N-terminal befindet
sich die Atx-2 cDNA (Atx2) mit verschieden langen Polyglutaminregionen. A) Die physiologische
Ax-2 Form mit 22 Aminosduren Glutamin (Q22) und B) die pathogene Atx-2 Form mit 79
Aminosauren Glutamin (Q79). C-terminal ist die PDZ-Doméane schematisch dargestellt. Die
Fusionsproteine wurden in dieser Arbeit zur Affinitdtschromatographie (nach Brendel et al., 2004)
eingesetzt.
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Wie bereits in Abbildung 3.3 dargestellt, wurden mit Hilfe der Atx-2 cDNA und dem
Vektor pBluescript-SKII mehrere neue Konstrukte hergestellt. Einer dieser
Vektoren, der als pB-K-Atx2 bezeichnet wurde (vgl. Abb. 3.3 IV), diente als
Ausgangsmaterial fur die Konstruktion der Atx2-Flag Vektoren. Der Vektor pB-K-
Atx2 enthalt die vollstandige Atx2 cDNA, wobei sowohl ein Atx2-Flag Vektor mit 22
CAG-Motiven, als auch ein Vektor mit 79 CAG-Motiven konstruiert werden sollte.
Die Vektoren enthalten eine Kozak-Sequenz, die als schwarze Ellipse dargestellt
ist (Abb. 3.5 I). In pB-K-Atx2 wurde die stromabwarts der cDNA-Sequenz
gelegene Region zwischen Bglll- und Ndel-Schnittstelle modifiziert. Mit Hilfe der
Oligonukleotide hAtx2-39s und hAtx2-40as wurde in dieser Region eine Flag-
cDNA-Sequenz eingebracht (s. Abb. 3.5 Il: schwarze Box symbolisiert Flag-
Sequenz). Dabei wurde die urspringliche Ndel-Schnittstelle durch zwei
Stoppkodons der Flag-Sequenz ersetzt. Die Ndel-Schnittstelle wurde durch eine
neue BgllI-Schnittstelle ersetzt (Abb. 3.5 Il). Die gesamte Atx-2 cDNA wurde uber
die Kpnl/BgllI-Schnittstellen ausgeschnitten und in die Kpnl/BamHI-Schnittstellen
von pSTAG-TEV integriert. Die entstandenen Vektoren wurden als pAtx2-Q22-
Flag und pAtx2-Q81-Flag bezeichnet (Abb. 3.5 Ill). Die kodierten Fusionsproteine
sind in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt.

Nach jeder Vektorsynthese wurde die Vektor-DNA in chemokompetente E. coli
Bakterien transformiert. Aus je einer gewachsenen Kolonie wurde die Plasmid-
DNA mittels alkalischer Lyse mit Hilfe des EndoFree® Plasmid Maxi Kit (10)
(Qiagen) isoliert und sequenziert. Bei der Sequenzierung des pAitx2-Q81-Flag
Vektors fiel auf, dass der Vektor ein CAG-Motiv mit 81 Wiederholungen anstelle
der erwarteten 79 aufwies. Dies war so nicht zu erwarten und ist wahrscheinlich
spontan bei einem der Konstruktionsschritte und der Transformation in E. coli
aufgetreten. Dies spricht fur die starke Tendenz von Mutationen innerhalb des
DNA-Bereichs, der eine Polyglutaminregion kodiert. Alle anderen Konstrukte

wurden ebenfalls sequenziert und wiesen die erwartete Sequenz auf.
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Abb. 3.5: Konstruktion der pAtx2-Flag Vektoren. () Das Konstrukt pB-K-Atx2 (Abb. 3.2 IV)
diente als Grundlage fir die Konstruktion der pAtx2-Flag Vektoren. Als Ausgangmaterial wurde der
pB-K-Atx2 Vektor verwendet (vgl. Abb. 3.3 IV). Der Doppelstrich (//) symbolisiert die nicht
vollstdndig dargestellte Atx-2 cDNA, mit Startkodon ATG und flankierenden Regionen. Ilhr
vorgeschaltet ist eine optimale Kozak-Sequenz (schwarze Ellipse). Die stromabwarts auf der Atx-2
cDNA gelegene Region zwischen Bglll- und Ndel-Schnittstelle wurde ausgeschnitten
(durchbrochene Linien). Durch die Oligonukleotide hAtx2-39s und hAtx2-40as wurde eine Flag-
cDNA-Sequenz (schwarze Box) eingefligt. Anstelle der Ndel-Schnittstelle entstand dabei eine
neue Bglll-Schnittstelle mit zwei vorgeschalteten Stoppkodons (llI). Das entstandene Konstrukt
wurde mit pB-K-Atx2-Flag bezeichnet. Die modifizierte Region wurde uber die Kpnl/Bglll-
Schnittstellen aus pB-K-Atx2-Flag ausgeschnitten und in die Kpnl/BamHI-Schnittstellen von
pSTAG-TEYV inseriert (lll). Die neu entstandenen Vektoren wurden als pAtx2-Q22-Flag und pAtx2-
Q81-Flag bezeichnet. Sie kodieren die Fusionsproteine Atx2-Q22-Flag und Atx2-Q81-Flag.

A  Atx2 |Q22 Flag

B  Atx2 [Q81 Flag

Abb. 3.6: Die Fusionsproteine A) Atx2-Q22-Flag und B) Atx2-Q81-Flag. Das Schema zeigt N-
terminal die Atx-2 cDNA (Atx2) mit Polyglutaminregion (Q) und C-terminal die Flag-cDNA-Sequenz

(Flag).
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3.3 Synthese rekombinanter Atx-2 Fusionsproteinen in

eukaryotischen Zellen

3.3.1 Western Blot Analyse

Zur Uberpriifung der vollstandigen Synthese der Vektor-kodierten Fusionsproteine
in eukaryotischen Zellen mittels Western Blot Analyse wurden HEK-293-Zellen
transient mit folgenden Konstrukten transfiziert: pEGFP-Atx2-Q22, pEGFP-Atx2-
Q79, pAtx2-Q22-PDZ, pAtx2-Q79-PDZ, pAtx2-Q22-Flag und pAtx2-Q81-Flag.
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Abb. 3.7: Western Blot Analyse. Zum Nachweis von Atx-2 Fusionsproteinen in HEK-293-
Zelllysaten wurden die HEK-293-Zellen mit pEGFP-Atx2 (Spuren 2,3,5,6), pAtx2-Flag (Spuren 8,9)
und pAtx2-PDZ (Spuren 11,12,14,15) transient transfiziert und nach 3 Tagen in Zellkultur in 5x
Laemmli-Puffer lysiert. Um die Fusionsproteine detektieren zu kénnen, wurden die Zelllysate und
eine untransfizierte Kontrolle auf einem 10% SDS-Gel nach der Grofle aufgetrennt und auf
Nitrozellulosefolie tUbertragen. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte mittels Primarantikorpern
gegen GFP (Spuren 1-3), Ataxin-2 (Spuren 4-6 und 13-15), das Flag-Epitop (Spuren 7-9) und die
PDZ-Domane (Spuren 10-12). Die verwendeten Primarantikérper sind in der letzten Zeile
angegeben. Es wurden die jeweiligen Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikérper
verwendet. Der GroRenstandard in Kilodalton (kDa) ist oben links angegeben. Das Lysat
untransfizierter HEK-Zellen diente als Kontrolle (Spuren 1,4,7,10,13). Die Fusionsproteine wurden
in den folgenden Spuren detektiert. Spur 2: EGFP-Atx2-Q22, Spur 3: EGFP-Atx2-Q79, Spur 5:
EGFP-Atx2-Q22, Spur 6: EGFP-Atx2-Q79, Spur 8: Atx2-Q22-Flag, Spur 9: Atx2-Q81-Flag, Spur
11: Atx2-Q22-PDZ, Spur 12: Atx2-Q79-PDZ, Spur 14: Atx2-Q22-PDZ, Spur 15: Atx2-Q79-PDZ.

Nach 72 h wurden durch Zugabe von 5x Laemmli-Puffer HEK-Zelllysate

gewonnen und analysiert. Als Kontrolle wurde Lysat untransfizierter HEK-293-
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Zellen verwendet (Abb. 3.7.: Spuren 1, 4, 7, 10, 13). Die Lysate wurden auf einem
10% SDS-Gel der GroRe nach aufgetrennt und anschlieend auf eine
Nitrozellulosefolie Ubertragen. Die Detektion der Fusionsproteine erfolgte mit
Antikorpern gegen Ataxin-2, gegen die EGFP-Markerregion, die PDZ-Domane und
das Flag-Epitop. Die Western Blot Analyse ergab, dass die mittels Antikorper
detektierten Proteinbanden den Fusionsproteinen entsprechen. Wie in Abbildung
3.7 dargestellt, wurden folgende Fusionsproteine detektiert: EGFP-Atx2-Q22
(Spuren 2, 5), EGFP-Atx2-Q79 (Spuren 3, 6), Atx2-Q22-Flag (Spur 8) und Atx2-
Q81-Flag (Spur 9) sowie Atx2-Q22-PDZ (Spuren 11, 14) und Atx2-Q79-PDZ
(Spuren 12, 15). Daraus konnte geschlossen werden, dass die HEK-293-Zellen
die Fusionsproteine vollstandig synthetisieren.

Mit dem Programm Gene Construction Kit® wurde die zu erwartende Grofke der
Fusionsproteine berechnet und sie stimmt mit den im Western Blot detektierten
Bandengroflen der Fusionsproteine uberein (vgl. Tabelle 3.1). Der
GroRenunterschied zwischen mutierter und physiologischer Atx-2 Form entspricht
7 kDa, was auf die verlangerte Polyglutaminregion des pathogenen Atx-2
zuruckgefuhrt wurde. In der Western Blot Analyse lied sich dieser
GroRRenunterschied am deutlichsten anhand der Fusionsproteine Atx2-Q22-PDZ
und Atx2-Q79-PDZ zeigen (Abb. 3.7, rechts oben: Spuren 11, 12). Als Kontrolle
wurde Zelllysat untransfizierter HEK-293-Zellen verwendet. In den Kontroll-Spuren
1, 4, 7, 10 sind keine Banden sichtbar, jedoch in Kontroll-Spur 13. Daher kann
eine Kreuzreaktivitat zwar fur den EGFP- und Flag-Antikorper ausgeschlossen
werden, nicht jedoch fur den verwendeten Ataxin-2 Antikorper.

3.3.2 GroRe der Atx-2 Fusionsproteine

Fusionsprotein Kalkulierte ProteingroRe (kDa)
EGFP-Atx2-Q22 168
EGFP-Atx2-Q79 175
Atx2-Q22-Flag 142
Atx2-Q81-Flag 149
Atx2-Q22-PDZ 157
Atx2-Q79-PDZ 164

Tabelle 3.1: Kalkulierte GréBe der Atx-2 Fusionsproteine in Kilodalton (kDa).

41



3.4 Untersuchungen zur subzellularen Atx-2 Lokalisation

3.4.1 Subzellulare Lokalisation von Atx-2 in CHO-K1-Zellen

Zur Untersuchung der subzellularen Verteilung von Atx-2 wurden CHO-K1-Zellen
gewahlt, da diese Zelllinie eine hohe Plasma-Kern-Relation aufweist. Die CHO-K1-
Zellen wurden transient mit den Konstrukten pEGFP-Atx2-Q22, pEGFP-Atx2-Q79
und pEGFP-N3 transfiziert, nach 24 h mit 4% PFA fixiert und immunzytochemisch
untersucht. Die Transfektion des pEGFP-N3 Vektors diente als Kontrolle.

Die rekombinanten Fusionsproteine EGFP-Atx2-Q22 und EGFP-Atx2-Q79, sowie
EGFP wurden mit einem monoklonalen Antikorper gegen die EGFP-Markerregion
detektiert (im grunen Kanal dargestellt; Abb. 3.8 A, D und G). Die Mikrotubuli des
Zytoskeletts wurden mit einem polyklonalen Antikorper gegen o-Tubulin
nachgewiesen (im roten Kanal dargestellt; Abb. 3.8 B, E und H). EGFP-N3 war
zytoplasmatisch und nuklear nachweisbar (Abb. 3.8 A). Das Fusionsprotein
EGFP-Atx2-Q22 reprasentiert die physiologische Atx-2 Form und ist im
Zytoplasma nachweisbar (Abb. 3.8 F). Die pathogene Atx-2 Form wird durch das
Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q79 reprasentiert und liegt ebenfalls im Zytoplasma
der Zelle vor (Abb. 3.8 1). In der Uberlagerung der Kanale ist an der Gelbfarbung
erkennbar, dass teilweise eine Kolokalisation von EGFP und a-Tubulin vorhanden
ist (Abb. 3.8 C). Dies spricht fur eine Assoziation von EGFP mit dem Zytoskelett.
Die Uberlagerung der Kanale zeigt auch, dass physiologisches Atx-2 (Abb. 3.8 F)
und pathogenes Atx-2 (Abb. 3.8 I) nicht mit dem Zytoskelett assoziiert sind, da
keine Gelbfarbung nachweisbar ist. Bezuglich der Lokalisation in CHO-K1-Zellen
unterscheiden sich die pathogene und physiologische Atx-2 Form nicht

voneinander.
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Die Abbildung zeigt, dass sowohl EGFP-Atx2-Q22, als auch EGFP-Atx2-Q79 in
CHO-K1-Zellen im Zytoplasma lokalisiert ist (Abb. 3.8 D+F; G+l).

EGFP-Atx2-Q22

EGFP-Atx2-Q79

GFP o~Tubulin composite

Abb. 3.8: Subzelluldre Verteilung von EGFP-N3, EGFP-Atx2-Q22 und EGFP-Atx2-Q79 in
CHO-K1-Zellen. CHO-K1-Zellen wurden mit pEGFP-N3 (A-C), pEGFP-Atx2-Q22 (D-F) und
pEGFP-Atx2-Q79 (G-l) transfiziert und 24 h nach Transfektion fixiert. Inmunzytochemisch wurden
EGFP (A) und die Fusionsproteine EGFP-Atx2-Q22 und EGFP-Atx2-Q79 (D,G) mit Hilfe eines
monoklonalen GFP-Antikérpers (1:2000) und Alexa 488-gekoppeltem Sekundarantikorper (1:500)
detektiert. Mikrotubuli wurden mit Hilfe eines polyklonalen a-Tubulin Antikérpers (1:250) und Alexa
546-gekoppeltem Sekundéarantikdrper (1:500) detektiert (B,E,H). Die Uberlagerung der Kanale
zeigt, dass physiologisches Atx-2 (D) und pathogenes Atx-2 (G) im Zytoplasma vorkommen und
nicht mit dem Zytoskelett assoziiert vorliegen (F, 1). Im Vergleich dazu kommt EGFP im
Zytoplasma und nuklear vor (A) und ist teilweise mit dem Zytoskelett assoziiert, was an der
Gelbfarbung erkennbar ist (C).
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3.4.2 Subzellulare Lokalisation von Atx-2 in primaren

Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus)

3.4.2.1 Physiologisches Atx-2 in Hippocampusneuronen der
Ratte

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation der physiologischen (EGFP-Atx2-
Q22) und pathogenen Atx-2 Form (EGFP-Atx2-Q79) in Hippocampusneuronen
wurden primare Hippocampusneurone der Ratte (Rattus norvegicus) am Tag 8 in
Zellkultur transient mit den Konstrukten pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79
transfiziert und nach 24 h mit 4% PFA fixiert. In der immunzytochemischen

Analyse wurden die Fusionsproteine durch EGFP-Autofluoreszenz nachgewiesen.

Wie in Abbildung 3.9 dargestellt, ist das Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q22 im
Zytoplasma und in kleinen granularen Strukturen in den neuronalen Dendriten
nachweisbar (Abb. 3.9 A, im grinen Kanal dargestellt). Die Synapsen wurden
durch einen polyklonalen Antikdrper gegen den vesikularen Glutamattransporter
vGLUT detektiert und mit einem Alexa 546-gekoppelten Sekundarantikdrper
angefarbt (Abb. 3.9 B, im roten Kanal dargestellt). Die Dendriten wurden mit einem
monoklonalen Antikorper gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 (MAP2)
und einem Alexa 635-gekoppelten Sekundarantikorper detektiert (Abb. 3.9 C, im
blauen Kanal dargestellt). Die Uberlagerung der Kanale zeigt, dass die
physiologische Atx-2 Form im Zytoplasma und teilweise punktformig in kleinen
Granula in den Dendriten der Hippocampusneurone nachweisbar ist (Abb. 3.9 D,
Uberlagerung der Kanale). Dagegen konnte die physiologische Atx-2 Form weder
in den Synapsen, noch im Nukleus der Hippocampusneurone nachgewiesen
werden. Die Untersuchung der physiologischen Atx-2 Form in
Hippocampusneuronen der Ratte ergab, dass es sich um ein zytoplasmatisches

Protein handelt, das teilweise granular in den Dendriten nachweisbar ist.
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Abb. 3.9: Subzelluldre Lokalisation von EGFP-Atx2-Q22 in primaren Hippocampusneuronen
der Ratte. Die Primarkulturen von Hippocampusneuronen der Ratte wurden am 8. Tag in Zellkultur
transient mit pEGFP-Atx2-Q22 transfiziert, nach 24 h fixiert und immunzytochemisch untersucht.
(A) Das Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q22 konnte mittels EGFP-Autofluoreszenz nachgewiesen
werden. Zur Darstellung der Synapsen wurde der vesikuldre Glutamattransporter mit einem
polyklonalen vGLUT-Antikérper (1:10.000) detektiert und mit einem Alexa 546-gekoppelten
Sekundarantikérper angefarbt (1:500) (B). Die Dendritenfarbung erfolgte mit einem monoklonalen
MAP2-Antikérper (1:1000) gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein-2 und einem Alexa 635-
gekoppelten Sekundarantikérper (1:500) (C). Die Uberlagerung der Kanale zeigt, dass die
physiologische Atx-2 Form im Zytoplasma und in Dendriten von Hippocampusneuronen der Ratte
nachweisbar ist. Die physiologische Atx-2 Form konnte weder in den Synapsen, noch im Nukleus
der Neurone nachgewiesen werden (D).
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3.4.2.2 Pathogenes Atx-2 in Hippocampusneuronen der Ratte

Auch die pathogene Atx-2 Form wurde mit der oben beschriebenen
immunzytochemischen Farbung untersucht (vgl. 3.4.2). Die Abbildung 3.10 zeigt
das untersuchte pathogene Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q79 in drei primaren
Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus). Das Fusionsprotein ist
mittels EGFP-Autofluoreszenz im Zytoplasma und in den Dendriten in granularen
Strukturen schwach nachweisbar (Abb. 3.10 A, im grunen Kanal). Die Synapsen
sind im roten Kanal gezeigt (Abb. 3.10 B). Die Dendriten sind im blauen Kanal
dargestellt (Abb. 3.10 C). In der Uberlagerung der Kanale ist sowohl eine deutliche
zytoplasmatische Lokalisation, als auch eine schwach nachweisbare dendritische
Lokalisation der pathogenen Atx-2 Form erkennbar.

Abb. 3.10: Subzellulare Lokalisation von EGFP-Atx2-Q79 in primaren
Hippocampusneuronen der Ratte. Primarkulturen von Hippocampusneuronen der Ratte wurden
am 8. Tag in Zellkultur transient mit pEGFP-Atx2-Q79 transfiziert, nach 24h fixiert und
immunzytochemisch untersucht (vgl. Abb. 3.6). Dargestellt sind die EGFP-Autofluoreszenz des
Fusionsproteins EGFP-Atx2-Q79 (A), die Synapsen (B) und die Dendriten (C). Die Uberlagerung
der Kanale zeigt die deutliche zytoplasmatische und schwach nachweisbare dendritische
Lokalisation der pathogenen Atx-2 Form (D), ohne Nachweis in den Synapsen oder intranuklear.
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In den Dendriten sind schwach nachweisbare granulare Strukturen erkennbar. Die
pathogene Atx-2 Form konnte weder nukledr noch in den Synapsen
nachgewiesen werden (Abb. 3.10 D, Uberlagerung der Kanéle).
Zusammenfassend zeigen diese Versuche (Abb. 3.9 und 3.10), dass sowohl die
pathogene als auch die physiologische Atx-2 Form in Hippocampusneuronen der
Ratte (Rattus norvegicus) gleichmalig im Zytoplasma verteilt vorliegen und in den
Dendriten schwach nachweisbar sind, aber weder im Nukleus noch in den
Synapsen detektiert werden konnten. Demnach sind keine Unterschiede bezuglich
der subzellularen Lokalisation der Atx-2 Isoformen in Hippocampusneuronen der
Ratte (Rattus norvegicus) nachweisbar.

3.5 Veranderung der Dendritenmorphologie durch Atx-2

3.5.1 Effekte der physiologischen Atx-2 Form

Nach transienter Transfektion von primaren Hippocampusneuronen der Ratte
(Rattus norvegicus) mit pEGFP-Atx2-Q22 oder pEGFP-Atx2-Q79 am siebten Tag
in Zellkultur kam es regelmalig vier Tage nach Transfektion zum Verlust der
neuronalen Dendriten. Die Neurone wurden daraufhin nach 96 h fixiert und
immunzytochemisch untersucht. Das Fusionsprotein pEGFP-Atx2-Q22 wurde mit
einem monoklonalen EGFP-Antikorper und dem entsprechenden Alexa 488-
gekoppelten Sekundarantikorper detektiert (Abb. 3.11 A, im grunen Kanal
dargestellt). Die Synapsen wurden mit einem Antikorper gegen den vesikularen
Glutamattransporter vGLUT und einem Alexa 546-gekoppelten
Sekundarantikorper nachgewiesen (Abb. 3.11 B, im roten Kanal dargestellt). Die
Dendriten wurden mit einem MAP2-Antikorper gegen das Mikrotubulus-assoziierte
Protein 2 und mit einem Alexa 635-gekoppelten Sekundarantikbrper angefarbt
(Abb. 3.11 C, im blauen Kanal dargestellt). Nach Transfektion mit dem Vektor
pEGFP-Atx2-Q22 war die physiologische Atx-2 Form im Zytoplasma nachweisbar
(Abb. 3.11 A). Die Uberlagerung der Kanale zeigt eine veranderte Morphologie der
Dendriten des transfizierten Neurons. Die Uberlagerung der Kanéle zeigt, dass die
Dendriten des transfizierten, grun dargestellten Neurons, in dem das
Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q22 nachweisbar ist, verkimmert sind (Abb. 3.11 D).
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Alle Neurone, die nach vier Tagen fixiert und immunzytochemisch untersucht
wurden, zeigten verkurzte Dendriten. Die Struktur der Dendriten erschien dann

haarférmig und verkurzt.

Abb. 3.11: Subzellulare Lokalisation von EGFP-Atx2-Q22 in primaren
Hippocampusneuronen der Ratte 4 Tage nach Transfektion. Hippocampusneurone der Ratte
wurden an Tag 8 in Zellkultur transient mit pEGFP-Atx2-Q22 transfiziert, nach 96 h fixiert und
immunzytochemisch untersucht. Das Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q22 wurde mit einem
monoklonalen GFP-Antikérper (1:1000) und dem entsprechenden Alexa 488-gekoppelten
Sekundarantikdrper (1:500) detektiert und ist im grinen Kanal zu erkennen (A). Die
Synapsenfarbung erfolgte mittels vGLUT-Antikérper (1:10.000) gegen den vesikularen
Glutamattransporter und einem Alexa 546-gekoppelten Sekundarantikérper (1:500) und ist im
roten Kanal dargestellt (B). Die Dendriten sind im blauen Kanal dargestellt und wurden mit einem
MAP2-Antikérper gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 (1:1000) detektiert und mit einem
Alexa 635-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:500) angefarbt (C). Die Uberlagerung der Kanale
zeigt die zytoplasmatische Lokalisation der physiologischen Atx-2 Form in Hippocampusneuronen.
AuBerdem ist bei transfizierten Neuronen eine veranderte Dendritenmorphologie zu beobachten.
Die Dendriten des griin dargestellten Neurons, in dem das Fusionsprotein nachweisbar ist, sind
haarférmig und verkurzt (D).
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3.5.2 Effekte der pathogenen Atx-2 Form

Nach Transfektion des Vektors pEGFP-Atx2-Q79 wurde die pathogene Atx-2
Form mit einem EGFP-Antikorper und dem entsprechenden Alexa 488-
gekoppelten Sekundarantikorper detektiert (vgl. 3.5.1). Das pathogene Atx-2
Fusionsprotein liegt im Zytoplasma vor (Abb. 3.12 A, im grinen Kanal). Die
Synapsen wurden mit einem  Antikorper gegen den vesikularen
Glutamattransporter vGLUT und einem Alexa 546-gekoppelten
Sekundarantikorper angefarbt (Abb. 3.12 B, im roten Kanal).

-
-

Abb. 3.12: Subzellulare Lokalisation von EGFP-Atx2-Q79 in primaren
Hippocampusneuronen der Ratte 4 Tage nach Transfektion. Hippocampusneurone der Ratte
wurden an Tag 8 in Zellkultur transient mit pEGFP-Atx2-Q79 transfiziert, nach 96 h fixiert und
immunzytochemisch untersucht (vgl. Abb. 3.11). Das Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q79 ist im griinen
Kanal zu erkennen (A). Die Synapsen sind im roten Kanal dargestellt (B). Die Dendriten sind im
blauen Kanal zu beobachten (C). Die Uberlagerung der Kanile zeigt die zytoplasmatische
Lokalisation der pathogenen Atx-2 Form in Hippocampusneuronen. Das griin dargestellte Neuron,
in dem das Fusionsprotein EGFP-Atx2-Q79 nachweisbar ist, weist keine intakten Dendriten mehr
auf (D).

Die Dendriten wurden mit einem MAP2-Antikorper gegen das Mikrotubulus-
assoziierte Protein 2 und einem Alexa 635-gekoppelten Sekundarantikdrper

sichtbar gemacht (Abb. 3.12 C, im blauen Kanal). In der Uberlagerung der Kanéle
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zeigt sich zum einen, dass die pathogene Atx-2 Form weder in Synapsen, noch in
den Dendriten nachweisbar ist. In der Uberlagerung der Kanéle lieR sich eine
Verkirzung der Dendriten beobachten (Abb. 3.12 D, Uberlagerung der Kanéle).
Nach Transfektion mit dem Konstrukt pEGFP-Atx2-Q79 erscheinen die Dendriten
fast vollstandig zerstort (Abb. 3.12 D). Die Synthese der Fusionsproteine pEGFP-
Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79 fuhrte zur morphologischen Veranderung der
Dendriten, die gekennzeichnet ist durch Verkirzung und vollstandigen Verlust der
Dendriten. In ihrer Wirkung auf die Zellmorphologie der Hippocampusneurone
lassen sich die pathogene und die physiologische Atx-2 Form nicht unterscheiden.
Allerdings scheint der Dendritenverlust bei der pathogenen Atx-2 Form
ausgepragter aufzutreten, als bei der physiologischen Form. Im Vergleich dazu
kam es nach Transfektion des Vektors pEGFP-N3 nach vier Tagen zu keinerlei
sichtbaren Veranderung der Dendritenstruktur, obwohl das Protein EGFP im
Zytoplasma, im Nukleus und in den Dendriten nachweisbar war. Die
morphologischen Veranderungen, die durch Atx-2 ausgeldst werden, konnten
darauf hinweisen, dass der neuronale Zelltod verfriht eintritt. Da die Morphologie
der Hippocampusneurone unverandert blieb, wenn sie mit pEGFP-N3 transfiziert
wurden, ist die Verkurzung der Dendriten wahrscheinlich auf die Wirkung des
pathogenen Atx-2 zurtckzufuhren.
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3.6 Analyse der durch Atx-2 vermittelten Apoptose in primaren

Hippocampusneuronen der Ratte (Apoptose-Assay)

Nach bisherigem Wissensstand ist die SCAZ2 eine neurodegenerative Erkrankung,
bei der mutiertes Atx-2 hauptsachlich in Purkinje-Zellen und Neuronen des
Hirnstamms zu Neurodegeneration fuhrt. Dies manifestiert sich klinisch als
progressive Ataxie und fuhrt zum Tod der Erkrankten (Huynh et al., 2003). Als
Arbeitshypothese des durchgefuhrten Apoptose-Versuchs gilt die Annahme, dass
mutiertes Atx-2 in Neuronen, im Vergleich zu physiologischem Atx-2, Apoptose-
induzierend wirkt. Die Atx-2 Isoformen wurden zunachst in einem
immunzytochemischen Apoptose-Assay untersucht und miteinander verglichen.
Dazu wurden primare Hippocampusneurone der Ratte (Rattus norvegicus) am
achten Tag in Zellkultur transient mit den Konstrukten pEGFP-Atx2-Q22, pEGFP-
Atx2-Q79 und pEGFP-N3 transfiziert und nach ein, zwei oder drei Tagen mit 4%
PFA fixiert. Die EGFP-Atx2 Fusionsproteine wurden in den transfizierten
Neuronen durch die EGFP-Autofluoreszenz nachgewiesen (Abb. 3.13 A). In dieser
Versuchsreihe wurde zwischen Apoptose und Nekrose differenziert, indem
transfizierte Zellen, die anschlieBend Apoptose einleiteten, immunzytochemisch
mit dem Apoptosemarker Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikdrper und einem Alexa
546-gekoppelten Sekundarantikorper angefarbt wurden (Abb. 3.13 B). Der Anti-
ACTIVE®-Caspase-3 Antikorper detektiert die aktivierte Caspase-3, die im
Rahmen der Apoptosekaskade der Zelle aktiviert wird. Die Dendriten wurden mit
einem Antikorper gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 und einem Alexa
635-gekoppelten Sekundarantikorper nachgewiesen (Abb. 3.13 C). Die
Uberlagerung der Kanale zeigt zwei Apoptose-positive Hippocampusneurone, die
am zweiten Tag nach Transfektion mit dem Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikorper
detektiert wurden (Abb. 3.13 D).
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Abb. 3.13: Zwei Apoptose-positive primadre Hippocampusneurone der Ratte an Tag 3 nach
Transfektion, die EGFP-Atx2-Q79 synthetisieren. Die Hippocampusneurone wurden nach 8
Tagen in Zellkultur mit pEGFP-Atx2-Q79 transient transfiziert. Diese Neurone wurden am dritten
Tag nach Transfektion fixiert und immunzytochemisch untersucht. Dargestellt ist die EGFP-
Autofluoreszenz des Fusionsproteins EGFP-Atx2-Q79 nach Transfektion (A). Als Apoptosemarker
transfizierter Zellen diente der Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikérper (1:250) und ein Alexa 546-
gekoppelter Sekundarantikérper (1:500) (B). Die Dendriten wurden mit einem Antikérper gegen
das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 (1:1000) und einem Alexa 635-gekoppelten
Sekundarantikérper (1:500) nachgewiesen. Sie sind bei transfizierten Neuronen vollstandig
verkimmert (C). Die Uberlagerung der Kanale zeigt zwei transfizierte, Apoptose-positive Neurone
(s. Pfeile), die an Tag 3 nach Transfektion mit dem Anti—ACTIVE®—Caspase—3 Antikoérper detektiert
wurden (D).

Es konnte gezeigt werden, dass ab dem zweiten Tag nach Transfektion von
pEGFP-Atx2-Q79 Apoptose-positive Neurone nachweisbar sind. Dies scheint die
Arbeitshypothese zunachst zu bestatigen. Interessanterweise konnten Apoptose-
positive Neurone aber auch am zweiten Tag nach Transfektion von pEGFP-Atx2-
Q22 detektiert werden (Abb. 3.14 D), was in Widerspruch zur Arbeitshypothese
steht. Nach Transfektion von pEGFP-N3 erschienen die Neurone dagegen intakt
in Bezug auf Zellsoma, Dendritenmorphologie und Synapsen. Dies weist darauf
hin, dass EGFP nicht Apoptose-induzierend wirkt und die beschriebene Apoptose
induzierende Wirkung allein durch das Protein Atx-2 verursacht ware.
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Abb. 3.14: Zwei Apoptose-positive primadre Hippocampusneurone der Ratte an Tag 2 nach
Transfektion, die EGFP-Atx2-Q22 synthetisieren. Die Hippocampusneurone wurden nach 8
Tagen in Zellkultur mit pEGFP-Atx2-Q22 transient transfiziert. Diese Neurone wurden am zweiten
Tag nach Transfektion mit 4% PFA fixiert und immunzytochemisch untersucht. Dargestellt ist die
EGFP-Autofluoreszenz des Fusionsproteins EGFP-Atx2-Q22 nach Transfektion (A). Als
Apoptosemarker transfizierter Zellen diente der Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikérper (1:250) und
ein Alexa 546-gekoppelter Sekundarantikérper (1:500) (B). Die Dendriten wurden mit einem
Antikoérper gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 (1:1000) und einem Alexa 635-
gekoppelten Sekundarantikdrper (1:500) nachgewiesen (C). Die Uberlagerung der Kanéle zeigt
zwei transfizierte, Apoptose-positive Neurone (siehe weile Pfeile), die an Tag 2 nach Transfektion
mit dem Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikdrper detektiert wurden (D).

In diesem Versuch wurden die physiologische Atx-2 Form, die pathogene Atx-2
Form und das Protein EGFP-N3 im Vergleich untersucht. Die Fragestellung war
zum einen, ob EGFP-N3 eine Apoptose-induzierende Wirkung im Vergleich zu
den Atx-2 Isoformen hat. Zum anderen wurde vermutet, dass die pathogene Atx-2
Form, verglichen mit der physiologischen Form, Apoptose-induzierende Wirkung
zeigen musste. Allerdings sind auch nach Synthese der physiologischen Atx-2
Form Apoptose-positive Hippocampusneurone nachweisbar gewesen (s. Abb.

3.14 D). Deswegen erfolgte eine Quantifizierung der apoptotischen Zellen (3.6.1).
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3.6.1 Quantitative Analyse des Apoptose-Assays

Insgesamt  wurden drei Apoptoseversuche an  Hippocampusneuronen
durchgefuhrt. In jedem Versuch wurden Neurone nach acht Tagen in Zellkultur
transient mit pEGFP-N3, pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79 transfiziert. Die
Neurone wurden am ersten, zweiten oder dritten Tag nach Transfektion mit 4%
PFA fixiert und immunzytochemisch untersucht (vgl. 3.6). In der Versuchsreihe
wurde jedes untersuchte Fusionsprotein in drei Versuchsreihen, an drei
aufeinanderfolgenden Tagen immunzytochemisch untersucht (vgl. Abb. 3.13 und
3.14). Die untersuchten Fusionsproteine sind EGFP-N3, EGFP-Atx2-Q22 und
EGFP-Atx2-Q79.

Das Ziel war zu erfassen, wie viele Neurone sich pro Tag in Apoptose befinden
und ob dies vom transfizierten Konstrukt abhangig ist. Daher wurden pro
Versuchstag und untersuchtem Fusionsprotein aus je 100 transfizierten
Hippocampusneuronen die transfizierten, Apoptose-positiven Neurone unter dem
Mikroskop ausgezahlt. Es wurden ausschliel3lich transfizierte Neurone, die durch
den Anti-ACTIVE®-Caspase-3 Antikorper markiert waren, als Apoptose-positiv
gewertet. Daraus ergab sich fur jedes Fusionsprotein ein Tagesergebnis fur Tag 1,
Tag 2 und Tag 3. Zur graphischen Darstellung wurde mit dem Programm Excel®
(Version 11.0) fur jedes der drei untersuchten Fusionsproteine der Mittelwert fur
die Apoptose-positiven Neurone aus jedem Tagesergebnis der drei
Versuchsreihen berechnet. Der Mittelwert der Apoptose-positiven Neurone ist pro
Tag und Fusionsprotein im Diagramm veranschaulicht. Der Mittelwert stellt die
Relation zwischen den pro Tag ausgewahlten 100 Neuronen der Stichprobe und
den darin gezahlten Apoptose-positiven Neuronen dar. Pro Protein und Tag wurde
von diesen Stichproben die Standardabweichung berechnet, die im Diagramm als
Fehlerbalken dargestellt ist.
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Abb. 3.15: Quantitative Auswertung des Apoptose-Assays. Auf der Abszisse sind die
apoptotischen Zellen in Prozent angegeben. Auf der Ordinate sind zum einen die Versuchstage
Tag 1 (T1), Tag 2 (T2) und Tag 3 (T3) dargestellt. Zum anderen sind die untersuchten Proteine
aufgelistet, die von den Hippocampusneuronen nach transienter Transfektion synthetisiert wurden.
Es sind die Proteine EGFP-N3 (EGFP), physiologisches Atx-2 (Q22) und pathogenes Atx-2 (Q79).
In den drei durchgefiihrten Versuchen wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen pro Tag und
Protein aus 100 Zellen die Apoptose-positiven Zellen ausgezahlt. Zur Darstellung wurde pro
synthetisiertem Protein der Mittelwert fir die Apoptose-positiven Zellen der drei Versuche
berechnet. Dieser ist pro Tag und Protein durch schwarze Balken veranschaulicht und stellt die
Relation zu den pro Tag ausgezahlten 100 Zellen der Stichprobe dar. Von diesen Stichproben
wurde pro Protein und Tag die Standardabweichung berechnet. Die Standardabweichung ist als
Fehlerbalken Uber den schwarzen Balken dargestellt.

Wie in Zellkultur beobachtet, zeigten die mit pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-
Q79 transfizierten Hippocampusneurone in den ersten drei Tagen nach
Transfektion in Zellkultur ein progredient fortschreitendes Neuronensterben, das
sich sowohl fur die physiologische als auch fur die pathogene Atx-2 Form
nachweisen liel. Nach der quantitativen Analyse der Apoptose-positiven Neurone
ist ein Uberwiegen der Apoptoseaktivitat in Hippocampusneuronen festzustellen,
die das pathogene Atx-2 mit der mutativ veranderten Polyglutaminregion
synthetisieren. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant. Nach Synthese
von EGFP-N3 sind im Mittel 14% der Neurone an Tag 1 und 27% an Tag 3 vom
Zelluntergang betroffen (in Abb. 3.15 als EGFP bezeichnet). Dies zeigt
moglicherweise die normale Rate des Zelluntergangs fur Hippocampusneurone in
Zellkultur an. Die Zelluntergangsrate steigt nach Synthese der physiologischen
Atx-2 Form von 20,5% an Tag 1 auf 52,3% an Tag 3 an (in Abb. 3.15 als Q22
bezeichnet). Nach Synthese der pathogenen Atx-2 Form sind an Tag 1 bereits
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33,7% der Neurone vom Zelltod betroffen und an Tag 3 bereits 53,7% der
Neurone (in Abb. 3.15 als Q79 bezeichnet). Verglichen mit der physiologischen
Atx-2 Form konnte gezeigt werden, dass sich fur pathogenes Atx-2 an Tag 3 im
Mittel 1,4% mehr Apoptose-positive Zellen nachweisen lassen. Dies zeigt
moglicherweise die hohere Toxizitat der pathogenen Atx-2 Form, im Vergleich zu
physiologischem Atx-2 an.

3.7 Identifizierung putativer Atx-2 Interaktionspartner

3.7.1 Affinitatschromatographie

Als neues Verfahren zur Identifikation putativer Interaktionspartner des humanen
Atx-2 wurde die sogenannte Affinitatschromatographie eingesetzt. Sie beruht auf
der Interaktion der Proteine Shank 1 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains
protein 1) und GKAP/SAPAP1 (SAP90/PSD-95-associated protein 1). Dabei
interagiert der C-Terminus von GKAP/SAPAP1 selektiv mit der PDZ-Domane von
Shank 1 (Brendel et al., 2004; Sheng et al., 2000). Das Protein GKAP (Guanylat
Kinase-assoziiertes Protein) kommt in der postsynaptischen Dichte (PSD) von
Neuronen vor (Kim et al., 1997).

Bei dieser Methode der Affinitatsreinigung von Proteinen nach Brendel et al. wird
ein synthetisches PDZ-bindendes Peptid eingesetzt, das kovalent an NHS-
Sepharose gekoppelt wird. Die Sepharose wird danach als GKAP-Sepharose
bezeichnet. Das PDZ-bindende Peptid besteht aus der Aminosauresequenz
IYIPEAQTRL (Acc: U67987), die den letzten zehn Aminosauren des Proteins
GKAP der Ratte entspricht. Zur Aufreinigung eines Proteins muss ein mit der PDZ-
Domane von Shank 1 fusioniertes, rekombinantes Protein in eukaryotischen
Zellen synthetisiert werden, wie zum Beispiel das Fusionsprotein Atx2-Q22-PDZ
(s. Abb. 3.16). In dieser Arbeit werden fur diesen Versuch die
Expressionsvektoren pAtx2-Q22-PDZ und pAtx2-Q79-PDZ genutzt, die eine PDZ-
Doméane von Shank 1 als Bindungsdomane fur das PDZ-bindende Peptid
kodieren. HEK-293-Zellen werden mit den genannten Konstrukten nach der
Calcium-Phosphatmethode transfiziert. Nach 24 h wird durch Zelllyse der
transfizierten Zellen mit 1x RIPA-Puffer ein Proteinextrakt hergestellt. Das Extrakt
wird mit GKAP-Sepharose inkubiert. Dabei bindet die PDZ-Domane des
Fusionsproteins an das PDZ-bindende-Peptid der GKAP-Sepharose. Die
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Proteinkomplexe aus rekombinanten Atx2-Q22-PDZ bzw. Atx2-Q79-PDZ
Fusionsproteinen und gebundenen putativen Interaktionsproteinen, die nun an
GKAP-Sepharose gebunden vorliegen, werden mit SDS eluiert, gewaschen und
mittels SDS-PAGE der GrofRe nach aufgetrennt. Die Proteinbanden werden mittels
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht, aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und
massenspektrometrisch analysiert. Dabei werden Proteinbanden von Atx2-Q22-
PDZ wund Atx2-Q79-PDZ sowie Proteinbanden des Gesamtzelllysates
untransfizierter HEK-293-Zellen analysiert.

Atx2-PDZ Fusionsprotein
in HEK Zellen

Shank1
PDZ PDZ bindendes

Fmtmn

mit SDS

eSDS-PAGE
eBanden ausschneiden
e Massenspektrometrie

Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Affinitditschromatographie. Das Zielprotein Atx2-
Q79-PDZ wurde von transient transfizierten HEK-293-Zellen synthetisiert und nach 24 h mit GKAP-
Sepharose prazipitiert. Dabei werden Proteinkomplexe aus Atx2-Q79-PDZ-Fusionsprotein
(schwarz-grauer Balken) und gebundenen putativen Interaktionsproteinen (graue Ellipsen), die an
GKAP-Sepharose gekoppelt vorliegen aufgereinigt. GKAP-Sepharose besteht aus einem PDZ-
bindenden Peptid (~), das kovalent an NHS-Sepharose (grauer Kreis) gekoppelt wird. Die
Proteinkomplexe wurden mit SDS von der GKAP-Sepharose eluiert und ihrer GréRe nach mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Proteinbanden mit Coomassie-Farbung sichtbar
gemacht, ausgeschnitten und massenspektrometrisch analysiert.
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3.7.2 Ergebnisse der Affinitatschromatographie

Das Ergebnis der Affinitatschromatographie der pathogenen Atx-2 Form ist in
Abbildung 3.17 gezeigt. Das Fusionsprotein Atx2-Q79-PDZ wurde in der 250 kDa
Bande nachgewiesen. Als Interaktionsproteine von Atx2-Q79-PDZ wurden zum
einen in der 90 kDa Bande das DEAD-Box Protein DDx1 (Q92499) und in der 75
kDa Bande das DEAD-Box Protein DDx21 (Q9NR30) identifiziert. Zum anderen
wurden die Poly(A)-Bindungsproteine PABP-1 (Q15097), PABP-3 (Q9H361) und
PABP-4 (Q13310) in der 70 kDa Bande nachgewiesen. Darlber hinaus wurden in
der 60 kDa Bande Sorting-Nexin-27 (Q96L92/Q5VWBO0) und das Protein Fam-98A
detektiert (Q8BNCADS).

lmw

Atx2-PDZ

PAEBF 4 Protein Fam 98A

P 1
w4
DDX 1=
PABP 1 »é: DDX 21
PABP 3 Sorling nexin2?

Abb. 3.17: Proteingel nach Affinitdtschromatographie und SDS-PAGE. A: Dargestellt ist ein
Proteingel nach SDS-PAGE mit Coomassie-gefarbten Proteinbanden. Oben links ist der
GroRenstandard in Kilodalton durch schwarze Pfeile angegeben. 1: Proteinbanden der
Interaktionsproteine der pathogenen Atx-2 Form. 2: Zelllysat untransfizierter HEK-293-Zellen als
Kontrolle. B: VergroRerte Darstellung des Proteingels der pathogenen Atx-2 Form. 3: Die
schwarzen Pfeile zeigen die Proteinbanden der pathogenen Atx-2 Form und die der
Interaktionsproteine an. Die massenspektrometrische Analyse der Proteinbanden ergab als
Interaktionsproteine der pathogenen Atx-2 Form die DEAD-Box Proteine DDx1 und DDX21, die
Poly(A)-Bindungsproteine PABP-1, -3 und -4, sowie Sorting-Nexin-27 und Protein Fam-98A.

58



DEAD-Box Proteine sind RNA-Helikasen, die Uber eine RNA-abhangige ATPase-
Aktivitat verfugen und eine Rolle in der Umformung von RNP (ribonukleoprotein
particle) spielen, was als Remodeling bezeichnet wird. Die Poly-(A)-
Bindungsproteine (PABP) spielen eine Rolle in der Regulation der mRNA
Translation und Stabilisation. Sorting-Nexin-27 ist ein physiologisch in HEK-293-
Zellen vorkommendes Diacylglycerolkinase CT-assoziiertes Protein. Es kolokalisiert
mit Transferrin-Rezeptor-positiven Vesikeln (Rincén et al., 2007). Es tragt eine
PDZ-Domane, uber die es an GKAP-Sepharose binden konnte und ist deshalb
aus dem Gesamitzelllysat extrahiert worden. Es ist kein Interaktionspartner der
pathogenen Atx-2 Form. Somit ist dieses Ergebnis als falsch positiv zu bewerten.
Das Protein FAM-98A (Q8NCADY) ist das erste Proteinmitglied der Proteinfamilie
mit Sequenzhomologie 98. Es interagiert selektiv mit Phosphopantetheinen. Das
kodierende Gen liegt auf Chromosom 2p22.3.

3.8 Lokalisation von rekombinantem DEAD-Box Protein 6 (DDx6)

in Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus)

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Affinitatschromatographie ergab, dass
pathogenes Atx-2 mit DEAD-Box Proteinen interagieren kann. Daher wurde die
subzellulare Verteilung des DEAD-Box Proteins DDx6 in Hippocampusneuronen
untersucht. DEAD-Box Proteine sind spezifische Regulationsproteine im RNA-
Metabolismus, die RNA-abhangige ATPase-Aktivitat und ATP-abhangige RNA-
Helikase Aktivitat zeigen (Linder P, 2006). Es wird allgemein angenommen, dass
DDx6 am mRNA-Abbau beteiligt ist (Coller et al., 2001). Das Protein DDx6 wurde
bereits in dynamischen zellularen Strukturen nachgewiesen, in denen das mRNA-
Decapping und der mRNA-Abbau stattfindet, den sogenannten P-bodies (Nonhoff
et al., 2007).

Die Fragestellung dieses Versuches war, ob die subzellulare Verteilung von DDx6
ahnlich der von Atx-2 ist. Dies konnte Ruckschlisse auf die Funktion von Atx-2
zulassen. Uber die Interaktion mit DEAD-Box Proteinen kénnte Atx-2 den mRNA-
Metabolismus beeinflussen, was neue Erkenntnisse zur Pathogenese der SCA2
liefern konnte. Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation wurden pTL-Flag-
DDx6 Vektoren (Nonhoff et al., 2007) genutzt. Die primaren Hippocampusneurone
der Ratte, wurden an Tag 7 in Zellkultur transient mit pTL-Flag-DDx6 transfiziert
und 48 h nach Transfektion mit 4% PFA fixiert. Immunzytochemisch wurde das
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rekombinante DDx6 mit einem monoklonalen Anti-Flag-Antikorper detektiert und
mit dem entsprechenden Alexa 488-gekoppelten Sekundarantikdrper angefarbt
(Abb. 3.18 A, im grunen Kanal sichtbar). Die Dendriten wurden mit einem
polyklonalen MAP2-Antikorper gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2
detektiert und mit einem Alexa 633-gekoppelten Sekundarantikdrper angefarbt
(Abb. 3.18 B, im blauen Kanal sichtbar). Die Uberlagerung der Kanale zeigt, dass
das Fusionsprotein DDx6-Flag in Hippocampusneuronen in zytoplasmatischen
Granula vorliegt, die nur vereinzelt in den Dendriten nachweisbar sind (Abb. 3.18
C und D, Uberlagerung der Kanale). Bei den zytoplasmatischen Granula konnte
es sich um die beschriebenen P-bodies handein.

A

Abb. 3.18: Lokalisation von rekombinantem DDx6 in Hippocampusneuronen der Ratte
(Rattus norvegicus). Die Hippocampusneurone wurden an Tag 7 transient mit pTL-Flag-DDx6
transfiziert, nach 48 h fixiert und immunzytochemisch untersucht. A: DDx6 Farbung mit einem
monoklonalen Anti-FLAG-Antikérper (1:2000) und einem Alexa-488-gekoppelten
Sekundarantikérper (1:500). B: Die Dendritenfarbung erfolgte mit einem polyklonalen MAP2b-
Antikérper (1.1000) gegen das Mikrotubulus-assoziierte Protein-2 und einem Alexa-633-
gekoppelten Sekundérantikérper (1:500). C: Die Uberlagerung des griinen und blauen Kanals zeigt
die Lokalisation von DDx6 im Soma der Neuronen a: Ausgewahlter Bereich eines
Hippocampusneurons D: VergroRBerung b: Rekombinantes DDx6 ist in primaren
Hippocampusneuronen in zytoplasmatischen Granula und vereinzelt in Dendriten lokalisiert.
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4 Diskussion

Das gemeinsame Merkmal der autosomal-dominant vererbten spinocerebellaren
Ataxien (SCAs) ist die Neurodegeneration des Kleinhirns mit seinen Efferenzen
und Afferenzen. Fur die SCA-Familie sind verschiedene Pathogenese-Modelle
beschrieben (Duefas et al., 2006). Genetische Ursache der in dieser Arbeit
untersuchten SCA2 ist die mutative Verlangerung einer CAG-Trinukleotidsequenz
im Exon-1 des ATXN2-Gens. Die Mutation erzeugt ab einer bestimmten
Sequenzlange von mehr als 32 CAG-Tripletts einen dominanten Phanotyp mit
progredienter cerebellarer Ataxie. Infolge der Instabilitat expandierter Allele kommt
es in der Folgegeneration zur Verlangerung der CAG-Sequenz (Manto et al.,
2005). Je langer die CAG-reiche Sequenz ist, desto friher und schwerwiegender
setzt die Krankheit in der Folgegeneration ein, was als Antizipation bezeichnet
wird. Ein CAG-Trinukleotid kodiert die Aminosaure Glutamin und wird durch
Transkription des ATXN2-Gens und Translation der Atx-2-mRNA wahrend der
Proteinbiosynthese in eine N-terminale Polyglutamindomane des Proteins Atx-2
ubersetzt. Die SCAZ2 ist eine Polyglutaminexpansions-Erkrankung, da im Vergleich
zur physiologischen Atx-2 Form eine verlangerte Polyglutaminregion des
pathogenen Atx-2 Proteins bei SCA2-Patienten zu beobachten ist. Allgemein wird
angenommen, dass das mutativ veranderte ATXN2-Gen an Aktivitat gewinnt und
das krankheits-assoziierte Protein Atx-2 durch neue oder verstarkte Aktivitat in der
Zelle gekennzeichnet ist (gain of function).

Uber die physiologische Funktion von humanem Atx-2 ist bisher wenig bekannt.
Humanes Atx-2 ist vermutlich Teil von Polyribosomen, die wahrend der
Translation gebildet werden (Satterfield et al., 2006). Es wird allgemein
angenommen, dass Atx-2 eine Funktion im RNA-Metabolismus hat (Shibata et al.,
2000; Ralser et al., 2005a; Satterfield et al., 2006).

AuBerdem sind bereits einige Interaktionsproteine von Atx-2 bekannt, wie das
Ataxin-2 Bindeprotein 1 (A2BP1). Es kommt, wie Atx-2, in Purkinje-Zellen und
Neuronen des Nukleus dentatus im ZNS vor, bindet an den C-Terminus von Atx-2
und kolokalisiert mit Atx-2 im Endoplasmatischen Retikulum, trans-Golgi-Netzwerk
und Zytoplasma. Es wird angenommen, dass der humane A2BP1/Atx-2-Komplex

an der RNA-Prozessierung beteiligt ist (Shibata et al., 2000). Versuche an
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Caenorhabditis elegans zeigten, dass das A2BP1-Homolog FOX-1 das alternative
SpleiRen reguliert (Jin et al., 2003; Nakahata et al., 2005). Andere Versuche
zeigen, dass Atx-2 in der Keimbahn des Fadenwurms Caenorhabditis elegans an
der Translationsregulation und Proliferation beteiligt ist (Ciosk et al., 2004; Maine
et al., 2004).

Durch Versuche in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae ist bekannt, dass
Atx-2 am RNA-Export und der posttranskriptionalen Reifung der mRNA beteiligt
ist. AuRerdem interagiert Atx-2 mit Endophilin-A1 und Endophilin-A3 (Ralser et al.,
2005b). Es wird allgemein angenommen, dass Endophilin an der Endozytose von
Vesikeln in Synapsen beteiligt ist (Mizuno et al., 2010).

Andere Versuche haben gezeigt, dass das Drosophila melanogaster Atx-2
Homolog ein Regulator der Aktinfilamentformation des Zytoskeletts ist (Satterfield
et al., 2002). Daruber hinaus ist beschrieben worden, dass Atx-2 mit
Komponenten des Zytoskeletts wie a-Actinin-1, a-Actinin-2 und Secretogranin-1
interagiert und an verschiedenen Transportprozessen beteiligt ist (Lim et al.,
2006).

Die physiologische und pathologische Wirkung von humanem Atx-2 im
Organismus ist bisher unklar. In dieser Arbeit sollte daher die subzellulare
Lokalisation von Atx-2 untersucht und putative Atx-2-Interaktionsproteine
identifiziert werden. Mittels humaner Ataxin-2 cDNA wurden zunachst
eukaryotische Expressionsvektoren fur unsere AG Kindler hergestellt. Die
Vektoren pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79 dienten zur Untersuchung der
subzellularen Lokalisation von Atx-2 in primaren Hippocampusneuronen der Ratte
(Rattus norvegicus) und CHO-K1-Zellen. Um die Wirkung der pathogenen Atx-2
Form zu charakterisieren wurde auf3erdem ein immunzytochemischer Apoptose-
Assay durchgefuhrt. Zur Identifikation putativer Atx-2-Interaktionspartner wurden
die pAtx2-Q22-PDZ und pAtx2-Q79-PDZ Vektoren genutzt und eine neue
biochemische Methode eingesetzt: die Affinitatschromatographie nach Brendel et
al., 2004.

In den Versuchen zur Lokalisation von Atx-2 in CHO-K1-Zellen und
Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus) wurde untersucht, ob die
Lange der Polyglutaminregion die subzellulare Verteilung von Atx-2 beeinflusst. Es
zeigte sich, dass sowohl EGFP-Atx2-Q22 als auch EGFP-Atx2-Q79 in CHO-K1-
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Zellen im Zytoplasma lokalisiert ist (Abb. 3.8 F: physiologisches Atx-2; Abb. 3.8 I:
pathogenes Atx-2). Die Lange der Polyglutaminregion scheint also keinen Einfluss
auf die Lokalisation von Atx-2 zu haben. Das zur Kontrolle transfizierte Konstrukt
pEGFP-N3 war im Zytoplasma und intranuklear nachweisbar (Abb. 3.8 C). Diese
Ergebnisse bestatigen ahnliche Versuche mit EGFP-markiertem Atx-2 in COS-1-
Zellen, in denen sowohl das mutierte und als auch das physiologische Atx-2 im
Zytoplasma nachgewiesen wurden (Huynh et al., 2003).

Diese Ergebnisse sind auch auf Untersuchungen im ZNS Ubertragbar, wo Atx-2 in
Kleinhirngewebe von SCA2-Patienten immunzytochemisch im Zytoplasma von
Purkinje-Zellen nachgewiesen wurde (Huynh et al., 2000a). Die in der
vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche zur subzellularen Lokalisation von
Atx-2 in primaren Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus) zeigten
ebenfalls die zytoplasmatische Lokalisation der pathogenen und physiologischen
Atx-2 Isoform. Beide Atx-2 Isoformen waren weder in den Synapsen noch
intranuklear detektierbar. Interessanterweise waren beide Atx-2 Formen vereinzelt
als punktformige Granula in den Dendriten der Hippocampusneurone nachweisbar
(Abb. 3.9 und 3.10). Dabei konnte es sich um die in der Literatur bereits als
Inklusionen beschriebenen Atx-2 Proteinaggregate handeln oder moglicherweise
um Processing-bodies (P-bodies) - einen Ort des mRNA-Abbaus. In der Literatur
wurden bei SCA2 bereits zytoplasmatische Inklusionen in Glia-Zellen, humanen
Cortex-Neuronen und im Pons beschrieben, von denen angenommen wird, dass
sie zytoprotektiv wirken (Probst-Cousin et al., 2004; Pang et al., 2002; Cummings
et al., 2001). Allgemein wird angenommen, dass die Pathogenese der SCAZ2
hauptsachlich durch zytoplasmatische Aggregate in Purkinje-Zellen vermittelt ist
und intranukledare Aggregate in der Pathogenese der SCA2 keine Rolle spielen,
zumal sie nicht in Purkinje-Zellen gezeigt werden konnten (Huynh et al., 2000a;
Koyano et al., 1999).

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Expressionsmuster von mutiertem und
physiologischem Atx-2 im Zytoplasma von Hippocampusneuronen der Ratte
(Rattus norvegicus) beobachtet (Abb. 3.11/3.12). Dabei schien pathogenes Atx-2
im Zytoplasma starker exprimiert zu werden und war 48-72 Stunden nach der
Transfektion gleichmaldig perinuklear im Zytoplasma verteilt (Abb. 3.12). Die
physiologische Atx-2 Form war ebenfalls perinuklear lokalisiert, aber an einigen
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Stellen im Zytoplasma eher ungleichmallig verteilt (Abb. 3.11). Die beobachtete
starkere Expression der mutativ veranderten Atx-2 Form ist nach der Hypothese
einer "gain of function" - Mutation auf eine starkere Aktivitat des mutierten Gens
zurtckzufuhren. Auch Huynh und Kollegen haben beobachtet, dass die
Expression von mutiertem Atx-2 hoher ist, als die des physiologischen Atx-2
(Huynh et al., 2003). Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden Arbeit
anhand der Transfektionsrate mikroskopisch bestatigt werden und konnte
bedeuten, dass die pathogene Atx-2 Form stabiler ist. Diese Hypothese konnte
durch Pulse-Chase-Experimente bestatigt werden, indem man die Proteinstabilitat
radioaktiv markierter Atx-2 Isoformen mit den Vektoren pAtx2-Q22-Flag und
pAtx2-Q81-Flag untersucht, die Im Rahmen dieser Arbeit fur die AG Kindler
konstruiert wurden. Diese Methode bietet die Moglichkeit, Informationen Uber
Prozessierung, Transport, Sekretion, Proteinabbau, physikalische und chemische
Eigenschaften eines Proteins in Zellkultur zu gewinnen. Dies konnte neue

Erkenntnisse zur Pathogenese der SCAZ2 liefern.

Die Hypothese, dass eine Schadigung des Golgi-Apparates den Zelluntergang
durch Apoptose begunstigt (Duefias et al., 2006; Gonatas et al., 2006) und eine
Fragmentierung des Golgi-Apparates bei SCA2 typisch sei (Huynh et al., 2003),
konnte in dieser Arbeit mikroskopisch nicht bestatigt werden. Allerdings wurde
nach Transfektion der Konstrukte pEGFP-Atx2-Q22 und pEGFP-Atx2-Q79 in
Hippocampusneurone der Ratte (Rattus norvegicus) innerhalb der ersten vier
Tage in Zellkultur ein Dendritenverlust beobachtet (Abb. 3.11/3.12), der bei der
pathogenen Atx-2 Form drastischer voranschritt, als bei der physiologischen. Er
scheint Ausdruck der neurodegenerativen Wirkung von pathogenem Atx-2 zu sein.
Arbeitsgruppen, die humane Purkinje-Zellen bei erblicher Ataxie untersucht haben,
beschreiben zu Beginn des neurodegenerativen Prozesses einen Verlust der
Dendriten, der bis zur vollstandigen Zerstorung des Zellkorpers fortschreitet
(Koeppen et al., 1991). Auch im Tierversuch kam es nach Uberexpression von
mutiertem Atx-2 in Purkinje-Zellen zum progredienten Dendritenverlust und
Zelluntergang (Huynh et al., 2000a). Ob die Pathogenese der SCA2 ausschlieflich
durch die Apoptose-induzierende pathogene Wirkung von mutativ verandertem
Atx-2 zu erklaren ist, bleibt unklar.

Allgemein wird diskutiert, welche Rolle Apoptose bei neurodegenerativen
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Erkrankungen, wie Chorea Huntington (Zhang et al., 2006) und SCA7 spielt
(Zander et al., 2001). Giuliano und Kollegen zeigten, dass PC12-Zellen nach
Synthese von Proteinen mit mutativ verlangerten Polyglutaminregionen Apoptose
einleiten (Giuliano et al., 2003). Interessanterweise sensibilisieren erhohte Atx-2-
Konzentrationen Zellen von Neuroblastom-Tumoren fur Apoptose (Wiedemeyer et
al., 2003). Daruber hinaus ist bekannt, dass mutierte Proteine mit
Polyglutaminregionen Caspasen aktivieren und von diesen gespalten werden
konnen, was ihre Toxizitat erhoht (Huynh et al., 2003). Daher wurde die
Hypothese formuliert, dass die pathogene Wirkung von mutativ verandertem Atx-2
durch Aktivierung der Apoptosekaskade vermittelt wird. Um diese Frage zu
beantworten, wurden die rekombinanten Fusionsproteine EGFP-Atx2-Q22 und
EGFP-Atx2-Q79 in Hippocampusneuronen in einem immunzytochemischen
Apoptose-Assay (3.6.) mit Hilfe des Anti-Active-Caspase-3 Antikorpers untersucht.
Im Apoptose-Assay fuhrte sowohl die Synthese von physiologischem Atx-2 (Abb.
3.14), als auch von pathogenem Atx-2 (Abb. 3.13) zur Aktivierung der Caspase-3.
Die quantitative Analyse der Apoptoserate (3.6.1) zeigte anschliefend, dass die
Anzahl der apoptotischen Zellen nach Uberexpression von pathogenem Atx-2
nach 72 Stunden héher war, als nach Uberexpression von physiologischem Atx-2
oder EGFP (Abb. 3.15). Dies konnte ein Anzeichen fur die Toxizitat der mutierten
Atx-2 Form sein. Der quantitative Vergleich der Apoptoserate von EGFP,
mutiertem und physiologischem Atx-2 ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Ahnliche Ergebnisse von Wiedemeyer und Kollegen zeigen, dass
erhohte Konzentrationen von Wildtyp Atx-2 humane Neuroblastom-Tumorzellen
fur Apoptose sensibilisieren, wahrend mutiertes Atx-2 die Apoptose-Aktivitat nicht
erhoht (Wiedemeyer et al., 2003).

Allgemein wird angenommen, dass der SCAZ2-assoziierte Parkinsonismus-
Phanotyp, der durch Degeneration der Substantia nigra entsteht, durch die
Interaktion von Atx-2 mit Parkin zu erklaren sei. Parkin ist eine Ubiquitinligase, die
bei einer autosomal-rezessiven Parkinsonismusform verandert ist und mit Atx-2 in
Purkinje-Zellen und Neuronen der Substantia nigra interagieren kann, wobei
Parkin mit hoherer Affinitat an mutiertes Atx-2 bindet, als an Wildtyp Atx-2 (Huynh
et al., 2007). Kolokalisationsexperimente mit mutiertem Atx-2 und Parkin zeigten
eine verminderte Parkin-Konzentration in Purkinje-Zelldendriten, was auf einen

Zusammenhang zwischen Parkin-Konzentration und synaptischer Dysfunktion
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hindeutet (Huynh et al., 2007). Diese Ergebnisse und die Beobachtung, dass Atx-2
nicht in hippocampalen Synapsen nachweisbar ist (Abb. 3.9/3.10) lassen
vermuten, dass die SCA2 moglicherweise indirekt durch Interaktion von Atx-2 mit
bestimmten Proteinen verursacht wird. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in
Studien zu SCA1 an Atx-1 und einer assoziierten Ubiquitin Ligase (Cummings et
al., 1999).

In dieser Arbeit wurde die Affinitatschromatographie genutzt, um putative Atx-2-
Interaktionspartner in eukaryotischen Zellen in vivo zu identifizieren. Der C-
Terminus von GKAP interagiert selektiv mit der PDZ-Domane von Shank 1
(Brendel et al., 2004). Nach diesem Prinzip wurden die Fusionsproteine Atx2-Q22-
PDZ und Atx2-Q79-PDZ uber ein PDZ-bindendes Peptid an GKAP-Sepharose
gekoppelt, um die an Atx-2 gebundenen endogenen Interaktionsproteine aus
HEK-293-Zelllysaten zu prazipitieren. Da artifizielle Interaktionen auftreten
konnen, sollte jedes Ergebnis der Affinitatschromatographie  mittels
Immunprazipitation  verifiziert werden. Das zur Identifikation putativer
Interaktionspartner angefertigte Coomassie-Gel (Abb. 3.17) beweist die Spezifitat
und Funktionsfahigkeit der Methode. Das Bandenmuster des pathogenen Atx-2
(Atx2-Q79-PDZ) unterschied sich deutlich von dem des Kontrollproteins Marta-2
(M2-PDZ) wund Lysate untransfizierter HEK-293-Zellen zeigten keine
Proteinbanden. Die Atx-2-spezifischen Banden wurden mittels
Massenspektrometrie analysiert, wobei alle Ergebnisse reproduziert werden
konnten. Das Atx2-Q79-PDZ Fusionsprotein wurde in der 250 kDa Bande
detektiert. Die 90 kDa Bande ist als DDx1 (DEAD-Box Protein 1) identifiziert
worden. Die 75 kDa Bande ist als DDx21 (DEAD-Box Protein 21) identifiziert
worden. Proteine der DEAD-Box-Familie sind RNA-Helikasen und
Schlusselenzyme im RNA-Metabolismus (Fuller-Pace FV, 2006). Sie sind in
eukaryotischen Zellen an Transkription, mRNA-Abbau, Spleissprozess, mRNA-
Export, Ribosomensynthese und Translationsinitiation beteiligt und binden dazu
an mRNP (Linder et al., 2006; Jankowsky et al., 2006). Interessanterweise besteht
eine hohe Sequenzhomologie von DEAD-Box-Proteinen und eukaryotischem
Initiationsfaktor-4A (Svitkin et al., 2001). DDx1 ist eine ATP-abhangige RNA-
Helikase, die in Zusammenhang gebracht wurde mit dem nuklearen RNA-Export

in Versuchen an RNA des humanen Immundefizienzvirus Typ 1 (Jeang et al.,
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2006). Demnach konnte Atx-2 durch Interaktion mit DDx1 am RNA-Export vom
Zellkern ins Zytoplasma beteiligt sein.

DDx21 wird auch als nukleolare RNA-Helikase-ll (RHII/Gua) bezeichnet und
wurde als Interaktionspartner und Aktivator des Transkriptionsfaktors c-Jun
identifiziert, der an der Zelldifferenzierung und Apoptose beteiligt ist (Westermarck
et al., 2002). Durch c-Jun wird der programmierte Zelltod im Nervensystem von
Saugern reguliert, wobei sein biologischer Effekt von Zelltyp und
Entwicklungsstadium abhangig ist (Ham et al., 2000). Folglich konnte Atx-2 durch
Interaktion mit DDx21 indirekt auf die c-Jun-vermittelte Apoptosekaskade wirken.
Das in der 60 kDa Bande des Coomassie-Gels identifizierte Protein Sorting-Nexin-
27 wurde als artifizielles Ergebnis gewertet, da Sorting-Nexin-27 eine PDZ-
bindende Domane besitzt (Rincén et al., 2007) und deswegen an die GKAP-
Sepharose binden konnte. Ein weiteres Protein FAM-98A in der 60kDa Bande ist
das erste Proteinmitglied der Proteinfamilie mit Sequenzhomologie 98. Es
interagiert selektiv mit Phosphopantethein-Resten.

AuRerdem wurden in der 70 kDa Bande die zytoplasmatischen Poly(A)-
Bindeproteine PABP-1, PABP-3 und PABP-4 detektiert. In HEK-293-FT-Zellen
wurde beobachtet, dass humanes Atx-2 mit Polyribosomen interagiert, indem Atx-
2 Uber das PAM2-Motiv an Poly(A)-Bindeproteine bindet (Shibata et al., 2000).
Interessanterweise reguliert Atx-2 die intrazellulare Konzentration seines
Interaktionspartners PABP dahingehend, dass Zellen verminderte PABP-
Konzentrationen aufweisen, wenn sie Atx-2 uberexprimieren (Nonhoff et al.,
2007). Durch Untersuchungen in der Backerhefe S. cerevisiae ist die Funktion des
Poly(A)-Bindeproteins 1 (PABP-1) gut untersucht. Das humane PABP-1 interagiert
spezifisch uber RNA-Erkennungsmotive mit dem 3'-Poly(A)-Schwanz der mRNA
und mit den Translations-Initiationsfaktoren elF-4E, elF-4A, elF-3, elF-4G (vgl.
Abb. 4.1).
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translations-aktives mRNP

Abb. 4.1: Modell: Interaktion von Atx-2 und PABP wahrend der Translation. Die mRNA wird
am Poly(A)-Schwanz (AAAAAAA) von Poly()-A-Bindeproteinen (PABP) besetzt, die zusammen mit
den Translationsinitiationsfaktoren elF4G, elF-4E, elF-4A und elF-3 durch Bindung an die 7-
Methylguanosintriphosphat Kopfgruppe (5'CAP) am 5°-Ende eine Ringstruktur bilden (closed-loop).
Dabei wird die kleine 40S-Untereinheit des Ribosoms rekrutiert, die zusammen mit der 60S-
Untereinheit das funktionsfahige 80S Ribosom bildet. Durch Bindung von elF-3 beginnt die
Translation. Das auf der mRNA kodierte Protein wird translatiert. Uber die Interaktion von Atx-2
und PABP koénnte die Translation und die Bildung der closed-loop Struktur reguliert werden (nach
Clemens et al., 2000).

Poly(A)-Bindeproteine regulieren die Translationsinitiation durch Bindung an den
eukaryotischen Initiationsfaktor elF-4G, der Uber das Kappenbindungsprotein elF-
4E mit der 7-Methylguanosintriphosphat Kopfgruppe am 5°-Ende (5'CAP) der
MRNA assoziiert ist (Proud CG, 2007). PABP-1 reguliert auch die mRNA-
Stabilitat, indem es mit elF-4A, elF-4E, elF-4G und mRNA interagiert und aus
mRNA und assoziierten Proteinen sogenannte Boten-Ribonukleotidpartikel
(mRNP) bildet, die in einer als closed-loop Struktur bezeichneten Ringstruktur
vorliegen (Wells et al., 1998; Searfoss et al., 2001). Diese Ringstruktur fuhrt zur
Rekrutierung der 40S-Untereinheit des Ribosoms und zum Aufsuchen des
Startkodons der mRNA. An die 40S-Untereinheit des Ribosoms ist die Aminoacyl-
tRNA Uber den Faktor elF2 gebunden. AnschlieBend lagert sich die 60S-
Untereinheit des Ribosoms an. Dies fuhrt zur Assemblierung des funktionsfahigen
80S-Ribosoms. Uber die Interaktion mit dem Initiationsfaktor elF-3 beginnt der
Translationsstart. Bleibt die mRNP-Ringstruktur erhalten, ist die mRNA
translations-aktiv und kann in diesem Zustand mehrfach abgelesen, aber nicht
abgebaut werden. Wenn es nach erfolgreichem Ablesen der mRNA am 3'-Ende
angekommen ist, beginnt das Ribosom erneut am 5'-Ende in 5'-3'-Leserichtung,
was als Recycling des Ribosoms bezeichnet wird. PABP-1 reguliert aulRerdem die
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Translationstermination, indem die Terminationsfaktoren eRF-3 und eRF-1 an den
C-Terminus von PABP-1 binden. Das Atx-2 Ortholog in Caenorhabditis elegans
interagiert mit dem Poly(A)-Bindeprotein 1 und reguliert die Translation (Ciosk et
al., 2004). Daher erscheint es moglich, dass auch humanes Atx-2 durch
Wechselwirkung mit Poly(A)-Bindeproteinen uber ahnliche Funktionen verfugt (vgl.
Abb. 4.1).

Daruber hinaus ist das Protein PABP-1 ein Effektor des mRNA-Abbaus. Solange
die mRNA in translations-aktiver Form vorliegt, kann sie nicht abgebaut werden.
Die mRNA ist gegen den exonukleolytischen Abbau durch spezifische terminale
Strukturen und ihre assoziierten Proteine geschutzt: eine Kopfgruppe am 5°-Ende
und einen 3'-Poly(A)-Schwanz. Die Entfernung dieser terminalen Modifikationen
ist der limitierende Faktor fur den RNA-Abbau (Meyer et al., 2004). Nach
Beendigung der Translation dissoziiert der mRNP. Danach erfolgt der mRNA-
Abbau in drei Schritten. Im ersten Abbauschritt wird die mRNA zunachst
deadenyliert. Darunter versteht man die Entfernung des 3'-Poly-(A)-Schwanzes
der mRNA in translations-inaktiven mRNP mit Hilfe des Enzymkomplexes Ccr4-
Pop2-Not. Die Deadenylierung findet in speziellen Granula statt, die allgemein als
Processing-bodies (P-bodies) bezeichnet werden (vgl. Abb. 4.2). Dabei wird das
Poly(A)-Signal auf 10 bis 15 Nukleotide verkurzt und die gebundenen Poly(A)-
Bindeproteine vom mRNP getrennt. AnschlieRend dissoziieren die restlichen
Proteine. Es sind verschiedene mRNA-Abbauwege beschrieben (Meyer et al.,
2004). Nach der Deadenylierung kann die mRNA entweder in 5'-3'-Richtung in P-
bodies oder in 3'-5'-Richtung im Exosom abgebaut werden. Der 5'-3'-Abbau der
mRNA in P-bodies ist durch das Deadenylierungs-abhangige Decapping
charakterisiert und bezeichnet den Abbau der 7-Methylguanosintriphosphat
Kopfgruppe am 5 -Ende der mRNA, der Uber die abbauenden Enzyme Dcp1 und
Dcp2 erfolgt. Die Hydrolyse der Kopfgruppe am 5°-Ende erfolgt durch DcpS.
Danach wird die mRNA in 5-3-Richtung durch die 5-Exonukleasen Xrn1
abgebaut (Meyer et al., 2004).
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Abb. 4.2: Processing-bodies - Der Ort des 5'-3'-mRNA-Abbaus. Deadenylierung der mRNA am
Poly(A)-Signal durch den Enzymkomplex Ccr4-Pop2-Not. Deadenylierungs-abhangiges Decapping
mit Abbau der 7-Methylguanosintriphosphat Kopfgruppe am 5°-Ende (5'CAP) der mRNA U(ber die
abbauenden Enzyme Dcp1 und Dcp2. Die Kopfgruppe am 5°-Ende wird durch die 5’-Exonukleasen
Xrn1 abgebaut. Das Protein DDx6 (DEAD-Box Protein 6) ist an der Bildung der P-bodies beteiligt.
(nach Meyer et al., 2004; Kedersha et al., 2005).

Die Regulation der Translation und des mRNA Abbaus wird in eukaryotischen
Zellen von P-bodies Ubernommen (Swisher et al., 2010). Nach aktuellem
Wissensstand sind P-bodies Aggregate aus translations-inaktiven mRNP, die
assoziiert sind mit Faktoren der Translationsrepression und des mRNA-Abbaus
(Parker et al., 2007). Sie sind runde, ca. 0,1-1,0 um grof3e zytoplasmatische RNA-
Granula (Anderson et al., 2006). In diesen dynamischen Strukturen findet das
MRNA-Decapping und der weitere 5-3'-mRNA-Abbau statt (Sheth et al., 2003;
Nonhoff et al., 2007). P-bodies der Backerhefe unterscheiden sich kaum von
denen der Sauger. Sie enthalten die Decapping-Enzyme Dcp1 und Dcp2, die 5'-3'-
Exoribonuklease Xrn1, die LSm-Proteine 1-7, Aktivatoren zur Hydrolyse der 7-
Methylguanosintriphosphat Kopfgruppe der mRNA, das Protein DDx6 und den
Ccr4/Not-Komplex zur Deadenylierung der mRNA (Cougot et al., 2004) und
speichern durch mikro-RNA (miRNA) reprimierte mRNA (Spector D.L., 2006).
Mikro-RNA sind 20 bis 22 Nukleotide lange regulatorische RNA, die
posttranskriptionell die Genexpression durch Anlagerung an die 3'-untranslatierte
Region der Target-mRNA regulieren (Jackson et al., 2007). Sie verhindern die
Akkumulation von Proteinen, indem sie die Translation reprimieren oder den
MRNA-Abbau induzieren (Bhattacharyya et al., 2006). P-bodies enthalten weder
translations-aktive = Komplexe noch  Translations-Initiationsfaktoren  oder
Ribosomen (Andrei et al., 2005). In P-bodies findet keine Translation statt.

Vielmehr dienen P-bodies der Speicherung von vortubergehend nicht-translatierter
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MRNA, bis diese entweder in den Translationsprozess zurtickkehrt oder abgebaut
wird (Teixeira et al., 2005; Parker & Sheth, 2007). Es wird allgemein
angenommen, dass mMRNA zwischen der translations-inaktiven Speicherform in P-
bodies und der translations-aktiven Form im Zytoplasma wechseln kann. Die
Interaktion von Atx-2 mit DDx6 konnte die Funktion haben die nicht-translatierte
MRNA in P-bodies zu rekrutieren. Interessanterweise zeigten Nonhoff und
Kollegen parallel zu dieser Arbeit, dass Atx-2 Uber seine LSm-/LSmAD-Domane
mit der ATP-abhangigen RNA-Helikase DDx6 interagiert (Nonhoff et al., 2007).
DDx6 wird auch als RCK/p54 bezeichnet und ist am 5'-3'-Abbau der mRNA in P-
bodies beteiligt (Cougot et al., 2004). Zum einen ist DDx6 essentiell fur die Bildung
von P-bodies (Andrei et al., 2005). Zum anderen ist das DDx6-Ortholog Xp54 in
Xenopus laevis Bestandteil von mRNP. Die entsprechenden Orthologe in
Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans regulieren die
Translationsaktivierung gespeicherter mRNP. Aus Versuchen in der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae ist bekannt, dass DDx6 am Umbau von mRNP fur die
Translation, an der mRNP-Speicherung und ihrem Abbau beteiligt ist, indem DDx6
mit dem Decapping-Enzym Dcp1p und mit Pop2 interagiert, einer Untereinheit des
MRNA-Deadenylasekomplexes (Weston et al., 2006). Atx-2 ist nicht entscheidend
fur die Bildung von P-bodies. Allerdings wird vermutet, dass Atx-2 die
Rekrutierung von DDx6 in P-bodies beeinflusst (Nonhoff et al., 2007). Somit wirkt
Atx-2 Uber die Interaktion mit DDx6 an der wesentlichen Schaltstelle zwischen
Translationsregulation und mRNA-Abbau. In der vorliegenden Arbeit konnte
rekombinantes DDx6 nach Transfektion des Konstruktes pTL-Flag-DDx6 in
zytoplasmatischen und dendritischen granularen Strukturen in
Hippocampusneuronen der Ratte nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 3.18
gezeigt, bildet DDx6 in Hippocampusneuronen kleine Granula, die vermutlich P-
bodies darstellen.

Zusammenfassend werden anhand des folgenden Modells die mdglichen
Funktionen von Atx-2 erlautert und Ruckschlisse zur Pathogenese der SCA2
gezogen. Zunachst ist Atx-2 physiologischerweise durch Interaktion mit A2BP1 an
der RNA-Modifikation im Zellkern beteiligt (Abb. 4.3 a).
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Abb. 4.3: Modell zu moglichen Funktionen von Atx-2 in eukaryotischen Zellen. a) Im Zellkern
ist die Transkription dargestellt. An der Modifikation der entstehenden hn-RNA ist ein A2BP1/Atx-2-
Komplex beteiligt. b) Am mRNA-Export aus dem Zellkern ins Zytoplasma wirken das Protein DDx1
und Atx-2 mit. Zur Initiation der Translation lagern sich PABP an das Poly-A-Signal der mRNA an
und bilden mit einer Reihe von Initiationsfaktor, wie elF-4A, elF-3, elF-4E und elF-4G, translations-
aktive mRNP. ¢) Die mRNP liegen als sogenannte closed-loop Strukturen vor. Dies ermoglicht es
dem 80S-Ribosom die mRNA mehrfach zu translatieren. Anschlielend wird die mRNA unter
Mitwirkung von DDx6 in P-bodies verbracht (d), um dort abgebaut (e) oder gespeichert zu werden
und erneut translatiert zu werden (f). Uber die Interaktion mit DDx21 kann Atx-2 mdglicherweise
die Apoptosekaskade aktivieren (g). Atx-2: Ataxin-2, A2BP1: Atx-2 Bindeprotein1, DDx: DEAD-
Box-Protein, PABP: Poly(A)-Bindeprotein, Ccr4PopNot: Deadenylierendes Enzym, Dcp: 7-
Methylguanosintriphosphat-Gruppen (5'CAP) abbauendes Enzym, Xrn1: Exonuklease 1.

Das in der Affinitatschromatographie als putatives Interaktionsprotein des
pathogenen Atx-2 identifizierte DDx1 ist am Export der mRNA ins Zytoplasma
beteiligt, so dass angenommen werden kann, dass Atx-2 ebenfalls am mRNA-
Export beteiligt ist (Abb. 4.3 b). Uber Poly(A)-Bindeproteine, die an der Bildung der
closed-loop Struktur von translations-aktiven mRNP beteiligt sind, konnte Atx-2
eine regulatorische Funktion wahrend der Translationsinitiation besitzen (Abb. 4.3

c). AuRerdem ist bekannt, dass Atx-2 mit DDx6 interagieren kann (Abb. 4.3 d), das
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im Zytoplasma und in P-bodies vorkommt (Nonhoff et al., 2007). Durch Interaktion
mit DDx6 konnte Atx-2 an der Rekrutierung von translations-inaktiven mRNP in P-
bodies beteiligt sein (Abb. 4.3 d), und sie dem 5'-3-Abbau oder der
vorubergehenden Speicherung zufuhren. Da die zellulare Atx-2-Konzentration die
Bildung von P-bodies beeinflusst, konnte Atx-2 damit das Gleichgewicht von
Translation und RNA-Abbau regulieren (Abb. 4.3 e) und eine Ruckkehr der mRNA
aus den P-bodies in den Translationsprozess ermdglichen (Abb. 4.3 f). Der
genaue Wirkmechanismus der Interaktion von Atx-2 und DDx6 bleibt Gegenstand
kunftiger Forschungsarbeiten. Diese sollten den Wirkmechanismus von DDx6 auf
den mRNA-Metabolismus naher untersuchen, um Rulckschlisse uber die
Pathogenese der SCA-2 ziehen zu konnen. Auferdem wurde DDx21 als
Interaktionsprotein der pathogenen Atx-2 Form identifiziert. Moglicherweise erklart
diese Interaktion die Aktivierung der Apoptosekaskade (Abb. 4.3 g), wie sie im
Apoptose-Assay der vorliegenden Arbeit durch Nachweis der Caspase-3 Aktivitat
gezeigt wurde. Daher sollte die genaue Interaktion von Atx-2 und DDx21, die
Funktion von DDx21 auf Zellebene und der Zusammenhang mit der Pathogenese

der SCA-2 Gegenstand weiterer Forschungsvorhaben sein.
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5 Zusammenfassung

Die spinocerebellare Ataxie Typ 2 (SCAZ2) ist eine autosomal-dominant vererbte
neurodegenerative Erkrankung aus der Gruppe der spinocerebellaren Ataxien. Die
Neurodegeneration betrifft die Purkinje-Zellen des Cerebellums mit seinen
Afferenzen und Efferenzen (Schols et al., 2004). Genetische Ursache der SCA2 ist
eine mutative, repetitive CAG-Trinukleotid-Sequenz in Exon-1 des Ataxin-2 Gens
(ATXN2-Gen), die eine Polyglutaminregion im Protein Ataxin-2 (Atx-2) kodiert.
Durch Mutation des ATXN2-Gens entsteht ein verandertes Genprodukt mit
toxischer Wirkung in der Zelle (gain of toxic function). Leitsymptom der SCAZ2 ist
eine cerebellare Ataxie, die mit nicht-cerebellaren neurologischen Symptomen
einhergeht. Atx-2 kommt im menschlichen Organismus ubiquitar vor. Seine
Funktion ist bisher unbekannt. Es wird angenommen, dass Atx-2 eine Funktion im
RNA-Metabolismus hat (Ralser et al., 2005a). Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
war die subzellulare Verteilung des Proteins Atx-2 immunzytochemisch zu
untersuchen und putative Interaktionsproteine zu identifizieren. Mittels
eukaryotischer Expressionsvektoren wurde die subzellulare Lokalisation der
pathogenen und physiologischen Atx-2 Isoform untersucht. In primaren
Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus) und in CHO-K1-Zellen
wurde eine gleichmalige zytoplasmatische Verteilung der Atx-2 Isoformen
beobachtet. AuRerdem wurden die Atx-2 Isoformen in kleinen Granula in den
Dendriten von Hippocampusneuronen der Ratte (Rattus norvegicus)
nachgewiesen. Deswegen wurde das bereits bekannte Atx-2-Interaktionsprotein
DDx6 (DEAD-Box Protein 6) ebenfalls in Hippocampusneuronen untersucht und in
zytoplasmatischen und dendritischen Granula nachgewiesen. Da Atx-2
Veranderungen der Dendritenmorphologie  von  Hippocampusneuronen
verursachte, wurde ein Apoptose-Assay durchgefuhrt. Beide Atx-2 Isoformen
sensibilisieren  Hippocampusneurone fur Apoptose, was anhand der
Enzymaktivitat von Caspase-3 objektiviert wurde. Mit der
Affinitatschromatographie, einer neuen biochemischen Methoden zur Identifikation
putativer Atx-2-Interaktionsproteine, wurden die Proteine DDx1 (DEAD-Box
Protein 1), DDx21 (DEAD-Box Protein 21), PABP-1, PABP-3, PABP-4 (Poly(A)-
Bindungsprotein-1, -3 und -4), Sorting Nexin-27 und Protein Fam 98A als

Bindungsproteine der pathogenen Atx-2 Isoform identifiziert.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AAAAA-
Aa

Abb.
ADCA
AG

Anti-Active-Caspase-3

Anti-MAP2
Apaf-1

as

AraC

ATG

ATCC

ATP

Atx-2
Atx2-Q22-FLAG
Atx2-Q81-FLAG
Atx2-Q22-PDZ
Atx2-Q79-PDZ
ATXN

ATXN2
Atx-2-mRNA
A2BP1

bax

BBS

bcl-2

BES

bp

°C

C-

CAA

CacCl2
CACNA1A
CAG
Ccr4/Pop2/Not
CD95

CD95L

cDNA

CHO-K1

closed-loop
c-Jun

cm
COS-1

Poly-A-Signal der mRNA

Aminosaure

Abbildung

autosomal-dominante cerebellare Ataxien
Arbeitsgruppe

Antikorper gegen die aktivierte Caspase-3
Antikorper gegen Mikrotubulus-assoziiertes Protein 2
engl.: apoptotic protease activating factor 1
antisense Primer

Cytosin-Arabinosid

Startkodon

engl.: American type culture collection
Adenosintriphosphat

Ataxin-2 Protein

FLAG-Ataxin-2 Fusionsprotein mit 22 Glutaminresten
FLAG-Ataxin-2 Fusionsprotein mit 81 Glutaminresten
PDZ-Ataxin-2 Fusionsprotein mit 22 Glutaminresten
PDZ-Ataxin-2 Fusionsprotein mit 79 Glutaminresten
Ataxin-Gen

Ataxin-2 Gen

mMRNA von Ataxin-2

Ataxin-2 Bindungsprotein 1

engl.: bcl-2-associated x protein

engl.: BES-buffered phosphate saline

engl.: B-cell lymphoma 2 protein

engl.: Bis-2-hydroxyethyl-2-aminoethanesulfonic acid
Basenpaare

Grad Celsius

Carboxy-

Cytosin-Adenin-Adenin Triplett

Calciumchlorid

1A-Untereinheit des P/Q-Kalziumkanals
Cytosin-Adenin-Guanin Triplett
Deadenylase-Komplex

Fas-Rezeptor, transmembranales Glykoprotein
Fas-Ligand

engl.: complementary desoxyribonucleic acid
Ovarialzelllinie des chinesischen Hamsters

(engl.: chinese hamster ovary)

Formation aus RNA und Proteinen zur
Translationsinitiation

Transkriptionsfaktor

Zentimeter

Zelllinie aus Nierenzellen der grinen Meerkatze
(lat.: Cercopithecus aethiops)
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CPSF
CTG
Cytc
Dcp
DDx
DDx1
DDX6
DDx21
Dhh1
DMEM
DNA

dNTP
DRPLA
E

ECL

E. coli XL1 Blue

EDTA
EGFP

EGFP-Atx2-Q22
EGFP-Atx2-Q79

elF

engl.

ER

eRF
FADD
F12-HAM
FCS

Flag

FOX-1

Xg

GKAP
GKAP-Peptid
h

HBSS

HD
HEK-293

HEPES
HIV-1

hn-RNA
HRP

HSP70
kb
KCM
kDa

engl.: cleavage and polyadenylation specificity factor
Cytosin-Thymin-Guanin

Cytochrom c

engl.: decapping enzyme

DEAD-Box Protein

DEAD-Box Protein 1

DEAD-Box Protein 6

DEAD-Box Protein 21

Hefe-Homolog des humanen DEAD-Box Proteins 6
Zellmedium (engl.: Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Desoxyribonukleinsaure

(engl.: desoxyribonucleic acid)
desoxy-Nukleosidtriphosphate

Dentatorubrale pallidolysische Atrophie
Entwicklungstag

engl.: enhanced chemiluminiscence

Escherichia coli Zelllinie
Ethylendiamintetraessigsaure

engl.: enhanced green fluorescent protein
EGFP-Ataxin-2 Fusionsprotein mit 22 Glutaminresten
EGFP-Ataxin-2 Fusionsprotein mit 79 Glutaminresten
eukaryotischer Initiationsfaktor

englisch

Endoplasmatisches Retikulum

engl.: eukaryotic release factor

engl.: Fas-associated deathdomain

Nahrmedium

hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum

(engl.: fetal calf serum)

Flag-Epitop von Fusionsproteinen

Homolog des Ataxin-2 Bindeproteins 1 in C. elegans
Vielfaches der Erdbeschleunigung
Guanylatkinase-assoziiertes Protein

Peptid aus 10 Aminosauren von GKAP

Stunde

Waschlosung

(engl.: Hank's buffered salt solution)

Chorea Huntington

Humane embryonale Nierenzelllinie

(engl.: Human embryonic kidney 293)
2-4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethansulfonsaure
Humanes Immundefizienz Virus 1

(engl.: human immunodeficiency virus)
heteronukleare RNA

Meerrettich-Peroxidase

(engl.: horseradish peroxidase)

Hitzeschockprotein 70

Kilo-Basen

Nahrmedium (engl.: Kupffer cell medium)
Kilo-Dalton
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I

LB-Agar
L-Dopa
LSm-Domane
LSmA-Domane

LSm-Proteine
M

w

ug

ul

mA

MAP2

Marta-2

mg

MG-132

min

miRNA

ml

mM

mm

mRNA

mRNP

N-

NGS

nm

p

p53

p54/RCK

PABP

PAB-1

PABP1

PABC

PAM2
pAtx2-Flag
pAtx2-Q22-Flag
pAtx2-Q81-Flag
pAtx2-PDZ
pAtx2-Q22-PDZ
pAtx2-Q79-PDZ
P-bodies

Pbp1

PBS

PBS-T
PC12-Zellen
PCR

PDZ
PEGFP

Liter

Nahrboden (nach Bertani G., 1951)

Levodopa

RNA-Interaktionsdomane von Atx-2 (engl.: like Sm)
Interaktionsdomane von Atx-2

(engl.: like Sm-associated domain)
RNA-bindende Proteinfamilie

Molar

Mikro- (Einheit: 10-6)

Mikrogramm

Mikroliter

Milli-Ampere

Mikrotubulus-assoziiertes Protein 2

engl.: MAP2-RNA transacting protein
Milligramm

Proteasom-Inhibitor

Minute(n)

mikro-RNA

Milliliter

Millimol

Millimeter

engl.: messenger ribonucleic acid

engl.: messenger ribonucleoprotein particle
Aminosaureterminus

Ziegenserum (engl.: normal goat serum)
Nanometer

Vektor

Tumor-Suppressorprotein

Dead-Box Protein 6 (DDx6)
Poly(A)-Bindeprotein

Poly(A)-Bindeprotein in C. elegans

humanes Poly-(A)-Bindeprotein 1

C-terminale Domane des Poly(A)-Bindeproteins
PABP-Interaktionsmotiv 2

Flag-Vektor mit Atx-2 cDNA

Flag-Vektor mit Atx-2 cDNA mit 22 Glutaminresten
Flag-Vektor mit Atx-2 cDNA mit 81 Glutaminresten
PDZ-Vektor mit Atx-2 cDNA

PDZ-Vektor mit Atx-2 cDNA mit 22 Glutaminresten
PDZ-Vektor mit Atx-2 cDNA mit 79 Glutaminresten
Ort des RNA-Abbaus (engl.: processing bodies)
Hefe-Homolog von Atx-2

(engl.: Pab1p-binding protein)
Phosphat-gepufferte Salzlésung

(engl.: phosphate buffered saline)
Phosphat-gepufferte Salzlosung; enthalt Tris
(engl.: phosphate buffered saline tris buffer)
Ratten-Phaochromocytom-Zelllinie
Polymerase-Kettenreaktion

PSD-95/Dlg/Z0O-1

EGFP-Vektor
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pEGFP-Atx2
pEGFP-Atx2-Q22
pEGFP-Atx2-Q79
PFA

pH

pmol
PMSF

Poly(Q)
pra-mRNA
PSD
pSTAG-TEV
pTL-FLAG-DDx6
RHII/Gua
RIPA-Puffer
RNA

RNAI

RNP

rom

RRM

RT

S

SBM

SBMA

SCA

SCAZ2

SDS

SDS-PAGE
sec
Shank 1

SH3-Domaéane
snRNP

Sm-Motiv
Tab.

TAE
TATA-BP
TGA
TNF-R
Tris

U

UPS

uv

Q22

Q79

Q

\

vGLUT

EGFP-Vektor mit Atx-2 cDNA

EGFP-Vektor mit Atx-2 cDNA mit 22 Glutaminresten
EGFP-Vektor mit Atx-2 cDNA mit 79 Glutaminresten
Paraformaldehyd

negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration, pH= -log [H+]
Pico-Mol (Einheit: 10-12)

Proteaseinhibitor

(engl.: phenylmethylsulphonyl fluoride)
Polyglutaminregion

Vorlaufer der messenger-RNA
postsynaptische Dichte

Vektor

Vektor mit DDx6 cDNA und Flag-Sequenz
nukleolare RNA Helikase Il (entspricht DDx21)
Radio-Immun-Prazipitations-Assay-Puffer
Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)
RNA-Interferenz

Ribonukleotidpartikel

engl.: revolutions per minute
RNA-Erkennungsmotiv (engl.: RNA recognition motif)
Raumtemperatur

sense Primer

engl.: SH3 domain binding motif

Spinobulbare Muskelatrophie
Spinocerebellare Ataxie

Spinocerebellare Ataxie Typ 2
Natriumdodecylsulfat

(engl.: sodium dodecylsulfate)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sekunde(n)

engl.: SH3 and multiple ankyrin repeat domains
protein 1

engl.: Src homology 3 domain

kleine nukleare Ribonukleotidpartikel

(engl.: small nuclear ribunocleotid particle)
engl.: RNA splicing motif

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TATA-Box Bindeprotein

Stoppkodon

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

Unit, Einheit der Enzymaktivitat

Ubiquitin Proteasom System

Ultraviolett

22 Aminosauren Glutamin

79 Aminosauren Glutamin

Glutamin

Volt

Antikorper gegen den vesikularen Glutamattransporter
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(viv)
(wiv)

Xrn1
ZNS
5'-3'
5'-CAP
408
60S
80S

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

-fach

5'-Exoribonuklease 1

Zentralnervensystem

Leserichtung auf der DNA oder RNA
7-Methylguanosintriphosphatgruppe der mRNA
kleine ribosomale Untereinheit

grolde ribosomale Untereinheit
funktionsfahiges Ribosom
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