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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Polyglutamin-Erkrankungen

Die Polyglutamin-Erkrankungen sind vererbbare ndegenerative Erkrankungen, die
viele gemeinsame Merkmale in ihrer klinischen Mesition aufweisen und nach zehn bis
zwanzig Jahren zum Tod fuhren. Die ersten Symptwaten typischerweise im mittleren Alter
der Patienten auf und sind charakterisiert durch keeites Spektrum an neurologischen und
psychiatrischen Stdrungen, deren Ursache eine g¢ssiye Dysfunktion und Degeneration
krankheitsspezifischer Neuronenpopulationen im raégn Nervensystem (ZNS) ist [1-2]. Die
gemeinsame genetische Grundlage der Polyglutankiratkungen ist eine intragenische
Expansion des Trinukleotides CAG in den kodieren8eneichen der krankheitsspezifischen
Gene, wodurch es zu einem verlangerten Polyglut@aimeich in den entsprechenden Proteinen
kommt. Aufgrund dieser Expansion werden die Kraitkine auch zu den Trinukleotid-
Erkrankungen gezahlt, zu denen ebenfalls eine @rwgp Erkrankungen gehort, in denen die
Expansion in nichtkodierenden Bereichen vorliegt.dfeser Familie gehdren z.B. die Myotone
Dystrophie und das fragile X-Syndrom [2-4].

Zur Familie der Polyglutamin-Erkrankungen werdes dato neun Krankheiten gezahlt,
die Spinobulbare Muskelatrophie (SBMA), die Dertatbrale Pallido-Luysische Atrophie
(DRPLA), die Huntington-Erkrankung (HD) und die Bpzerebellaren Ataxien (SCA) Typ 1, 2,
3, 6, 7 und 17 (Tabelle 1). Dabei handelt es smhdominant vererbte Erkrankungen, wobei die
SBMA als einzige innerhalb dieser Familie X-chrowmosl rezessiv vererbt wird [5].

Wie aus Tabelle 1 deutlich wird, ist die Anzahl @AG-Wiederholungen in den
jeweiligen krankheitsverursachenden Genen in dsurggen Bevolkerung zu einem gewissen
Grad polymorph. Ab einer bestimmten Anzahl von CW®derholungen kommt es zum
Ausbruch der Erkrankung. Dabei gibt es jedoch esduzierte Penetranz bei intermediaren
.Repeat“-Zahlen, d.h. nicht alle Patienten zeigdéinidche Symptome und erkranken [2]. Ein
typisches Merkmal dieser Erkrankungen ist die Taditsadass die Lange der Expansion invers mit
dem Beginn der Erkrankungen korreliert, d.h. jegindie Expansion, desto frilher und mit einer
ausgepragteren Symptomatik beginnen diese [2]. ége@satz zu den normalen Allelen weisen
expandierte Allele, sowohl in somatischen als auchiKeimbahn-Zellen, eine Instabilitat der
CAG-Region in der Vererbung auf, so dass es zureimganderten Anzahl an CAG-
Wiederholungen bei den Nachkommen kommen kann.eDiestabilitat wird bei expandierten
Allelen interessanterweise mit einer Frequenz \ast 100% beobachtet, bei normalen Allelen
hingegen ist sie sehr selten [2]. Zudem expandiert pathogene CAG-Bereich wahrend der
Vererbung mit einer héheren Wahrscheinlichkeitdals er sich verkirzt, was dazu fuhrt, dass die
betroffenen Nachkommen oft eine grol3ere Anzahl AG-®Viederholungen aufweisen. Daher

zeigen diese oft einen friiheren Krankheitsbeginth @inen schwereren Verlauf, ein Phdnomen
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das als Antizipation bezeichnet wird [2]. Interedsaweise unterscheidet sich die
spinozerebellare Ataxie Typ 6 in diesem Aspekt gden anderen Polyglutamin-Erkrankungen, da

es bei der SCA6 nicht zur Antizipation kommt.

Tabelle 1: Familie der Polyglutamin-Erkrankungen [1].

' Normale Pathogene
Erkrankung | Protein betroffene ZNS-Areale
CAG-Anzahl | CAG-Anzahl

HD Huntingtin | 6-35 >36 Neostriatum, zerebraler keart

Globus Pallidus, Nucleus subthalamicps,
DRPLA Atrophin-1 | 3-38 >49 Nucleus dentatus, zerebrale und

zerebellare weille Substanz

Androgen- Spinales Vorderhorn, Nucleus nervi
SBMA 6-36 >38 o .
Rezeptor facialis, Nucleus nervi hypoglossus,

_ zerebellare Purkinje-Zellen, Hirnstamm,
SCA1 Ataxin-1 6-39 >39
Ruckenmark, Globus Pallidus

zerebellare Purkinje-Zellen und

. Koérnerzellen, Hirnstamm, Substantia
SCA2 Ataxin-2 14-32 >36 )
Nigra, Rickenmark und Thalamus,

Nucleus olivaris inferior

Nukleus dentatus, Zerebellum,
SCA3 Ataxin-3 12-40 >62 Substantia Nigra, Hirnstamm, Globus

Pallidus, Thalamus und Riickenmark

zerebellare Purkinjezellen und Nukleus
SCA6 CACNAI1A | 4-18 >21 o _
dentatus, Nucleus olivaris inferior

zerebellare Purkinjezellen und Nukleus
SCA7 Ataxin-7 7-18 >38 dentatus, Nucleus olivaris inferior,

Rickenmark, Retina, Hirnstamm

SCA17 TBP 25-43 >45 zerebraler Kortex und Zerebellu

Die weltweit haufigsten Polyglutamin-Erkrankungeimds die Huntington-Erkrankung
und die spinozerebelldre Ataxie Typ 3, wobei esegelh bei allen Mitgliedern dieser Familie
regional starke Schwankungen der Pravalenz einzé&rn@ankungen gibt, da hier "Founder"-
Effekte innerhalb bestimmter Populationen eine &sflielen [6].

Die von der Degeneration betroffenen Neuronen saokeiden sich zum Teil in den
entsprechenden Erkrankungen, was zu charaktehistisBymptomen fihrt. In Tabelle 1 sind die
von der jeweiligen Krankheit, betroffenen Hirnbeta verzeichnet. Bei der Huntington-

Erkrankung kommt es z.B. hauptsachlich zu eineoptiie des Neostriatums, eines Bestandteils
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der Basal-Ganglien des GroRRhirns. Die SBMA zeichsath insbesondere durch eine
Degenerationen der Motorneuronen im Ruckenmarkdemdbulbaren Regionen aus [5]. DRPLA-
Patienten zeigen hingegen einen massiven Zellwdriugerebralen und zerebellaren Kortex, im
Nucleus dentatus, im Globus pallidus und im StratdPravalent bei den Spinozerebellaren
Ataxien ist eine Atrophie des Zerebellums und bjggziell eine Degeneration der Purkinje-Zellen
und des Nucleus dentatus, wobei je nach Erkrankegitere Hirnbereiche betroffen sind [3, 7].

Eine Ausnahme stellt auch hier die SCA6 dar, desehlielilich eine zerebellare Erkrankung ist
und damit hauptsachlich durch eine Ataxie gekermfrest ist [8]. Bei juvenilen Formen der

Polyglutamin-Erkrankungen, die verursacht werdercldwsehr lange Expansionen, kommt es
interessanterweise schon friih in der Pathogenesenem globalen neuronalen Zellverlust und

damit einhergehend zu einem Verlust der kranklypitsthen Zell-Spezifitat [2, 6].

1.2 Funktion der Polyglutamin-Proteine und zellulér Prozesse, die zur

Pathogenese beitragen

Ein interessanter Aspekt dieser Familie an Erkragkn ist die Tatsache, dass sie
gemeinsame Merkmale in ihrer Pathogenese aufwefSerfiihren beispielsweise, wie bereits
erwahnt, stark verlangerte CAG-Expansionen zu sodnee Verlaufen der Erkrankungen.
AulRerdem sind in allen Polyglutamin-Erkrankungeazsjsche Neuronen-Populationen von der
Degeneration betroffen, obwohl die entsprechendeteie in vielen Geweben und Zell-Typen
exprimiert werden [1, 9]. Bemerkenswerterweise emislie ursachlichen Proteine (Tabelle 1)
aber, mit Ausnahme des Polyglutamin-Bereiches, ekélomologie zueinander auf [6]. Daher
wurde ein gemeinsamer intrinsischer, toxischer kEffim Zusammenhang mit der Polyglutamin-
Doméne diskutiert. Fur diese These spricht auclss ddntersuchungen mit Maus-Modellen
gezeigt haben, dass ein expandierter PolyglutareiiBhper setoxisch fur Zellen ist [6, 10].
Die zellspezifische Toxizitat wird dabei aber offan von der umgebenden Aminosauresequenz
und von proteinspezifischen Interaktionen verntiftal

In Tabelle 1 sind die entsprechenden krankheitsgaolenden Proteine aufgelistet, von
denen die zellularen Funktionen noch nicht volldignverstanden sind. Interessanterweise
scheint es aber gewisse Uberschneidungen in dereden zu geben, in denen diese Proteine
eine Rolle spielen und die somit in der Pathogeneselviert sind [6]. Auf diese wird im

Folgenden eingegangen.
1.2.1 Aggregate

Ein Hauptmerkmal der Polyglutamin-Erkrankungen idte Akkumulierung der
entsprechenden krankheitsverursachenden Proteinenukledren bzw. cytoplasmatischen
Aggregaten [1, 11-13]. Der Einfluss dieser Polyghoin-Aggregate auf die Pathogenese der

jeweiligen Erkrankungen ist bis heute noch nichizggeklart, da in einigen Erkrankungen eine
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Diskrepanz zwischen dem Vorhandensein dieser Agégegnd der neuronalen Degeneration
besteht [14-15].

Man geht aber davon aus, dass abnorme, fehlgefétteteine normalerweise mit Hilfe
zellularer Chaperone in die richtige Konformatiogbracht oder Uber das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) abgebaut werden, da diese sonst dsmlieten zu aggregieren. Steigt die
Konzentration an fehlgefalteten Protein stark aerast der Abbau der entsprechenden Proteine
eingeschrankt, so kann es zur Bildung von intraigln, unldslichen Aggregaten kommen, wie
es in einigen der Polyglutamin-Erkrankungen zu bebken ist [13, 16].

Da ein Fehlen der Polyglutamin-Proteine in Tiernlete meist nicht zu einem
degenerativen Phanotyp flihrt, scheint somit derkfomsverlust dieser Proteinen durch die
Akkumulierung in den Aggregaten, nicht der entsdbede Faktor fur die Toxizitdt zu sein.
Dagegen ruft die Expression der expandierten bime Bberexpression der nichtexpandierten
Proteine oft degenerative Effekte hervor [17-25isAdiesem Grund nimmt man an, dass eher
toxische Veranderungen der Protein-Aktivitat einell&® in der Pathogenese spielen. Da die
Polyglutamin-Aggregate zusatzlich noch andere keltu Komponenten wie z.B. Ubiquitin,
Proteine des Ubiquitin-Proteasom-Abbauweges (UPS}aspasen, Chaperone und
Transkriptionsfaktoren beinhalten, dirfte eine begéchtigte Funktion dieser Komponenten
ebenfalls zur Pathogenese beitragen [26-35]. Aaseda Grund wird prinzipiell angenommen,
dass es durch die Ablagerung dieser ubiquitinieméssgefalteten Proteine in cytoplasmatischen
und nukledaren Aggregaten, zu einer gestorten Plmteidostase in den betroffenen Zellen
kommt, welche in Folge zu einer neuronalen Dysfianmktind Apoptose fuhren kann. Offenbar
hat das Vorhandensein der Aggregate selber abér einen Einfluss auf die Aktivierung von
Caspasen, da ihr Vorhandensein zu einer Aktivierdey Initiatorcaspase 9 und der
Effektorcaspase 3 fuhrt, wodurch apoptotische Wilger Proteine der Bcl2-Familie aktiviert
werden [9]. In diesem Zusammenhang wurde diskutirss das Vorhandensein der Aggregate
die zellulare Zytotoxizitat der Polyglutamin-Proteivermitteln konnte [13]. Dafur spricht, dass
Untersuchungen in Fliegenmodellen der SCA3 und Hhentington-Erkrankung zeigen, dass
Polypeptide, welche die Aggregation der expandier®oteine verhindern, deren Toxizitat
abschwachen [36-37]. Zudem fiihrte die Uberexprassion Hitzeschockproteinen in HD-
Mausmodellen zu einer verminderten Aggregation danhit einhergehend zu einer reduzierten
Toxizitat [14].

Generell wird aber diskutiert, inwiefern die Aggadgper setoxisch fur die Zellen sind,
oder aber eher intermedidre oligomere Strukturen Zjitotoxizitat vermitteln [13, 38-39]. In
diesem Fall kénnte die regulierte Aggregation eirmotektiven Mechanismus der Zellen
darstellen, um diese intermediéren oligomeren 8irek zu entfernen [12, 29, 39-43]. Sanckez
al. untersuchten in ihren Studien, inwiefern einer®t§ der Oligomerisierung und damit

einhergehend eine Auflésung der Aggregate einenitipars Effekt auf Polyglutamin-
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exprimierende Zellen besitzt. Sie konnten dabei alemieren, dass eine Inhibierung der

Polyglutamin-Oligomerisierung dazu fuhrt, dass digllen nicht apoptotisch werden, da die

entsprechenden Proteine wieder Uber den UbiquititeBsom-System abgebaut werden konnten
[44].

Im Kontrast dazu konnte in einem SCA1-Mausmodeti ikdlementet al. gezeigt werden,
dass Ataxin-1, dem die Doméane zur Selbst-Assoziafehlt, toxisch ist ohne Aggregate
auszubilden [45]. Auch geht man inzwischen davos, @ass eher die Translokation einiger
Polyglutamin-Proteine in den Nukleus, als die Olgoisierung und Bildung der Aggregate an
sich, kritisch fir die Zellen ist. Im Falle von Ada-1 und Huntingtin scheint eine nukleare
Lokalisation der Proteine fir die Pathogenese dekraBkungen eine wichtige Rolle
einzunehmen. [39, 45]. So wurde in einem transged@€Al-Mausmodell demonstriert, dass
expandiertes Ataxin-1, dem das nukleare Lokalisat®ignal (NLS) fehlt, keine Purkinje-Zell-
Pathologie mehr ausloste, so dass davon ausgegavgyelen kann, das hier eine nukleare
Funktion des Proteins fir die Pathogenese esdastipt5-46]. In einem Zellkulturmodell konnte
von Martindaleet al bestétigt werden, dass prozessierte Huntingtagfaente cytoplasmatische
und nukleare Aggregate ausbilden, dabei aber vatrdabu tendieren im Nukleus zu lokalisieren
[47]. Die Integration eines nukledren Export-Sign@IES) verhinderte diese Akkumulierung im
Nukleus, so dass dort keine Aggregate mehr aufdefinivaren. Trotz weiterhin vorhandener
cytoplasmatischer Aggregate fuhrte diese verhiedaukleare Lokalisation zu einer verminderten
Toxizitat [47].

1.2.2 Transkriptionelle Deregulation

Eine weitere wichtige Rolle in der PathogeneseRi#yglutamin-Erkrankungen scheint
die transkriptionelle Deregulation zu spielen [48ie transkriptionellen Regulatoren CBP
[CREB (cAMP-response-element-binding-protein)-bimgprotein“] und SP1 (specificity protein
1) konnten als zwei Hauptfaktoren der polyglutaremmittelten transkriptionellen Deregulation
identifiziert werden, da ihre Interaktion mit vial®olyglutamin-Proteinen, wie z.B. dem ,TATA
box binding protein (TBP), Huntintin (Htt) und Atax3 (ATXN3) nachgewiesen wurde [27, 31,
33, 49-52]. Dabei spielt speziell CBP in Neuronemeewichtige Rolle als Koaktivator der
Transkription [14].

Beim ,TATA-Box binding protein“ (TBP) und dem Andgen-Rezeptor (AR) handelt es
sich um Transkriptionsfaktoren, die die Erkrankung8CAl17 und SBMA auslésen. Eine
veranderte Aktivitat dieser Proteine, ausgeldstidutie Expansion, fihrt damit zwangslaufig zu
einer veranderten Genexpression. So ist die Birshffigitat des TBPs fir DNA herabgesetzt,
wenn die Polyglutamin-Doméane expandiert ist, waginer gestorten Initiation der Transkription
und damit zu einer transkriptionellen Deregulafidirt [49, 53-54]. Weiterhin weist expandiertes

TBP verstarkte Interaktionen mit den Transkriptfaktoren TFIIB (general transcription factor
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IIB) und SP1 auf [49, 54-55]. Konsistent mit dies&mngebnissen wurde eine generelle
transkriptionelle Deregulation in einem SCA17-Féagodell beobachtet [18]. Im vitro-
Studien konnte ebenso eine verdnderte transkrigdt@mktivitat des expandierten Androgen-
Rezeptors, einem nukledaren Hormon-Rezeptor, nadbgew werden. In diesem Fall wird
spekuliert, dass der expandierte Polyglutamin-Béreie Struktur der AF1- (activation function
1) Doméne des Androgen-Rezeptors destabilisiertdunatn bestimmte Interaktionen mit
Koregulatoren des ARs unterbunden werden [56-60].

Fur weitere Polyglutamin-Proteine, wie z. B. Hugtin (Htt), Atrophin-1 (ATNL1),
Ataxin-2 (ATXN2), Ataxin-3 (ATXN3) und Ataxin-7 (AXN7) sind Funktionen als
transkriptionelle Koregulatoren beschrieben wordeon, dass aberrante Interaktionen mit
Transkriptionsfaktoren und Transkriptions-Regulatoreine Rolle in der Pathogenese der
entsprechenden Erkrankungen spielen konnen [16) ¢&s Huntingtin-Protein, einem
.Scaffold“-Protein, welches vermutlich diverse miire Prozesse koordiniert [61], konnten z.B.
veranderte Interaktionen mit vielen Transkripti@ksbren, wie z.B. CBP, SP1 und REST/NRSF
beobachtet werden [27, 32, 50, 62-63]. Diese alnbemalnteraktionen resultieren in einer
veranderten Genexpression [14, 64].

Atrophin-1, welches fur die Auspragung der DRPLArargwortlich ist, besitzt eine
Funktion als transkriptioneller Korepressor von ledken Rezeptoren [65]. Im Zusammenhang
mit einer transkriptionellen Deregulation konnteB.zin einem Mausmodell der DRPLA-
Erkrankung eine Hypoacetylierung von Histon H3destellt werden, was zu einer Deregulation
transkriptioneller Prozesse fihrt [53, 65]. Dabenhkte fir die expandierte Form von Atrophin-1
auch eine verstarkte Interaktion mit TARBO (Untereinheit des Transkriptionsfaktors II)
beobachtet werden, wodurch die CREB-abhangige #ktimg der Transkription supprimiert
wurde. Von Nuciforaet al wurde zudem demonstriert, dass expandiertes Aimeb die CBP-
vermittelte Transkription inhibiert [31, 65]. Aucfir Ataxin-2 ist eine Beteiligung an der
transkriptionellen Regulation bestéatigt worden,edaals Koaktivator des ZBRK1-Proteins (Zinc
finger and BRCALl-interacting protein with a KRABrdain 1) fungiert [66].

Die spinozerebellare Ataxie Typ 3 wird durch eingpénsion des Polyglutamin-
Bereiches im Ataxin-3-Protein ausgeltst. Dabei léinds sich um ein Histon-Bindeprotein,
welches mit einigen Schliisselregulatoren der Trgptsén, wie z.B. CBP, p300 und PCAF
(P300/CBP-associated factor) interagiert [33]. Inmkiang damit konnte in einem SCA3-
Mausmodell eine gestdrte Expression bestimmter Genbachtet werden [17]. Ataxin-7 (SCA7)
ist eine Untereinheit des STAGA/TFTC-Komplexes, Eistonacetyl-Transferase-Komplex, der
beteiligt ist an der transkriptionellen Regulatif@v]. Das Protein scheint innerhalb dieses
Komplexes fiir die Rekrutierung der Histon-Acetylaserantwortlich zu sein. Dabei fuhrt der
Einbau von expandierten Ataxin-7 in diesen Komptdfensichtlich zu einer verminderten

Acetylierung von Histonen, so dass die Transkriptieprimiert wird [53, 67]. Auch konnte in
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einem murinen SCA7-Modell eine generelle translaiptlle Deregulation mittels Micro-Array-
und RT-PCR-Analysen nachgewiesen werden [68].

Bisherige Analysen bezlglich der zellularen Funktimn Ataxin-1, verantwortlich fir
die spinozerebellare Ataxie Typ 1, weisen dem Rrotebenfalls eine Rolle in der
transkriptionellen Regulation sowie dem SpleiRen poa-mRNA zu [51, 69-70]. Ataxin-1 weist
Interaktionen mit verschiedenen Transkriptionsfedio und Koregulatoren, wie z.B. LANP
(leucine-rich acidic nuclear protein), PQBP1 (pdlygmine binding protein 1), SMRT (silencing
mediator of retinoic acid and thyroid hormone reogp HDAC3 (Histon-Deacetylase 3), BOAT
(brother of ataxin-1), Capicua, Gfi-1 (growth factodependent protein 1) und SP1 auf [9, 51,
71]. Eine transkriptionelle Repression bestimmtezruronaler Gene und eine generelle
Deregulation der Transkription konnte als eine desten pathologischen Veranderungen in
murinen SCA1-Modellen von Liet al und Serraet al beschrieben und teilweise auch post

mortem in humanem SCA1-Geweben validiert werdenr7/[3R
1.2.3 Kalziumhomoostase

Ein weiteres gemeinsames Merkmal in der Pathogetes@olyglutamin-Erkrankungen
scheint eine gestorte Kalziumhomdostase zu seibeiDst das Polyglutamin-Protein CACNA1A
(aula voltage-dependent calcium channel subunit) seibe porenformende;-Untereinheit des
spannungsgesteuerten Kalziumkanals,2ZZh der im gesamten Gehirn und im Ruckenmark
exprimiert wird. Eine Expansion des Polyglutamirrehes innerhalb dieses Kanals fuhrt zur
Auspragung der spinozerebelldren Ataxie Typ 6. Renal vermittelt die Aufnahme von €a
lonen in erregbaren Zellen in Folge einer Depdlemismg und reguliert dabei intrazellulare
Prozesse wie z.B. Kontraktion, Sekretion, Neuramission und Genexpression. Fur die
expandierten Varianten von Ataxin-2, Ataxin-3 undnitingtin konnte eine Interaktion mit dem
Kalziumkanal InsgR1 (1 Inositol 1,4,5-Triphosphat-Rezeptor), welchesonders stark in den
Purkinjezellen exprimiert wird, nachgewiesen werd®abei fuhrt die Interaktion mit den
expandierten Proteinen zu einer verstarkten Aktivig von InsgR1 durch seinen Liganden [74-
75]. Zusatzlich konnte in einem SCA1-Mausmodell eeinerringerte Expression dieses
Kalziumkanals, auch speziell in den Purkinjezellebeobachtet werden [72]. Diese
Untersuchungen sprechen dafir, dass eine gestizrirkabhéngige Signaltransduktion in der

Pathogenese dieser Polyglutamin-Erkrankungen eatle Rpielt.
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1.2.4 Spleil3en von pra-mRNA

Defekte im alternativen SpleiRen werden fur eindh&®an neurologischen Erkrankungen
diskutiert. So konnten z.B. die Amyotrophe Lateg&lerose (ALS), die spinale Muskel-Atrophie
(SMA) oder auch das Louis-Bar-Syndrom mit abbeman8pleil3-Prozessen in Verbindung
gebracht werden [76]. Auch unter den Polyglutamikr@nkungen gibt es Hinweise, dass dieser
RNA-Prozessierungsweg in der Pathogenese eine Ruokdéen kdnnte. In diesem Kontext ist die
Interaktion von Huntingtin mit dem ,Huntingtin yggsartner A“ (HYPA) von Interesse. HYPA
ist eine der konstitutiven Komponenten des Ul-Kaxres$ des ,Spliceosoms*. Die Arbeiten von
Jianget al zeigten eine verstarkte Interaktion von expaneieHtt mit HYPA, welche in einem
verminderten pra-mRNA-Spleien resultierte [77]. IRalle von Ataxin-1 konnte eine
polyglutaminabhangige Interaktion mit dem RNA-Bipdatein “RNA binding motif protein 17”
(RBM17) festgestellt werden. Eine Expansion dey§latamin-Doméne hat dabei einen Einfluss
auf diese Interaktion, so dass eine gestorte A#tivles SpleiR-Regulators in der Erkrankung zu
vermuten ist [78-80]. Zudem beinhaltet Ataxin-1 &AM (U2AF-homology motiv)-Liganden-
Motif (ULM), welches in Regulatoren des SpleiRedsnitifiziert werden konnte [81]. Dieses
Motiv vermittelt Interaktionen mit UHM-Domaéanen, ,ANrecognition motif‘- (RRM) &hnlichen
Doménen, die ausschliel3lich in Regulatoren desif@gie vorkommen [82]. Interessanterweise
wurde festgestellt, dass Ataxin-1 Uber diese Doniénder Lage ist mit dem Splei3-Regulator
U2AF65 zu interagieren, der diese UHM-Domane befd2]. Dabei hat die Uberexpression von
Wildtyp-Ataxin-1 einen Einfluss auf das U2AF65-vétteltes SpleiRen. Dieser Effekt konnte fur
expandiertes Ataxin-1 nicht nachgewiesen werden. [82mit besteht die Moglichkeit, dass

aberrantes Spleil3en von pra-mRNAs einen EinflutdialPathogenese der SCA1L besitzt.

1.3 Spinozerebellare Ataxie Typ 2

Die Polyglutamin-Erkrankungen SCA1, 2, 3, 6, 7,utid die DRPLA werden auch zur
Familie der Spinozerebelldaren Ataxien (SCA) gezdbie SCAs sind eine Gruppe Klinisch und
genetisch verschiedener neurologischer Erkrankynden aufgrund einer Degeneration des
Zerebellums und seiner afferenten und efferentédm&a zu einer progressiven Ataxie flihren,
wobei je nach Erkrankung zusatzliche Symptome,aniBe Dysarthrie und Demenz, auftreten [83-
85]. Die Spinozerebellare Ataxie Typ 2 (SCAZ2) istltweit die zweithaufigste SCA, wobei die
hochste Pravalenz in der Holguin-Provinz in Kubdiggt [6]. In Deutschland sind ca. 14% aller
autosomalen dominanten SCAs eine SCA2 [86]. Im Butliens, in Indien und in England
betragt der Anteil der SCA2 unter den Spinozerébeti Ataxien ca. 45% [86-88].

Die SCA2 beginnt normalerweise im Erwachsenalted wveist in Uber 80% der
Transmissionen eine genetische Antizipation auf.[B@r Verlauf der Erkrankung erstreckt sich
Uber 15-20 Jahre, wobei die Haupttodesursache Géi2%atienten mit 63% die bronchiale

Pneumonie, gefolgt von bronchialer Aspiration uaddiovaskularen Erkrankungen, ist [89].
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Klinisch ist die SCA2 charakterisiert durch eineogmessive zerebellare Ataxie und
Dysarthrie. Uber 90% der Erkrankten weisen zudenamgsamte Blicksakkaden auf. Weitere
Symptome dieser Erkrankung sind eine periphere dbathie, Hyporeflexie, Tremor,
Nystagmus, kognitive Stérungen und Schlafstorunfg91]. Interessanterweise konnte bei
geringerer Expansion (<39 CAG) des CAG-Bereiches S@A2Gen auch ein Levodopa-
sensitiver Parkinson-Phénotyp beobachtet werden, dem der Parkinsonismus das
hauptsachliche klinische Symptom darstellt, und d@atienten meist keine zerebellaren
Symptome aufweisen [92-93].

Die Symptome der SCA2 beruhen auf einer signif@&aritrophie des Zerebellums, des
Hirnstamms, der Frontallappen, der Substantia Nidea Motorneuronen im Rickenmark sowie
einer Reduktion der zerebralen und zerebellareReveSubstanz. In spateren Erkrankungsstadien
kommt es zusatzlich zu neuronalen Degenerationefhiaamus und im Striatum.

Im Zerebellum sind besonders die Purkinje-Zellen gler Degeneration betroffen, wobei
im weiteren Verlauf auch die Kornerzellen und dadlelfasern reduziert sind. Im Hirnstamm
sind vor allem die Neuronen des Nucleus olivariferior betroffen [89, 94-95]. In den
degenerierenden Hirn-Arealen konnte ein AnstiegAatrozyten und Mikroglia beobachtet
werden [95]. Die spinalen Verbindungen sind, widasc erwahnt, bei der SCA2 ebenso
betroffen. So kommt es hier zu einer deutlichen Pelimisierung bestimmter axonaler
Verbindungen (z.B. der zerebellaren weiRen Subk{ast.

Die zugrundeliegende Mutation i®ICA2Gen wurde unabhéngig voneinander von drei
verschiedenen Arbeitsgruppen im Jahr 1996 ideiitif96-98]. DasSCA2Gen ist auf dem
Chromosom 12g23-24.1 lokalisiert [99], wobei norenaSCA2Allele 14-32 CAG-
Wiederholungen besitzen. Im Gegensatz zu den amdeotyglutamin-Erkrankungen ist die
Anzahl an CAGs innerhalb der Population hier wagmdymorph, da in ca. 80% der Félle eine
CAG-Anzahl von 22 auftritt, gefolgt von ca. 10% n28 CAGs [86, 89, 100]. Zudem sind
normale Allele unterbrochen von einem bis drei C88dons, welche ebenfalls fir Glutamin
kodieren, und die zudem wichtig fur die Stabiliti#s CAG-Bereichs zu sein scheinen [89, 97,
100]. Aufgrund der fehlenden CAA-Unterbrechungendsexpandierte Allele wahrscheinlich
instabil wahrend der Vererbung, weshalb es im Fdide SCA2 bei 89% der betroffenen
Nachkommen zu einer weiteren Expansion und bei 2d%iner Kontraktion im entsprechenden
SCA2Allel kommt [86, 89, 100]. Pathogene SCA2-Allelesiizen > 36 CAGs, wobei aber auch
juvenile Falle der SCA2 bekannt sind, in denen sgiuf3e Expansionen (230-500 CAG)
identifziert werden konnten [101-102]. Interessaméise gibt es eine reduzierte Penetranz bei
intermediaren ,Repeat‘-Zahlen (32-36), d.h. nidi Ratienten zeigen klinische Symptome und
erkranken [2, 89].

Die SCA2 zeigt eine hohe Variabilitat, beziglicts d@ankheitsbeginns und der Schwere

der Erkrankung. Dies resultiert, wie schon erwdhuatmn Teil aus der Lange des CAG-Bereiches.
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Zusatzlich scheinen aber auch andere genetischetorEak einen Einfluss auf das
Erkrankungsalter zu besitzen, da die Lange desnehgden CAG-Bereiches nur ca. 66% der
Variabilitdt beziglich des Alters bei Krankheitshegausmacht [86, 100, 103]. In einer Studie
von Pulstet al wurde Uberprift, inwiefern die Lange des Polyain-Bereichs der anderen acht
krankheitsverursachenden Polyglutamin-Proteine €l@bl), innerhalb der genetisch sehr
homogenen kubanischen SCA2-Population, einen Esfauf das Erkrankungsalter hat. Hierbei
wurde festgestellt, dass lange nichtpathogene CaiBhe imSCA6Gen mit einem friheren
Beginn der SCA2-Erkrankung assoziiert waren [1Witerhin konnte auch ein modifizierender
Einfluss des RAIL1-Gens, ebenfalls kodierend fur ein Polyglutamint®irg auf den
Krankheitsbeginn der SCA2 identifiziert werden [LOB einer weiteren Studie wurde eine
Assoziation von friherem SCA2-Beginn und einem PRwisphismus im mitochondrialen
Komplex 1 (10398G) in der kubanischen Populati@nidiziert [106].

DasSCA2Gen wird in unterschiedlichsten, auch nichtneulemaGeweben transkribiert,
wie z.B. Gehirn, Herz, Skelett-Muskel, Plazentabére Lunge, Pankreas und anderen Organen
[96-98]. Bezogen auf das Gehirn konnte die Trapskm des Gens in der Amygdala, dem
Nucleus Caudatus, dem Putamen, dem Corpus CallammHippocampus, dem Hypothalamus,
der Substantia Nigra, dem Nucleus Subthalamus, @ibatlamus, dem Zerebellum und dem
zerebellarem Kortex, der Medulla, dem Rickenmarkl wlen Frontal- und Schlafenlappen
nachgewiesen werden [96-98]. DA&EA2Gen besitzt 25 Exons, wobei ein Haupttranskripgt mi
einer GréRe von 4,5 kb und einem offenen Leseraster3936 bp exprimiert wird. Zusatzlich
existieren einige Splei3-Varianten d&8A2Transkriptes, auf die spater noch naher eingegange
wird [107-108].

1.4 Das SCA2-Genprodukt Ataxin-2
Das SCA2Gen kodiert fur das Protein Ataxin-2 (ATXN2), dasin breites

Expressionsmuster in neuronalen und nichtneuror@éemeben aufweist. Generell scheint es sich
um ein cytoplasmatisches Protein zu handeln, wieuntytochemische Untersuchungen und
Zellfraktionierungen zeigten. Dabei wurde beobaghtdass Ataxin-2 mit dem rauen
endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Golgi-Aapassoziiert vorliegt [109-115].

Speziell im Gehirn konnte eine starke Expression @oaxin-2 in den Neuronen des
Zerebellums, der Substantia Nigra und des Trocskemns, einem Augenmuskelkern, beobachtet
werden. Im Zerebellum weisen die Purkinje-Zellen\fiergleich zu den Neuronen des Nukleus
Dentatus eine starkere Expression von Ataxin-2 Babei scheint die Expression von Ataxin-2
im humanen Zerebellum mit dem Alter stark zuzunehige, 107, 112, 116].

In den Purkinje-Zellen von neurologisch unauffahgPatienten weist das Protein eine
punktuelle, cytoplasmatische Lokalisation mit eiderfkonzentrierung um den Nukleus herum

auf. Im Gegensatz dazu erschien in den UberlebeRdekinjezellen von SCA2-Patienten die
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Farbung im Cytoplasma diffuser und das Protein wasétzlich im Nukleus nachzuweisen.
Zudem weisen SCA2-Patienten eine generell erhdxpeeSsion des Proteins im Gehirn auf [115,
117].

Das Haupttranskript kodiert fir ein Protein besteheus 1312 Aminosauren (AS),
besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 140akbhnd weist eine vorwiegend
cytoplasmatische zellulare Lokalisation auf. In Addlng 1 ist die Domé&nenstruktur von Ataxin-
2 schematisch dargestellt. In der N-terminalen &egies Proteins befindet sich die, von Exon 1
kodierte, Polyglutamin-Doméane (AS 166-187). Aufgtuder vielen Glutamine ist das Protein
stark basisch mit einem isoelektrischen Punkt ypl) 10, enthalt aber auch eine saure Region,
die die Aminosauren 254-475 umfasst und von denn&x®-7 kodiert wird [96-98, 112].
Innerhalb dieser Region sind zwei globulére konsete Regionen lokalisiert, die Like-Sm (LSm
AS 253-344) und die LSm-assoziierte Doméane (LSmAB 362-474). Die LSm-assoziierte
Domane von Ataxin-2 enthalt sowohl ein putativestiin-vermitteltes Trans-Golgi-Signal
(YDS 413-415) als auch ein endoplasmatisches Ratikixit-Signal (ERD; As 425-427). In der
C-terminalen Region befindet sich ein PAM2-Motiv 049924), welches ein bekanntes
Interaktionsmotiv flr das Poly-(A)-Bindeprotein (BR) ist [118-119].

PoyQ LSm  LSmAD PAMD
1 L -* L 1312
o5 BD Gp3

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Doménensiktur von Ataxin-2. N-terminal befindet sich der
Polyglutamin-Bereich (AS 166-187), gefolgt von eisauren Region (AS 254-475), die aus LSm- (AS 258-84d
der LSm-assoziierter Doméne (AS 352-475) bestemt.C-Terminus befindet sich das PAM2-Motiv. Inndthder
LSm-AD befinden sich die Motive YDS (AS 413-415)REB (AS 425-427), PAM2 (AS 904-924) und eine putative
Caspase-3-Schnittstelle (AS 396-399).

Wie bereits erwadhnt wurden zudem weitere Splei3aviden desSCAZ2Transkriptes
identifiziert. Dabei ist jeweils die selektive Exkion von Exon 10, 11 bzw. 21 beschrieben
worden. DieA Exon 10-Isoform (Variante IlI) wird verstarkt im @bdellum exprimiert und
resultiert in einem Protein, dem 70 Aminosaurenien zentralen ATXN2-Region fehlen [116].
Exon 21 der humanen ATXN2-pr&-mRNA wird ebenfalleeraativ gesplei3t, wobei dieses
Transkript ubiquitar exprimiert wird (Isoform IV)Dem entsprechenden Protein fehlen 20
Aminosauren in der C-terminalen Region [107]. Eifumktionelle Analyse dieser Spleil3-
Varianten ist bigdato noch nicht durchgefiihrt worden. Interessanterwkgseten diese beiden
alternativen ATXN2-Splei3-Varianten auch in Mausatentifiziert werden. Hier konnte
zusatzlich dazu noch eine Variante identifizierraes, in der zusatzlich zu Exon 10 noch Exon
11 exkludiert war [108].
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Homologe von Ataxin-2 existieren in unterschiedéign Organismen, wie z.BP.
troglodytes C. lupus B. taurus M. musculusR. norvegicusG. gallus D. rerio, S. cerevisae, C.
elegansundD. melanogaste(HomolGene db). Dabei wurden die Homologe wis musculus
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegangd Saccharomyces cerevisaaaher
untersucht und sind schematisch in Abbildung 2 elstadlt. Interessanterweise zeigen diese eine
hohe Konservierung der Proteinstruktur auf. [108),119-123].

PolyQ LSm LSmAD PAVR
hATXN2 = I— I =1
LSm  LSmAD PAVR
MATXN2 ] L 1286
Sm  LSmAD PolyQ PAVD
N
1 .H I 1084
LSm LSmAD PAVR
A2 —
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LSm  LSmAD
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Domanensiktur der Ataxin-2-Homologe in Homo sapiensMus
musculusDrosophila melanogaste€aenorhabditis elegansnd Saccharomyces cerevisae

Humanes und murines Ataxin-2 besitzen zu 91% dmclge Aminoséuresequenz.
Allerdings befindet sich hier nur ein Glutamin apr dPosition des humanen Polyglutamin-
Bereiches, wodurch es wahrscheinlich ist, dassigjentliche Funktion des Proteins nicht Uber
diese Domane vermittelt wird, sondern diese eimgeiledive Funktion besitzt. Es wird im Herz,
Nieren, Muskel, Lunge und Milz und besonders siiarksehirn exprimiert [108].

Das Homolog der Fruchtfliede. melanogasterdATXN2, wurde im Jahre 2002 erstmals
identifiziert und besteht aus 1084 Aminosauren. eEstarke Konservierung findet sich
insbesondere innerhalb der LSm/LSm-assoziierten @enund dem PAM2-Motiv. Sequenzen
aullerhalb dieser Bereiche sind nicht stark konservidATXNZ2 besitzt N-terminal keine
Polyglutamin-Domane, daftir aber drei strukturelln@mander unabhdngige Polyglutamin-
Bereiche (11-18Q), die C-terminal der LSm-Domarlisiert sind (Abbildung 2) [122].

Das Ataxin-2-Homolog des Nematode@. elegans,cATX-2 besitzt sowohl die
LSm/LSmAD als auch das PAM2-Motiv, aber keine Phly@gmin-Doméne (Abbildung 2) [121,
124].
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Das funktionell am besten charakterisierte Homalog Ataxin-2 ist dasS. cerevisae
Homolog Pbpl (Pabl-binding protein 1). Pbpl besiiet hATXN2 eine LSm- und eine LSm-
assoziierte Domane. Im Gegensatz dazu, besitzbaskaine Polyglutamin-Domane und kein
PAM2-Motiv [119]. Es wurde identifiziert als Supses des pé€tPhanotyps imAmrs2-
Hefestamm, der dadurch gekennzeichnet ist, dasSelast-SpleilRen von Gruppe-Ill-Introns in

diesen Hefen stark beeintrachtigt ist [125].

1.5 Biologische Funktion von Ataxin-2 und seinen Hwlogen

Die genaue zellulare Funktion von Ataxin-2 ist beute noch nicht gut verstanden. Es
scheint aber generell eine Rolle in endozytotisalmeth in MRNA-Prozessen zu spielen. Zudem
gibt es Hinweise, dass Ataxin-2 auch in der trapskinellen Regulation involviert ist [66, 114,
119, 126-128].

1.5.1 Rolle von Ataxin-2 im RNA-Metabolismus

Erste Untersuchungen zur Lokalisation des Protgigaben, dass humanes Ataxin-2 und
auch seinDrosophilaHomolog dATXN2 mit den Polyribosomen assoziier@®iese Studien
zeigten auch, dass diese Assoziation durch dasaviddmnsein eines expandierten Polyglutamin-
Bereiches nicht gestort ist [110]. In diesem Zusaminang konnte gezeigt werden, dass Ataxin-2
als RNA-bindendes Protein ein Bestandteil von mR{tBplexen ist und somit keine
Komponente der Ribosomeer se[110].

Wie bereits erwéhnt besitzt das Protein eine koesge LSm- und eine LSm assoziierte
Doméne. Die LSm-Doméane besteht aus den Motiven 8ndl Sm2. Dies sind konservierte
Motive, die in den sogenannten Sm-Proteinen ziesthrieben wurden [112, 129]. Sm-Proteine
sind kleine RNA-Bindeproteine, die Uber das Vorlemsin dieser beiden Motive charakterisiert
sind [130-131]. Zusatzlich zu den Sm-Proteinent&xisn Like-Sm (LSm)- Proteine, die alle die
konservierten Sm-Motive besitzen, sich aber duraB Worhandensein anderer funktioneller
Domanen auszeichnen [132]. Bekannte Sm- und LSreiAsospielen eine Rolle bei essentiellen
RNA-Prozessierungswegen wie z.B. der RNA-Modifiaieg, dem pra-mRNA-Splei3en, der
Entfernung der mRNA-Kappenstruktur (decapping) dedn Abbau von mRNA, sowie bei der
Translation und der replikations-abhangigen Proeassg des 3 -Endes von Histon-mRNA [129-
131, 133-134]. Sie bilden typischerweise heteroden@-oder heptamere Strukturen mit anderen
Sm-oder LSm-Proteinen aus [133]. Einige dieser Kmsturen aus Sm-und LSm-Proteinen
binden z.B. an einzelstrangige Regionen der snRMAs ,Spliceosoms* und sind damit
Hauptkomponenten desselben. [129, 133]. Neben deist muklearen LSm-Proteinen gibt es
auch cytoplasmatische, wie das Heptamer bestehend 8m1-LSm7, das z.B. eine Rolle im
MRNA-Abbau nach dem ,decapping” spielt und in ddfrgcessing-Bodies* (P-Bodies) im
Cytoplasma lokalisiert ist [133, 135]. ,P-Bodiesh@ dynamische cytoplasmatische Strukturen,
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in denen die mRNA Uber den ,decapping“-Abbauwegradigrt wird oder translationell inaktiv
als mRNP-Komplex vorliegt, so dass sie bei Bedagfier der Translationsmaschinerie zugefihrt
werden kann. Sie beinhalten die meisten Enzymefidtigliesen Abbau benétigt werden [135-
137].

Uber die LSm-Domanen werden aber auch andere RiBtetein-Interaktionen
vermittelt. So assoziiert z.B. humanes Ataxin-2rigmne LSm/LSm-assoziierte Domé&ne mit der
DEAD/H-box RNA-Helikase DDX6, einer Komponente @gtoplasmatischen ,P-Bodies”. Diese
Interaktion ist zudem auch zwischen den entspretsherlefehomologen konserviert [119, 138].

Interessanterweise scheinen erhohte Ataxin-2-Lewdd, sie in Purkinje-Zellen von
SCA2-Patienten gefunden wurden, mit den ,P-Bodyt&uren zu interferieren [112, 115, 127].
In der Studie von Nonhofét al konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werders, eiag
erhohte zellulare Konzentration an Ataxin-2 einggseeinen Einfluss auf die ,P-Body“-
Lokalisation von DDX6 hat, andererseits die Zahlr @-Bodies* per se unter diesen
Bedingungen reduziert ist, so dass Ataxin-2 moglakeise an der Transition von mRNPs aus
den ,P-Bodies" beteiligt ist [127].

.P-Bodies" stehen im Austausch und im transiententikt mit den sogenannten ,Stress
Granules” (SG), dynamischen cytoplasmatischen &trek, die sich unter Stress-Bedingungen,
wie z.B. Hitzestress, osmotischen und oxidativeresst bilden. ,Stress Granules* bestehen aus
translationsinaktiven mRNAs, verschiedenen Proteirte fur die Stabilitdt der mRNA eine
Rolle spielen, Elongations-Initiationsfaktoren, asiomalen Untereinheiten und RNA-
Bindeproteinen, wie z.B. PABP (Poly-(A)-Binde-Priotd, TIA-1 (T-cell-restricted intracellular
antigen-1) und TIAR (TIAL cytotoxic granule-assadeiih RNA binding protein-like 1), fir die
zum Teil gezeigt werden konnte, dass sie fur diduBig dieser Strukturen essentiell sind [139-
142]. Unter Stress-Bedingungen, wenn die Translainitiation stark inhibiert ist, kommt es zu
einer Anlagerung von TIA-1 und TIAR an den Transias-Initiationskomplex, wodurch die
Bildung der Polysomen inhibiert ist, diese sichl@gn und ,Stress Granules" entstehen [135,
143]. Sie dienen der Speicherung translationelktimar mRNA, wobei mRNAs, die fir
Hitzeschockfaktoren kodieren, selektiv ausgescklosgerden [144]. Interessanterweise konnte
sowohl fir humanes Ataxin-2 als auch fur sein Héfenolog Pbpl gezeigt werden, dass beide
Proteine unter Stress-Bedingungen in die entstemep8tress Granules” rekrutiert werden und
aufRerdem fir deren Bildung essentiell sind [119, 125-147]. Diese Untersuchungen kénnten
ein Hinweis darauf sein, dass Ataxin-2 auch anTdansition von mRNAs der ,Stress Granules*
beteiligt ist [127].

Als einer der ersten Interaktionspartner von AtaXiwurde das Poly-(A)-Binde-Protein
(PABP) identifiziert, das eine weitere essentidllemponente der ,Stress Granules" ist. Die
Interaktion mit PABP erfolgt dabei Uber das C-terate Poly-(A)-Bindeprotein (PABP)-
Interaktionsmotiv (PAM2) [148]. PABP assoziiert rdigr Poly-(A)-Sequenz von mRNAs und ist
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zudem, zusammen mit dem eukaryotischen Initiatedkisf 4, an der Translations-Initiation
beteiligt, indem beide Proteine die kleine ribosaméntereinheit an die mRNA rekrutieren
[149].

Interessanterweise ist diese Interaktion zwisch&BHP und Ataxin-2 innerhalb der
Homologe von Ataxin-2 stark konserviert, so dadbstalas Hefehomolog Pbpl, welches dieses
spezifische PAM2-Interaktionsmotiv nicht besitzit dem Poly-(A)-Bindeprotein der Hefe Pabl
interagiert [110, 118-120, 123]. Hierbei konntetdestellt werden, das Pbpl, die durdhabl-
vermittelte Toxizitat in der Hefe supprimiert. Wazhin konnte fur humanes Ataxin-2 gezeigt
werden, dass es ein dosisabhéngiger Regulatorsskiteraktionspartner PABP ist. Verénderte
intrazellulare Konzentrationen an ATXN2-Protein that in einem Zellkultur-Modell einen
Einfluss auf die Menge des PABP-Proteins. Da dibsr aauf Transkriptebene nicht zu
verzeichnen war, weisen diese Untersuchungen dhnaudlass Ataxin-2 hier einen Effekt auf die
Effizienz der Translation von PABP-mRNA austibenrkén127].

Ahnliche Effekte konnten inC. elegans beobachtet werden. Hier fiihrte ein
Funktionsverlust an cATX-2 zu einer Veranderung Menge verschiedener Proteine, ohne dass
die entsprechenden Transkriptmengen verandert wHr2@]. Diese Untersuchungen lassen
ebenfalls eine translationelle Regulation Uber Atd@xvermuten. Zudem konnte gezeigt werden,
dass cATX-2 generell in die Regulation der Tramstatnvolviert ist, da es mit translationellen
Regulatoren wie GLD-1 und MEX-3 interagiert [12H]er scheint der Komplex aus cATX-2 und
dem PABP-Homolog PAB-1 entscheidend zu sein flrktievicklung der Keimbahnzellen von
C. elegansda in der Abwesenheit von cATX-2 die Proliferatider Keimbahnzellen gestort ist
und diese maskulinisiert sind. Diese Effekte stemanZusammenhang mit einer Rolle von
CATX-2 in der GLD-1-vermittelten Regulation der Tigdation [120]. In einem murinen SCA2-
Knock-Out-Modell wurde zudem eine reduzierte Insitiezeptor-Expression (Insr) in der Leber
und im Zerebellum beobachtet, obwohl die entspreddenRNA-Menge erhoht war [21]. Diese
Daten deuten ebenfalls darauf hin, dass Ataxin-@esrRegulation der Translation beteiligt ist.

Des Weiteren gibt es erste Hinweise, dass Ataxauéh in der Regulation von Spleil3-
Prozessen beteiligt sein kdnnte, da eine Intenaktnit einem neuronalen Spleil3-Faktor, dem
Ataxin-2-Bindeprotein 1 (A2BP1), identifiziert werd konnte. Dabei konnte in der Studie von
Shibataet al demonstriert werden, dass die C-terminale RegonAtaxin-2 mit diesem RRM-
Protein interagiert. Weitere Untersuchungen ergatiess beide Proteine in granuléaren Strukturen
im Cytoplasma von Purkinjezellen und in den Neurnodes Nukleus dentatus kolokalisiert sind.
Interessant daran ist, dass A2BP1, im Gegensat&taxin-2, nicht ubiquitér exprimiert wird.
Dieses Protein wird im Herz, in Muskeln und im Gahéxprimiert und aberrante Interaktionen
mit  expandiertem  Ataxin-2 kdnnte somit eine  gewiss@ell-Spezifitat  der

polyglutaminvermittelten Toxizitat vermitteln [113]
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Desweiteren konnte kirzlich eine direkte Interaktioon Ataxin-2 mit TDP-43 (TAR
DNA binding protein) nachgewiesen werden, einemlediden RNA-Bindeprotein, welches
ebenfalls in der Regulation des pra-mRNA-SpleiBevalviert ist [150].

Auch fur das Hefehomolog Pbpl konnte eine Rolleeneder Regulation der Translation,
in weiteren RNA-Prozessen identifiziert werden. ZuEinen verdeutlicht ein grol3es
Interaktionsnetzwerkes dieses Proteins, dass deieeaktionspartner in Prozessen wie dem
~,RNA-editing®, dem SpleiRen von pra-mRNA und dempBx von mRNA aus dem Kern eine
Rolle spielen [119], zum Anderen konnte gezeigtdear dass Pbpl mit den Proteinen Firl und
Ref2 interagiert, die an der 3'-Prozessierung V&N beteiligt sind. Im Komplex mit diesen
beiden Proteinen reguliert Pbpl die korrekte Paygtierung von mRNA. Pbpl-derfiziente
Hefen weisen somit keine vollstandig polyadenydiennRNAs auf. [151].

1.5.2 Ataxin-2 und Membranen

Neben der Rolle in RNA-Prozessen wird vermutet,sdataxin-2 eine Rolle in der
Vesikel-Endozytose spielt, da es mit KomponentenEtelozytose, wie z.B. den Endophilinen
Al und A3, c-Cbl (Casitas B-lineage Lymphoma), CBNEbl-interacting protein) und Src
interagiert [126, 128]. Innerhalb der Arbeit vonistaiet al wurde die Interaktion von humanem
Ataxin-2 mit den Endophilinen A1 und A3 gezeigt, lebe an der clathrin-vermittelten
Endozytose und hierbei speziell an der AusstilpdeigZellmembran beteiligt sind [152]. Die
Interaktion von Ataxin-2 und Endophilin-A3 ist dabmeicht abhangig von der Lange des
Polyglutamin-Bereiches [128, 153]. Beide Proteinelokalisieren am endoplasmatischem
Retikulum und der Plasmamembran, wobei fir EndopliiB ebenfalls eine Kolokalisation mit
Aktin-Filamenten beschrieben worden ist [114, 126].

Fur dATXN2 wurde eine mogliche Assoziation mit déktin-Filamenten bereits
untersucht und dabei festgestellt, dass es nidhtlimsen Strukturen assoziiert vorliegt. In dieser
Hinsicht ist es interessant, dass die Uberexpnessia dATXN2 in der Fruchtfliege in Defekten
bei der Aktin-Filamentbildung resultiert. Zudem ftilkine Verringerung der dATXN2-Aktivitat
in spateren Entwicklungsstadien vbBmosophilazu weiblicher Sterilitdt und einer Degeneration
von Geweben, wie z.B. einer abnormen Morphologie Sienesbirsten. Auch diese Effekte
werden auf eine gestorte Regulation der CytoskBi&ttung zurlickgefuihrt [122]. Daher geht
man davon aus, das veranderte Mengen an dATXN3aldsingig die Formierung der Aktin-
Filamente beeinflussen [122]. Da es dabei aber, baecits erwahnt, zu keiner direkten
Assoziation mit den Aktinfilamenten kommt, wurdemetet, dass dATXN2 die Translation, die
Stabilitat oder die Lokalisation von Transkripteankolliert, die an der Bildung von Aktin-
Filamenten beteiligt sind.

Unter dem Gesichtspunkt ist es sehr interessarss de Expression von humanem

Ataxin-2 und den Endophilin-Proteinen toxisch i@t Hefen, denen Fimbrin fehlt [128]. Fimbrin
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ist an der Aktin-Filament-Organisation und an emtiatischen Prozessen beteiligt ist und besitzt
humane Orthologe, die Proteine T- und L-Plastildstin besitzt Aktin-bindende Eigenschaften,
stabilisiert Aktin-Filament-Strukturen und ist aerdAktinfilamentbildung beteiligt. Dabei konnte
bemerkenswerterweise in Saugerzellen festgestetilen, dass die Uberexpression von Ataxin-2
zu einer cytoplasmatischen Akkumulierung von T-tafgihrt [128].

Auch konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpresgio Ataxin-2 die endozytotische

Internalisierung des epidermalen Wachstumsfakte@HR) verlangsamt [126].
1.5.3 Rolle von Ataxin-2 in der transkriptionelleRegulation

Neben seiner vermuteten Rolle im mRNA-Metabolisimeigten die Untersuchungen von
Hallen et al eine Beteiligung von Ataxin-2 in der transkriptedlen Regulation. Dabei fungiert
ein Komplex aus Ataxin-2 und ZBRK1, einem bekannteanskriptionellen Regulator, als
transkriptioneller Aktivator der Genexpressionehaissanterweise besitzt d8SA2Gen selbst in
seiner Promotorregion Bindemotive fur das ZBRK1t&iround wird von einem Komplex aus
ZBRK1 und Ataxin-2 aktiviert. Innerhalb dieser Seudkonnte ebenfalls gezeigt werden, dass,
neben seiner hauptsachlich cytoplasmatischen Lggtadin, Ataxin-2 auch im Nukleus von Zellen
vorkommt. Eine Uberexpression von ZBRK1 verstadiese nukleare Lokalisation wesentlich
[66, 154].

1.5.4 Rolle von Ataxin-2 in der Apoptose

Ein interessanter Aspekt ist es, dass Ataxin-2 mbglweise eine Rolle in der
Krebsentstehung spielt, da es in apoptotische Bsezeingreift. In der Studie von Huyehal.
konnte ein dosisabhangiger Effekt der ATXNZ2-Konzatibn bezlglich der Apoptoserate
beobachtet werden [111]. Hier wurde in COS1- undlZZellen gezeigt, dass die
Uberexpression von Ataxin-2 in einer erhéhten Apeptate resultierte, wobei dieser Effekt
durch eine Expansion des Polyglutamin-Bereiche mecstarkt wurde und Caspase-3 abhéngig
war [111]. In Zellkulturstudien mit Neuroblastom#en stellte sich zudem heraus, dass die
Expression von Wildtyp-Ataxin-2, aber nicht von lpagenem, proapoptotisch wirkt. Dieser
Effekt ist ebenfalls Caspase-abhangig [155]. Irselie Zusammenhang wurde erstaunlicherweise
festgestellt, dass die Expression von Ataxin-2imdkchen Neuroblastoma-Tumoren erhoht ist.
Bemerkenswerterweise sind diese Tumoren gut zungea und bilden sich in ca. 10% der
Falle, aufgrund verspateter Apoptose, von selbsticku Dabei zeigte sich auch, dass in
Neuroblastoma-Tumoren mit einer MYC-N-Amplifizieieine reduzierte Menge an Ataxin-2
nachzuweisen war. Im Einklang damit weisen diesendren eine wesentlich schlechtere
Prognose auf [155]. Zudem konnte gezeigt werdesg $i@A2Genprodukte auch in Darm-Krebs-

Biopsien reduziert waren [66].
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1.5.5 Rolle von Ataxin-2 im Ubiquitin-Proteasom-3gm (UPS)

Eine veranderte Funktion des UPS wurde genereltleriPathogenese der Polyglutamin-
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht [14].

Fur Ataxin-2 konnte eine Interaktion des N-Termirmag Parkin, einer Ubiquitin-E3-
Ligase, involviert in der Parkinson-Erkrankung, ritiiziert werden. Parkin ubiquitiniert
spezifische Proteine, die den zellularen ubiquatséangigen Proteasom-Abbauweg zugefihrt
werden sollen. Die Interaktion von Ataxin-2 und lar wird nicht von der Lange des
Polyglutamin-Bereiches beeinflusst und fuhrt zueeibbiquitinierung von Ataxin-2 [156-157].
Im Zuge einiger Untersuchungen wurde festgestidis in Parkin-defizienten Mausen die Menge
an Ataxin-2 erhoht war, so dass anzunehmen is§ Haskin am normalen Abbau des ATXN2-
Proteins beteiligt ist. Konsistent mit dieser Vetumg konnte die bekannte neuroprotektive
Uberexpression von Parkin, den neurotoxischen Rizan@n expandiertem Ataxin-2 verhindern
[95, 158].

1.5.6 Rolle von Ataxin-2 in der zellularen Kalziunomoostase

Wie schon erwdhnt konnten langere, nichtpathogen®G-@/iederholungen im
CACNA1AGen, kodierend fur eine Untereinheit des KalziunatarCg2.1, mit einem friheren
Krankheitsausbruch der SCA2 korreliert werden. EiRehlen des Rezeptors oder eine
Polyglutamin-Expansion in dieser Untereinheit flibkenfalls zu neurologischen Phanotypen
[104]. Zusétzlich konnte in der Arbeit von Léi al gezeigt werden, dass expandiertes Ataxin-2,
im Gegensatz zum normalen Ataxin-2, mit dem Typnbsitol 1,4,5-Triphosphat-Rezeptor
(InskR1), einem intrazellularem Kalziumkanal, assoziistit Dieser Kalziumkanal wird stark in
zerebellaren Purkinje-Zellen exprimiert. Dabei waufdstgestellt, dass diese Interaktion zu einer

verstarkten Sensitivitdt des Rezeptors gegenllmegred_iganden InsFfuhrt [159].

1.6 Ataxin-2-Tiermodelle

Um einen Einblick in die normale zelluldre Funktiemes Proteins zu erhalten, eigenen
sich ,Knock-Out“-Modelle. Dabei wurde fir das Priaté\taxin-2 beobachtet, dass es offenbar
eine Rolle in der embryonalen Entwicklung spiett,ain kompletter Verlust i€. elegansund D.
melanogasteembryonal lethal ist und auch SCA2-defiziente MaBsebleme mit der Fertilitat
aufweisen. Bei diesen Mausen ist die NachkommefisdhraVergleich zum Wildtyp, reduziert
[20-21, 122, 124].ScaZ-Mause weisen eine progressive Adipositas und Eeitleber auf.
Dieser Effekt beruht dabei nicht auf lokomotoristHeinschrankungen deSca?-Mause, da
diese, im Vergleich zu normalen Mausen, eher hyberazu sein scheinen [21]. Ein
Funktionsverlust von Ataxin-2 in der Maus fUhrt éréssanterweise nicht zu degenerativen
Phanotypen [20-21]. Da das Fehlen des ProteinsamsMModellen offenbar keinen degenerativen

Effekt auf Neuronen ausibt, geht man davon aus, €iag toxische Veranderung der zellularen
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Funktion von expandiertem Ataxin-2 fir die SCA2{Ragenese verantwortlich ist. Dabei scheint
neben der Expansion aber offensichtlich auch daeelmmenge eine Rolle zu spielen, da die
selektive Uberexpression von Wildtyp-dATXN2 im Augen Fliegen bemerkenswerterweise zu
einem degenerativen Phanotyp fuhrt, wobei es zeremilden Desorganisation und einer
Reduktion des retinalen Querschnitts kommt [19eressanterweise konnten Al-Ramaiial.
zeigen, dass dieser degenerative Phanotyp durch mikleare Lokalisation von dATXN2
verstarkt wird.

Um zudem einen Einblick in die Pathogenese der ZEvkrankung zu erhalten, wurden
verschiedene SCA2-Mausmodelle generiert. Momentistieen zwei genetische Mausmodelle
der SCAZ2-Erkrankung, in denen das hum&€A2Gen mit expandiertem CAG-Bereich
integriert wurde. Huynlet al generierten eine transgene Maus, die das off@serhster des
humanenSCA2Gens, entweder mit 22 oder mit 58 CAGs, unterkiamntrolle des Purkinjezell-
spezifischen Regulationselementes Pcp2 exprimiétiembei konnte festgestellt werden, dass die
Expression des expandierten Transgens zu einenrgssagen Verlust an Purkinjezellen und
damit einhergehend zu einer progressiven Storungndeorischen Funktionen fiihrte. Konsistent
mit den fehlenden Aggregaten in Neuronen von SCai2eRten, konnten auch hier keine
ubiquitin-positiven Aggregate in den murinen Neworgefunden werden [109]. Von Aguietr
al. wurde eine transgene Maus generiert, die die harBEA2cDNA mit 75 CAGs unter der
Kontrolle des humanen SCA2-Promotors exprimiertcidiese Maus zeigte nach 20 Wochen
eine signifikante Stérung der motorischen Funktiongerursacht durch einen Verlust an
Purkinjezellen. [160]. In beiden Mausmodellen k@enabmit eine spezifische Degeneration von

zerebellaren Purkinjezellen nachgewiesen werden.

1.7 Ataxin-2 ist ein Modulator neurodegenerativerliEankungen

Bemerkenswerterweise besitzt Ataxin-2 einen modetiden Einfluss auf die
Pathogenese weiterer neurodegenerativer Erkrankyunge z.B. der amyotrophen Lateral-
Sklerose (ALS), der SCA1 und der SCA3.

So konnte z.B. eine Assoziation zwischen intermediaLangen des Ataxin-2-
Polyglutamin-Bereiches (27-33) und der AuspragungreALS hergestellt werden. Dabei stellen
intermediare Polyglutamine-Bereiche im Ataxin-24@ho ein genetisches Risiko fur die
Auspragung einer ALS dar [161]. Bei der ALS handedt sich um eine neurodegenerative
Erkrankung, die nicht zur Familie der Polyglutargirkrankungen gehért. Die molekulare
Grundlage dieser Erkrankung ist nicht in allen é@llbekannt. Es konnte aber inzwischen
nachgewiesen werden, dass TDP-43 ein RegulatdFrdeskription und des SpleiRens, eines der
Hauptkomponenten in den cytoplasmatischen Inklggidn Neuronen von ALS-Patienten ist und
Mutationen innerhalb dieses Proteins zur Auspraginiger ALS-Formen fuhrt [162]. In einem

ALS-Fliegenmodell, ausgeldst durch eine ALS-typescMutation im TDP-43, fuhrt die
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Uberexpression bzw. Reduktion von dATXN2 zudem merevermehrten bzw. verminderten
Degeneration [161].

Auch ist Ataxin-2 ein als Modulator der Spinozeliren Ataxie Typ 3 identifiziert
worden. In der Arbeit von Lessirgg al. konnte hier ein modulierender Effekt von dATXNZf a
die Toxizitdt von expandiertem dATXN3 und auch HEton 1 nachgewiesen werden [163].
Zudem wurde in diesem SCA3-Drosophila-Modell gezeigass die Uberexpression von
dATXN2 einen steigernden Effekt auf die Formierudgr ATXN3-positiven nukledren
Aggregate besitzt. Dabei war Ataxin-2 in diesenle#@ien Aggregaten nachzuweisen und dies
konnte auch in den Aggregaten von SCA3-Patientestéibgt werden [163-164]. Interessant ist
es, das fur beide Effekte im SCA3-Fliegenmodell Yashandensein des PAM2-Motivs im C-
Terminus von Ataxin-2 essentiell war, da eine Detetlieses Motivs diese Effekte verhinderte.
Zudem scheint auch die Lange des Polyglutamin-Bkesi inSCA2Gen einen Einfluss auf die
Schwere der Faszikulationen von SCA3-Patienteresitzen [165].

Ein weiterer Aspekt ist der modulierende Effekt wataxin-2 auf die Pathogenese der
Spinozerebellaren Ataxie Typl. Dabei fiihrt eine iReidn bzw. Uberexpression von Ataxin-2 zu
einer verminderten bzw. vermehrten Toxizitdt despaexiierten SCAZAllels in einem
DrosophilaModell der Erkrankung. Zusatzlich konnte gezeigérden, dass dATXNZ2 in die
nuklearen dATXN1-Inklusionen rekrutiert wurde. DieBefund konnte auch post mortem in
Neuronen von SCA1-Patienten bestatigt werden [19].

Damit lassen diese Beobachtungen vermuten, dassémek Ataxin-2 eine potenzierende
Wirkung auf die Toxizitat von expandiertem TDP43aXin-1, Ataxin-3 und Htt Exon 1 hat [19,
163]. Ein interessanter Aspekt ist die Tatsaches dstaxin-2 mit TDP-43 und Ataxin-1 eine
direkte Interaktion aufweist [19, 161, 166]. Dalkann man vermuten, dass diese Proteine in
einem funktionellen Zusammenhang zu stehen. Datfi@&cden auch die Untersuchungen von Lim
et al Innerhalb dieser Studie wurde eine Hochdurcheatgae mit 54 Proteinen, die in 23
vererbten dominanten Ataxien eine Rolle spielerrchigefihrt und ein Interaktionsnetzwerk
erstellt. Innerhalb dieses Netzwerkes konnte istamBterweise ein Hauptknotenpunkt identifiziert
werden, indem viele ataxieauslésende Proteine elemgirekt miteinander interagieren oder tber
gemeinsame Interaktionspartner miteinander verbunsied. Auffallig ist, dass viele der
Interaktionspartner, wie z.B. A2BP1, RBM9 und RBPMSRNA-Prozessen eine Rolle spielen
und somit diese Wege einen Einfluss auf die Patiege der entsprechenden Erkrankungen

spielen konnten [166].
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1.8 Zielsetzung

Die Funktion des Polyglutamin-Proteins Ataxin-2sachlich fir die spinozerebellare
Ataxie Typ 2, ist bisher noch nicht gut verstandeimige Beobachtungen deuten darauf hin, dass
das Protein in der Endozytose und im zellularen mRM&etabolismus eine Rolle spielt [119,
127-128]. Einer der ersten Interaktionspartner ditaxin-2 mit dem zellularen RNA-
Metabolismus in Zusammenhang brachten, war dasim&Bindeprotein 1 (A2BP1; Fox-1)
[113]. Dieses Protein gehort zur Familie der Foat€ine, zu der bisher drei Proteine, A2BP1
(Fox-1), ,RNA binding motif protein 9“ (RBM9, Foxjaind NeuN (Fox-3) gezahlt werden.

Die Fox-Proteine sind gewebsspezifische Regulatdesnalternativen Spleil3ens, wobei
sie besonders in der Regulation neuronenspezifisBp&iR-Ereignisse eine Rolle zu spielen
scheinen [167]. Interessanterweise ergaben Inferadtudien innerhalb der Arbeitsgruppe erste
Hinweise, dass Fox-2 (RBM9), wie sein Paralog FQ®2BP1), mdglicherweise ebenfalls mit
Ataxin-2 interagiert. Dieser Aspekt sollte in darhegenden Arbeit mittels Yeast-Two-Hybrid-
und Koimmunoprazipitations-Analysen naher untersweérden. Da die zellulare Lokalisation
von Fox-2 bisdato noch nicht gut untersucht wurde, wurde diese emi ersten Schritt mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie naher analysi Des Weiteren sollte mittels
Uberexpressions- und RNA-Interferenz-Studien untht werden, inwiefern die Interaktion
zwischen Fox-2 und Ataxin-2 fur die SCA2-Pathogenetevant ist.

In diesem Zusammenhang war es sehr interessastirdamer genomweiten Analyse zur
Identifizierung potentieller Fox-Zielgene d&8S€A2Gen identifiziert werden konnte [168]. Daher
sollte mittels RNA-Interferenz-Analysen ebenfallstersucht werden, ob neben der putativen
Fox-2/ATXN2-Protein-Interaktion die ATXN2-pra-mRN&in Ziel Fox-2-spezifischen Spleil3ens
sein konnte.

AbschlieBend lag ein weiterer Fokus dieser Arbeif der Charakterisierung der
Interaktion von Fox-2 und Ataxin-1, welche von Lied al. in einer Hochdurchsatz-Analyse
identifiziert werden konnte [166]. Dies war von dragsse, da Ataxin-2 direkt mit Ataxin-1
interagiert und zudem einen modifizierenden Effakder SCA1-Pathogenese aufweist [19, 166].
Aus diesem Grund sollte diese Interaktion zwisckem-2 und Ataxin-1 validiert und naher
charakterisiert werden. Da bekannt ist, dass Atdxnit einigen Splei3-Faktoren interagiert und
diese in die nuklearen ATXN1-Inklusionen rekrutieaverden [69, 82], sollte ebenfalls der
Einfluss einer ATXN1-Uberexpression auf die end@gefox-2-Lokalisation und Aktivitat
untersucht werden.

Diese Einblicke in das biologische Zusammenspielmteraktion von Fox-2 und Ataxin-

2 bzw. Ataxin-1 koénnten daher zu einem bessererstiednis der Pathomechanismen beider
SCA-Erkrankungen fiihren und zudem den Einflussremméglichen Deregulation des Splei3ens

auf diese Erkrankungen aufzeigen.
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2 Material

2.1 Material und Gerate

Tabelle 2: Verwendete Geréate und Materialien

Materialien und Geréate

Firma

384-Kammer-Platte fur gPCR

Agarosegelkammer und K&mme
Analysenwaage AT 250
Blotapparatur (semi-dry)
Blotapparatur (Tank-Blotter)
Deckglaschen (12/18mm)

Fotofilme Hyperfilm ECL

Fotofilme Fuji Medical X-Ray Film
Fotofilm-Entwicklermaschine Curix 60
Fotokassette 2325

Geldokumentationssystem Alphalmager

(SDS-Gele)

Heizblock

Immersionsol

Klebefolien Microamp fiir gPCR
Kryordéhrchen

LSM510 Meta Mikroskop

LSM 700 Mikroskop

Magnetrihrer

Magnetstander DynaMag
Membranvakuumpumpe

Membran fur Y2H-Analysen

Nano Drop ND-1000 UV-Spektrometer
Netzgerat Power Pac 200
Nitrozellulosemembran Protran
Nitrozellulosemembran Hybond, ECL
(Immobilion-P) Transfer Membran (PVDF)
Objekttrager

Parafilm

Gelkammer und Einsatze und Kamme; Prote

Applied Biosystems

ABI-PRISM 7900HT Sequence Detection Systgm  AppBéabystems

MPI-MG Werkstatt
Mettler
Peqglab
Hoefer
Roth
Amersham
Fuji
Agfa
Fuijifilm
Alpha Innotech
1Bi6-Rad

Eppendorf
Zeiss
Applied Biosystems
Nalgene
Zeiss
Zeiss
IKA-Combimag-Reo
Dynal
Vacuubrand
msi (MICRON SEPARATIONSQN
Nano Drop Techgigs
Bio-Rad
PerkinElmer
GE
Millipore
Roth

American National Can Company
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Materialien und Gerate

Firma

Pasteurpipetten

PCR-Maschinen PTC-100, PTC-225
PCR-Maschine vapo.protect
Petrischalen

Photometer Ultraspec 3000
Pipetten

Préazisionswaage PM3000
Rotationsmischgeréat
Schittelinkubatoren Innova44, 4330
Skalpelle

Sterile Glaskugeln

Sterile Pipetten (10ml; 25ml)

Sterile Impfésen

Tiefkuhler -20°C

Tiefktihler -80°C

Tischzentrifugen 5224, 5810R, 5417c
UV-Transilluminator UVT-28M
Vortexer Vortex-Genie

Wasserbad

Wipptisch Rocky RT-1s

Whatman Filterpapier 3mm
Zellkulturflaschen (T75)
Zellkulturinkubatoren

Zentrifuge Avanti J-25

Brand
MJ-Research
Eppendorf
Greiner
Amersham
Eppendorf
Mettler
Heidolph
New Brunswicleftific
Brand
MPI-MG Werkstatt
Sarstedt
Nunc
Bosch
Forma Scientific
Eppendorf
Herolab
Bender und Hobein AG
Memmert
Frobel Labortechnik
Whatman
Sarstedt
Brunswick

Beckman Coulter

2.2 Chemikalien

Tabelle 3: Zusammenstellung der verwendeten Chemikiain

Substanz Hersteller
Acrylamid/ Bisacrylamid Rotiphorese Roth

Adenin Sigma-Aldrich
Agarose Invitrogen
Ammoniumchlorid (NH(CI),) Merck
Ammoniumsulfat Merck
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
Ampizillin Sigma-Aldrich
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Substanz

Hersteller

Bakto-Agar

Bakto-Pepton

Bakto-Trypton

Benzonase

Betain

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bradford Protein Assay
Bromphenolblau

CN/DAB Substrate Kit
Cycloheximid
DEPC-behandeltes Wasser
Dikaliumphosphat (KPO,)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (b#POy)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs

Dithiothreitol (DTT)

Entwickler und Fixiererlésung fur Fotofilme
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
Fluoromount G

Fotales Kélberserum (FBS)
D-Glukose-Monohydrat
Glyzerin

Glyzin

Hefe-Extrakt
Heringsperma-DNA-Natriumsalz
Histidin

Hoechst (bisBenzimide) 33258
Hyperfect-Transfektionsreagenz
Isopropanol (2-Propanol)

Kaliumacetat (KAc)

Becton, Dickson and company
Becton, Dickson and company
Becton, Dickson and company

Merck

Fluka
Sigma-Aldrich

Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Ambion

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck
Sigma-Aldrich

Pharmacia

Sigma-Aldrich

Agfa

Merck

Merck
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Southern Biotech

Biochrom
Merck

Merck

Merck
Difko

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Qiagen
Merck
Merck
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Substanz Hersteller
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy) Merck

Leuzin Sigma-Aldrich
Lipofectamine RNAIMAX Reagenz Invitrogen
Liziumazetat-Dihydrat (LiAc) Sigma-Aldrich
Magermilchpulver Uelzena
Magnesiumchlorid (MgG) Merck
Magnesiumsulfat (MgSg) Merck
Methanol Merck
Natriumazid (Naly) Merck
Natriumchlorid (NacCl) Merck/Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaPO,) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Natrium-meta-Arsenit Merck
Oligo(dT);s—Primer (0,5 pg/ul) Promega
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich
PEG 3350 (Polyethylenglykol) Sigma-Aldrich
Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strep) Biochrom
Polyethylenimid (PEI)-Transfektionsreagenz Polysces, Inc.
PolyFect-Transfektions Reagenz Qiagen
Protease-Inhibitor (Complete PI Cocktail Tablety) ocRe
Protease-Inhibitor (complete Mini EDTA_fm%oche

Protease Inhibitor Cocktail)

SYBR Green
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris (Trizma Base)

Tris-HCI

Triton X-100

Trypsin

Tryptophan

Tween 20

Urazil

Western Lightning ECL

Western Blue Stabilized Substrate for Alkal

Applied Biosystems
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich

PerkinElmer

fgomega
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Substanz Hersteller
Phosphatase

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-Galactosid) | Sigma-Aldrich
Xylenzyanoblau Sigma-Aldrich
YNB (Yeast Nitrogen Base) Difco

2.3 Losungen und Puffer

Tabelle 4: Zusammensetzung der verwendeten Puffer di_dsungen

Lésungen und Puffer

Inhalt

Blockpuffer

5 % Milchpulver
1x PBS

B-Galaktosidase-Puffer

1x Z-Puffer
1 M X-Gal-Ldsung
1MDTT

10x Blotpuffer (Nitrozellulosemembran)

480 mM Tris
400 mM Glyzin
0,37 % SDS

1x Blotpuffer (Nitrozellulosemembran)

zusatzlich@)(v/ v) Methanol

1xBlotpuffer (PVDF-Membran)

25 mM Tris
192 mM Glyzin

5x Concentrated Enhancer Solution (CES)

2,7 M Betain

6,7 mM DTT
6,7% (v/iv) DMSO
5,5 pg/ ml BSA

900 ul DMEM (FBS/PenStrep)

Einfriermedium 105 pul DMSO
150 pl FBS
0,25 M Tris

10x Elektrophoresepuffer 2,5 M Glyzin
1% SDS

Hefetransformations-Ldsung 1

100 mM Lithiumactetat
1 M Sorbitol
5 mM TE-Puffer

Hefetransformations-L&sung 2

100 mM Lithiumacetat
40 % PEG 3350
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Lésungen und Puffer Inhalt

5 mM TE-Puffer

0,2% DNA-Natriumsalz
Heringsperma-DNA
0,5 mM EDTA

4 % Glyzerin
6x Ladepuffer (Agarosegelelektrophorese) 0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylenzyanolblau

250 mM Tris (pH 6,8)
10 % SDS

5x Laemmli-Puffer 0,5 % Bromphenolblau
50% (v/v) Glyzerin

10 % DTT

1,37 M NaCl

27 mM KCI
10x PBS pH 7,4
80 mM NaHPQ,

18 mM KH,PO
Sammelgelpuffer, pH 6,8 125 mM Tris
50 mM Tris
50x TAE-Puffer 25 mM Eisessig
2,5 mM EDTA
50 mM Tris-HCI, pH 7,6
TBS-Puffer
150 mM NacCl
10 mM Tris
TE-Puffer, pH 7,5
1 mM EDTA
Trenngelpuffer, pH 8,8 375 mM Tris

0,15% (viv) X-Gal
10 mM DTT in Z-Puffer

X-Galaktosidase-Farbeldsung

20 mM Tris
150 mM NacCl
1 mM EDTA
Zellkulturlysepuffer 1
1 % Triton X-100

1 pl/10ml Benzonase

1:25 Proteaseinhibitor

10 mM HEPES pH 7,4
10 mM NacCl

Zellkulturlysepuffer A
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Lésungen und Puffer Inhalt

3 mM MgClh
1 mMDTT

1/7 complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktall

10 mM HEPES pH 7,4
300 mM NacCl

20 mM MgCI2
Zellkulturlysepuffer B 1mMDTT

1/7 complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktall

0,2 U DNase

900 ul DMEM-Medium(FBS/PenStrep)
Zellkultureinfriermedium 150 ul FBS
105 pl DMSO

60 mM NaHPQO,*2H,0
40 mM NaHBPO,*H ,0

Z-Puffer, pH 7
10 mM KClI

1 mM MgSQ*7H,0

2.4 Protein- und DNA-Marker

Die in Tabelle 5 angegebenen Marker wurden enthpretden Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 5: Verwendete DNA- und Proteinmarker

Marker Firma

DNA-Marker 1kb New England Biolabs
DNA-Marker 100bp New England Biolabs
DNA-Marker 50bp Quick Load Biolabs

Protein Marker Page Ruler Prestained Plus Fermentas
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2.5 Medien

Zur Kultivierung von Bakterien- und Hefekulturen nden die in Tabelle 6 angegebenen Medien

verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Bakterien-und Hefemedien

Medium Inhalt

1 % Bakto-Pepton
Luria-Bertani-Medium (LB)*, pH 7,0 0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

1 % Bakto-Pepton
0,5 % Hefeextrakt
LB/Ampizillin-Medium*
0,5 % NaCl

100 pg/ml Ampizillin

2 % Bakto-Trypton
Yeast Peptone Dextrose (YPD)-Medium*
1 % Hefe-Extrakt
pH 6,5
2 % g/L Glucose

2 % Glucose

0,68 % Yeast Nitrogen Base
SDII-Medium* 0,02 % Adenin

0,02 % Urazil

0,02 % Histidin

d 2 % Glucose
SDIV-Medium*
0,68 % Yeast Nitrogen Base

* fir das entsprechende Festmedium, werden zuda2l$o Bacto-Agar dazugegeben.

Die Kultivierung und Lagerung von humanen Zelllmierfolgte in den in Tabelle 7 aufgelisteten

Medien.

Tabelle 7: Verwendete Zellkulturmedien

Medium Inhalt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco) 1g/L
10 % FCS1 % Pen/Strep

DMEM-Zellkulturmedium 1 g Glucose/I
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2.6 Bakterien- und Hefestamme

Innerhalb dieser Arbeit wurde zu Klonierungszweckait den in Tabelle 8 aufgelisteten

Bakterienstammen gearbeitet. Yeast-Two-Hybrid-Asafywurden mit der. cerevisa&tamm
L40ccua durchgefihrt (Tabelle 9).

Tabelle 8: Verwendete Bakterienstamme

Name

Genotyp

XL1-Blue (Stratagene)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl

lac [F" proAB laciZAM15Tn10 (Tetr)]

XL10-Gold (Stratagene)

14

Tetr A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)17
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
[F" proAB laclgz1M15 Tn10 (Tetr) Amy Canjr

DH-5-a (Invitrogen)

F- ¢80lacZzIM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17 &, ms+) phoA supE44i- thi-1
gyrA96 relAl

Tabelle 9: Verwendeter Hefestamm

Name Genotyp
MATa his31200 trp1-901 leu2-3,112
L40ccua LYS2::(lexAop)yHIS3

ura3::(lexAoplacz
ADEZ2::(lexAopy- URA3 GAL4 gal80 canl cyh2

2.7 Humane Zelllinien

Innerhalb dieser Arbeit wurde mit folgenden humageltiinien gearbeitet.

Tabelle 10: Verwendete humane Zelllinien

Zell-Linie Organ ATCC-Nummer
Caco-2 Darm HTB-37
C33A Zervix CRM-HTB-31
DU145 Prostata HTB-81
HEK293T Niere CRL-1573
Hela Zervix CCL-2
HepG2 Leber HB-8065
MCF7 Brust HTB-22

PC3 Prostata CRL-1435
Sw480 Darm CCL-228
SW620 Darm CCL-227
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2.8 Enzyme
Enzyme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wardach den Angaben der entsprechenden

Hersteller verwendet (Tabelle 11).

Tabelle 11: Verwendete Enzyme

Name Hersteller

Sal New England Biolabs
Notl New England Biolabs
M-MLV reverse Transkriptase Promega

Phusion Finnzymes
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
T4-DNA-Polymerase New England Biolabs

2.9 AntikOrper
In Tabelle 12 sind die primaren Antikorper gelistdte innerhalb dieser Arbeit verwendet

wurden.

Tabelle 12: Verwendete Primarantikdrper

Verdinnung
Antikorper Hersteller Organismus Westernblot Mikroskopie

(in 3% BSA/PBS) (in PBS)
a-ATXN2 BD-Bioscience Maus 1:500-1:1000 1:200
a-ATXN2 Sigma-Aldrich Kaninchen 1:500 1:200
a-ATXN1 Sigma-Aldrich Kaninchen 1:500 1:200
a-FLAG Sigma-Aldrich Kaninchen 1:2000 1:500
a-FLAG M2 Sigma-Aldrich Maus 1:2000 1:500
a-HA-Fluorescin Roche 1:10
a-HA Roche Maus 1:1000
a-MYC Millipore Maus 1:500
a-MYC Sigma-Aldrich Kaninchen 1:500
a-PML Abcam (ab31101) Kaninchen unverdinnt
a-RBM9 Abnova Maus 1:1000 1:200
a-RBM9 Bethyl-Laboratories Kaninchen 1:1000 1:200
a-SR Zymed Maus 1:400
a-TIAR BD-Bioscience Maus 1:200
a-Tubulin DM1A | Sigma-Aldrich Maus 1:2000
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In Tabelle 13 sind die sekundaren Antikdrper geljstlie innerhalb dieser Arbeit verwendet

wurden.

Tabelle 13: Verwendete Sekundérantikdrper

Verdunnung
Antikorper Hersteller Organismus :\//Iviekf;irlzlobply?et
(in PBS)
a-Kaninchen-POD Sigma-Aldrich Ziege 1:10000
a-Kaninchen-AP Dianova Ziege 1:10000
a-Maus-POD Sigma-Aldrich Ziege 1:10000
a-Maus-AP Dianova Ziege 1:10000
Alexa488«-Maus Molecular Probey Ziege 1:2000
Alexa568e-Kaninchen Molecular Probes  Ziege 1:500
Cy3-u-Kaninchen Dianova Ziege 1:1000 1:500
Cy3-a-Maus Dianova Ziege 1:1000 1:500
Fitc-a-Kaninchen Dianova Ziege 1:500
Fitc-a-Maus Dianova Ziege 1:500
ggt?_?;sgtslg'\é_zso Sheg pInvitrogen Schaf
gzt?_i;fj:eslg'\gzso Sheg pInvitrogen Schaf
Dynabeads® Protein G Invitrogen
2.10 siRNA-Molekule
Tabelle 14: Verwendete siRNA-Molekile
SiRNA Hersteller

ON-TARGETplus SMARTpool, human ATXN2
ON-TARGETplus SMARTpool, human ATXN1
ON-TARGETplus SMARTpool, human RENT1

ON-TARGETplus Non Targeting Pool

ON-TARGETplus SMARTpool, human RBM9 (Fox-2)

(UPF1)

Dharmacon, L10y72-00-0005
Dharmacon, Q4%10-00-0005
DharowacL-011763-00-0005
DharroacL-020616-01-0005
Dharmacon, D-000-80-20
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Fir die Klonierung der Konstrukte von Foyr2ind von pACT4-1b-ATXN1-NT Q82 wurden die

in Tabelle 15 aufgelisteten Oligonukleotide verwetnder unterstrichene Teil der Sequenzen

entspricht den Schnittstellen fur Restriktionseneydie am 5 -Ende angefligt wurden.

Tabelle 15: Oligonukleotide flr die Klonierung von Fox-2,; und pACT4-1b-ATXN1-NT Q82

Oligonukleotid

Sequenz (5°-3")

Fox-2_nuk_sensel_Sall
Fox-2_nuk_asl E12 E13 blunt
Fox-2_nuk_sensel E12 E13 blunt
Fox-2_nuk_asl Notl

ATXN1 Sall_sense

ATXN1 Notl NT_ antisense

GCGTCGAERTBEGAGAAAAAGAAAATGGTA

CATATCCACCATAGAGGTCAGCBGTAAA
TGACCTCTATGGTGGATER&ECCTACAG

ATTTGCGGCCGCTTAGTAGGGGGCAAATCGGC

ATGTCGACRMATCCAACCAAGAG

TTAGCGGCCGORATTTCATGAAGTAGGG

Zur Quantifizierung der Genexpression und zur Asalywon bestimmten Spleil3-Ereignissen

wurden die in Tabelle 16 aufgelisteten Oligonukid®tverwendet.

Tabelle 16: Oligonukleotide fir RT-qPCR-Analysen

Oligonukleotid

Sequenz (5°-3")

ATXN1_E8 fw
ATXN1_E9 rev
ATXN2_E3 4 fw
ATXN2_E5_rev
ATXN2_E17 18 fw
ATXN2_E18 rev
ATXN2_E17 19 fw
ATXN2_E19 rev
ATXN2_E20 22 fw
ATXN2_E22 rev
B2M_fw

B2M_rev

B-Aktin_fw
B-Aktin_rev

HPRT fw

HPRT _rev
MAP3K7_fw
MAP3K7_E12_rev

AGCCATAGCCCGGGCGTGGCCGTGA
CTGGCTGGTTCTCTCCGGAC
ATCAGTTGTTGGCTCCAAATGT
CGGCATCAAGTACCAAATCACA
AGGCGTGCAACCTTTATACC
CTGCTCTATATGTCTTGGCT
AGGCGTGCAATACCAAATAT
CTGAGACTGATAATGTGGCA
GCGATGTATGTTTCCACGGG
TGCTGTCCAGTGGGGGTAGC
ACTGAATTCACCCCCACTGA
CCTCCATGATGCTGCTTACA
CGGATGTCCACGTCACACTT
GTTGCTATCCAGGCTGTGCT
AGGAAAGCAAAGTCTGCATTGTT
GGTGGAGATGATCTCTCAACTTTAA
GGAGCAGTGTGGAGAGCTTG
CTGATATGACGATCTCAGGG
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MAP3K7_E11 13 rev TGTCCGTTGCCTGTGGTTGC
UPF1_fw GCTGTGGACGACAGTGTAGC
UPF1_rev GGAGGTCCTTCGTGTAATAGG
Fox-2_fw CCTGGCTTCCCTTACCCTAC
Fox-2_rev AGCAGGCTGTGCATATCTGT
Fox-2_E12_13_fw TGACCTCTATGGTGGATATG
Fox-2_E12_ 32bp_fw GAATCTGCAAACTGCTTCAG
Fox-2_E13 rev TCACTGTAAGCGGCTGCAGC
2.12 Plasmide

2.12.1 Yeast-Two-Hybrid-Plasmide (Y2H-Plasmide)

Die in dieser Arbeit verwendeten Y2H-Plasmide hasieauf dem Vektorhintergrund
pACT4 und pBTM und wurden freundlicherweise vonfPRr. Erich Wanker, MDC-Berlin, zur
Verfigung gestellt. Exemplarisch sind die VektopCT4-1b und pBTM117c in Abbildung 3
schematisch dargestellt. Als Prey-Plasmid wurde\ktor pACT4 verwendet. pACT4 enthélt
die Gal4-Aktivierungsdoméne und besitzt als Auxpliemarker datEU2-Gen. Die Expression
der Fusionsproteine steht unter der Kontrolle dé®oldehydrogenase-(ADH)-Promotors. Der
Bait-Vektor pBTM117c beinhaltet die Sequenzen fiie dexA-Bindedoméane und enthalt
ebenfalls den ADH-Promotor. Als Auxotrophiemarkeierd hier das TRPXGen. Als
Selektionsmarker kodieren beide Vektoren fur @ikactamase und vermitteln damit eine
Ampizillin-Resistenz.

ADH1 prom
AmpR LexA
EcoRI (1036)
Sal 1 (1044)

Mot (1057)
trp1

AmpR
pACT4-1b

7759 bp

pBTM117c¢
9003 bp

ADH1 prom
Gad4D

Sal T(3044)
LEUZ EcoRI (3050)
Xmal (3055)

Sma 1(3057) EcoRI (4346)
BamHI (3060)

Notl (3067)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hefeexpssionsvektoren pACT4-1b und pBTM 117c.
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Im folgendem sind die in dieser Arbeit verwenddtiefieexpressionsplasmide gelistet.
Ataxin-2
Die fur die ATXN2-Fragmente kodierenden Hefeexpmssplasmide waren in der Arbeitsgruppe

von Frau Dr. Sylvia Krobitsch vorhanden und wurdanVerfigung gestellit.

pBTM117c-ATXN2(Q22) 396 und pBTM117c-ATXN2(Q79)0¢ Die entsprechenden
Fusionsproteine umfassen den N-terminalen BeresohAtaxin-2 (AS1-396) mit jeweils 22 bzw.

79 aufeinanderfolgenden Glutaminen.

pBTM117c-ATXN2s4 475 Das entsprechende Fusionsprotein beinhaltet 8im-Lund die LSm-

assoziierte Domane (AS 254-475) von Ataxin-2.
pPBTM117c-ATXN2Zgs;.815 Dieses Plasmid kodiert fur die Aminosduren 485%-8dn Ataxin-2.

pBTM116-ATXNZs:6.1315 Das entsprechende Fusionsprotein kodiert fir @eherminus von
Ataxin-2 (AS 815-1312), inklusive der PAM2-Doméne.

Ataxin-1

Die Hefeexpressionsvektoren pBTM-ATXNL1-NT Q30, pB#MXN1-AXH und
pBTM-ATXN1-CT wurden von der Arbeitsgruppe zur Magting gestellt. Aus diesen wurden die
entsprechenden ATXN1-Fragmente mittels der Regirikenzyme Sal und Not
herausgeschnitten und in den, Gl8al/Notl linearisierten pACT4-1b-Vektor ligiert. Fur die
Generierung des Hefexpressionsplasmids pACT4-1bMAT-XIT Q82 wurde eine PCR mit den
Oligonukleotiden ATXN1 sense_Sall und ATXN1_Notl Mmtisense durchgefuhrt. Als
Template diente pPCDNA1-Flag-SCA1-Q82.

PACT4-1b-ATXNI-NT Q30 und pACT4-1b-ATXNI-NT Q82: Bi entsprechenden
Fusionsproteine umfassen den N-terminalen BeresohAtaxin-1 (AS1-576) mit jeweils 30 bzw.

82 aufeinanderfolgenden Glutaminen.

PACT4-1b-ATXN1-AXH: Dieses Konstrukt kodiert fur eliAXH-Domane von Ataxin-1 und
umfasst die Aminosauren 559-701.

pACT4-1b-ATXN1-CT: Das entsprechende Fusionsprotbeinhaltet den C-Terminus von
Ataxin-1 (AS 530-816).

Fox-2

Die Plasmide pACT4-1b-Foxcg und pBTM117c-Fox-@; wurden von Melanie Isau, im

Rahmen ihrer Diplomarbeit ,Untersuchungen zur z&tkn Funktion des Proteins Ataxin-2“

innerhalb der Arbeitsgruppe generiert.

pPACT4-1b-Fox-2,: und pBTM117c-Fox-&: Beide Hefeexpressionsvektoren kodieren fir die
vollstandige Sequenz von Fox;2(AS 1-391).
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pACT4-1b-Fox-2; und pBTM117c-Fox-&: Beide Hefeexpressionsvektoren kodieren fir die
vollstdndige Sequenz von Fox-2 Variante 1 (AS 1}3&Wir die Generierung dieser Plasmide
wurde das entsprechende DNA-Fragment mittels detriReonsenzymeSal und Notl aus dem
Saugerexpressionsplasmid pCMV-HA-Fox-herausgeschnitten und in die, Gised und Not
linearisierten, Vektoren pACT4-1b und pBTM117cdigi

2.12.2 Saugerexpressionsvektoren

Die Saugerexpressionsplasmide pCMV-HA und pCMV-MW@rden von Dr. Marie-
Laure Yaspo (MPI-MG, Berlin) zur Verfigung gestelRie Vektoren kodieren fur einen N-
terminalen HA-, bzw. MYC-tag. In Abbildung 4 sinéide Vektoren schematisch dargestellt. Die
Expression der Fusionsproteine steht unter dem hem@&MV-Promotor. Die Vektoren besitzen
zusatzlich das Ampizilin-Resistenzgen fur die Sedekin E. coli.

Paw e PawiE

HATag

FroRI(8)

Sal1(886)

miny)  APR
XhoT(go0)

Km1{909)

Nt 1(912)

nmyc
EcoRI(888)
Sall (895)
Bglil(903)
Xhol (gog)
Kpil (918)
Not1(9z1)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der PlasmidpCMV-MYC und pCMV-HA.

Das Saugerexpressionsplasmid pTL-FLAG wurde vorf. ®a Erich Wanker (MDC,
Berlin) zur Verfugung gestellt und ist in AbbilduBgschematisch dargestellt. Die Expression der
Fusionsproteine steht unter dem SV40-Promotor. YDettor kodiert fir einen N-terminalen

FLAG-tag und besitzt ein Ampizilin-Resistenzgen.
SV40

Rag
Bam HI(1089)
Hin dIl (1095)
Xho T (101)
X I(g)
Sm I(ur)
P 1(n=)
Sie T(ngy)

pTL-FlagA

4t7ztp

Abbildung 5: Schematische Darstellung des PlasmidsTL-FLAG.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Konstrutievendet:

Ataxin-2

PCMV-MYC-ATXN2 Q22 und pCMV-MYC-ATXN2 Q79: Beide Mdoren kodieren fir die
vollstdndige ATXN2-Sequenz (AS 1-1312) mit entwed@roder 79 Glutaminen, wobei ein N-

terminaler MYC-tag fusioniert ist.

Ataxin-1

pcDNA1-FLAG-SCA1-Q30 und pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82: BeiPlasmide kodieren fir die

vollstdndige Sequenz von Ataxin-1 (AS 1-816) mitweder 30 oder 82 Glutaminen fusioniert an
einen N-terminalen FLAG-tag. Diese Plasmide wurdenArbeitsgruppe von Flaviano Giorgini,

University of Leicester, zur Verfigung gestellt.

Fox-2
Das Saugerexpressionsplasmid pCMV-MYC-Fey-avurde von Melanie Isau, im
Rahmen ihrer Diplomarbeit ,Untersuchungen zur 2a&tkn Funktion des Proteins Ataxin-2“

innerhalb der Arbeitsgruppe generiert.

pCMV-MYC-Fox-2: Kodiert fur die vollstandige Sequenz von Fox:ZAS 1-391) fusioniert

an einen N-Terminalen MYC-tag.

pCMV-HA-Fox-2,,: Kodiert fur die vollstandige Sequenz von Fax-PAS 1-380) fusioniert an

einen N-terminalen HA-tag.

Fur die Generierung der Plasmide pACT4-1b-Fex-pBTM117¢c- Fox-2; und pCMV-
HA-Fox-2,; diente als Vorlage das Konstrukt pCMV-MYC-Feyx2 Um die 32 zusatzlichen
Nukleotide zu entfernen, wurden zwei PCR-Schrittecdgefihrt. Im ersten Schritt wurde mittels
der Oligonukleotide Fox-2_nuk _sens&all und Fox-2_nuk _asl E12 E13 blunt ein N-
terminales Fragment von Foxs2generiert. Das Oligonukleotid Fox-2_nuk_asl1 E13 twilirde
so generiert, dass er aus den letzten 20 Nukleotide Exon 12, gefolgt von den ersten 11
Nukleotiden von Exon 13 besteht. Im zweiten PCRr@clvurden die Oligonukleotide Fox-
2_nuk_sensel E12 E13 blunt und Fox-2_nuk Mdefl verwendet, um das entsprechende C-
terminale  Fragment von Fox2 zu generieren. Das Oligonukleotid Fox-
2 nuk sensel E12 E13 blunt beinhaltet die letz@eMukleotide von Exon 12 und die ersten
21 Nukleotide von Exon 13. Beide Amplikons wurddreiiein 1% Agarosegel aufgereinigt, 1:1
gemischt und als Template fur eine weitere PCR gradat. Hierbei wurden die Oligonukleotide
Fox-2_nuk senseBall und Fox-2_nuk asNotl verwendet. Das entstandene Amplifikat
entspricht in seiner Sequenz Variante 1 von FoxBas Amplikon wurde in den
Klonierungsvektor pJetl.2 kloniert und Uber die tRlieggonsenzymeSal und Notl aus diesem
isoliert. Das isolierte DNA-Fragment wurde in denisprechend vorbereiteten Vektor pCMV-HA
kloniert. Nach erfolgreicher Sequenzierung erfolgitte Umklonierung in die Vektoren pACT4-
1b und pBTM117c.
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3 Methoden

3.1 Polymerasekettenreaktion

3.1.1 Herstellung der Fox-2 Variante 1

Zur Herstellung der Foxw-Expressionsplasmide wurden zundchst zwei PCR-
Reaktionen durchgefuhrt. Fur beide PCRs wurde adage das Expressionsplasmid pCMV-
MY C-Fox2.,: verwendet. Folgende Anséatze wurden verwendet:

PCR 1: 4 pl Phusion HF-Puffer (5x), 0,2 pul dNTPs i@2M), 0,1 pl Fox-2_nuk_sensedall (100
uM), 0,1 pl Fox-2_nuk_asl_E12_E13_blunt (100 puM)| pCMV-MYC-FoxZ,: (20 ng/ul), 0,6
pl DMSO, 13,8 pl Wasser und 0,2RiusionPolymerase.

PCR 2: Der Ansatz dieser PCR entsprach der PCRdrdikigs wurden hier die Oligonukleotide
Fox-2_nuk_sensel E12 E13 blunt und Fox-2_nuk Nwatl verwendet.

Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Bedingardurchgefihrt:

Tabelle 17 : PCR-Programm zur Generierung von Fox-2

Schritt Temperatur Zeit

Erstes Aufschmelzen 98°C 30 sek
Aufschmelzen 98°C 10 sek
Primer-Anlagerung 60°C 30 sek 35x
Verlangerung 72°C 60 sek
Verlangerung 72°C 10 min

Nach Uberpriifung der Zwei-Schritt-PCR lber ein Agagel, wurden die
entsprechenden DNA-Fragmente aus dem Gel isolettaufgereinigt. Beide Eluate wurden 1:1
gemischt und eine 1:10-Verdinnung hergestellt. Dieste als Vorlage fir eine erneute PCR, die

wie folgt zusammengesetzt war:

PCR 3: 4 pl Phusion HF-Puffer (5x), 0,2 pul dNTPS i@2M), 0,1 pl Fox-2_nuk_sensedall (100
pM), 0,1 pl Fox-2_nuk_asNotl (100 pM), 1 pl Vorlage, 0,6 pl DMSO, 0,2 Rhusion
Polymerase und 13,8 pl Wasser.

Die PCR-Bedingungen entsprachen denen von PCR 12undd sind in Tabelle 17

aufgelistet. Das entsprechende Produkt wurde uler 18oiges praparatives Agarosegel

aufgereinigt und in einer Ligationsreaktion eingese



Material und Methoden

3.1.2 Herstellung des Plasmids pACT4-1b-ATXN1-NT2)8

Fur die Generierung des HefeexpressionsplasmidsTgAKD-ATXNL-NT Q82 wurde

eine PCR durchgefihrt, bei der als Vorlage dasnithpCDNAL-Flag-SCA1 Q82 diente. Es
wurde folgender Ansatz verwendet:
4 ul Phusion GC-Puffer (5x), 0,2 ul dNTPs (25 mBI)}L ul ATXN1 Sall sense (100 uM), 0,1
pl ATXN1_Notl NT_antisense (100puM), 1 pl pcDNAL-GHIATXNL Q82 (30 ng/ul), 0,6 ul
DMSO, 0,2 plPhusionPolymerase und 13,8 pl Wasser.

Die PCR erfolgte wie in Tabelle 17 angegeben. Dastandene DNA-Fragment wurde

Uber ein praparatives Gel aufgereinigt und ans8bhe in einer Ligationsreaktion eingesetzt
3.1.3 PCR zur Expressionsanalyse

Die PCR-Analysen zur Uberpriifung der Expression For-2-Isoformen die das Exon
ENSE00001553845 zwischen Exon 12 und 13 besitzardem mit den Oligonukleotiden Fox-
2_E12 32bp_fw und Fox-2_E13 rev durchgefuhrt. Atwl&ge diente HEK293T-, HeLa- bzw.
SW620-cDNA. Der hier verwendete Ansatz entsprigdrdinsatz einer RT-gPCR und das PCR-
Programm entspricht dem in Tabelle 18 aufgeliste®8gPCR-Programm.

Die PCR-Analysen zur Uberpriifung der Expression AGXN2AE18-Isoformen wurden
mit den Oligonukleotiden ATXN2_E17_ 19 fw und ATXN219 rev durchgefihrt. Als Vorlage
diente die cDNA von unterschiedlichen Zelllinienerbhier verwendete Ansatz entspricht dem
Ansatz einer RT-gPCR und das PCR-Programm entspi@h in Tabelle 18 aufgelistetem RT-

gPCR-Programm. Die PCRs wurden Uber ein 3%igesosggel nichtquantitativ ausgewertet.
3.1.4 Quantitative Echtzeit-PCR (RT-gPCR)

Innerhalb dieser Arbeit wurde die SYBR-Greenl-Methoserwendet, die aufgrund des
verwendeten Farbstoffes sehr sensitiv ist. Vor edgentlichen Analysen wurde mit den
entsprechenden Primer-Paaren eine Schmelzkurvesenabei unterschiedlichen cDNA-
Konzentrationen durchgefiihrt, um die Spezifitat @éetstehenden Produktes zu verifizieren.
AuRRerdem wurde anhand einer cDNA-Verdinnungsrelterpitift, ob die Oligonukleotide fir
die RT-gPCR geeignet waren. Von den Primern wurdeMastermix hergestellt, der aus 90 pl
DEPC-Wasser, 5 pl sense und 5 pl antisense Prir@8ér (M) bestand. Fur eine Reaktion in einer
384-Kammerplatte wurden 1,25 pl cDNA eingesetzt diede mit 5,75 pl DEPC-Wasser, 2,5 pul
SYBR-Green, und 0,5 pl Primer-Mix versetzt. Bei gedAnalyse wurden drei technische
Replikate von zwei biologischen Proben untersuéstwurde das ABI-PRISM 7900HT Sequence
Detection System von Applied Biosystems verwendeglches die Fluoreszenzemission
aufzeichnete. In Tabelle 18 ist das verwendete P@Rramm ersichtlich. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm SDS 2.1 nachAlé€Ct—Methode.
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Tabelle 18: Temperaturprogramm fiir die RT-gPCR

Schritt Temperatur Zeit
Vorbereitung 50°C 2 min
Aufschmelzen 95°C 10 min
Aufschmelzen 95°C 15 sek
40x

Primer-Anlagerung 60°C 60 sek }
Schmelzkurve 95°C 15 sek

60°C 15 sek

95°C 15 sek

3.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde eine [anéghive
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Die entsigreden DNA-Fragmente wurden mit einem
Skalpell aus einem 1-3%igem Agarosegel herausgisahmund Uber das Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System von Promega nach den Herstallgaiben aufgereinigt. Die DNA wurde
mit 30 pl Wasser von den Saulen eluiert und flrfaligende Ligation eingesetzt.

3.3 Ligation

Um DNA-Fragmente in die entsprechend vorbereitéfektoren zu ligieren, wurden
linearisierter Vektor und DNA-Fragment im Verh&#rii:3 zusammengegeben. Das Volumen des
Gesamtansatzes betrug 20 pl. Es wurde der QuicktibigPuffer (2x) von NEB verwendet und

1pl der T4-DNA-Ligase eingesetzt. Der Ansatz wufde 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

3.4 Transformation von E. coli

50 ul chemisch kompetent&. coliZellen wurden mit 7 pl des entsprechenden
Ligationsansatzes gemischt und fur eine halbe $tumd Eis inkubiert. Danach erfolgte ein
Hitzeschock fir 45 Sekunden bei 42°C. AnschlieRendde der Ansatz sofort wieder auf Eis
Uberfuihrt. Nach Zugabe von 800 ul LB-Medium wurdi® Anséatze fur eine Stunde bei 37°C
und 500 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden die $farmationsanséatze bei 14000 rpm
zentrifugiert und 700 pl des Uberstandes abgenomian Zellen wurden im verbleibenden
Uberstand resuspendiert und auf LB-Platten mit Aritipi (Tabelle 6) ausplattiert und die Platten
fr 24 Stunden bei 37°C inkubiert.
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3.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aks coliwurden verschiedene Aufreinigungs-Kits
unterschiedlicher Hersteller verwendet (PeqLabmeéatas, Promega, Invitrogen). Fir Mini-
Aufreinigungen wurden 3 ml und fur Midi-Praparagon100 ml Bakterienkultur Gber Nacht bei
37°C angezogen. Die Kulturen wurden durch Zentdfign pelletiert und in Resuspensionspuffer
aufgenommen. Im Anschluss erfolgte die Lyse BecoliZellen durch die Zugabe von Lyse-
Puffer. Chromosomale DNA und Zelltrimmer wurdentehit Zugabe von Prazipitations-Puffer
gefallt. Durch eine Zentrifugation (5 min, 13000mpRT) erfolgte die Trennung des Préazipitates
von der Plasmid-DNA-haltigen Losung. Diese Uberd&invurden auf entsprechende Saulen
gegeben (Mini: 1min, 13000 rpm; Midi: Vakuum-vertait). Der Durchfluss wurde verworfen
und die Saule nach den Herstellerangaben gewasbieilution der Plasmid-DNA erfolgte mit
Wasser (Mini:50 pl; Midi: 300 pl). Im Anschluss wigr die DNA-Konzentration der Proben

mittels Nano Drop bestimmt.

3.6 Bestimmung von DNA-und RNA-Konzentrationen
DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit Hilfe desamd Drop ND-1000

spektrophotometrisch bestimmt. Dazu wurden 2 plwéssrigen Nukleinsaurelosung auf die
Geratevorlage pipettiert. Das Gerat misst die Atisom bei 260 nm und 280 nm und bestimmt
daruber die Konzentration der Probe in ng/ul. Giegitig wird das Verhaltnis 260nm/280nm
angegeben, womit die Reinheit der DNA bzw. RNA imestt wird.

3.7 Agarosegelelektrophorese
Zur Uberprufung und Aufreinigung von Restriktionabysen bzw. DNA-Amplifikaten

wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhi. Plasmid- und Klonierungszwecke
wurden 1-2%ige Agarosegele verwendet. Um die Arnfali€ der gPCR zu Uberprifen wurden
3%ige Agarosegele verwendet. Dazu wurden 1-3% Agano TAE-Puffer gelost, mit 0,5 g/ml
Ethidiumbromid versetzt, in die Gelkammer gegosse ein Taschenkamm gesetzt. Die
entsprechenden Proben wurden mit 6x Ladepufferetarsind in die Taschen des Gels geladen.
Zusatzlich wurde ein DNA-Marker aufgetragen (Tabdl). Die Elektrophorese erfolgte fur ca.
30-45 Minuten bei 60V. Zur Visualisierung der DNAslen wurde das

Geldokumentationssystem verwendet.
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3.8 Restriktionsverdau

Um Plasmid-DNA einem Restriktionsverdau zu untdreie wurden die vom Hersteller
angegebenen Einheiten an Restriktionsenzym undrdsprechenden Original-Puffer verwendet.
Fir eine Kontroll-Restriktionsverdau betrug das wheén 20 pl und fur einen praparativen
Ansatz 50 pl. Die Ansatze wurden flr 2-4 Stundeerdiber Nacht bei 37°C inkubiert und

anschlielend Uber eine Agarosegelelektrophoredgstara

3.9 Sequenzierung
Zur Verifizierung von neu generierten Konstruktasteovon PCR-Amplifikaten wurde
entweder der MPI-MG-interne Sequenzierservice letnutder die Proben wurden von

Eurofins/MWG Operon analysiert.

3.10 Transformation von S. cerevisae

Ein Einzelklon des Hefestamms L40ccua wurde in 3YfAD-Medium angeimpft und
tber Nacht schittelnd bei 30°C inkubiert. Im Anssl wurde die optische Dichte bei 600 nm
(ODegg) gemessen. Die Kultur wurde anschlieRBend mit YRRRIimnt, so dass sie eine gdvon
0,3 aufwies. Diese Hauptkultur wurde fur 3-4 Stundkei 30°C schittelnd inkubiert, bis eine
ODggo Von 0,6-0,8 erreicht war. Die Kultur wurde peketi(5 min, 2000 rpm, RT) und die Zellen
im Folgenden mit 30 ml TE-Puffer gewaschen und @rpelletiert (2000 rpm, 5 Minuten, RT).
Es erfolgte eine Resuspension der Zellen in 1 nietensformationslosung 1. Dieser Ansatz
wurde fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubi®@te Heringssperma-DNA wurde fir 5
Minuten bei 95°C inkubiert. 250 ng Plasmid-DNA wendmit 230 ul Hefetransformationslésung
2 und 5 pl Heringssperma-DNA (2 pg/ul) gemischt. |[80der resuspendierten Hefe-Zellen
wurden in diesen Ansatz gegeben. Nach vorsichtilgischen wurden die Ansatze bei 30°C flr
30 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl DMS@lgte ein Hitzeschock fur 7 Minuten bei
42 °C. Anschliel3end wurden die Hefezellen fir 5 &ém bei 3000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Nach erfolgter Resuspensi@® iul Wasser wurden die Zellen auf

dem entsprechenden Selektionsmedium ausplattidrtiur8-4 Tage bei 30°C inkubiert.

3.11 Yeast-Two-Hybrid (Y2H)-System

Das Y2H-System ist eine Methode, mit der man Pmefedtein-Interaktionemnn vivo
nachweisen kann. Das Prinzip des Y2H-Systems beladaiuf, dass Transkriptionsfaktoren zwei
Domaénen besitzen, eine DNA-Bindedomane (BD) una &nlymerase II-Aktivierungsdomane
(AD), welche in raumlicher Nahe sein missen, um Tianskription auszulésen. Um eine
Interaktion von zwei Proteinen zu testen, werdenividrungs- und Bindedomane jeweils mit
einem der zu untersuchenden Proteine fusionieterdgieren beide Proteine miteinander, so

befinden sich Aktivierungs- und Bindedomane in rhciner Nahe und kdnnen als vollstandiger
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Transkriptionsfaktor fungieren, wodurch es zur Blkaiption von Reportergenen kommt. Das
hier verwendete Prey-Plasmid pACT4 enthélt die Segen fur die Gal4-Aktivierungsdoméane
und das Bait-Plasmid pBTM die Sequenz fir die Ld&iAdedoméne. Der verwendete
Hefestamm L40ccua besitzt die Reportergéti€3 LacZ und URA3 die von Promotoren
reguliert werden, die unter der Kontrolle des LeRperators stehen, der von der LexA-
Bindedomé&ne erkannt wird.

Um auszuschlieRen, dass die verwendeten Konstoliie einen Interaktionspartner in
der Lage sind die Transkription der Reportergenaktivieren, wurde im Voraus jeweils ein Test
auf Autoaktivierung durchgefiihrt, wobei das jewgsli Bait- bzw. Prey-Plasmid mit dem
entsprechenden leeren Prey- bzw. Bait-Vektor zusamnn den Hefestamm L40ccua
kotransformiert wurde, wie unter Punkt 3.10 besdten. Fur die eigentlichen Interaktionsstudien
wurden die jeweiligen Bait- und Prey-Plasmide im ddefestamm L40ccua kotransformiert.
AnschlieRend wurden die Transformationsansatz&BuFMedium ausplattiert und fur 3-4 Tage
bei 30°C inkubiert. Vier einzelne Transformantenrden in 50 pl sterilem Wasser in
Mikrotiterplatten eingeriihrt und mit Hilfe eines Bikators auf eine SDII-Platte, eine SDII-Platte
mit Nylon-Membran und eine SDIV-Platte Ubertrageie Platten wurden ebenfalls fir 3-4 Tage
bei 30°C inkubiert und anschlieBend das Wachstum jelgeiligen Klone auf den Platten
analysiert. Dabei diente die SDII-Platte als Waaimstkontrolle und die SDIV-Platte zur
Beurteilung der Reportergenaktivitat. Die Transtoip desLacZGens wurde mittels eingl-
Galaktosidase-Analyse Uberprift. Hierfir wurde Miembran in flussigem Stickstoff inkubiert,
um die Hefezellen aufzuschlieRen. Die Membran wutden auf ein Whatmanpapier, welches
mit X-Gal-Farbeldsung getrankt war, gelegt und f£2 h bei 37°C inkubiert. Die Ergebnisse

wurden photographisch dokumentiert.

3.12 Lagerung von kryokonservierten Saugerzellen

Zur langfristigen Lagerung der humanen Zellliniemrelen Kryostocks angefertigt. Daflr
wurden die Zellen in 75cwZellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 8098 kultiviert. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen und zur Abldsumgadbarenten Zellen fur 10 Minuten mit 1
ml Trypsin (0,25 % in 1 mM EDTA) inkubiert. Die Zeh wurden anschliel3end in 5 ml DMEM-
Medium (FBS/PenStrep) aufgenommen, in ein Realgieid® Uberflihrt und zentrifugiert (5 min,
2000 rpm). Das Medium wurde abgenommen, die ZetieBinfriermedium aufgenommen und
nachfolgend a 1ml auf Kryoréhrchen aufgeteilt. loigenden wurden die Zellen fir 24 Stunden
in einem Kryo-Einfrierkontainer (geftllt mit Isogsanol) pro Minute um 1°C auf -80°C

abgekuhlt und dann in einen Stickstofftank Gbetfthr
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3.13 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Der entsprechende Stock wurde aus dem Stickst&fféari Eis tUberflihrt. Die Zellen
wurden in 1 ml vorgewarmtem DMEM-Medium (FBS/Peefjr aufgenommen, resuspendiert
und zentrifugiert (5 min, 2000 rpm). Nach einmafig&Vaschen mit PBS und nochmaliger
Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml DMEM-Mediu(FBS/PenStrep) aufgenommen und in
eine 75 cFlasche uberfiihrt, die 20 ml vorgewarmtes DMEM-Med (FBS/PenStrep)
enthielt.

3.14 Kultivierung von humanen Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllin@@abelle 10) wurden in 75 ém
Zellkulturflaschen mit 20 ml DMEM-Medium (FBS/Pen&p) kultiviert. Das DMEM-Medium
enthielt 10% fotales bovines Serumalbumin, 100 UAehizillin und 100 pg/ml Streptomycin.
Die Zellen wurden je nach Konfluenz alle 3-4 Tagagasetzt. Dazu wurde das Medium entfernt,
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Tryps2% % in 1 mM EDTA) versetzt.
Anschlielend wurden die Zellen in DMEM-Medium (FB8&hStrep) aufgenommen und im
Verhéltnis 1:15 in die 75 chFlasche (berfiihrt. Entsprechend den experimentellesatzen
wurden die Zellen, wie in Tabelle 19 aufgelistetunterschiedlichen Zellkulturplatten ausgesat

und bei 5% CQ@und 37°C kultiviert.

Tabelle 19: Anzahl ausgesater humaner Zellen in untschiedlichen Zellkulturplatten

Zelllinie Zellkulturplatte Zellzahl
150x20 mm 1-3 Mio
HelLa
24-Kammer-Platte 10000-20000
MCF7 24-Kammer-Platte 10000-20000
150x20 mm 1-3 Mio
DU145
24-Kammer-Platte 10000-20000
150x20 mm 1-3 Mio
HEK293T 12-Kammer-Platte 20000-75000
24-Kammer-Platte 10000-20000

3.15 Lyse von Saugerzellen

Die Lyse von Saugerzellen erfolgte innerhalb digsdreit nach zwei unterschiedlichen
Protokollen.

Protokoll A) Humane Zellen wurden ausgesat, kudtiviund mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden mit Zellkulturlysepuffer 1, welcheritmBenzonase (1 pl/ 10 ml) und
Proteaseinhibitor (1:20) versetzt wurde, behandiit. 150x20 mm-Zellkulturplatten wurde 2-3
ml Lysepuffer, fur 6-Kammerplatten 400 pl und fi@-Kammerplatten 200 ul eingesetzt. Die
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Lyse erfolgte fur eine halbe Stunde bei 4°C aukminWipptisch. Die Lysate wurden in ein

Eppendorfreaktionsgefass Uberfihrt. Um nicht lysiefellen und Zelltrimmer zu entfernen,

wurden die Ansatze im Anschluss zentrifugiert (1,ndi8000 rpm) und das Pellet verworfen. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradfortden 800 pl PBS in einer Kivette

vorgelegt und mit 200 ul Bio-Rad-Losung sowie Slg$ Lysats versetzt. Die Absorption bei 595
nm wurde photometrisch gemessen und die Proteiekdration anhand der BSA-Standardreihe
bestimmt.

Protokoll B) Alternativ wurden HEK293T-Zellen ausge, kultiviert und mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden im Folgenden fur 10u#n mit Zelllysepuffer A versetzt und
10mal mittels einer Nadel mechanisch geschert. ibtmigend wurden die Ansatze mit 500 mM
NaCl versetzt, fir 20 Minuten bei 4 °C auf einemtd®onsrad inkubiert und die Ansatze fir 5
Minuten (5000 rpm, 4°C) zentrifugiert. Der Uberstamurde bei 4°C gelagert. Das Pellet wurde
fur 30 Minuten bei 37°C mit Zellkulturlysepuffer li&zhandelt und erneut zentrifugiert (5000 rpm,

4°C). Dieser Uberstand wurde mit dem urspriingliddbarstand (Lyse mit Puffer A) vereinigt.

3.16 Koimmunoprazipitation

Die Koimmunoprazipitation ist eine Methode, mit ddirekte und indirekte Protein-
Protein-Interaktionernn vivo nachgewiesen werden kénnen. Dazu wird einer degngellen
Interaktionspartner mit einem spezifischen Antil@rpaus Zelllysaten isoliert, wobei
Interaktionspartner dieses Proteins weiterhin adissbbleiben.

Fir die Kolp von Fox-2 und Ataxin-2 wurden 2 pl Kaechene-RBM9-Antikdrper mit 1
mg Hela-Lysat versetzt, wohingegen fur die Kolp Vax-2 und Ataxin-1 4 pl Maus-RBM9-
Antikérper mit 1 mg HEK293T-Lysat inkubiert wurderls Kontrolle diente die gleiche
Lysatmenge, die nicht mit dem primaren Antikorpersetzt wurde. Diese Ansétze wurden fur
12-16 Stunden bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert Anschluss wurden die Kolp-Proben und die
Kontrollproben mit 15 pb-Kaninchen-Dynabeads bzw. 30 pl Protein G-gekoppdllynabeads
versetzt, welche vorher je dreimal mit 3% BSA/PBfSl &#BS gewaschen wurden. Diese Ansatze
wurden fur weitere drei Stunden bei 4°C auf demrRdlinkubiert und im Folgenden dreimal mit
3% BSA/PBS und dreimal mit PBS gewaschen. Die B&adslen in 10 pl PBS aufgenommen,
mit 5 pl Laemmli-Puffer versetzt und fur 5-10 Mieatbei 95°C inkubiert, um die Proteine von

den Dynabeads zu l6sen.

3.17 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methods, der Proteingemische

elektrophoretisch, unter denaturierenden Bedingunder Masse nach getrennt werden. Fir die
Herstellung eines SDS-Geles wurde das Mini Prot@a®ystem von Bio-Rad verwendet. Im

ersten Schritt wurde ein Trenngel gegossen (TaB8)aind mit Isopropanol tberschichtet. Nach
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dessen Polymerisierung wurde das Isopropanol oy entfernt und ein 5%iges Sammelgel
gegossen und ein Taschenkamm gesetzt (Tabelle N&h der Auspolymerisierung des
Sammelgels wurde der Kamm entfernt, die Gelkammerde zusammengesetzt und mit 1x
Elektrophoresepuffer geflllt. Im Anschluss wurde dzel mit den Protein-Proben beladen. Als
Marker wurden 5 ul des Page Ruler Plus (Fermeraafetragen. Zum Einlaufen der Proben
wurde die Elektrophorese fur ca. 15 Minuten bei 9f\Wchgefiihrt. Anschlielend wurde die

Spannung auf 180V erhoht.

Tabelle 20: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelge

Trenngel Sammelgel

10 % 12,5 % 5%
Trenngelpuffer 3 mi 3ml
Sammelgelpuffer 1ml
30% Acrylamid/bis-Acrylamid 4 mi 5 mi 0,67 ml
Wasser 5ml 4 ml 2,33 ml
10 % APS 40 pl 40 pl 40 pl
Temed 8 ul 8 ul 4 ul

3.18 Western-Blot

Beim Western-Blot handelt es sich um eine Methadg, der man Proteine auf eine
Nitrozellulose- oder PVDF-Membran transferiert. énmalb dieser Arbeit wurde sowohl mit
einem semi-dry Blot-System (Peglab) als auch nmemi Tankblot-System (Hoefer) gearbeitet.
Die Nitrozellulosemembran wurde vor dem Zusammenthesl Blot-Systems fiir 2 Minuten in
Blotpuffer geschwenkt, wohingegen die PVDF-Membii&n20 Sekunden in Methanol inkubiert
und anschlieRend fur 10 Minuten in Blotpuffer eitpuiert wurde. Nach erfolgtem Proteintransfer
wurde die PVDF-Membran 10 Minuten getrocknet undrdkurz in Methanol gelegt und erneut
getrocknet.

Auf die Anode des semi-dry-Blotsystem PerfectBlugden drei mit Blotpuffer benetzte
Whatmanpapiere gelegt. Auf diese wurden die Memluad das Gel gelegt, welches mit
weiteren drei, in Blotpuffer getrankten, Whatmaripegn bedeckt wurde. Die Apparatur wurde
geschlossen und die Elektrophorese bei 150mA figr 8tunde durchgefihrt.

Fur das Tank-Blot-System wurde auf die untere SidteBlotkassette eine Faser-Matte
gelegt, sowie zwei in Blotpuffer getrankte Whatmapipre. Auf diese wurde das Gel gelegt,
gefolgt von der benetzten Membran, sowie zwei weite Whatmanpapieren und einer
Fasermatte. Die Blotkassette wurde zusammengasedztiie Kihlkammer in die Blotapparatur,
gefullt mit Blotpuffer, eingefugt. Der Transfer eldte fir eine Stunde bei 90V im Kuihlraum
(4°C).
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Die Membranen wurden anschlieend fur eine halbadatin 5 % Magermilchpulver in
PBS inkubiert, um unspezifische Bindestellen abitiggih. Nach dreimaligem Waschen in PBS,
erfolgte die Inkubation der Membran mit dem ersfenikorper Uber Nacht bei 4°C. Nach der
Inkubation im ersten Antikorper wurde die Membraaichal 10 Minuten in PBS/ 0,05 % Tween
20 gewaschen und fur eine Stunde in der sekundgrgkorper-Losung inkubiert. Dieser wurde
in 2 % Magermilchpulver / PBS gel6st. Daraufhin deidie Membran erneut dreimal mit PBS/
0,05 % Tween 20 gewaschen.

Der Nachweis der Proteine erfolgte unter Nutzunge®i Peroxidase-gekoppelten
Zweitantikorpers mit Western Lightning ECL. Dazu rde die Membran in eine
Entwicklerkassette gelegt und mit 1 ml der Entwéckisung benetzt. Die Fluoreszenz der
immunmarkierten Proteine wurde durch das Auflegemese Fotofilmes sichtbar gemacht.
Alternativ wurde das CN/DAB Substrate Kit nach Hellsrangaben verwendet, um die
immunmarkierten Protein direkt auf der Membran tiiahzu machen.

Im Falle der Verwendung eines AP-gekoppelten Zwékérpers wurden die Proteine

mit dem Western Blue Substrat direkt auf dem Bistuialisiert.

3.19 Transfektion von Saugerzellen

3.19.1 Transfektion mit Plasmid-DNA

Fir die Transfektion von humanen Zellen wurden thak dieser Arbeit zwei
Transfektionsreagenzien benutzt, Polyethylenimidl{Rind Polyfectamin. Fir die Transfektion
wurden Transfektionsreagenz, DNA und das Mediunspathend den Angaben in Tabelle 21
zusammengegeben und fiir 20 Minuten bei Raumtemyedardubiert. Die Transfektionsansétze
wurden anschlielend auf die Zellen gegeben und daeistiindiger Inkubation das Medium
gewechselt. Um eine Expression der Proteine zu girah@n, wurden die Zellen fir 24 bzw. 48

Stunden inkubiert und folgend fur weitere experitele@ Ansatze verwendet.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Transfektionsansatfér humanen Zellen

DMEM- DMEM-
DNA-Menge | PEI Medium Polyfect Medium
Zellkultur-Platte
15020 mm 10-15 pg 45 pl 2,5 mi
12-Kammer-Platte 2 -3 ug 6 ul 100 ul 5 ul 100 pl
24-Kammer-Platte 1-2 ug 3l 50 pl 2,5 ul 50 pl
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3.19.2 Transfektion mit sSiRNA

Die siRNA-Molekile, die in dieser Arbeit verwendetirden, wurden von Dharmacon
bezogen und sind in Tabelle 14 aufgelistet. Diegeden mit 250 ul DEPC-behandelten Wasser
auf eine Konzentration von 20 uM eingestellt und-b80°C gelagert.

Fur RNA-Interferenz-Experimente  wurden, in 12-Kamphatten bzw. 24-
Kammerplatten, 15000-40000 Zellen ausgesat. DafiideyDMEM-Medium verwendet, welches
nur mit FBS versetzt war, benutzt. Die Zellen wurdiér 16-24 Stunden bei 5% G@Qnd 37°C
inkubiert. Fur 12-Kammerplatten wurden 24 pmol si&@NA mit 200 pl DMEM-Medium und 3
pl des Transfektionsreagenzes (Lipofectamine RNAKYlAversetzt. Im Fall von 24-
Kammerplatten wurde 12 pmol siRNA, 100 pl Mediumduh,5 pl Transfektionsreagenz
eingesetzt. Der Transfektionsansatz wurde ansamg3ir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und auf die Zellen gegeben. Es erfolgite énkubation fir 48-72 Stunden bei 5% £O
und 37°C.

3.20 Induktion von oxidativem Stress in Saugerzalle

Um oxidativen Stress in Saugerzellen auszuléserrdevu die Zellen mit 0,5 mM
Natrium-meta-Arsenit behandelt und fiir eine Sturml® 5 % CQ und 37°C inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen fir die entsprecbandeiterfiihrenden Analysen aufgearbeitet.

3.21 Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugerzellen

HelLa- und HEK293T-Zellen wurden in 12-Kammerplatkesttiviert. Die Zellen wurden
einmal mit PBS gewaschen. Zur Aufreinigung der GedaNA wurde das RNeasy Mini Kit
(Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Fltye der Zellen wurde 350 pl RLT Puffer
mit 0,1 M DTT auf die Zellen gegeben und die Zellait einer Spritze sechsmal mechanisch
geschert. Daraufhin wurde 350 pl 70% Ethanol zu dersatz gegeben, gut gemischt und das
Gemisch auf die Saule gegeben. Nach Bindung der RiNdie Silica-Membran, wurde die Saule
einmal mit 350 ul RW1-Puffer gewaschen. Anschligl3erfolgte ein DNAse-Verdau, indem ein
Gemisch aus 10 pl DNAse (2,7 U/ul) und 70 ul RDDttuauf die Séaule gegeben wurde und
diese fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiettrde. Daraufhin erfolgte ein weiterer
Waschschritt mit RW1-Puffer. Nach zwei weiteren \&feshritten mit RPE-Puffer erfolgte die
Elution der RNA in 50 pl RNAse-freiem Wasser. Ardg&Rend wurde die Konzentration der
RNA mittels NanoDrop bestimmt.
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3.22 Herstellung einzelstrangiger DNA
2 pg Gesamt-RNA wurden mit 0,5 pl Oligo(gsFlPrimern (0,5 pg/pl) versetzt und mit

DEPC-behandeltem Wasser auf ein Gesamtvolumen @qul giebracht. Der Ansatz wurde fiir 5
Minuten bei 70°C inkubiert und anschlieend fur en auf 4°C abgekuhlt. 9,4 ul DEPC-
Wasser, 5 ul M-MLV 5x-Puffer, 0,5 pl dNTPs (25 mM)nhd 0,1 pl M-MLV Reverse
Transkriptase (200 U/ul) wurden als Master-Mix ayditet und zu den Ansatzen gegeben.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation bei 42°C diive Stunde. Zur Inaktivierung der reversen
Transkriptase wurde der Ansatz fur 10 Minuten EiGBinkubiert. Der Ansatz wurde mit 25 pl
DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 pl gebr&avon wurden 1,25 ul fir eine RT-
gPCR-Reaktion (10 pl) eingesetzt.

3.23 Fluoreszenz-Mikroskopie

Um die Lokalisation von Proteinen in humanen Ze#inh zu analysieren, wurden
Immunfluoreszenzanalysen durchgeftihrt. Zu dieserackwvurden die entsprechenden Zellen in
24-Kammerplatten auf runden Deckglaschen ausgesatiass sie nach den entsprechenden
Behandlungen (Plasmid-Transfektion, RNAI, Stregsg &onfluenz von ca. 80 % aufwiesen. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen und 1h — 12 h2@5C mit eiskaltem Methanol fixiert und
permeabilisiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkudatin 3% BSA/PBS (1 Stunde, RT), um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. ImgEolen wurde tUber Nacht bei 4°C mit dem
primaren Antikorper inkubiert. Die Zellen wurdensahlieend dreimal 5 Minuten mit PBS
gewaschen und fir eine Stunde mit den Fluorochrekoppelten sekundaren Antikérpern
inkubiert. Danach erfolgte die Kernfarbung mit Hostc(10 pg/ml PBS) fir eine Minute. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Proben donene Objekttrager mit 8 ul
FluoromountG-Mountingmedium eingebettet. Die Analger Proben erfolgte am konfokalen,
inversen Laser-Scanning Mikroskop LSM510 Meta (Zeieder am aufrechten, konfokalen
Mikroskop LSM700 Imager M2 (Zeiss). Zur Analyse wen Olobjektive (Zeiss PlanNEOLUAR
40x/ 1.3 oder 63x/ 1.4 DIC) verwendet. Es wurddnit&Bilder aufgenommen und mit der ZEN
2009 V5.5 Software (Carl Zeiss) bearbeitet.
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4 Ergebnisse

Wie bereits erwahnt, ist die Funktion von Ataxindem krankheitsverursachenden
Protein der spinozerebellaren Ataxie Typ 2, noothinwvollstandig verstanden. Es gibt erste
Hinweise, die dem Protein eine Rolle in der Endoggtsowie im mRNA-Mechanismus zuweisen
[119, 126-128]. Interessanterweise ergaben Interadtudien innerhalb der Arbeitsgruppe, dass
das ,RNA binding motif protein 9“ (RBM9; Fox-2) mlicherweise ein Bestandteil eines Ataxin-
2-Netzwerkes ist und eventuell direkt mit AtaxinrBeragieren kdonnte. Fox-2 gehort zur Familie
der Fox-Proteine, welche Uber das Vorhandenseireseirinzelnen spezifischen RNA-
Bindemotivs, ,RNA recognition motif* (RRM), definfewerden und mit dem ,feminizing on X*
(Fox)-Genprodukt inC. elegansverwandt sind[169-170]. Proteine dieser Familie sind
gewebsspezifische Regulatoren des alternativen ifple [167], und es konnte
bemerkenswerterweise gezeigt werden, dass die FaigiR®e mit einigen Ataxie-auslosenden
Proteinen im Zusammenhang stehen [166]. Bishertgdi&h zeigen, dass Fox-2 ein nukledres
Protein ist [167, 171]. Da die subzellulare Lokatisn des Fox-Proteins RBM9 (Fox-2) jedoch

noch nicht ndher untersucht wurde, sollte dieséicst eingehender charakterisiert werden.

4.1 Untersuchungen zu Fox-2

4.1.1 Endogene Lokalisation von Fox-2

Nach bisherigen Beschreibungen existieren sowokledve als auch cytoplasmatische
Isoformen der Fox-Proteine [167]. Daher wurde iha#y dieser Arbeit zunachst die endogene
Lokalisation von Fox-2 in den humanen Zelllinienldeund MCF7 mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie untersucht. Die Zellen wurdemje in Material und Methoden
beschrieben, ausgesat und fir die mikroskopischealy8en vorbereitet. Um endogenes Fox-2
nachzuweisen, wurden die Zellen jeweils mit spseaifen Fox-2-Antikdrpern, welche
verschiedene Fox-2-Isoformen erkennen, und naatrfidlgnit dem entsprechenden Fluorochrom-

gekoppelten sekundaren Antikérper behandelt.
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Abnova

Bethyl Lab.

Abnova

Bethyl Lab.

Abbildung 6: Lokalisation von Fox-2 in humanen Zellinien. HeLa- (A) und MCF7-Zellen(B) wurden in 24-
Kammerplatten auf Deckgldschen ausgesat und fi8t@dden inkubiert. Im Anschluss wurden die Zelleaeft und
permeabilisiert. Die Visualisierung des Fox-2-Pirdesrfolgte mit einem spezifischen Antikérper gedg®x-2 (obere
Reihe: Kaninchen-RBM9; Bethyl Lab. und untere Reihe: MawdkBM9; Abnova). Die Farbung der Zellkerne
erfolgte mit Hoechst. MalRstabsbalken entsprechqon20

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich wird, weist Foxshwohl in HeLa-Zellen (A) als auch
in MCF7-Zellen (B), eine Uberwiegend nukledre Ladation auf. Dabei fallt auf, dass neben der
gleichmaRigen Verteilung im Nukleus, Akkumulierungeon Fox-2 in nuklearen Strukturen zu

beobachten waren, welche mit einem Fox-2-Antikonmar Abnova (untere Reihe) deutlicher zu
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detektieren waren als mit dem eingesetzten Antidxyon Bethyl Lab. (obere Reihe). Zudem
konnte in beiden Zelllinien auch eine leichte cyasmatische Lokalisation von Fox-2 detektiert
werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in einem nachS&eritt die nukledaren Fox-2-
Strukturen naher charakterisiert. Da die Fox-Pnatebekannte Regulatoren des pra-mRNA-
SpleiRens sind [167], wurde untersucht, ob esls&ldiesen Strukturen um nukleéare ,Speckles”
handelt, die in den Interchromatinregionen des Biyllasmas vorliegen [172]. Integraler
Bestandteil dieser Strukturen sind RegulatorenSj#sif3ens, die zu der Familie der SR-Proteine
gezahlt werden [173]. Fur diese Analysen wurdenddelnd MCF7-Zellen ausgesét und, wie in
Material und Methoden beschrieben, fur die mikrgs&che Analyse vorbereitet. Als Marker fir
die nuklearen ,Speckles” wurde ein Antikbrper vemdet, der gegen einige der SR-Proteine
(SRP75, SRP55, SRP40, SRP20) gerichtet ist.
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Abbildung 7: Lokalisation von Fox-2 und SR-Proteinen HeLa- und MCF7-Zellen wurden in 24-Kammerplatteh au
Deckglaschen ausgesat und fur weitere 24 Stundkobigrt. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und
permeabilisiert. Die Visualisierung der Proteindolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen Fox-2 iiikehene-
RBM?9; Bethyl Lab.) und den SR-Proteinen (MauSR; Zymed). Mal3stabshalken entsprechen 20 pum.

Hela

Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, weisen die SBt&line in beiden verwendeten
Zelllinien die beschriebene nukledre Lokalisatiorit Mkkumulierungen in sogenannten
.Speckles* auf [174]. Anhand der Uberlagerungsasitgtg in Abbildung 7 wird deutlich, dass
Fox-2-positive Strukturen Uberwiegend mit den nakde ,Speckles* kolokalisieren. Diese

Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Fox-2 siarBieil von nukledren ,Speckles” ist.
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4.1.2 Zellulare Fox-2-Lokalisation unter oxidativeBtress-Bedingungen

Interessanterweise konnte flr einige Spleil3-Regrdat der SR-Familie nachgewiesen
werden, dass sie unter Stress-Bedingungen in @goptischen ,Stress Granules® vorliegen
[175-177]. Diese zellularen Strukturen entstehetemustress-Bedingungen, wie z.B. oxidativem
Stress, UV-Stress oder osmotischem Stress. Dabel amgenommen, dass translationell
reprimierte mRNP-Komplexe in den ,Stress Granulgs$peichert werden. Interessanterweise
sind viele RNA-Bindeproteine, die wie Fox-2 eineNR®oméane besitzen, ebenfalls Bestandteile
der ,Stress Granules®. Dazu gehdren die essemtigii#ress-Granule“-Markerproteine PABP,
TIA-1 und TIAR [139]. Daher wurde im Folgenden umstecht, ob oxidativer Stress einen
Einfluss auf die subzellulare Fox-2-Lokalisatiorséiot.

Fur diese Analysen wurden HelLa-Zellen, wie in Mialeund Methoden beschrieben,
ausgesat und kultiviert. Die Zellen wurden, dureé Behandlung mit 0,5 mM Natrium-meta-
Arsenit, einem oxidativen Stress ausgesetzt. Im chAloss wurden die Proben fir die
mikroskopische Analyse aufgearbeitet.

Die mikroskopische Analyse ergab, dass Fox-2 ineAitsbehandelten HelLa-Zellen in

cytoplasmatischen Strukturen nachgewiesen werdent&o(Abbildung 8). Dabei waren diese

unter Stress entstehenden Strukturen mit beider2Fatikdrpern nachzuweisen.

Abnova

Bethyl Lab.

Abbildung 8: Lokalisation von Fox-2 unter oxidativen Stress-Bedingungen.HelLa-Zellen wurden in 24-
Kammerplatten ausgesat und fir weitere 24 Stunddtiviert. Im Anschluss erfolgte die Induktion vaxidativen
Stress durch eine Behandlung der Zellen mit 0,5 méribim-meta-Arsenit fir eine Stunde. Die Farbung ¥ox-2
erfolgte mit den Antikérpern KaninchenrRBM9; Bethyl Lab. (obere Reihe) und MawdBM9; Abnova (untere
Reihe). Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit HatcMalRstabsbalken entsprechen 20 pm.
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Um in einem néchsten Schritt zu Uberprifen, obids i den Fox-2-Strukturen tatsachlich um
~Stress Granules" handelt, wurde Uberpruft, ob dider Stress entstehenden Fox-2-Foci, positiv
fur ,Stress Granule“-Markerproteine sind. Zur Intdok von oxidativem Stress wurden Hela-
Zellen mit Natrium-meta-Arsenit behandelt und imsa&hluss flir die mikroskopische Analyse
vorbereitet. Als Markerproteine fiir die ,Stress-@ubes” dienten die SR-Proteine, Ataxin-2 und
TIAR.

Wie aus Abbildung 9 ersichtlich wird, wiesen nitighandelte Zellen eine vorwiegend
nukledre Lokalisation der SR-Proteine (A) auf, wamsgen Ataxin-2 (B) hauptsachlich
cytoplasmatisch lokalisiert war. TIAR (C) ist untediesen Bedingungen in beiden
Kompartimenten nachzuweisen. Arsenit-behandelte aH&tllen wiesen cytoplasmatische
Strukturen auf, in denen die ,Stress Granule“-Konmgrden SR (A), Ataxin-2 (B) und TIAR (C)
akkumulierten. Wie aus den entsprechenden Ubetagedarstellungen ersichtlich wird,
kolokalisieren die Fox-2-Foci mit diesen Struktur®a diese Proteine essentielle Komponenten
der ,Stress Granules” sind, kann daraus geschlosseden, dass es sich bei den Fox-2-Foci

ebenfalls um ,Stress Granules*.
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Abbildung 9: Fox-2 ist Bestandteil von ,Stress Granles" in HeLa-Zellen. (A-C) HelLa-Zellen wurden in 24-
Kammerplatten ausgesat und fiir weitere 24 Stunddtiviert. Im Anschluss erfolgte die Induktion vaxidativem
Stress durch eine Behandlung der Zellen mit 0,5 mdridim-meta-Arsenit fir eine Stunde (untere Reilfd}.
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (obere Reib&.Farbung der Proteine erfolgte mit spezifischetikdrpern
gegen Fox-2 (Kaninchem-RBM9; Bethyl Lab.) undA) SR-Proteine (Mausa-SR; Zymed),(B) Ataxin-2 (Mause-
ATXN2; BD-Bioscience) ode(C) TIAR (Mausu-TIAR, BD-Bioscience). Die Zellkerne wurden mit Hoethsfarbt.
MalRstabsbalken entsprechen 20 pm.



BN Ergebnisse

Zur weiteren Validierung von Fox-2 als ,Stress GiafrKomponente wurden diese
Experimente ebenfalls in MCF7- und DU145-Zellen athgiefiihrt. Wie in Abbildung 10
ersichtlich wird, wiesen Arsenit-behandelte MCFRduDU145-Zellen ebenfalls Fox-2-positive
cytoplasmatische Foci auf. Anhand der Uberlagemaugsellung wird deutlich, dass diese mit

Ataxin-2 kolokalisieren (Abbildung 10). Daher koarfox-2 auch in diesen humanen Zelllinien

als eine Komponente der ,Stress Granules” idergifizverden.
A MCF7
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Abbildung 10: Fox-2 ist Bestandteil von ,Stress Gias" in humanen Zelllinien. (A) MCF7- und (B) DU1Z=llen
wurden in 24-Kammerplatten ausgesat und fiir weRdr8tunden kultiviert. Im Anschluss erfolgte dielliktion von
oxidativem Stress, durch eine Behandlung der Zelig),5 mM Natrium-meta-Arsenit fiir eine Stundet@re Reihe).
Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (oberehRgiDie Proteine wurden mit spezifischen Antikdrpgegen
Fox-2 (Kanincherr-RBM9; Bethyl Lab.) und Ataxin-2 (Maus-ATXN2; BD-Bioscience) gefarbt und die Zellkerne
mit Hoechst. Mal3stabsbalken entsprechen 20 um.
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4.1.3 Untersuchungen von nuklearen und cytoplasnsatien Fox-2-Varianten unter Stress-

Bedingungen

Wie bereits erwahnt weisen die Fox-Proteine unkéesitiche subzellulare Lokalisationen
auf [167]. Innerhalb dieser Arbeit konnte in untdiedlichen Zelllinien beobachtet werden, dass
Fox-2 vorwiegend nuklear lokalisiert ist, aber aumhCytoplasma und unter Stress-Bedingungen
in den cytoplasmatischen ,Stress-Granules” vorli€pher stellte sich die Frage, ob sowohl

cytoplasmatische, als auch nukleare Fox-2-Variaktnponenten von ,Stress Granules” sind.
4.1.3.1 Klonierung und Expressionanalysen der Foxvarianten Fox-2Cyt und Fox-2V1

Dafir konnte auf eine neue Fox-2-Variante zuriickiffeg werden, die innerhalb der
Diplomarbeit ,Untersuchungen zur zellularen Funktites Proteins Ataxin-2* von Melanie Isau
in der Arbeitsgruppe kloniert wurde. Erste Untelsugen zeigten, dass diese cytoplasmatisch
lokalisiert war. Von daher wurde diese Variantedar vorliegenden Arbeit Fox-2 genannt.
Diese neue Variante konnte ebenfalls innerhalbedigsbeit, unter Verwendung derselben
Oligonukleotide (Fox-2-sense-Sall und Fox-2-as-No&#iis HEK293T-cDNA amplifiziert
werden, so dass davon ausgegangen werden kann, edassch hierbei um eine neue

Splei3variante von Fox-2 handelt.

[3] 4 | ® [6] 7 [8]9] 10 | MMa [12] 13 | 14 [15]  Foxa,
(3] 4 [ % [6] 7 [8J9] 10 ] MMa [12] | 13 | 14 [15] Foxz,
fff_/,_/'" RRH“HRH

étagaatctgcaaactgcttcagatcaaacag

Fox2,, ¥QD \DLYGGYAAYRYAQPATATAATAARAAARRAAYS ---DGYGRVYTADPYHALAPAASYGVGAVASLYRGGYSRFAPY} ~—---—-
Fox2,, 'vQD \DLY TE SANC FRSNRVDMQPTDMHSLLLQPQP PLLQPLQPLTVTVMAGCT QP TP TMPLP LPLAMELALWRVY TEVATADLP PT

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Exonstrutur der Fox-2-Variante 1 und der isolierten Spleil3-
Variante Fox-Zc. Insertionsposition und Sequenz des Exons ENSE@HIBUS ist dargestellt (obere Reihe).
Alignment der C-terminalen Regionen von Fax-2ind Fox-2,. Das rote Rechteck kennzeichnet die Fox-typische
RF(A/T)PY-NLS. Identische Aminosauren sind gelb uegt (untere Reihe).

Die Nukleotidsequenz dieser Variante ist in ihrexomstruktur nicht in der Ensembl-
Datenbank annotiert, entspricht aber der Exonstrukder annotierten Fox-2-Variante 1
(Transkript-1d: ENST00000449924) (Abbildung 11)lektiings befindet sich zwischen Exon 12
(ENSE00001578447) und Exon 13 (ENSE00001611944) Hitegration von 32 Nukleotiden
(Abbildung 11, obere Reihe). Diese 32 Nukleotidetsgrechen dem Ensembl-Exon
ENSE00001553845, welches in anderen annotierten -2R¢arianten (Transkript-lds:
ENSTO00000359369 und ENST00000338644) ebenfallsnzieih ist. Interessanterweise fuhrt die
32nt-Insertion in den entsprechenden Transkripterizer Leserasterverschiebung, die in einem
alternativen C-Terminus resultiert. Diese diffeee@-terminale Region ist in Abbildung 11 fur

Fox-Z,: schematisch dargestellt und fur andere Fox-2-Viteia (z.B. Variante 4 Transkript-Id:
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ENSTO00000414461) bereits publiziert worden (Ensemditase 63 - Juni 2011). Wie aus
Abbildung 11 ersichtlich wird, besitzt dieser attative C-Terminus von Foxcg das Fox-
familienspezifische hydrophobe nukleare Lokalissgignal RF(A/T)PY-Motiv nicht [167].

Fur die Analyse einer nuklearen Form wurde inndriaiéser Arbeit, wie in Material und
Methoden beschrieben, die annotierte Fox-2 Variaht€Transkript-ld: ENST00000449924)
kloniert.

In einem ersten Schritt wurde untersucht, inwieteor-2-Transkripte in humanen Zellen
nachzuweisen sind, die diese Exonstruktur von kgxafweisen. Dazu wurde Gesamt-RNA aus
HEK?293T-, HeLa- und SW620-Zellen isoliert und, vimeeMaterial und Methoden beschrieben,
cDNA synthetisiert. Im Anschluss wurden PCR-Anafysmit den Oligonukleotiden Fox-
2 E12 32bp_fw und Fox-2_E13 rev durchgefiihrt, weldn der Exon-Exon-Verbindung
zwischen Exon 12 und Exon ENSE00001553845 bzw. xonE1l3 binden, so dass Fox-2-
Transkripte nachgewiesen werden konnten, die zwisdixon 12 und 13 das Ensembl-Exon
ENSE00001553845 besitzen (Abbildung 12).

[ MMa [12] [ 13 [ 14 [15] Foxa,

Fox2_E12_32bp_fw Fox2_E13_rev

Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Teilsed Exonstruktur von Fox-2¢,. Die Bindestellen der
Oligonukleotide Fox-2_E12_ 32bp_fw und Fox-2_E13 giM durch schwarze Striche dargestellt.

Wie in Abbildung 13 A zu sehen ist, konnte in derrewsuchten Zelllinien ein Amplifikat
der erwarteten Grof3e (115 bp) nachgewiesen webken Amplifikat, generiert aus HEK293T-
cDNA, wurde anschlieRend einer Sequenzanalyseaagfen. Diese ergab die erwartete Sequenz,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass imtauchten Zelllinien Fox-2-Transkripte
existieren, in denen Exon ENSE00001553845 zwis&ham 12 und 13 integriert ist.

A HEK293T Hela SW620
el |
100 bp
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Abbildung 13: Nachweis der Expression der Fox-2-Vadnten. (A) Auswertung der PCR, durchgefiihrt mit den
Oligonukleotiden Fox-2_E12_32bp_fw und Fox-2_E18. ikls Template diente cDNA von HEK293T-, HelLa- und
SW620-Zellen. Die Auswertung erfolgte nicht-quaattit tiber ein 3% AgarosegdB) HEK293T-Zellen wurden mit
den Plasmiden pCMV-HA-Foxy2 und pCMV-MYC-Fox-2, transfiziert und nach 24 Stunden Expression lysiger
immunologische Nachweis erfolgte mit einem spedifena-HA- bzw. a-MYC-Antikorper (Mause-HA; Roche bzw.
Mauso-MYC, Millipore).
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In einem zweiten Schritt wurde die Expression dasiénsproteine HA-Fox2 und
MYC-Fox-2y: in HEK293T-Zellen Uberpruft. Dafur wurden diesesgesat und mit den
Plasmiden pCMV-HA-Fox~2 bzw. pCMV-MYC-Fox-2: transfiziert. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen lysiert, die Proteine Uber eine SDS-PAGHIfgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Wie aus Abhilgu.3 B ersichtlich wird, konnten die Fox-2-
Varianten mit Hilfe der spezifischen Antikbrper gagden HA- bzw. MYC-tag im Western-Blot
nachgewiesen werden, so dass die Expression dsarechenden Fusionsproteine nachgewiesen
werden konnte.

Im néachsten Schritt wurde ebenfalls die zellularekdlisation der beiden Fox-2-
Varianten, Fox-¢ und Fox-2, untersucht. Fir diese Analysen wurden HelLa-Zeffehden
Expressionsplasmiden pCMV-HA-Foxs2 und pCMV-MYC-Fox-2, transfiziert und im
Anschluss fiir die mikroskopische Analyse, wie in téte@ml und Methoden beschrieben,
vorbereitet. Der immunologische Nachweis der Fuspooteine HA-Fox-& und MYC-Fox-2
erfolgte mit spezifischea-HA- bzw. a-MYC-Antikorpern.
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Wie anhand von Abbildung 14 (obere Reihe) zu erkarist, wurde in HeLa-Zellen, die
Fox-2,; exprimierten, eine Uberwiegend nukledre Verteilwws Uberexprimierten Proteins
detektiert. Zellen, die Foxcg exprimierten, wiesen hingegen, konsistent mit detienden
nuklearen Lokalisationssignal, eine Uberwiegenamgismatische Expression des Proteins auf
(Abbildung 14; untere Reihe).

HA-Fox-2 v1

Myc-Fox-2cyt

Abbildung 14: Zellulare Lokalisation der Proteine HA-Fox-2,; und MYC-Fox-2¢,.. HelLa-Zellen wurden auf
Deckglaschen ausgesat und mit den Plasmiden pCMVFB¥A2,, bzw. pCMV-MYC-Fox-2y, transfiziert. Die Zellen
wurden fur 16-24 Stunden kultiviert und anschlieB&ir die mikroskopische Analyse vorbereitet. DigpEession der
Fox-2-Varianten wurde miti-HA-Fluorescin (Roche) bzw. einem-MYC-Antikérper (Mause-MYC; Millipore)
nachgewiesen. Die Farbung der Zellkerne erfolgteHoechst. MaRstabsbalken entsprechen 20 pm.

4.1.3.2 Zellulare Lokalisation der Fox-2-Varianteanter oxidativen Stress-Bedingungen

Wie bereits erwahnt, konnte in den vorangegangeaiy&an gezeigt werden, dass Fox-2
ein Bestandteil der cytoplasmatischen ,Stress Geafiust. Im Folgenden wurde daher mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht, aytoplasmatische oder nukleare Fox-2-
Varianten ihre subzellulare Lokalisation unter S¢r8edingungen andern.

Fir diese Analysen wurden HelLa-Zellen mit den Pidesm pCMV-HA-Fox-2,; und
pCMV-MYC-Fox-2 transfiziert und die entsprechenden Zellen oxveati Stress ausgesetzt.

Als Markerprotein fur die ,Stress Granules” wurdiin-2 verwendet.



Ergebnisse

Wie anhand der Abbildung 15 ersichtlich wird, fighrtlie Expression der Fox-2-
Varianten, Fox-¢ (A) und Fox-2, (B), unter Normal-Bedingungen zu der erwarteten
Lokalisation im Nukleus bzw. Cytoplasma der Zellgtaxin-2 wies in diesen Zellen eine
vorwiegend cytoplasmatische Lokalisation auf. DiehBndlung der HelLa-Zellen mit Natrium-
meta-Arsenit fihrte bei beiden Fox-2-Varianten Zoee Lokalisierung in cytoplasmatischen
granuldren Strukturen. Da diese mit den ATXN2-peait ,Stress Granules” kolokalisierten,
kann davon ausgegangen werden, dass beide Foxi@dtéar Bestandteile der ,Stress Granules®
sind (Abbildung 15 A-B; untere Reihen). Dieses Mbrge ist besonders in der Hinsicht
interessant, dass auch die Uberwiegend nukledreantarl von Fox-2 offensichtlich unter
oxidativen Stress-Bedingungen in den cytoplasnfaisc,Stress Granules” vorliegt. Bei diesen
Analysen fiel auf, dass bei einer Uberexpressiom Fox-2,, die Form, Gré3e und Anzahl der
.otress Granules* verandert aussah (Abbildung 1biAere Reihe). Ein grofRer Teil der Zellen,
die Variante 1 Uberexprimierten, wiesen zudem gaine ,Stress Granules” mehr auf, wie
exemplarisch in Abbildung 15 C gezeigt ist. Damidnkte eine erhdhte Konzentration an
nuklearem Fox-2 mit der Bildung der ,Stress Graguisterferieren.

Somit sind beide Fox-2-Varianten Komponenten detress Granules®, wobei eine
Uberexpression der nukledren Variante aber offatigih zu einer gestérten ,Stress Granule*-
Bildung fihrt.
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A
HA-Fox-2v1
Kontrolle
HA-Fox-2v1 ATXN2
Arsenit
MYC-Fox-2cyt
Kontrolle
MYC-Fox-2cyt
Arsenit
C
HA-Fox-2V1
Arsenit

Abbildung 15: Zellulare Lokalisation von Fox-2,; und Fox-Z; in ,Stress Granules*. HeLa-Zellen wurden in 24-
Kammerplatten ausgesat und nf) pCMV-HA-Fox-2,;. (B) pCMV-MYC-Fox-Z: und (C) pCMV-HA-Fox-

2y transfiziert. Es erfolgte eine Kultivierung der el fiir weitere 24 h und die Induktion von oxidativ Stress durch
Behandlung der Zellen mit 0,5 mM Natrium-meta-Arséini eine Stunde (untere Reihe). Als Kontrolle déenZellen,
die keinem oxidativen Stress ausgesetzt waren ¢oReihe). Die Expression der Fox-2-Varianten wunchéno-HA-
Fluorescin (Roche) bzw. einemMYC-Antikdrper (Mause-MYC; Millipore) nachgewiesen. Endogenes Ataxin-2
wurde mittels eines spezifischen Antikdrpers (Kahene-ATXN2; Sigma) nachgewiesen. Die Farbung der Zetike
erfolgte mit Hoechst. Mal3stabsbalken entsprechqon20
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4.2 Untersuchungen zur Interaktion von Fox-2 und &tin-2

Wie schon erwéhnt, wiesen erste Ergebnisse deritdgoeppe darauf hin, dass Fox-2
moglicherweise mit Ataxin-2, dem krankheitsverulsamden Protein der spinozerebellaren
Ataxie Typ 2, interagieren konnte. Zuséatzlich kenmfezeigt werden, dass Fox-2, wie auch
Ataxin-2, eine Komponente der ,Stress Granules! Bts diesem Grund sollte nach der
zellularen Charakterisierung von Fox-2 im Folgendiéese mogliche Interaktion eingehender
untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden zunachst Yeast-Two-Hybridigsen mit Fox-2 und Ataxin-2
zum Nachweis einer direkten Interaktion durchgefilr der Y2H-Analyse wurde sowohl die
nukleare als auch die cytoplasmatische IsoformrR@2 verwendet. Fir Ataxin-2 wurden dafir
unterschiedliche Bereiche des Proteins eingesetithe das gesamte Protein umfassen und in

Abbildung 16 dargestellt sind.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Doméanetrsiktur von Ataxin-2 und der verwendeten Proteinbereiche
im Y2H. Die Polyglutamin-Doméane von Ataxin-2 befetdsich in der N-terminalen Region, gefolgt von d8m- und
der LSm-assoziierten Domane. C-terminal befindgt das PAM2-Motiv.

Zunachst wurden Y2H-Analysen mit den verwendetesidfasproteinen durchgefihrt, um eine
mdgliche Autoaktivitat dieser Proteine auszuscldie®aflr wurden die Konstrukte pBTM117c-
ATXN2(Q22)305 PBTM117c-ATXN2(Q79)306 PBTM117c-ATXN2s4475 pBTM117c-
ATXN2,451.815 und pBTM116-ATXNZ16-1312 bzZw. pACT4-1b-Fox~4 und pACT4-1b-Fox-&
mit den jeweiligen Vektoren pACT4-1b bzw. pBTM11l7no den Hefestamm L40ccua

kotransformiert.
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Abbildung 17: Ataxin-2 interagiert mit den Fox-2-Varianten Fox-2y; (A) und Fox-Z,: (B) Der Hefestamm
L40ccua wurde mit den entsprechenden Bait- und Plagmiden kotransformiert. Die Transformanten wordef
SDII- und SDIV-Medium sowie auf eine Nylonmembrarf 8DII-Medium Uibertragen. Die Uberpriifung der Akt

der Reportergene erfolgte Uber die Analyse des Wiatissauf SDIV-Medium sowie einepaGalaktosidase-Test.

Wie aus Abbildung 17 ersichtlich wird, waren die afmsformanten die, die
Fusionsproteine LexA-ATXN2 und die Aktivierungsdameésowie LexA und die Fusionsproteine
AD-Fox-2,; bzw. Fox-2,: koexprimierten, nicht in der Lage auf Selektiondiam zu wachsen
und wiesen auch keineB-Galaktosidase-Aktivitat auf. Da keine Reporterdeivaat
nachgewiesen werden konnte, sind die verwendetsiofaproteine nicht autoaktivierend und
konnten somit fUr die Interaktionsanalysen verwé¢émgeden.

Daraufhin wurde der Hefestamm L40ccua mit den eetdenden ATXN2-Bait-
Plasmiden und den Fox-2-Prey-Plasmiden kotranséstmbDie Transformanten wurden, wie in
Material und Methoden beschrieben, auf Selektiowkune und eine Nylonmembran tbertragen,
um die Reportergenaktivitat analysieren zu kbnnen.
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Wie anhand der Abbildung 17 ersichtlich wird, zeigtHefe-Transformanten, die die
Fusionsproteine LexA-ATXNz24.476 und AD-Fox-2; (A), bzw. LexA-ATXNZs6.1312 Und AD-
Fox-Z: (B) koexprimierten, ein Wachstum auf SDIV-Mediwvas auf eine Reportergenaktiviat
hinweist. Zusatzlich dazu zeigten die entsprechendkfen imp-Galaktosidase-Test einecz-
Reportergenaktivitat, da eine Blaufarbung zu bebtmcwar. Somit konnte eine Interaktion von
Fox-2,; bzw. Fox-2Z, und Ataxin-2 im Yeast-Two-Hybrid-System nachgewieswerden.
Auffallig ist, dass die Fox-2-Varianten offenbartrnterschiedlichen Doménen von Ataxin-2
interagieren. Die cytoplasmatische Variante Fgx-Zeigte eine Interaktion mit der C-terminalen
Region, wohingegen die nukleare Variante 1 mit &MNA-Bindedoméne, der LSm/LSm-
assoziierten Doméne, von Ataxin-2 interagiert.

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Interaktisezhen Ataxin-2 und Fox-2 auch in
humanen Zellen nachzuweisen ist. Fur die entspreleheKoimmunoprazipitations-Analyse
wurden Hela-Zellen kultiviert. Nach erfolgter Lyseurde endogenes Fox-2, mittels eines
spezifischemn-Fox-2-Antikdrpers, welcher verschiedene Proteimid#en erkennt, prazipitiert.
Die Proteine wurden im Anschluss uber eine SDS-PA@getrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert, welche im Falgen mit einema-ATXN2-Antikorper

inkubiert wurde.

1 2 3
o-Fox-2  Kontrolle  Lysat
250 kDa s
2 WB:
130 kD3 o-ATXN2
70 KD —
E— - -
55 kDA WB:
o-Fox-2

Abbildung 18: Interaktion von Fox-2 und Ataxin-2 in humanen Zellen.HelLa-Zellen wurden lysiert. 1 mg des
Lysates wurde mit 2 pl KanincheaRBM9-Antikorper inkubiert. AnschlieBend erfolgte eitnkubation mit 15 pd-
Kaninchen-Dynabeads. Als Kontrolle diente eine Brater kein primarer Antikdrper zugesetzt wurder Rachweis
von Ataxin-2 erfolgte mit einem spezifischen Antigér (Mause-ATXN2; BD-Bioscience).

Wie anhand von Abbildung 18 ersichtlich wird, komréndogenes Ataxin-2 mit einem
Antikdrper gegen Fox-2 prazipitiert werden (Spur Iy Kontrollansatz, dem kein Fox-2-
Antikdrper zugesetzt worden war, war kein Ataxim&chzuweisen (Spur 2). Im eingesetzten
Zelllysat konnten beide Proteine nachgewiesen wef8pur 3). Somit konnte die Interaktion von

Fox-2 und Ataxin-2 in auch HelLa-Zellen nachgewiesenden.
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4.3 Untersuchungen zum Einfluss erhdhter Ataxin-2eKzentrationen auf
Fox-2

Wie einleitend schon erwahnt konnte in SCA2-Pagiergine erhthte Konzentration an
Ataxin-2 in Hirnregionen detektiert werden [115,711Ein weiterer Aspekt ist es, dass aus
vorherigen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppearigkwar, dass Ataxin-2 ebenfalls als
transkriptioneller Aktivator fungieren kann [66].aBer sollte im Folgenden untersucht werden,
ob eine erhdhte Expression von Ataxin-2 moglichéseeeinen Einfluss auf di¢-OX-2
Genexpression oder die subzellulare Lokalisatiamesanteraktionspartners austben konnte.

4.3.1 Einfluss einer erhohten Ataxin-2-Konzentraticauf die FOX-2-Genexpression

Um dies zu analysieren, wurden HEK293T-Zellen nmen dPlasmiden pCMV-MYC-
ATXN2 Q22 bzw. pCMV-MYC-ATXN2 Q79 transfiziert unfiir weitere 48 Stunden kultiviert,
um die Expression der Fusionsproteine zu ermdglicbee Gesamt-RNA der Zellen wurde, wie
in Material und Methoden beschrieben, isoliert dielentsprechende cDNA synthetisiert. Mittels
der Oligonukleotide ATXN2_E3 4 fw und ATXN2_E5 revurde die Uberexpression von
Ataxin-2 in einer RT-gPCR validiert. Diese Oligothedtide binden in der Region von Exon 3 bis
5 der ATXN2-pra-mRNA, die fur die LSm-Domane kodidBisher sind noch keine alternativen
Spleivarianten von Ataxin-2 beschrieben, die diedereich betreffen, so dass dieses
Oligonukleotidpaar zur Quantifizierung der Genegpgien verwendet wurde. Zur Quantifizierung

der Fox-2-Expression wurden die Oligonukleotide-2ofw und Fox-2_rev verwendet.
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Abbildung 19: Einfluss einer Ataxin-2-Uberexpressionauf die FOX-2-Genexpression.HEK293T-Zellen wurden
mit pCMV-MYC-ATXN2 Q22 bzw. pCMV-MYC-ATXN2 Q79 tran#fiert und im Anschluss fiir 48 Stunden
kultiviert. Als Kontrolle wurde eine Probe mit ddlasmid pCMV-MYC transfiziert. Die Gesamt-RNA wurdelisrt
und cDNA synthetisiert. Anschlieend wurde mittBI§-qPCR die Expressionsrate der Géi@X-2, HPRT und -
Aktin bestimmt. Fur die RT-gPCR-Analysen wurden mindestinei unabhéngige Versuche durchgefuhrt. Dardestel
ist ein reprasentatives Experiment mit zwei bicdoben Replikaten. Die Auswertung erfolgte mittels AACT-
Methode, wobei auB2M normalisiert wurde. Fehlerbalken reprasentierean®tandardfehler des Durchschnitts (SEM).

Es zeigte sich, dass in ATXN2-uberexprimierendelleBedie ATXN2-Transkriptmenge
40-80 fach erhoht war, wobei die Expression desaedjerten Proteins wesentlich schwécher
ausfiel (Abbildung 19 A). Somit konnte die Ubereagsion von Ataxin-2 Q22 bzw. Ataxin-2
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Q79 in beiden Fallen auf Transkript-Ebene nachgssviewerden. Wie in Abbildung 19 B
dargestellt ist, verandert sich die Menge an F@ahskript im Vergleich zur Kontrolle nicht,
wobei die hier verwendeten Oligonukleotide allehbisbekannten Transkriptvarianten von Fox-2
detektieren. Innerhalb dieses Zellkulturmodelletehdie Uberexpression von Ataxin-2 mit 22

bzw. 79 Glutaminen folglich keinen Einfluss auf B@®X-2Genexpression.
4.3.2 Einfluss einer erhdhten Ataxin-2-Konzentraticauf die Fox-2-Lokalisation

In einem zweiten Schritt wurde daher untersuchteiole erhdhte Ataxin-2-Menge einen
Einfluss auf die Lokalisation von Fox-2 unter Nofmand Stress-Bedingungen besitzt. Fur diese
Analysen wurden HelLa-Zellen, wie in Material und thten beschrieben, ausgesat und
kultiviert. Die Zellen wurden mit den Plasmiden pENYC-ATXN2 Q22 bzw. pCMV-MYC-
ATXN2 Q79 transfiziert und fur weitere 24 Stundaritiviert, um die Expression von normalem
und expandiertem Ataxin-2 (ATXN2 Q22 und ATXN2 Q78) ermdglichen. Fur die Stress-
Analysen wurden die entsprechenden Proben mitiNlatmeta-Arsenit behandelt.

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich wird, zeigten 2ell die Ataxin-2 mit 22 (A) oder 79
(B) Glutaminen Uberexprimierten, eine vermehrtetflge cytoplasmatische Fox-2-Lokalisation
im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen (obdReihe). Zur besseren Ansicht ist die Fox-2-
Farbung zusatzlich in schwarz-weil3 dargestellt.

In ATXN2-Uberexprimierenden Zellen, die oxidativedtress ausgesetzt waren (untere
Reihe), konnte Fox-2 in den ,Stress Granules* neulgsen werden. Aufgrund der
Akkumulierung in den ,Stress Granules" kann hierinke Aussage Uber eine vermehrte
cytoplasmatische Lokalisation von Fox-2 gemachtdeer

Somit hat die ATXN2-Uberexpression unter normalesdiBgungen einen Einfluss auf

die endogene Fox-2-Lokalisation.
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Abbildung 20: Uberexpression von Ataxin-2 mit 22 bw. 79 Glutaminen. HeLa-Zellen wurden in 24-
Kammerplatten ausgesat und ) pCMV-MYC-ATXN2 Q22 oder(B) pCMV-MYC-ATXN2 Q79 transfiziert. Es
erfolgte eine Kultivierung der Zellen fur weiterd BStunden und die Induktion von oxidativen Streascll eine
Behandlung der Zellen mit 0,5 mM Natrium-meta-Arsefiir eine Stunde (untere Reihe). Als Kontrolle dén
unbehandelte Zellen (obere Reihe). Die ExpressionRax-2 wurde mit einem spezifischen Antikdrperhgeviesen
(Kaninchene-RBM9; Bethyl Lab.), wohingegen MYC-ATXN2 mittels emepezifischem-MYC-Antikorpers (Maus-
anti-MYC; Millipore) nachgewiesen wurde. Die Farbunigr Zellkerne erfolgte mit Hoechst. Mafstabshalken
entsprechen 20 um.

4.4 Untersuchungen zum Einfluss von Fox-2 auf die C82-

Genexpression

Innerhalb der Arbeit von Ma&t al wurde beobachtet, dass die Reduktion von A2BP1,
dem Paralog von Fox-2, in einer hypothalamischdlide der Maus (N-41) zu einer Reduktion
der SCA2Genexpression fuhrte [178]. Zudem scheint Fox{Zneseiner Rolle in der Regulation
des SpleiRens ebenfalls an der Regulation der Rriatien beteiligt zu sein, da es als negativer
Ko-Regulator des Ostrogenrezeptors identifiziertrdeu[179]. Aus diesem Grund sollte im
Folgenden mittels RT-gPCR-Analysen uberpruft weradndie Reduktion der zellularen Fox-2-

Konzentration einen Einfluss auf dCA2Genexpression haben kdnnte.
4.4.1 Optimierung der siRNA-vermittelten Fox-2-Rektion

Dafur wurde in einem ersten Schritt die siRNA-vdtelie Reduktion von Fox-2
optimiert und validiert. HEK293T- und HeLa-Zelleruwden mit Fox-2-spezifischer siRNA bzw.

einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfiziertngchlieRend wurden die Zellen fur weitere 48
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bzw. 72 Stunden kultiviert. Im Folgenden wurde dBesamt-RNA isoliert und cDNA

synthetisiert. FUr die Quantifizierung der Expreasvon Fox-2 wurde eine RT-gPCR mit den

Oligonukleotiden Fox-2_fw und Fox-2_rev durchgefiihr
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Abbildung 21: Reduktion der FOX-2-Genexpression. Quantifizierung der Transkriptmengevon Fox-2 mittels
RT-gPCR in HEK293T- (A) und HelLa-Zellen (B). Zellen wurden ausgesét und mit Fox-2-spezifischery.
Kontroll-siRNA, transfiziert und fir 48 bzw. 72 Suen inkubiert. Gesamt-RNA wurde isoliert und cDNA
synthetisiert. Die Quantifizierung der Transkriptrge erfolgte mittels RT-gPCR und den Oligonukleotiften-2_fw
und Fox-2_rev. Als Kontrollgene dienté#PRT und B2M bzw. g-Aktin. Es wurden mindestens drei unabhangige
Versuche durchgefiihrt. Dargestellt ist ein repréem®s Experiment mit zwei biologischen Replikatebie
Auswertung erfolgte mit deAACT-Methode, wobei auB2M normalisiert wurde. Fehlerbalken reprasentierem de
Standardfehler des Durchschnitts (SEKQ) Quantifizierung der Proteinmenge von Fox-2 mitels Immunoblot in
HEK293T-Zellen. Zellen wurden ausgesat und mit Fox-2-spezifisdhewr. Kontroll-siRNA transfiziert und 72
Stunden inkubiert. Die Zellen wurden im Anschlugsidrt. Fir den Immunoblot wurdeb0 pg Gesamt-Protein
aufgetragen. Der Fox-2-Nachweis erfolgte mit eingmezifischena-Fox-2-Antikdrper (Kaninchen-RBM9; Beth.
Lab). Als Ladekontrolle wurden ebenfalls 10 pg Bimtaufgetragen und der entsprechende Blot mit espamifischen
a-Tubulin-Antikérper behandelt (MausTubulin; Sigma).

Es zeigte sich, dass bei HEK293T-Zellen, die fuS#éden mit einer Fox-2-spezifischen
SsiRNA behandelt wurden, eine Reduktion des Fox@nskripts um ca. 70% auftrat, wohingegen
eine 72stundige Behandlung in einer Reduktion vaheau 80% resultierte (Abbildung 21 A).
Auch bei Verwendung von HelLa-Zellen konnte nachtiiiger Inkubation mit spezifischer
Fox-2-siRNA eine Reduktion der Fox-2-Transkriptmengn 80% erreicht werden (Abbildung 21
B).

Um diese Reduktion ebenfalls auf Protein-Ebene naghisen, wurde die Fox-2-
Expression in einer Zelllinie mittels Western-Blainalysiert. Daflr wurden diese, wie
beschrieben, mit der Fox-2-spezifischen siRNA bdelnund nach 72 Stunden lysiert.
AnschlieRend erfolgte die Trennung der ProteindetsitSDS-PAGE. Nach dem Transfer der
Proteine auf eine PVDF-Membran wurde diese mitraidatikdrper gegen Fox-2 inkubiert. Wie
aus Abbildung 21 C ersichtlich wird, fihrte die Bedlung von HEK293T-Zellen mit Fox-2-
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spezifischer siRNA zu einer deutlichen Reduktios Beoteins im Western-Blot, wohingegen die
Proteinmenge des Kontroll-Proteins Tubulin keineadvielerung aufwies.

Da nach 72 Stunden Inkubation mit Fox-2-spezifisailRNA eine ca. 80%ige Reduktion
an Fox-2-Transkript und aul3erdem eine deutlicheuRéxh der Proteinmenge mittels Westerblot
nachgewiesen werden konnte, wurden die folgendealy8en nach 72 Stunden Behandlung mit

der Fox-2-spezifischen siRNA durchgefuhrt.
4.4.2 Einfluss einer reduzierten Fox-2-Konzentrati@uf die SCA2- Expression

Nach Etablierung der RNAi-Bedingungen wurde im [Eolden der Einfluss einer
reduzierten Fox-2-Konzentration auf diBCA2Genexpression untersucht. Dazu wurden
HEK293T- und HelLa-Zellen ausgesat und mit Fox-2z8{geher bzw. einer Kontroll-sSiRNA
transfiziert und fur 72 Stunden inkubiert. Im Ankss wurde die Gesamt-RNA isoliert und
cDNA synthetisiert. Die Quantifizierung d8ICA2Genexpression erfolgte mittels RT-gPCR und
den Oligonukleotiden ATXN2_E3 4 fw und ATXN2_E5 rev

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich wird, hatte eineduzierte Fox-2-Expression in
HEK293T- und HelLa-Zellen keinen Einfluss auf die XXN2-Transkriptmenge. Somit fungiert
Fox-2 unter diesen Bedingungen nicht als transhknptler Regulator deSCA2Gens.

21 mB2ZM MATXN2E3 4 E5
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Abbildung 22: SCA2Genexpression bei einer reduzierten Fox-2-Konzerdtion. HEK293T-und HelLa-Zellen
wurden ausgesat und mit Fox-2-spezifischer bzw.tkdirsiRNA, transfiziert und fiir 72 Stunden inkubieGesamt-
RNA wurde isoliert und cDNA synthetisiert. Die Quifimterung der ATXN2-Transkriptmenge erfolgte miteRT-
gPCR und den Oligonukleotiden ATXN2_E3_4 fw und ATXM5 rev. Es wurden mindestens drei unabhangige
Versuche durchgefiihrt. Als Kontrollgene dientédBRT und B2M. Dargestellt ist ein reprasentatives Experimerit mi
zwei biologischen Replikaten. Die Auswertung erfelgnittels derAACT-Methode, wobei auHPRT normalisiert
wurde. Fehlerbalken repréasentieren den Standaedfdbb Durchschnitts (SEM).

4.5 ATXN2-pra-mRNA besitzt Fox-2-Bindemotive

Die hauptséchliche Funktion der Fox-Proteine schedie Regulation des pra-mRNA-
SpleiRens zu sein [167]. Die beiden Fox-Proteirox-F (A2BP1) und Fox-2 (RBM9), besitzen
eine identische RRM-Doméne, Ulber die beide Prot@mdas RNA-Hexamer UGCAUG binden,
welches oft in duplizierter Form vorliegt [180-188isherige Daten lassen vermuten, dass die
Fox-Proteine als Aktivatoren des Splei3ens fungieneenn sie in der DIF- (downstream intronic

flanking) Region binden. Eine Bindung der Fox-Pireéan den UIF- (upstream intronic flanking)
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Regionen hingegen scheint hingegen eine represSitiekung auf das SpleiRen des
entsprechenden Exons zu haben [168, 181, 184].

Interessanterweise konnte innerhalb einer genorawéinalyse zur Identifizierung von
Genen, die mindestens ein Fox-Bindemotiv enthakbenfalls daSCA2Gen als Trager dieses
hexameren Sequenzelements identifiziert werden][188mit besteht die Mdglichkeit, dass
Splei3-Ereignisse der ATXN2-pr&-mRNA durch eined®ing der Fox-Proteine reguliert werden
konnten. Dieser Aspekt wurde im Folgenden unteitsuch

Dafur wurde dasSCA2Gen auf mogliche Fox-2-Bindemotive hin untersud¢hherhalb
der genomischen Ataxin-2-Sequenz befinden sich B3ed Motive, wobei diese nahezu
ausschlie3lich in den intronischen Bereichen zddimsind. Da bekannt ist, dass das UGCAUG-
Element ein konserviertes intronisches Elementwslches in der Nahe Fox-regulierter Exone
angereichert ist [185] und im Bereich bis 250 Nokide innerhalb der UIF und DIF-Regionen
regulierter Exone vorliegt [186-188], wurde die®sreich auf das Vorhandensein mdglicher
Fox-2-Bindemotive hin untersucht. Von den 30 id&ziérten Motiven innerhalb der intronischen
Sequenzen lagen 6 innerhalb der UIF bzw. DIF-Regiomor. Jeweils ein Fox-Bindemotiv
befindet sich in den flankierenden intronischeniBegn von Exon 11, 19, 21 und 22. Innerhalb
dieser Arbeit wurde sich auf die Fox-2-Bindemotiiveler DIF-Region von Exon 18, welches aus
61 Nukleotiden besteht, konzentriert, da hier 4&Idtide hinter Exon 18 (ENSE00001474550)

zwei Bindemotive fir die Fox-Proteine identifiziererden konnten (Abbildung 23) [168].

Fox-Bindemotive

— E17 E18 E19

Abbildung 23: Das SCA2Gen besitzt Fox-Bindemotive.Schematische Darstellung eines Ausschnitts SI€42
Gens. 40 nt hinter ATXN2 Exon 18 befinden sich ziaex-Bindemotive.

Theoretisch wirde also eine Bindung von Fox-2 anFaix-Bindemotive im DIF-Bereich
von Exon 18 zu einer Aktivierung des Spleil3ens diahit einer Inklusion von Exon 18 fihren.
Das bisher bekannte Haupttranskript von Ataxin-Riatet dieses Exon 18. Daher stellte sich
im Folgenden die Frage, ob ATXN2-Transkripte erigtn, welche Exon 18 nicht beinhalten.

Diese werden im Folgenden als ATXANR18-Transkripte bezeichnet.
4.5.1 Nachweis des ATXMZE18-Transkripts

Um diese Fragestellung zu klaren, wurde die Ge$d#- unterschiedlicher Zelllinien
isoliert und die entsprechende cDNA synthetisikrt. Folgenden wurde mittels PCR-Analyse

Uberprift, ob das ATXNRE18-Transkript in diesen Zelllinien nachzuweiserr.vizaflir wurden
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die Oligonukleotide ATXN2 _E17 19 fw und ATXN2_E1@vr verwendet, wobei
ATXN2_E17 19 fw direkt auf dem putativen Ubergammgn\Exon 17 zu Exon 19 lokalisiert ist
und somit nur an die DNA binden kann, wenn Exonimb8Transkript nicht vorhanden ist
(Abbildung 24 A).

A
ATXN2AE18| 15 |16| 17 | 19 | 20 |
ATXN2_E17_19_fw ATXN2_E19_rev
/\
& A
- -

Abbildung 24: (A) Schematische Darstellung eines Asschnitts der putativen Exonstruktur von ATXN2AE18.
Die Bindestellen der Oligonukleotide ATXN2_E17_19 fwnd ATXN2_E19 rev sind durch schwarze Striche
dargestellt(B) Expression des ATXNAE18-Transkripts in unterschiedlichen humanen Zelllinien. Die PCR deyr
wie in Material und Methoden unter dem Punkt RT-qPG#chrieben, durchgefiihrt und die Oligonukleotide
ATXN2_E17_19 fw und ATXN2_E19 rev verwendet. Die stuertung erfolgte nicht-quantitativ Gber ein 3%-
Agarosegel.

Wie aus Abbildung 24 B ersichtlich wird, konnte @en untersuchten Zelllinien ein
Amplifikat der erwarteten Gro3e von 195 bp nachgsen werden. Um auszuschlie3en, dass es
sich dabei, um ein unspezifisches PCR-Produkt Hemdevurde eines der Amplifikate
(HEK293T) einer Sequenzanalyse unterzogen. Daledltestsich heraus, dass es sich um das
erwartete ATXNAE18-Produkt handelte. Da somit in 10 unterschigdiic Zelllinien die
Expression des ATXNEZE18-Transkriptes nachgewiesen werden konnte, kam@vord
ausgegangen werden, dass in humanen Zelllinieesli®pleif3-Ereignis stattfindet. Daftr spricht
auch, dass in der neuesten Version der EnsembhbBaték vom Juni 2011 eine
Transkriptvariante von Ataxin-2 (ENST00000550104)natiert ist, in der Exon 18 nicht

inkludiert ist.
4.5.2 Fox-2-abhangiges SpleiRen der ATXN2-pra-mRNA

In einem né&chsten Schritt sollte untersucht werdemiefern die Inklusion von ATXN2
Exon 18 Fox-2-abhangig ist. Dazu wurde die zelkil&ox-2-Konzentration mittels RNAI
reduziert und untersucht, ob dies zu einer verreaHfixklusion von Exon 18 fihrt.

Fur die Bestimmung der Expression der unterschuleedli ATXN2-Transkripte wurden
HEK293T- und HelLa-Zellen mit einer spezifischenNdfRgegen Fox-2 und einer unspezifischen
Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 72stundiger Inkation wurde die Gesamt-RNA isoliert und
cDNA synthetisiert. Die quantitative Auswertungadgte mittels RT-qPCR. Fir die Detektion
der ATXN2-Transkripte, die Exon 18 beinhalten, wemddie Primer ATXN2_E17_18 fw und
ATXN2_E18 rev verwendet, wobei ATXN2_E17_18 fw ar Grenze von Exon 17 zu Exon 18
bindet (Abbildung 25). Die Detektion der ATXMNE18-Transkripte erfolgte mittels der
Oligonukleotide ATXN2_E17_19 fw und ATXN2_E19 reAfbildung 25).
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aavers | 15 [16[ 17 [18] 19 | 20 |
ATXN2_E17_18_fw ATXN2_E18_rev
ATXNZAET8 | 15 |16| 17 | 19 | 20 |
ATXN2_E17_19_fw ATXN2_E19_rev
wapsk7erz | 10 [ 11 [12]13] 14 |
MAP3K7 fw  MAP3K7_12_rev
MAP3K7AE12| 10 | 11 |13| 14 |

MAP3K7_fw MAP3K7_11_13_rev

Abbildung 25: Schematische Darstellung eines Aussaitts der Exonstruktur von ATXN2E18 und ATXN2 AE18
bzw. MAP3K7E12 und MAP3K7AE12. Die Bindestellen der entsprechenden Oligonukleosidd durch schwarze
Striche dargestellt.

Als Kontrolle wurde in diesen Analysen ein bekasrfex-2-abhangiges Splei3-Ereignis
einbezogen. Im ,Upstream-Intron“ von Exon 12 bediie MAP3K7-pra-mRNA 4 Bindemotive
fur die Fox-Proteine. Von Yeet al. konnte gezeigt werden, dass in humanen embryonalen
Stammzellen (hESCs) eine Reduzierung der Fox-2-&anation in einem vermehrten Einbau
von MAP3K7 Exon 12 resultiert [184]. Fur die Qudéiaterung der unterschiedlichen Spleifl3-
Varianten von MAP3K7, MAP3K7E12 und MAP3KE12, mittels RT-gPCR wurden
unterschiedliche Oligonukleotidpaare verwendet. MKPE12 wurde mit Hilfe der
Oligonukleotide MAP3K7_fw und MAP3K7_E12 rev nachgesen. Um MAP3KZAE12 zu
detektieren, wurde das Oligonukleotidpaar MAP3K7 uimd MAP3K7_E11 13 rev verwendet,
wobei MAP3K7_E11 13 _rev an der Verbindung von Eta&rru Exon 13 bindet. Daher fiihrt die
Verwendung dieses Oligonukleotidpaares nur zu einemplifikat, wenn Exon 12 nicht
vorhanden ist (Abbildung 25).

Wie in Abbildung 26 A zu erkennen ist, fihrt einedektion des Fox-2-Proteins zu einer
Zunahme an ATXNZE18-Transkript in beiden verwendeten Zelllinien Wergleich zu den
Kontroll-Zellen (linke Seite). Dabei weist das gmexhende ATXN2E18-Transkript in Hela-
Zellen eine minimale Reduktion auf und bleibt in KE®3T-Zellen relativ konstant. Durch die
erhohte Menge an ATXNSE18-Transkript verringerte sich das Verhaltnis VORXN2E18- zu
ATXN2AE18-Transkript in beiden Zelllinien (Abbildung 26 rechte Seite).
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Abbildung 26: Fox-2-abhangiges Spleilen von (A) ATN2-pra-mRNA bzw. (B) MAP3K7-pra-mRNA in
humanen Zelllinien. HEK293T-und HelLa-Zellen wurden ausgesat und mit-Eapezifischer bzw. Kontroll-siRNA
transfiziert und fir 72 Stunden inkubiert. GesamtARNurde isoliert und cDNA synthetisiert. Die Qudizierung
erfolgte mittels RT-qgPCR. Fiir die RT-gPCR-Analyse wardke Oligonukleotide(A) ATXN2_E17 18 fw und
ATXN2_E18 rev bzw. ATXN2_E17_19 fw und ATXN2_E19vrend (B) MAP3K7_fw und MAP3K7_E12 bzw.
MAP3K7_fw und MAP3K7_E11 13 verwendet. Dargestadttebenfalls das Verhéltnis von Inklusion zu Exiidun
des ATXN2 Exons 18 bzw. MAP3K7 Exons 12. Es wurdendestens zwei unabhéngige Versuche durchgeffilsrt.
Kontrollgene dientenHPRT und B2M bzw. g-Aktin. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment mwei
biologischen Proben. Die Auswertung erfolgte mittélACT-Methode, wobei aufB2M normalisiert wurde.
Fehlerbalken reprasentieren den StandardfehleDdeshschnitts (SEM).

Als Kontrolle diente in diesen Analysen das speeife Fox-2-Target MAP3K7. Wie aus
Abbildung 26 B (linke Seite) ersichtlich wird, konras in HEK293T- und HelLa-Zellen durch
eine Reduktion von Fox-2 wie erwartet zu einem \amten Einbau von Exon 12 in das
MAP3K7-Transkript [184]. Dies fuhrt zu einer Erhdtgudes Verhaltnisses von MAP3K7E12 zu
MAP3K7AE12 (rechte Seite).

Somit konnte gezeigt werden, dass die ATXN2-pra-rARM der downstream
flankierenden Region von Exon 18 zwei Fox-Bindewn®tienthélt. Eine siRNA-vermittelte
Reduktion von Fox-2 fihrt zu einer vermehrten Egldn des ATXN2 Exons 18.

4.5.3 Untersuchungen zur Stabilitat des ATXME18-Transkripts

Alternatives Splei3en ist eine Form post-translaigtller Genregulierung, die mehrere
MRNA-Transkripte einer Dies rtiihnicht

unterschiedlicher und funktionell verschiedener téimlsoformen, sondern beeinflusst die

pra-mRNA generiert. Translation

nur zur
Genexpressionper se Dabei kann einerseits Uber Splei3-Ereignisse em & - und 3'-
untranslatierten Regionen (UTR) die Translationisition oder die Stabilitat und Lokalisation der

MRNA reguliert werden, andererseits konnen Spledighisse zu fruhzeitigen Terminations-
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Codons (premature translation termination codonCPfuhren. Einige der mRNAs mit PTC
kodieren flUr verkirzte Isoformen der entsprechenBesteine, wohingegen andere lber den
,honsense-mediated MRNA decay“ (NMD) abgebaut werded dadurch die Genexpression
reguliert wird [189]. Speziell fur einige SpleilRgReéatoren konnte gezeigt werden, dass der
NMD, ausgeldst durch alternatives Spleil3en, Besgiingtines autoregulativen, negativen
.Feedback-loops” ist [189]. Interessanterweise ffidtie Exklusion der 61 bp von ATXN2 Exon
18 zu einer Leserasterverschiebung und damit elehend zu einem vorzeitigen Stop-Codon.
Deshalb sollte Uberprift werden, ob das AT)X¥A8-Transkript eine Ziel-mRNA des NMDs ist.

Ein wesentlicher Bestandteil des NMD ist das Protd#PF1 (Up-frameshift suppressor 1
homolog), welches ein Bestandteil des SMG1C-Kongseist. Dieser erkennt mRNAs mit
speziellen vorzeitigen Terminations-Codons undtfabirderen Abbau.

Daher sollte hier der NMD durch eine Reduktion WRF1 inhibiert werden, so dass
Ziel-mRNAs des NMDs nicht mehr abgebaut werden kednmnd somit akkumulieren [182, 190].

Fiur diese Analysen wurde in einem ersten SchrgtsidRNA-vermittelte Reduktion von
UPF1 etabliert, indem HEK293T-Zellen jeweils miRBIA gegen UPF1 bzw. einer Kontroll-
SiRNA behandelt wurden. Diese Zellen wurden weit&eStunden inkubiert und anschliel3end
die Gesamt-RNA isoliert. Nach der cDNA-Synthese deueine RT-qPCR durchgefiihrt. Die
UPF1-Transkriptmenge wurde mittels der OligonuktstUPF1 fw und UPF1_rev bestimmt.
Wie aus Abbildung 27 A ersichtlich wird, wiesen BiE+1l-behandelte Zellen eine um 80%
reduzierte Menge des UPF1-Transkriptes auf. Soarinkdavon ausgegangen werden, dass der

NMD unter diesen Bedingungen stark eingeschréankt is
A B
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Abbildung 27: siRNA-induzierte Reduktion von UPF1.HEK293T-Zellen wurden ausgesat und jeweils mit UPF1
bzw. Kontroll-siRNA transfiziert und fur 72 Stundeinkubiert. Gesamt-RNA wurde isoliert und in cDNA
umgeschrieber{A) Quantifizierung der Transkriptmenge von UPF1 Die Quantifizierung erfolgte mittels RT-gPCR
und den Oligonukleotiden UPF1_fw und UPF1_r@®) Das ATXN2AE18-Transkript wird nicht Gber den NMD
abgebaut. Die Quantifizierung erfolgte mittels qRT-PCR und déligonukleotiden ATXN2_E3 4 fw und
ATXN2_E5 rev, ATXN2_E17_18 fw und ATXN2_E18 rev hzATXN2_E17_19 fw und ATXN2_E19 rev. Als
Kontrollgene fiir diese Analysen dientétPRT und B2M. Es wurden mindestens zwei unabhangige Versuche
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittlACT-Methode, wobei auf HPRT normalisiert wurde. Datgkit ist ein
reprasentatives Experiment mit zwei biologischen liRafen. Fehlerbalken repréasentieren den Standaeifedes
Durchschnitts (SEM).
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Im Folgenden konnte nun Uberprift werden, inwiefdiese UPF-1-Reduktion einen
Einfluss auf die Stabilitat des ATXME18-Transkripts ausiibt. Dazu wurden Zellen ausgesiit
mit der spezifischen UPF1- bzw. einer Kontroll-silRNransfiziert und flr weitere 72 Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurde die Gesamt-RNA dellefeisoliert und cDNA synthetisiert. Die
Analyse erfolgte mittels RT-gPCR. Wie aus Abbild2iyy B ersichtlich wird, wurde mittels der
Oligonukleotide ATXN2_E3 4 fw/ ATXN2_E5_rev eine Alhme des ATXN2-Transkriptes in
siUPF1l-behandelten Zellen beobachtet. Diese Abnahkoainte ebenfalls mit den
Oligonukleotidpaaren ATXN2_E17_18 fw/ ATXN2_E18 rewnd ATXN2_E17_19 fw/
ATXN2_E19 rev beobachtet werden. Da eine Reduldes ATXN2-Transkriptes mit allen drei
Oligonukleotidpaaren in siUPF1-Zellen zu verzeichmear, scheint diese Inhibition des NMD
einen Einfluss auf di8CA2Genexpressioper sezu haben.

Interessanterweise kommt es hierbei folglich abehtnzu einer Anreicherung des
ATXN2AE18-Transkriptes in der siUPF1-Probe. Somit hatrdiébition des NMD offensichtlich
keinen stabilisierenden Einfluss auf das AT)XY¥A8-Transkript. Diese Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass ATXME18-mRNA nicht Uber den ,nonsense-mediated mRNAagec
abgebaut wird. Daher ist davon auszugehen, dassrisgrechende Transkript translatiert wird,
wie es fur das\E18-Ensembl-Transkript von ATXN2 (Transkript-ld: EN00000550104) auch

annotiert ist.

4.6 Untersuchungen zur biologischen Bedeutung derox-2-ATXN1-

Interaktion

Interessanterweise gibt es Hinweise, dass Ataxineh einen modifizierenden Effekt auf
die Pathogenese anderer neurodegenerativer Erkrgefibesitzt [19, 161, 163]. Dabei konnte
bemerkenswerterweise von Al-Ramadtial demonstriert werden, dass das ATXN2-Protein in
Lage ist den Phanotyp der spinozerebellaren Atake 1 in einem Fliegenmodell zu
modifizieren [19]. Bemerkenswerterweise konnte iimee1 Hochdurchsatzverfahren von Lin
al. auch eine Interaktion von Fox-2 mit dem PolyghitaProtein Ataxin-1 identifziert werden
[166]. Da Ataxin-2 auch mit Ataxin-1 interagierplise der funktionelle Zusammenhang dieser
drei Interaktionspartner hier naher untersucht eerfl9, 166]. Zudem sollte abschlieRend
geklart werden, inwieweit die Interaktionen mit d&pleil3-Regulator Fox-2 eine Rolle in der
Pathogenese der SCA1 spielen konnten. Aus diesamdGrurde als erstes die Interaktion

zwischen Fox-2 und Ataxin-1 validiert und nahereusticht.
4.6.1 Untersuchungen zur Interaktion von Fox-2 unitaxin-1

Bei Ataxin-1 handelt es sich um ein vorwiegend eékés Protein, welches aber zu einem
gewissen Grad bei Uberexpression auch im Cytoplagonaufinden ist [78]. Daher wurde

innerhalb dieser Arbeit ebenfalls Uberprift, inwmf nukledre und cytoplasmatische Varianten
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von Fox-2 mit Ataxin-1 interagieren konnen. FUr didH-Analysen wurden unterschiedliche
Bereiche von Ataxin-1 eingesetzt, die das gesammmei® umfassen und schematisch in
Abbildung 28 dargestellt sind.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der Doméanetsiktur von Ataxin-1 und den verwendeten
Proteinbereichen im Y2H. Die Polyglutamin-Domane vstaxin-1 befindet sich N-terminal, gefolgt vonrd&XH-
Domane.

Auch hier wurde in einem ersten Schritt eine mdglic Autoaktivierung der
Fusionsproteine getestet. Dazu wurden die Prey¥ili@spACT4-1b-ATXN1-NTQ30, pACT4-
1b-ATXN1-NTQ82, pACT4-1b-ATXN1-AXH und pACT4-1b-ATX1-CT mit dem Vektor
pBTM117c und die Bait-Plasmide, pBTM117c-Fox-2bzw. pBTM117c-Fox-&:; mit dem
Vektor pACT4-1b in den Hefestamm L40ccua kotransfert. Im Anschluss wurde die
Reportergenaktivitdt der Transformanten analysiédfte aus Abbildung 29 ersichtlich wird,
waren Transformanten, die die Aktivierungsdoméane die Fusionsproteine LexA-Fox2bzw.
LexA-Fox-2,; sowie LexA und die Fusionsproteine AD-ATXN1, koermerten nicht in der
Lage auf Selektionsmedium zu wachsen und wieseamaueinep-Galaktosidase-Aktivitat auf.
Da keine Reportergenaktivitat nachgewiesen werdemmnte, sind die verwendeten
Fusionsproteine nicht autoaktivierend und konntmisfir die Interaktionsanalysen verwendet
werden.

Um die Interaktion von Foxw und Fox-Z,, mit Ataxin-1 im Y2H zu untersuchen,
wurden die unterschiedlichen ATXN1-Prey-PlasmidaCp4-1b-ATXN1-NTQ30, pACT4-1b-
ATXN1-NTQ82, pACT4-1b-ATXN1-AXH und pACT4-1b-ATXNZLT, in Kombination mit den
Fox-2-BaitPlasmiden, pBTM117c-Foxg2 bzw. pBTM117c-Fox-@&; in den Hefestamm
L40ccua kotransformiert. Die Transformanten wurdemie in Material und Methoden
beschrieben, auf Selektionsmedium wund eine Nylorionem Ubertragen, um die

Reportergenaktivitat analysieren zu kénnen.
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Abbildung 29: Ataxin-1 interagiert mit den Fox-2-Varianten Fox-2,; (A) und Fox-Z,; (B). Der Hefestamm
L40ccua wurde mit den entsprechenden Bait- und Ptagmiden kotransformiert. Die Hefe-Transformantemden
auf SDII- und SDIV-Medium sowie auf eine Nylonmembrauf SDII-Medium {bertragen. Die Aktivitat der
Reportergene wurde Uber die Analyse des Wachstuh®Qd\-Medium sowie einefi-Galaktosidase-Test Uberprift.

Wie anhand von Abbildung 29 ersichtlich wird, waraur Hefen in der Lage auf SDIV-
Medium zu wachsen, die LexA-Fox.dA) bzw. LexA-Fox-2: (B) sowie AD-ATXN1-NT Q30
bzw. AD-ATXN1-NT Q82 koexprimierten. Bei diesen ldefransformanten war auch, mittels
einerp-Galaktosidase-Analyse, die entsprechepv@alaktosidase-Aktivitat nachzuweisen. Somit
konnte innerhalb dieser Arbeit fur beide Fox-2-daten, Fox-2 und Fox-2,; eine Interaktion
mit dem N-Terminus von Ataxin-1 im Y2H-System naehipsen werden. Diese Interaktion
scheint unabhangig von der Lange des PolyglutamimiBhes zu sein, da kein offensichtlicher
Unterschied zwischen ATXN- NT Q30 bzw. Q82 beim Wstam auf SDIV-Medium bzw. in der
Blaufarbung def-Galaktosidase-Analyse zu beobachten war.
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Im Folgenden sollte die Interaktion zwischen Foxtid Ataxin-1 in humanen Zellen
mittels Koimmunoprazipitations-Analyse validiert den. Daftr wurden HEK293T-Zellen, wie
in Material und Methoden beschrieben, lysiert urk-E mittels eines spezifischenrFox-2-
Antikorpers prazipitiert. Als Kontrolle diente efinsatz, der nicht mit dem-Fox-2-Antikdrper
behandelt wurde. Im Anschluss wurden die Dynabeadgearbeitet und die Proteine Uber eine
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eineDRMembran erfolgte der
immunologische Nachweis durch die Inkubation demdean mit einem spezifischen Antikorper
gegen Ataxin-1.

Wie aus Abbildung 30 ersichtlich wird, war es mofgliAtaxin-1 mit einemu-Fox-2-
Antikorper zu prazipitieren (Spur 2). In der Korllpoobe konnte kein unspezifisch prazipitiertes
Ataxin-1 nachgewiesen werden (Spur 1), wohingegerEgpression des Proteins im eingesetzten
Zelllysat in Spur 3 ersichtlich ist.

Somit konnte die Interaktion von Fox-2 und Ataxirs@wohl im Yeast-Two-Hybrid-

System, als auch mittels Koimmunoprazipitations{fsen bestatigt werden.

1 2 3
Kontrolle  a-Fox-2 Lysat
130 kDa o PR

T00 kDa s

Abbildung 30: Interaktion von Fox-2 mit Ataxin-1 in humanen Zellen.1 mg HEK293T-Zelllysat wurde mit 4 pl
Mauso-RBM9-Antikérper (Abnova) inkubiert. AnschlieBend adte eine Inkubation mit 30 ul Protein G-
gekoppelten-Dynabeads. Als Kontrolle diente eingbBy der kein priméarer Antikdrper zugesetzt wuider Nachweis
von Ataxin-1 erfolgte mit einem spezifischen Antigér (Kaninchern+-ATXN1; Sigma).

4.6.2 Endogene Lokalisation von Ataxin-1 in HeLa-Fen

AnschlieRend wurde die endogene Lokalisation derdktionspartner Fox-2 und Ataxin-
1 in HelLa-Zellen untersucht. Da Fox-2 in den vosgangen Analysen als Komponente der
~Stress Granules® identifiziert wurde, sollte glezeitig auch die Lokalisation von Ataxin-1 unter
Stress-Bedingungen untersucht werden.

Dazu wurden HelLa-Zellen ausgeséat und kultiviert entsprechend fir eine Stunde mit
Natrium-meta-Arsenit behandelt. Im Anschluss wurd#a Proben fir die mikroskopische
Analyse vorbereitet.

Die Auswertung der mikroskopischen Analyse ergassdes sich bei Ataxin-1 um ein
vorwiegend nukledres Protein handelt, wobei aucie éeichte cytoplasmatische Farbung zu
beobachten war (Abbildung 31 obere Reihe). Daspentd den publizierten Daten [191]. Da
Fox-2 ebenfalls eine vorwiegend nukledre Lokalsatufweist, konnte fir beide Proteine eine

Kolokalisation im Nukleus gezeigt werden.
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In Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt wairgnAtaxin-1 interessanterweise in
cytoplasmatischen Foci zu detektieren (Abbildung, dintere Reihe). Wie aus der
Uberlagerungsdarstellung in Abbildung 31 (unteréhBeersichtlich wird, kolokalisieren diese
Strukturen zum Teil mit den Fox-2-positiven Fooan8t besteht die Mdglichkeit, dass es sich

dabei um ,Stress Granules" handeln kénnte. Diesgrekt misste in weiteren Analysen naher

: -
i ATXN1
- —

Abbildung 31: Kolokalisation von Fox-2 und Ataxin-1.HeLa-Zellen wurden in 24-Kammerplatten ausgesétfiin
weitere 24 Stunden kultiviert. Die Farbung der Bira¢ erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegenx-2o(Mause-
RBM9; Abnova) undAtaxin-1 (Kaninchenx-ATXN1; Sigma). Die Farbung der Zellkerne erfolgtdt Hoechst.
MalRstabsbalken entsprechen 100 pm.

untersucht werden.

Kontrolle

[
=
b=t

Arsenit

4.6.3 Fox-2 ist Bestandteil der Ataxin-1-Inklusione

In der Arbeit von Skinneet al wurde demonstriert, dass normales humanes Atiaxin-
transgenen Mé&ausen im Nukleus von Purkinje-Zellemukle&ren Strukturen mit ca. 0,5 pm
Durchmesser lokalisiert, wohingegen das expandRroéein in einer ca. 2 pm grof3en Struktur
akkumuliert. Weiterhin zeigten sie, dass die Ubpression von normalem und expandiertem
Ataxin-1 in COS1-Zellen zu ahnlichen Strukturenukleus fiihrt, wobei hier bei expandiertem
Ataxin-1 groRere und weniger dieser Strukturentanten als bei normalem Ataxin-1 [191].
Diese Strukturen werden mit der SCA1-PathogeneZesammenhang gebracht und es ist zudem
bekannt, dass auch die Uberexpression von normataxin-1 einen degenerativen Phanotyp in
D. melanogasteauslost [25]

Interessanterweise werden einige Interaktionspanoa Ataxin-1, wie z.B. Ataxin-2,
PML und RBM17, in diese nuklearen Strukturen rakrtif19, 69, 78, 82, 191-192]. Aus diesem
Grund sollte in den folgenden Analysen tberpriifrdea, wie sich die Uberexpression von
Ataxin-1 auf die Lokalisation seines Interaktiongpar Fox-2 auswirkt. Zu diesem Zweck
wurden HelLa-Zellen in 24-Kammerplatten ausgesét,demn Plasmiden pcDNA1-FLAG-SCAL-
Q30 bzw. pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82 transfiziert und fireitere 48 Stunden kultiviert. Im
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Anschluss wurden die Zellen, wie in Material und tMelen beschrieben, fur die
mikroskopischen Analysen vorbereitet.

Hierbei zeigte sich, dass Fox-2 in ATXN1-exprimigtlen HeLa-Zellen, unabhangig von
der Lange des Polyglutamin-Bereiches, in groRenk&tren im Nukleus zu detektieren war.
Diese Strukturen kolokalisieren mit den ATXN1-Inglanen im Kern (Abbildung 32 A). Somit
lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass dieeXpbession von Ataxin-1 zu einer
Rekrutierung von Fox-2 in die nuklearen ATXN1-In&lonen fuhrt.

Da viele Fox-2-Isoformen existieren und diese zueil Zell- und gewebsspezifisch
exprimiert werden [167], wurde zusétzlich Uberpriiftviefern diese Fox-2-Lokalisation in den
ATXN1-Inklusionen in unterschiedlichen humanen Kmikn zu beobachten ist. Fir diese
Analysen wurden ebenfalls MCF7- und HEK293T-Zelleasgesat und mit den Plasmiden
pcDNA1-FLAG-SCA1-Q30 bzw. pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82, wie Material und Methoden
beschrieben, transfiziert und fur die Mikroskopabereitet.

Die mikroskopischen Analysen ergaben, dass die dXpeession von ATXN1 Q30 bzw.
Q82 sowohl in MCF7- (B) als auch in HEK293T-Zellé@) zur Bildung nukledrer ATXN1-
positiver Inklusionen fiihrt (Abbildung 32). Wie amud der Uberlagerungsdarstellung ersichtlich
wird, ist endogenes Fox-2, unabhéngig von der Latege ATXN1-Polyglutamin-Bereiches, in
beiden Zelllinien in diesen Strukturen nachzuwei@drbildung 32).
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A Hela

FLAG-SCA1 Q30

FLAG-SCA1 Q82

B MCF7
FLAG-SCA1Q30

FLAG-SCA1 Q82

C  HEK293T

FLAG-SCA1 Q30
—

FLAG-SCA1 Q82

Abbildung 32: Fox-2 lokalisiert in nukledren Ataxin-1-Strukturen. (A) HelLa-, (B) MCF7- und(C) HEK293T-
Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNAL1-FLAG-SCA18Q8zw. pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82 transfiziert und fir
weitere 48 Stunden kultiviert. Die Farbung der Birsd erfolgte mit spezifischen Antikérpern gedénB) Fox-2
(Kaninchene-RBM9; Beth. Lab) und=LAG (Mause-FLAGMZ2; Sigma) bzw.(C) Fox-2 (Mause-RBM9; Abnova)

undFLAG (Kaninchene-FLAG; Sigma). Die Farbung der Zellkerne erfolgti# Hoechst. Mal3stabsbalken entsprechen
20 pm.
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Aufgrund dieser Ergebnisse sollte Uberpruft werdenwiefern nukledre bzw.
cytoplasmatische Varianten von Fox-2 in diesenkBinen nachgewiesen werden konnen. Fir
diese Analysen wurden HelLa-Zellen ausgesat undderitPlasmiden pCMV-HA-Foxy2 bzw.
pCMV-MYC-Fox-2y: und pcDNAL-FLAG-SCA1-Q30 bzw. pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82
kotransfiziert und fir weitere 48 Stunden kultivjerm die Expression der Fusionsproteine zu
ermdoglichen.

A

HA-Fox-2v1 FLAG-SCA1 Q30

HA-Fox-2v1 FLAG-SCA1 Q82

MYC-Fox-2cyt FLAG-SCA1 Q30

MYC-Fox-2cyt FLAG-SCA1 Q82

Abbildung 33: Lokalisation der Fox-2-Varianten (A) Fox-2,; und (B) Fox-Z,: in nuklearen ATXN1-Strukturen.
HelLa- Zellen wurden mifA) pcDNA1-FLAG-SCA1-Q30 bzw. pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82 upCMV-HA-Fox-2,;
oder mit(B) pcDNA1-FLAG-SCA1-Q30 bzw. pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82 umCMV-MYC-Fox-2.,; kotransfiziert.
Die Zellen wurden flr weitere 48 Stunden kultividdie Farbung der Proteine erfolgte mit spezifischetikdrpern
gegen(A) HA (a-HA-Fluorescin, Roche) und FLAG (Kanincher~LAG; Sigma) undB) MYC (Kaninchene-MYC;
Sigma) und FLAG (Maus-FLAGM?2; Sigma). Die Farbung der Zellkerne erfolgtét Hoechst. Maf3stabsbalken
entsprechen 20 um.
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Wie aus Abbildung 33 A ersichtlich wird, zeigtenllga, die ATXN1 Q30 bzw. ATXN1
Q82 und Fox-g; koexprimierten nukleare Strukturen, in denen bdtdeteine kolokalisierten.
Zudem wiesen Zellen, die ATXN1 Q30 bzw. ATXN1 Q8&iuFox-2 koexprimierten, ebenfalls
nukleare Strukturen auf, in denen beide Proteitekkdisierten (Abbildung 33 B).
Somit konnte demonstriert werden, dass Fox-2 beréipression von FLAG-ATXN1 Q30,
sowie von FLAG-ATXN1 Q82, eine veranderte Lokaligataufweist, was speziell auch fiir die
nukleédre Variante 1 und die cytoplasmatische Végidiox-2,: bestatigt werden konnte. Dabei

bildet es nukledre Strukturen, die mit den ATXNkHrsionen kolokalisieren.
4.6.4 Untersuchungen zum Einfluss einer ATXN1-Ubepgession auf die Aktivitat von Fox-2

Aufgrund dieser verédnderten Fox-2-Lokalisation imX¥N1-tberexprimierenden Zellen,
stellte sich die Frage, ob die Uberexpression vtaxifd-1 einen Einfluss auf die Fox-2-Aktivitat
als Spleil3-Regulator ausuben konnte, und damitinene veranderten SpleiRen von Fox-2-

abhangigen Ziel-mRNAs, speziell der Ataxin-2-mRN#@ésultiert.

4.6.4.1 Einfluss einer Ataxin-1-Uberexpression atie FOX-2-Genexpression

Dazu wurde zun&chst tberprift, inwiefern die Ubpression von Ataxin-per seeinen
Einfluss auf dieFOX-2-Genexpression hat, da ein solcher Effekt ebenialisiner veranderten
Fox-2-Spleil3-Aktivitat resultieren wirde. Fur diesralyse wurden HEK293T-Zellen ausgesét
und mit den Plasmiden pcDNA1-FLAG-SCA1-Q30 und peXINFLAG-SCA1-Q82 bzw. einem
FLAG-Kontrollvektor transfiziert. Nach 48stundig&ultivierung wurde die Gesamt-RNA der
Proben isoliert und die entsprechende cDNA syrglesti Die Auswertung erfolgte mittels RT-
gPCR, wobei die Uberexpression von Ataxin-1 mitfédiler Oligonukleotide ATXN1_E8 fw
und ATXN1_E9 rev quantifiziert wurde.

Wie aus Abbildung 34 A ersichtlich wird, fiihrte didberexpression von FLAG-Ataxin-1
Q30 bzw. Q82 zu einer 300-400 fachen Erh6hung desidl-Transkriptes. Dabei zeigten
Zellen, die FLAG-ATXN1 Q30 bzw. Q82 exprimiertengike Veradnderung der Fox-2-
Transkriptmenge (Abbildung 34 B). Daraus lasst sisbhlieRen, dass die Ataxin-1-
Uberexpression unter den gewahlten Bedingungerekdfinfluss auf di#OX-2Genexpression
hatte.
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Abbildung 34: FOX-2-Genexpression bei Uberexpression von Ataxin-1HEK293T-Zellen wurden mit den
Plasmiden pcDNAL1-FLAG-SCA1-Q30 bzw. pcDNA1-FLAG-SC®82 transfiziert und fir 48 Stunden kultiviert.
AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA isoliert und cD&Athetisiert. Die Quantifizierung erfolgte mitt&3-qPCR.
(A) Nachweisder Uberexpression von Ataxin-1mittels der Oligonukleotide ATXN1_E8 fw und ATXNE9 rev.
(B) Quantifizierung der Transkriptmenge von Fox-2 mittels der Oligonukleotide Fox-2_fw und Fox-2_reMs
Kontrollgene dientetHPRT und g-Aktin. Fir die RT-gPCR-Analysen wurden mindestens drebli#iagige Versuche
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mitt&lACT-Methode, wobei auflPRT normalisiert wurde. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment mit zwei biologischen liRaen. Fehlerbalken repréasentieren den Standaeifedes
Durchschnitts (SEM).

4.6.4.2 Einfluss einer Ataxin-1-Uberexpression agiie Aktivitat des SpleiR-Regulators Fox-2

Da die Uberexpression von Ataxin-1 keinen Einflasd die Fox-2-Transkriptmenge
ausiibt, wurde im Folgenden (uberprift, inwiefern ditaxin-1-Uberexpression zu einem
veranderten Fox-2-abhangigen SpleiRen der MAP3K®- lder ATXN2-pra-mRNA fuhrt. Dafur
wurden HEK293T-Zellen in 12-Kammerplatten ausgesdt mit den Plasmiden pcDNA1-FLAG-
SCA1-Q30 und pcDNA1-FLAG-SCA1-Q82, bzw. einem FLA®Gntrollvektor transfiziert. Nach
48stiindiger Expressionszeit wurde die entsprech@asamt-RNA aus den Proben isoliert und
die cDNA synthetisiert. Um die MAP3K7-Varianten muantifizieren wurden RT-gPCR-
Analysen mit den Oligonukleotidpaaren MAP3K7_fw WMAP3K7_E12_rev bzw. MAP3K7_fw
und MAP3K7_E11 13 rev durchgefiihrt und das Verlgilioeider Transkripte zueinander
bestimmt. Fir die Analyse der TranskriptvarianteRXN2E18 und ATXN2E18 wurden die
Oligonukleotidpaare ATXN2_E17 18 fw und ATXN2_18vrbzw. ATXN2_E17_19 fw und
ATXN2_E19 rev verwendet und ebenfalls das Verhsilthieider Transkripte zueinander
bestimmt.
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Abbildung 35: Deregulation der SpleiR-Aktivitat von Fox-2 bei Uberexpression von Ataxin-1HEK293T-Zellen
wurden mit den Plasmiden pcDNAL1-FLAG-SCA1-Q30 bzwveDNAL1-FLAG-SCA1-Q82 transfiziert und fiir 48
Stunden kultiviert. AnschlieBend wurde die GesamiARdbliert und cDNA synthetisiert. Die Quantifizierg erfolgte
mittels RT-qPCR(A) Verandertes Fox-2-abhéngiges SpleiRen von MAP3K7 Br 12.Fir die RT-qPCR-Analyse
wurden die Oligonukleotide MAP3K7_fw und MAP3K7_Eb2w. MAP3K7_fw und MAP3K7_E11_13 verwendet.
Dargestellt ist ebenfalls das Verhéaltnis von InidasExon 12 zu Exklusion(B) Verandertes Fox-2-abhangiges
SpleiBen von Ataxin-2 Exon 18Fir die RT-qPCR-Analyse wurden die Oligonukleot’iEXN2_E17_18 fw und
ATXN2_E18 rev bzw. ATXN2_E17_19_ fw und ATXN2_E19vreerwendet. Dargestellt ist ebenfalls das Verlgiltn
von Inklusion Exon 18 zu Exklusioils Kontrollgene diente82M und HPRT, bzw. -Aktin undHPRT. Fur die RT-
gPCR-Analysen wurden mindestens drei unabhéngigsu¢ke durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittedCT-
Methode, wobei auHPRT normalisiert wurde. Dargestellt ist ein reprastwta Experiment mit zwei biologischen
Replikaten. Fehlerbalken reprasentieren den Stafedded des Durchschnitts (SEM).

Die Uberexpression von ATXN1 mit 30 bzw. 82 Glutasn fiihrte zu einer 2-3 fachen
Zunahme an MAP3K7E12-Transkript (Abbildung 35 Achte Seite). Die Berechnung des
Verhéltnisses zwischen den beiden Spleil3formen MEI2/ MAP3K7AEL2 zeigte, dass die
Uberexpression von Ataxin-1 hier zu einem Anstigigrfe (Abbildung 35 A, linke Seite). Dieser
Anstieg des Verhaltnisses fallt bei der Uberexpoessler normalen ATXN1-Variante mit 30
Glutaminen deutlicher aus als bei der pathogeneniamta mit 80 Glutaminen. Dies beruht
wahrscheinlich auf einer geringeren Expressionpdghogenen Variante, wie aus Abbildung 34
A ersichtlich wird.

Ein ahnlicher Anstieg des Verhaltnisses von MAP3KZEu MAP3KAE12 konnte bei
einer reduzierten Fox-2-Menge beobachtet werde i{éog 26 B), so dass die Fox-2-Aktivitat
in FLAG-ATXN1-exprimierenden Zellen vermindert zeis scheint.

Die Analyse des SpleiRens der ATXN2-pra-mRNA erghiss die Uberexpression von
Ataxin-1 auch hier zu einem veranderten Spleil3enAdeXN2-pra-mRNA bezlglich Exon 18
fuhrt. Hier war 1,5-2,5mal mehr ATXME18-Transkript in den ATXN1-Uberexpressionsproben
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zu detektieren, als in der Kontrollprobe (Abbildu® B, rechte Seite), womit auch das
Verhdltnis von ATXN2E18 zu ATXNZRE18 merklich abnahm (Abbildung 35 B, linke Seite).
Dies stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen lUbermdim bei einer Reduktion von Fox-2 erhalten
wurden (Abbildung 26 A). Auch hier fallt auf, dadieser Effekt bei der pathogenen Variante von
Ataxin-1 schwacher ausfiel als bei der nichtpatinege Variante mit 30 Glutaminen, was
wahrscheinlich auf der geringeren Expression dérgagenen Variante beruht.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ubessipr von Ataxin-1 zu einer
Lokalisationsanderung von Fox-2 und zu einer vedeiten Aktivitat von Fox-2 als Spleil3-
Regulator fuhrt. Dies fuhrt interessanterweise imera verénderten Verhaltnis von ATXN2E18
zu ATXN2AE18. Da innerhalb dieser Arbeit demonstriert werkiemnte, dass das ATXME18-
Transkript offensichtlich nicht Gber den ,nonsensediated mRNA decay“ abgebaut wird, ist
davon auszugehen, dass das entsprechende Trarnskngiatiert wird. Dafur spricht, dass bei
Ensembl seit Juni 2011 ein proteinkodierendes ATXEPS-Transkript (ENST00000550104)
annotiert ist. Eine Translation der ATXNE18-mRNA wirde demnach in einem verkirzten
Protein resultieren, welches zudem eine verandettierminale Region aufweist (Abbildung 36
A) und in Ataxin-1-Uberexprimierenden Zellen verktaexprimiert wird. Ein Vergleich der
Domaénenstruktur von ATXN2 und ATXMA8 zeigt, dass die bekannten Doménen auch in
ATXN2AE18 wiederzufinden waren. Wie aus Abbildung 36 Bidtlich wird, besitzt
ATXN2AE18 am auflersten C-Terminus 16 Aminosauren, diét rilc der urspringlichen

ATXN2-Sequenz zu finden sind.

A
PyQ ISm  LSmAD PAM2
|
1 ATXN2 1312
PolyQ LSm  LSmAD PANM2
— -
1 I 996
ATXN2 AExon 18
B
570 S80 950 lo00o0
ATXN2 NMMYPVEVSPGVQPLY PTPMT PMEVNQAKT YRAVENME Q!
ATXN2AE18 JNMMY PVPV SPGVQ—————— YQICPNSGKTSIIRVE————

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Domanetraiktur von ATXN2 und ATXN2 AE18. (A) Dargestellt
sind die Polyglutamin-Domane, die LSm- und LSm-assde Doméane und das PAM2-Moti(B) Proteinsequenz-
Alignment der C-terminalen Regionen von ATXN2 und XN2AE18. In Gelb dargestellt sind identische
Aminosauren.

Aufgrund dieser Ergebnisse ware es sehr interedsarzukinftigen Arbeiten diese
ATXN2AE18-Isoform naher zu charakterisieren. Dabei waie s&pannender Aspekt zu
untersuchen, ob bekannte ATXN2-Interaktionen aughdieser Variante stattfinden. Aul3erdem
waére zudem von Interesse, in welchen Geweben dseferm exprimiert wird und welche
subzellulare Lokalisation dieses Protein aufweaist,es Hinweise gibt, dass Ataxin-2 auch im

Nukleus lokalisiert ist [19, 66]. Unter dem Gesgghinkt das ein dereguliertes Fox-2-abhangiges
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SpleiRen sowohl in der Pathogenese der SCA2 alsdrrcSCAL eine Rolle spielen kdnnte, ware
es zudem von Interesse zu untersuchen, inwiewtgtsohiedliche SpleiR-Varianten von Ataxin-

2 zur Pathogenese beider Erkrankungen beitragemtén
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5 Diskussion

Die zellulare Funktion des Proteins Ataxin-2, welshverantwortlich ist fur die
Auspragung der SCAZ2, ist bislang noch nicht volidig verstanden. Erste Hinweise innerhalb
der Arbeitsgruppe wiesen aber darauf hin, dassim2xmoglicherweise mit dem neuronalen
Splei3-Regulator Fox-2 interagiert. Diese Interaktkonnte in der vorliegenden Arbeit, mittels
Yeast-Two-Hybrid- und Koimmunoprazipitations-Anadys bestatigt werden und wurde
weitergehend funktionell untersucht, wobei abs@ded ein besonderes Augenmerk auf der
Rolle dieser Interaktion fur die Pathogenese dehAS(ag. Da Fox-2 auf zellularer Ebene noch
nicht vollstandig charakterisiert worden ist, wurdeeses im Zuge dieser Arbeit zunachst

eingehender untersucht.

5.1 Die Fox-Proteine

Fox-2 gehdrt zur Familie der Fox-Proteine, welcinée bereits erwahnt, Uber das
Vorhandensein eines einzelnen spezifischen RNA-@mativs, der RRM-Doméane, definiert
werden und mit dem ,feminizing on X* (Fox) Genprdédlin C. eleganyverwandt sind [169-170].
Zu den humanen Fox-Proteinen werden bisher dreteidm gezahlt, A2BP1 (Ataxin-2-
Bindeprotein 1; Fox-1), RBM9 (RNA-binding motiv gemn 9; Fox-2) und NeuN (Fox-3), denen
eine Funktion als gewebsspezifische Regulatorenattesnativen Spleil3ens zugewiesen wird
[167].

Eine Transkription derFOX-Gene resultiert in diversen Transkripten und Rmete
Isoformen, da gewebespezifische Promotoren verwemade die Transkripte zudem alternativ
gespleil3t werden [179, 193-194]. Dabei entsteheaHfoteine mit unterschiedlichen N-und C-
terminalen Regionen und unterschiedlichen subzebul Lokalisationen [193-195].

Diese Spleil3-Varianten der Fox-Proteine weisen dbaiz allem eine konservierte
Doménen-Struktur auf. Die RRM-Doméane befindet sicber zentralen Region der Proteine und
ist fir die Funktion als Regulatoren des Spleifsssentiell. Die N-terminalen bzw. C-terminalen
Regionen sind nicht so stark konserviert. C-terinireesitzen einige Isoformen ein
familienspezifisches hydrophobes PY-nukleadres Liektibnssignal (hPY-NLS), welche die
Konsensussequenz RF(A/T)PY besitzt. Konsistent ddokalisieren viele Isoformen der
humanen Fox-Proteine bei Uberexpression im Nuklews)ingegen Leserasterverschiebungen
durch alternatives Splei3en in den C-terminalenid®exn zu Proteinen flhren, die vorzugsweise
im Cytoplasma lokalisiert sind. Inwiefern sich dtenktionen dieser unterschiedlichen Spleil3-
Varianten unterscheiden ist bisher allerdings nacht wirklich verstanden [181, 193, 196]. Fox-
2 besitzt zudem in seiner C-terminalen Region zlishe RNA-Bindemotive, die sogenannten
RGG-Boxen [179].
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Das ,RNA recognition motiv* (RRM) ist eines der liggsten RNA-Bindemodule und ist
in ca. 1% der humanen Gene kodiert [197]. Die RRMrane der Fox-Proteine bindet dabei
spezifisch an ein Fox-Bindemotiv, dem RNA-Hexam&CAUG [198-199]. Interessanterweise
weisen die humanen Fox-Proteine 1 und 2 eine sigrgi RRM-Doméane auf und auch die von
Fox-3 (NeuN) unterscheidet sich nur in 4 AminosauZudem ist diese Fox-RRM-Doméane in
vielen Spezies konserviert [180, 184, 198-199]eHjlobale Computervorhersage auf Grundlage
dieses spezifischen Bindemotivs, resultierte iremirSpleil3-Netzwerk der Fox-Proteine, indem
mehr als tausend Fox-Zielgene vorhergesagt wurgen, denen viele in neuronalen und
muskularen Prozessen involviert sind [168].

Im Einklang damit wurde eine Expression von Foxshér ausschlie3lich im Gehirn, im
Skelett- und im Herzmuskel nachgewiesen, wohingegea Fox-3-Expression nur in Neuronen
detektiert werden konnte. Auch Fox-2 wird verstémkieuronen und in Muskelzellen exprimiert,
weist aber generell ein breiteres Expressionsmuadseseine Paraloge auf [167, 181, 196, 200].
Speziell im Gehirn werden alle Fox-Proteine aussBhth in Neuronen exprimiert, wobei fur die
murinen Homologe mFox-1 und mFox-2 demonstriertdear konnte, dass sie stark in den
Purkinjezellen exprimiert werden, die hingegen kelExpression von Fox-3 aufweisen [171,
181].

Mutationen bzw. veranderte Expressionsmuster desx-1Kéens werden
interessanterweise mit unterschiedlichen neuratbgis Erkrankungen, wie z.B. schwerer
mentaler Retardierung, Epilepsie und Autismus isatomenhang gebracht [201-204]. Fir Fox-2

ist ein solcher Zusammenhang bisher nicht besamiglmrden.

5.2 Zellulare Lokalisation von Fox-2

Innerhalb dieser Arbeit wurde zunachst die subkzekuendogene Lokalisation von Fox-2 in
den Zelllinien MCF-7 und Hela analysiert. Da untbisdliche Fox-2-Varianten, wie bereits
erwahnt, tUber verschiedene N-und C-terminale Regiorerfiigen, wurden fir die endogenen
Analysen innerhalb dieser Arbeit zwei Antikorperwendet (Bethyl Lab. und Abnova), die die
N-terminale Region der annotierten Fox-2-Variante!® und 4 erkennen, wobei der Antikdrper
von Bethyl Laboratories zusétzlich Variante 2 erkerufgrund einer differenten N-terminalen
Region in den Varianten 5 und 6, werden diese vam fakiden hier verwendeten Antikorpern
nicht erkannt (Varianten der NCBI-Datenbank).

Bei den mikroskopischen Analysen stellte sich herdass endogenes Fox-2 primér eine
nukleare Lokalisation aufwies, wobei aber auch €igiehte cytoplasmatische Féarbung zu
beobachten war. Im Nukleus wies Fox-2 in allen lfe@din eine punktuelle Struktur auf.
Konsistent mit seiner Funktion als Regulator de&-mRNA-SpleiRens [181] konnte hier
demonstriert werden, dass es sich bei einem TeBedi punktuellen Strukturen um nukleare

~Speckles” handelt, da in den mikroskopischen Asety eine Kolokalisation mit den SR-
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Proteinen nachgewiesen werden konnte. Nukledre ckg® liegen in  den
Interchromatinregionen des Nukleoplasmas vor undd&re eingeteilt in zwei unterschiedliche
Strukturen, den ,Interchromatin Granule Cluster$GE) und den Perichromatin-Fibrillen.
Mikroskopisch erscheinen sie daher als irregulgo@ktuelle Strukturen, die in Form und GroR3e
uneinheitlich sind.

Bei den IGCs handelt es sich um dynamische nukli8titgkturen, in denen Regulatoren
des pra-mRNA-Splei3ens und die Proteine der Sphzi8ehinerie angereichert sind und in denen
zudem die Bildung von Spleil3-Komplexen ermdglichirdw Nach Zusammensetzung der
~Spliceosomen*” verlassen diese die IGC und werdeden Perichromatin-Fibrillen rekrutiert, in
denen das ko-transkriptionelle SpleiRen stattfindet2, 174, 205]. Da Fox-2 eine Rolle in der
Regulation des Spleif3ens spielt, ist eine Lokatisain diesen Strukturen konsistent mit dieser
Funktion. Fur das Fox-3-Protein, einem Paralog For-2, wurde zudem in Neuronen ebenfalls
eine endogene nukledre Lokalisation mit AufkonZeningen in nukledren ,Speckles*
beschrieben [206].

Bei dem Versuch Variante 1 von Fox-2 zu klonieramrde innerhalb der Arbeitsgruppe
eine neue Variante von Fox-2 identifiziert, Faxr2die sich durch das Vorhandensein des Exons
ENSE00001553845 von Variante 1 unterscheidet. haikrdieser Arbeit konnte demonstriert
werden, dass dieses Exon ENSE00001553845 zwisclxen E2 und Exon 13 in Fox-2-
Transkripten der Zelllinien HEK293T-, HelLa- und S¥®6Zellen exprimiert wird. Diese
Insertion von 32 Nukleotiden resultiert in einerskeasterverschiebung, wodurch eine alternative
C-terminale Region generiert wird. Interessantesevdiesitzt das daraus resultierende Protein das
familienspezifische hydrophobe RF(A/T)PY-Motiv niaghehr, welches in Foxy2 vorhanden ist.
Einhergehend damit konnte demonstriert werden, dmsde Varianten bei Uberexpression
verschiedene subzellulare Lokalisationen aufweisewpobei Fox-2,: Uberwiegend
cytoplasmatisch und Fox;2 uberwiegend nukleér lokalisiert ist. Wie schon & ist diese
neue Variante in dieser Form nicht bei Ensembl #@earip wobei die annotierten Varianten
(ENSTO00000359399und (ENST00000338644) ebenfalls dieses Exon leesit@ber noch nicht
eingehender charakterisiert wurden und zudem eidera N-terminale Region besitzen. Auch
hier fihrt die Insertion zu einer Leserasterversohing und der Generierung dieser alternativen
C-terminalen Region. Innerhalb der Arbeit von Pagiial wurde zudem eine Fox-2-Isoform aus
einer humanen embryonalen cDNA-Bibliothek ampldizj die durch die Inklusion eines Exons,
dieselbe differente C-terminale Region aufweist Rox-2Z; [207]. Zusétzlich dazu wird z.B. in
Fox-2 Variante 4 (ENST00000414461) diese C-Termifggion durch die Exklusion von Exon
12 generiert, so dass davon ausgegangen werden Hass sie eine konservierte Sequenz
unterschiedlicher Fox-2-Varianten darstellt.

Ein &hnlicher Mechanismus zur Generierung eineferdifitiellen C-Terminus ist far

murines Fox-1 beschrieben worden. Dabei fihrt diseition des Exons A53 zu einer
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Leserasterverschiebung und zu einem Verlust deer@ibalen NLS. Einhergehend damit
lokalisierten die entsprechenden Isoformen von Faieht mehr priméar im Nukleus und weisen
zudem eine geringere Aktivitat im alternativen #pde von pra-mRNA auf [193]. Daher stellt
sich die Frage, ob diese vorwiegend cytoplasmatiscarianten von Fox-2, neben der
Regulation des Spleilens von pra-mRNA, mdglichesevaiusatzliche Funktionen im mRNA-
Metabolismus aufweisen.

Bekannt ist, dass viele RNA-Bindeproteine und Reguen des alternativen Spleil3ens
nicht ausschlie3lich im Nukleus vorliegen, sondasanfalls im Cytoplasma und auf3erdem neben
der Regulation des Splei3ens an anderen RNA-Pmzds=teiligt sind, wie z.B. dem mRNA-
Transport, der mRNA-Stabilitat und in der Kontrotler Translation [208-211]. So konnte z.B.
fur einige Splei3-Regulatoren der SR- und der hnfdmilie, sowie fur TIA-1 und TIAR
gezeigt werden, dass sie sowohl im Nukleus als andDytoplasma vorkommen [208, 212-213].
Dabei sind die SR-Proteine SRp20, und 9G8 am Expivanloser RNA beteiligt [174, 214]. Das
SR-Protein SF2/ASF wiederum liegt in Assoziatiort den Polyribosomen vor und ist an der
Translations-Regulation beteiligt, so dass geneziglé cytoplasmatische Funktion fir Proteine
der SR-Familie diskutiert wird [215]. hnRNP-Protinspielen ebenfalls eine Rolle im
nukleo/cytoplasmatischen Transport von mRNA undtbes dariber hinaus Funktionen in der
Regulation der Translation [209, 216-217] Die RRKktBine TIA-1 und TIAR, welche im
Nukleus am pra-mRNA-Splei3en beteiligt sind, spigla Cytoplasma ebenfalls eine Rolle in der
Repression der Translation unter Stress-Bedingurigdem sie ARE- (AU-rich elements)
Sequenzen im 3'UTR bestimmter mRNAs binden undcediesdlie entstehenden ,Stress Granules”
sortieren [143, 218-219].

Unter diesem Aspekt ist es aul3erst interessard, \dasanten der Fox-Proteine, wie z.B.
Fox-Z, existieren, die keine NLS besitzen und deren @m@iokalisation das Cytoplasma ist
[167]. Aufgrund dieser Tatsachen ist anzunehmess #@x-2 eine Rolle neben der Regulation
des SpleiRens besitzt. In diesem Zusammenhang &diintdasXenopus laevislomolog von
Fox-2 (XRbm9), welches hauptséchlich im CytoplasteaOozyten vorliegt, eine Interaktion mit
der cytoplasmatischen atypischen Poly(A)-Polymera&gld2 beschrieben werden. Beide
Proteine sind Bestandteil des cytoplasmatischeryaBehylierungskomplexes. Hier scheint
XRbm9 eine Rolle in der Aktivierung der Translatznbesitzen, indem es die mRNA-Spezifitat

des Komplexes bestimmt [207].

5.3 Fox-2 ist eine Komponente von ,Stress Granulasid interagiert mit
Ataxin-2
Ein weiterer Hinweis fir eine cytoplasmatische Rigrk des Proteins ist seine

Lokalisation unter Stress-Bedingungen in den cwesplatischen ,Stress Granules”. Diese

Lokalisation von Fox-2 in den ,Stress Granules” kiendabei auch speziell fur die vorwiegend
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nukleare Fox-2-Variante, Fox-2 gezeigt werden und spricht dafiir, dass auch aukl€ox-2-
Varianten in der Lage sind ins Cytoplasma zu teisten. Unter diesem Aspekt ist es
interessant, dass auch andere SpleiR-Regulatoee.Bi TIA-1, TIAR, hnRNP Al und einige
SR-Proteine, unter Stress-Bedingungen KomponengésedStrukturen sind [175, 212, 218, 220].

~Stress Granules” sind cytoplasmatische Struktudémunter Stress-Bedingungen in der
Zelle gebildet werden und translationell reprineemnRNA beinhalten. Ihre Bildung wird
ausgelost durch bestimmte Stress-Stimuli, wie axgdativen, genotoxischen, hyperosmotischen
und Hitzeschock, Bedingungen unter denen es zureglebalen und transienten translationellen
Arrest kommt. Dabei existieren unterschiedliche NMadsmen der SG-Bildung. Speziell fur
osmotischen und Arsenitstress wurde gezeigt, dadS8c.e welcher an der Bildung des
Translations-Prainitiationskomplexes beteiligt iphosphoryliert wird. Dadurch akkumulieren
nichtfunktionelle Translations-Initiationskomplexeelche in den Stress Granules gespeichert
werden. Somit wird die Translation inhibiert undrgss Granules” entstehen [221].

Unter der Annahme, dass cytoplasmatische Fox-2adten, wie fir XRbm9
demonstriert, eine Rolle in der Aktivierung der iskation bestimmter mRNAs spielen konnten,
wirde eine Rekrutierung Fox-2-beinhaltener mRNP-flexe in diese Strukturen dazu
beitragen, die Translation der entsprechenden mRAgprimieren. Da bekannt ist, dass Fox-2
Uber seine RRM-Doméne an das spezifische RNA-Hex&®CAUG bindet, ware somit eine
Beteiligung an der translationellen Repression UGGAenthaltener Transkripte unter Stress-
Bedingungen mdglich. Diese These sollte in zukgefti Analysen weitergehend untersucht
werden.

Unter diesem Aspekt ist die hier identifizierte dragtktion von Ataxin-2, einem
vorwiegend cytoplasmatischen Protein, und Fox+2 waditeres Indiz fir eine Rolle von Fox-2 in
cytoplasmatischen Prozessen, wie z.B. wie der Taaoss-Regulation, da wahrscheinlich auch
das Polyglutamin-Protein Ataxin-2 in der translagtben Regulation involviert ist und zudem
eine essentielle Komponente der ,Stress Granulestellt [95, 119, 127].

Die Interaktions-Analysen innerhalb dieser Arbeitrgaben, dass sowohl
cytoplasmatische, als auch nukleare Isoformen vmaZmit Ataxin-2 interagieren, wobei aber
offensichtlich unterschiedliche Regionen innerhadis ATXN2-Proteins die Interaktion mit den
unterschiedlichen Isoformen von Fox-2 vermittelnerbei wurde festgestellt, dass Faxzanit
der C-terminalen Region von Ataxin-2 interagiertelehe das PAM2-Motiv beinhaltet. Im
Gegensatz dazu, weist die nukleére Variante kg@p@mar eine Interaktion mit einem ATXN2-
Fusionsprotein im Y2H auf, das die LSm/LSm-assodi®oméne von Ataxin-2 umfasst.

Bei dieser Doméne handelt es sich um ein RNA-Birmtesndas aber auch an der
Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen béggiist. Einige Studien konnten demonstrieren,
dass neben der vorwiegend cytoplasmatischen Laltialis von Ataxin-2, dieses auch zu einem

gewissen Grad im Nukleus der Zelle vorliegt [19, &&1, 222], so dass eine Interaktion im
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Nukleus moglich ware. Zudem wurde eine Rolle fla-2 im SpleiRen von pra-mRNA
diskutiert, da es diese LSm-Doméane besitzt, dih saeis den Motiven Sml und Sm2
zusammensetzt [131]. Sm-Proteine sind z.B. an dsbi#dung von Protein-Protein-Interaktionen
Uber diese Motive beteiligt, welche essentiell fiégn Aufbau der snRNPs, Komponenten des
~Spliceosoms®, sind [131]. Unter diesem Aspekt kignmukledres Ataxin-2 mit Foxz2 im
Nukleus eine Funktion in der Regulation des pra-mAR3yleil3ens besitzen.
Bemerkenswerterweise wurde auch festgestellt, dasdJberexpression von Fox:2
einen Einfluss auf die Bildung der ,Stress Grarulead damit auch auf die subzellulare
Lokalisation seines Interaktionspartners Ataxini#ageist. Dies lasst sich bei Uberexpression der
cytoplasmatischen Fox-2-Variante nicht beobachteba beide Fox-Varianten mit
unterschiedlichen Doméanen von Ataxin-2 interagiek@&mnte dies ein Hinweis darauf sein, dass
die Fox-2;-Interaktionsdoméne von Ataxin-2, die Lsm/LsmAD,r fdie Rekrutierung von
Ataxin-2 in die ,Stress Granules" essentiell ish. Kdnnte man vermuten, dass die Uberexpression
von Fox-2; zu einer vermehrten Bindung an Ataxin-2 tber dieeméne fihrt. Dabei konnte in
vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe scheeigfewerden, dass Ataxin-2 essentiell fur
die Bildung dieser Strukturen ist, da eine Redukinm Ataxin-2 zu einer verminderten Bildung
der ,Stress Granules® fuhrt [119, 127]. Somit besiie Moglichkeit, dass die Uberexpression
von Fox-2; und die damit einhergehende verstarkte InterakniinAtaxin-2 dazu fuhrt, das
dieses nicht mehr in die ,Stress Granules" rekrutigerden kann, was folglich zu einer

beeintrachtigten Bildung dieser Strukturen fuhrénrke.

5.4 Untersuchungen zum Einfluss einer erhdhten Atax2-Menge auf
Fox-2

Wie bereits erwdhnt wurde in SCA2-Patienten eilélete Konzentration an Ataxin-2 in
den von der Degeneration betroffenen Hirnbereictestgestellt, so dass dies fur die SCA2-
Pathogenese von Relevanz zu sein scheint [115, Zudem konnte fir Ataxin-2 eine Rolle als
transkriptioneller Koregulator beschrieben werdé6][ Daher wurde innerhalb dieser Arbeit
mittels Uberexpressionsanalysen uberprift, ob At2xieine Rolle in der transkriptionellen
Regulation derFOX-2-Expression haben kdnnte. Zudem wurde mittels Kaiés Laser-
Scanning-Mikroskopie der Einfluss einer Ataxin-2doéxpression auf die subzelluldre
Lokalisation seines Interaktionspartners Fox-2 ngueht.

Diese Untersuchungen ergaben, dass die Uberexgmesswohl der normalen als auch
der expandierten Ataxin-2-Variante im Zellkulturnetidkeinen Einfluss auf die Genexpression
von Fox-2 aufwies. Es stellte sich jedoch heraassaine Uberexpression von Ataxin-2 in HeLa-
Zellen zu einer vermehrten cytoplasmatischen Lek#ibn von Fox-2 fuhrte. Dies konnte z.B.
darauf beruhen, dass nukledres Fox-2 durch die edpegssion seines Interaktionspartners

Ataxin-2 in das Cytoplasma rekrutiert wird. Eineiteee Moéglichkeit ware es, dass vermehrt
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cytoplasmatische Fox-2-Varianten exprimiert werdengd damit die Ataxin-2-Uberexpression
einen Einfluss auf das SpleiRen des Fox-2-Transgipusiben kénnte. Die RT-qgPCR-Analyse
ergab keine Erh6hung deOX-2-Genexpression, wobei durch das gewahlite Oligomtkipaar
hierbei allerdings keine Aussagen Uber die Expoesdiestimmter Fox-2-Spleif3-Varianten
gemacht werden konnte. Somit ware es in Zukunérégsant zu Uberprifen, inwiefern veranderte
Ataxin-2-Mengen einen Einfluss auf die Expressionietschiedlicher Fox-2-Varianten besitzt,
oder ob es dabei zu einer Rekrutierung nuklearerZ-garianten ins Cytoplasma kommt.

Dieses Ergebnis konnte fir die Pathogenese der S€kRant sein, da hier erhohte
Mengen an Ataxin-2 in den Purkinjezellen beobacwetden konnten [115, 117]. So kdnnte die
Translokation von nukledrem Fox-2 in das Cytoplasiaeu fihren, dass dieses nicht mehr in die
Regulation des SpleiRens eingreifen kann. Zudent gad den Studien von Nakahagt al
hervor, dass unterschiedliche Fox-2-Spleivariandéferente Splei3-Aktivitaten aufweisen
[193], so dass ebenfalls ein verandertes Verhaltars Fox-2-Splei3varianten zueinander eine
starken Einfluss auf die Regulation Fox-2-abhangigeleil3-Ereignisse ausuben wirde. Daher

sollte dieser Aspekt in Bezug auf die SCA2-Pathegerweitergehend untersucht werden.

Fur das Fox-2-Paralog Fox-1 wurde beschrieben, dams Reduktion dieses Proteins
einen Einfluss auf di8CA2Genexpression hat [178]. Zudem gibt es Hinweiassd-o0x-2 an der
Regulation der Transkription beteiligt ist, da ¢és reegativer Koregulator des Ostrogenrezeptors
identifiziert wurde [179]. Daher wurde in diesemsammenhang auch Uberprift, inwiefern
veranderte Mengen an Fox-2 einen Einfluss aufSfid\2Expression austben. Diese Analysen
ergaben keine signifikante Veranderung &CA2Genexpression bei einer Reduktion der

endogenen Fox-2-Konzentration im Zellkulturmodell.

5.5 ATXN2-pra-mRNA besitzt Fox-2-Bindemotive

Das alternative SpleiRen von pra-mRNA ist einer zimtralen Mechanismen, um die
Genexpression in Eukaryonten zu regulieren. Dabmiden aus einer pr&-mRNA eine Reihe
unterschiedlicher mRNAs und damit Protein-Isoforngeneriert. Es wird geschéatzt, dass ca. 40-
60% aller humanen Gene alternativ gespleil3t werdevhei diese Ereignisse oft zelltyp-,
gewebe- und entwicklungsabhéngig sind [223-226].

Die Familie der Fox-Proteine gehort zu trans-agidem Regulatoren des Splei3ens, die
an das cis-regulative Element UGCAUG der pra-mRNAdén. Dabei ist dieses Motiv z.B.
involviert in die gewebsspezifische oder entwicklsspezifische Regulation des alternativen
SpleiRens, wobei eine starke Anreicherung von UGGAU den ,downstream” intronischen
flankierenden (DIF) Regionen vieler Hirn- und Mukg&pezifischen Exone gefunden wurde [183,

185]. So wurde z.B. fiir das neuronenspezifischenBX80 des NMHC- (non-muscle myosin Il
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heavy chain-B) Transkriptes bzw. flir das Exon N& desrc-Transkriptes eine Regulation Gber

dieses Hexanukleotid nachgewiesen [181, 227].

Interessanterweise konnte innerhalb einer genorawéinalyse zur Identifizierung von
Genen, die mindestens ein Fox-Bindemotiv enthakbenfalls daSCA2Gen als Trager dieses
hexameren Sequenzelements identifiziert werden| [M8& im Ergebnis-Teil beschrieben, ergab
die Analyse deSCA2Gens, dass dieses 30 Fox-Bindemotive besitztFDieProteine regulieren
die Exklusion bzw. Inklusion spezifischer Exone Atbhangigkeit von der Lokalisation des
UGCAUG-Elements in den ,upstream” bzw. ,downstredanttonischen flankierenden (UIF bzw.
DIF) Regionen der entsprechenden Exone (AbbildufjgB67-168, 181, 184]. Die Bindung der
Fox-Proteine bewirkt dabei die Exklusion der ergshenden Exone (Abbildung 37 A), wenn die
UGCAUG-Elemente in den UIF-Regionen vorliegen, wgjgigen die Inklusion tber UGCAUG-
Elemente in den DIF- Regionen vermittelt wird (Aldlong 37 B) [167].

A
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Abbildung 37 : Schematische Darstellung der Fox-2&hangigen Spleil3-Regulation. (A) SpleiR-Repressiaturch
die Fox-Proteine.Die Bindung der Fox-Proteine in den UIF-Regionenrfiiir Repression des Exon-Spleil3&ii.
SpleiR-Aktivierung durch die Fox-Proteine. Die Bindung der Fox-Proteine in den DIF-Regionen ffliuar
Aktivierung des Exon-Spleif3ens.

Von den 30 hier identifizierten Fox-Bindemotiverfibden sich sechs innerhalb von 250
Nukleotiden in den intronischen flankierenden Segea der Exone 11, 19, 21 und 22.

Innerhalb dieser Arbeit wurde analysiert, inwiefelie zwei UGCAUG-Elemente in der
DIF-Region von ATXN2 Exon 18 einen Einfluss auf deimbau dieses Exons in das ATXN2-
Transkript besitzen. Dabei konnte interessantemveia Fox-2-abhangiges SpleiR-Ereignis der
ATXN2-pra-mRNA bezogen auf Exon 18 identifiziertnden. Das entsprechende ATXN218-
Transkript konnte innerhalb dieser Arbeit mittel€RRAnalyse in unterschiedlichen Zelllinien
nachgewiesen werden. Ebenso konnte demonstriedewgedass eine Reduktion der endogenen
Fox-2-Konzentration in HEK293T- und HelLa-Zellenauner vermehrten Exklusion von ATXN2
Exon 18 fiuhrt, so dass anzunehmen ist, dass eshgthnormalerweise, bedingt durch die
UGCAUG-Elemente im DIF-Bereich von Exon 18, um &iox-2-vermitteltes Spleil3-Ereignis
handelt.

Um sicher zu gehen, dass das SpleiRen von Exom18TiXN2-Transkript auf einer

direkten Bindung von Fox-2 an diese UGCAUG-Elemenberuht, sollte diese Bindung in
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zukinftigen Versuchen Uber RNA ChIP- Analysen valid werden. Zudem koénnte durch
Mutationsexperimente in den Fox-Bindemotiven derXAlR-mRNA untersucht werden, ob
dieses einen Einfluss auf die Regulation von EX®bdsitzt.

Unter diesem Gesichtspunkt ist es interessant, dassits Ataxin-2- SpleiRvarianten
beschrieben wurden. Dabei ist das selektive Spiei@m Exon 10, 11 bzw. 21 identifiziert
worden. Exon 21 der humanen ATXN2-pra-mRNA wirdeaiativ gespleildt, wobei dieses
Transkript ubiquitar exprimiert wird (Isoform 1VPie Exklusion von Exon 10 der ATXN2-pré-
MRNA konnte von Sahbet al identifiziert werden. Das ATXNEZE10-Transkript (Isoform I1)
wird in nichtneuronalen Geweben in &hnlichem AusmwaddIsoform | exprimiert wird. Im Hirn
dagegen wird diese Isoform Il starker exprimiest labform | und dies betrifft auch speziell das
Zerebellum [116]. Diese beiden alternativen ATXNae#3-Varianten konnten auch in Mausen
identifiziert werden. Hier wurde zusatzlich dazich@ine Variante gefunden, in der zusatzlich zu
Exon 10 noch Exon 11 exkludiert war [107-108, 1Hhe funktionelle Analyse dieser Spleil3-
Varianten ist bigdato noch nicht durchgefiihrt worden. Das hier idengfie Fox-2-vermittelte
SpleiR-Ereignis des ATXN2-Transkripts ist besondersder Hinsicht bemerkenswert, dass
murines Fox-2, wie auch Ataxin-2, stark in den belgren Purkinjezellen exprimiert wird [167,
171]. Somit sollte in zukinftigen Analysen Uberpriiferden, inwiefern diese ATXNYE18-
Variante im Gehirn, und hier speziell in den Pujdaellen, exprimiert wird.

Im Vergleich mit anderen Geweben, scheint speiieliGehirn alternatives Spleil3en
vermehrt zur Proteom-Diversitat beizutragen [76]o Sverden z.B. die pra-mRNAs
unterschiedlicher Rezeptorklassen, wie z.B. SenotprDopamin- und GABA-Rezeptoren,
alternativ gespleifdt, wodurch deren Aktivitat odetlulare Lokalisation stark beeinflusst wird
[228]. Eine Deregulation dieser Prozesse kann Hulaeen Dysfunktionen und Erkrankungen
fuhren [229-231]. Man geht inzwischen davon aussda0% aller krankheitsverursachenden
Mutationen das Spleil3en betreffen [231]. Dabei smohl cis-regulative Elemente betroffen, so
dass die entsprechende pra-mRNA differentiell g#8plwird, als auch trans-agierende Faktoren,
die das SpleiRen mehrerer Transkripte regulierédi][2Unter diesem Aspekt kdnnte eine
veranderte Regulation Fox-2-abhangiger Splei3-Brssg, und speziell des ATXN2-
Transkriptes, zur Pathogenese der SCA2-Erkrankerigalgen. So wird diskutiert, dass in SCA2-
Patienten eine erhéhte Menge an ATXN2 vorliegt. Bxigebnisse dieser Arbeit zeigten, dass eine
ATXN2-Uberexpression in einer vermehrt cytoplasseiten Lokalisation von Fox-2 resultierte.
Dabei ist bekannt, dass Fox-2-Varianten unterstiblesl Aktivitdten im SpleiRen von préa-
MRNAs aufweisen [193]. Aus diesem Grund kdnnte aiéskalisationsdnderung zu einer
verringerten Fox-2-Aktivitat fihren und z.B. vermeATXN2AEL18-Transkripte exprimiert

werden. Dieser Aspekt sollte weitergehend untetswelhden.
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5.5.1 ATXN2 Exon 18 wird nicht Gber den NMD abgebaut

Das SpleiRen bestimmter Exone kann zur Einflhrungsespeziellen vorzeitigen Stop-
Codons (PTC) fuhren. Diese Transkripte werden ntemaise Uber den ,honsense-mediated
MRNA decay" abgebaut. Dies kann einen autoreg@atMechanismus der Zellen darstellen, um
die Genexpression zu regulieren [182, 190]. Andeits fihrt aber auch abberantes Splei3en
durch Mutationen in cis-Elementen bzw. in transegnden Proteinen zur Einfuhrung dieser
PTCs [190]. Somit stellt der NMD auch einen zelaki Uberwachungsmechanismus dar, der
PTC-enthaltene mRNAs erkennt und sie dem Abbauhzyjf§o dass keine C-terminal verkirzten
Proteine, die zum Teil dominant negative Effekteerodrerdnderte Protein-Eigenschaften
aufweisen kdnnen, exprimiert werden [190, 232].

Da die Exklusion dieses Exons 18 zu einer Lesangstrhiebung und einem vorzeitigen
Stop-Codon fiihrt, wurde ebenfalls untersucht, ifeviedieses ATXNAE18-Transkript Giber den
NMD abgebaut wird.

Die Reduktion von UPF1, einer essentiellen Komptmeates NMD, hat dabei keinen
positiven Einfluss auf die Stabilitit des ATXNR18-Transkriptes. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass das entsprechende Tpamskminalerweise nicht Uber den NMD
degradiert wird und wahrscheinlich translatiert dviDaflr spricht auch, dass in der letzten
Aktualisierung von Ensembl (Juni 2011) eine prdtedierende ATXNAE18-Transkriptvariante
annotiert wurde.

Eine Translation dieses ATXME18-Transkriptes wirde zu einer verklrzten Ataxin-2
Variante (995 AS) fuhren, die einen differentiell@iTerminus aufweisen wirde. Die bisher
bekannten Doménen, die Polyglutamin-Doméane, die /LSm-assoziierte Domane und das
PAM2-Motiv, wéren in dieser Variante weiterhin ealtien. Allerdings fihrt die Exklusion von
Exon 18 zu einer Leserasterverschiebung, so das®reitein entsteht, welches 16 differente
Aminosauren in der &ufersten C-terminalen Regiositzte Um nachzuweisen, dass diese
ATXN2-Variante wirklich translatiert wird, sollte ni zukinftigen Analysen mittels
Massenspektrometrie das Protein selbst in humaabenznachgewiesen werden. Zudem waére es
aufschlussreich zu untersuchen, ob die bisher Im&annteraktionspartner von Ataxin-2 auch
mit der AE18-Variante interagieren. Dabei waren die z.Btétne Fox-1 (A2BP1) und Fox-g
von besonderem Interesse, da diese beiden Protginder C-terminalen Region von Ataxin-2
interagieren, die in der neuen Variante stark veatkigt.

Da Fox-2 oft neuronenspezifische Splei3-Ereigniesguliert und es zudem stark im
Nukleus von Purkinje-Zellen exprimiert wird [16771], sollte zudem untersucht werden,
inwiefern die ATXN2AE18-Isoform im Vergleich zur ATXN2E18-Isoform in temschiedlichen
Neuronenpopulationen exprimiert wird. Auerdem wesédnteressant zu untersuchen, ob in den

Purkinje-Zellen von SCA2-Patienten UnterschiedeMerhéltnis beider Varianten zu einander
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verzeichnet werden koénnen, da die ATXN2-Uberexpoessmalysen nahelegen, dass es unter
diesen Bedingungen zu einer veranderten Lokalisdtion. unterschiedlichen Expression von
Fox-2-Varianten kommt, was eine veranderte Fox-Bxitit in der SCA2-Pathogenese bedeuten

wurde. Dieser Aspekt wird zuklinftig in Patientenenall eingehender analysiert.

5.6 Untersuchungen zur Interaktion von Fox-2 und &tin-1

Der letzte Teil dieser Arbeit beschéftigt sich witaxin-1, dem auslésenden Protein der
Spinozerebellaren Ataxie Typ 1 [233]. Da das Palighin-Protein Ataxin-1 in einem
funktionellen Zusammenhang mit Ataxin-2 steht untdvdn-2 zudem einen Einfluss auf die
Pathogenese der SCA1l besitzt [19], wurde innerlthéser Arbeit, die, von Limet al
vorhergesagte Interaktion, zwischen Fox-2 und Atdxzunachst validiert. Ein weiterer Focus
lag darin zu Oberprifen, ob Fox-2, wie es fir weitétaxin-1-Interaktionspartner schon
beschrieben wurde, auch in die nukledren ATXNZ1dskinen rekrutiert wird. Zudem sollte
Uberpruft werden, ob der beschriebene modifiziezelidfekt von Ataxin-2 in der SCAL-

Pathogenese in einem Zusammenhang mit den beotmachigebnissen stehen kdnnte.
5.6.1 Fox-2 interagiert mit Ataxin-1

Wie bereits erwahnt, weisen bisherige Untersuchuiregam Protein Ataxin-1 eine Rolle
in der transkriptionellen Regulation und der Retjota des Spleil3ens zu [51, 69-70]. Neben
seiner N-terminalen Polyglutamin-Domane besitztlaein eine AXH-Domane, bei der es sich
um ein RNA-Bindemotiv handelt, Uber die aber aucbtéin-Protein-Interaktionen vermittelt
werden. Das ATXN1-Paralog, BOAT (brother of atat)p- und einige transkriptionelle
Regulatoren, wie SMRT (Silencing mediator of reitnacid and thyroid hormone receptor), Gfil
(Growth factor independent protein 1), Capicua dad RORW/Tip60-Komplex interagieren tber
die AXH-Domane mit Ataxin-1 [46].

Die Interaktion zwischen Fox-2 und Ataxin-1 konntmerhalb dieser Arbeit mittels
direkter Yeast-2-Hybrid- und Koimmunoprézipitatiohsalyse bestatigt werden, so dass
offensichtlich Fox-2 sowohl mit Ataxin-2 als auchtrtaxin-1 interagiert. Vermittelt wird die
Interaktion von der N-terminalen Region von Ataginwobei sie sowohl mit 30 als auch mit 82
Glutaminen nachzuweisen war. Inwiefern die Intacaktlurch einen verlangerten Polyglutamin-
Bereich beeintrachtigt bzw. verstarkt ist, konnté Hilfe der hier verwendeten Analysen nicht
Uberprift werden, da diese keine Quantifizierung Id&eraktionsstarke erlaubte. Dieser Aspekt
sollte aber in weiterfihrenden Analysen eingehendetersucht werden, da veranderte
Interaktionen in der Pathogenese der SCAL eineeRall spielen scheinen. So interagiert die
expandierte Form von Ataxin-1 z.B. verstarkt bzisgeschwacht mit LANP (leucine-rich acidic
nuclear protein), USP7 (ubiquitin specific prot&y Capicua und RBM17 [78, 234-235]. Zudem

ist es bekannt, dass eine Expansion im Polyglutddeieich auch Auswirkungen auf andere
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regulative Bereiche von Ataxin-1 besitzt. Aus dims@rund kann nicht ausgeschlossen werden,
dass diese einen Einfluss auf die Interaktion vox-Z und Ataxin-1 besitzen. So weil3 man z.B.
dass die Phosphorylierung eines bestimmten Set@sresn Ataxin-1 (S776) fur die Pathogenese
von Bedeutung ist und auch einen Einfluss auf imeste Interaktionen besitzt. Dabei kommt es
im Falle von RBM17 zu einer verstarkten Interaktioih phosphoryliertem Ataxin-1, wohingegen
die Interaktion mit U2AF65 (U2 small nuclear RNAXxdiary factor 2)bei Phosphorylierung
dieses Serinrestes reduziert ist [69]. Dieser metaEinfluss anderer Bereiche des Ataxin-1-
Proteins auf die Interaktion mit Fox-2, konnte mém hier verwendeten Yeast-Two-Hybrid-
System ebenfalls nicht analysiert werden.

Ein weiterer Aspekt ist die Interaktion von AtaXinmit der cytoplasmatischen Fox-2-
Variante Fox-2,. Innerhalb dieser Arbeit wurde die subzellularelagene Lokalisation von
Ataxin-1 in HelLa-Zellen eingehender untersucht. ®atiellte sich heraus, dass Ataxin-1 zum
groBten Teil im Nukleus nachzuweisen war, indemmais seinem Interaktionspartner Fox-2
kolokalisierte. Zusatzlich dazu konnte aber ebénfaine leichte cytoplasmatische Farbung des
Proteins in HelLa-Zellen beobachtet werden. Irnginal konnten in diesem Zusammenhang
ebenfalls demonstrieren, das Uberexprimiertes Wildtaxin-1 ein vorwiegend nukleares
Protein ist, welches aber zu einem gewissen Gragyitoplasma der Zellen vorliegt [78].

Somit besteht die Mdglichkeit, dass cytoplasmatsttarianten von Fox-2 in diesem
Kompartiment mit Ataxin-1 interagieren und Ataxineine bisher unbekannte Funktion im
Cytoplasma besitzt. Interessanterweise ist bebeikannt, dass expandiertes Ataxin-1 nicht mehr
in der Lage ist in das Cytoplasma zu translozidi#8], so dass dies einen Einfluss auf die
Interaktion von Ataxin-1 und cytoplasmatischen ReXarianten ausiben durfte. Dies konnte far
die Pathogenese der SCAL-Erkrankung relevant seimiisste weitergehend analysiert werden.

Zudem konnte in den mikroskopischen Analysen fesélie werden, dass Ataxin-1
wahrscheinlich auch eine Komponente der cytoplasefan ,Stress Granules” ist, da es unter
Stress-Bedingungen mit Fox-2 in cytoplasmatischem@éren Strukturen kolokalisierte. Dies
musste in weiterfihrenden Analysen aber noch ragdikchen ,Stress-Granule“-Markerproteinen
wie z.B. TIA-1, TIAR oder PABP uberprift werden.

5.6.2 Fox-2 akkumuliert in den nukledren Ataxin-1nklusionen

Ein Charakteristikum der SCA1-Pathogenese ist dashahdensein intranuklearer
Inklusionen in Neuronen der Patienten [191]. Dieséstehen sowohl bei Uberexpression der
normalen als auch der expandierten Variante voxiéth in Zellkultur- und Tiermodellen. Ein
interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass diegdpeession der normalen Variante von Ataxin-
1 ebenfalls toxisch ist und in einem Fliegenmodelkiner Degeneration von Neuronen fihrt [25,
236]. Daher wird diskutiert, ob es sich bei diedaklusionen Uberhaupt um klassische
Polyglutamin-Aggregate handelt [80, 191]. Die Bilduder Ataxin-1-Inklusionen ist RNA-
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abhangig und abhangig von aktiver Transkription.w&@d Wildtyp-Ataxin-1 als auch
expandiertes liegen in diesen Strukturen nichisstatvor, sondern bewegen sich zwischen diesen
Strukturen und dem Nukleoplasma [69, 78-80]. Inetral stellten die Vermutung auf, dass es
sich bei den nuklearen ATXN1-Inklusionen nicht umotBin-Aggregateper se bestehend aus
fehlgefalteten Protein, handelt, sondern um Orteehdokaler Ataxin-1-Konzentrationen, die mit
einer hohen Transkriptionsaktivitat assoziiert sithe mogliche Funktion von Ataxin-1 kdnnte
somit in der Prozessierung oder dem Transport yaeziBsschen mRNAs von den Orten der
Transkription bestehen [78]. Dabei besitzt expamele Ataxin-1 veradnderte RNA-Binde-
Eigenschaften [79].

Bemerkenswerterweise filhrt die Uberexpression vammalem und expandiertem
Ataxin-1 in mehreren humanen Zelllinien auch zueeifRekrutierung von Fox-2 in diese
Strukturen. Dieses Ergebnis konnte auf die nukl&&meante Fox-g; und die cytoplasmatische
Variante Fox-2,; ausgeweitet werden. Dabei konnte auch fiir weibeteraktionspartner von
Ataxin-1, wie z.B. RBM17, TAP/NXF1 (nuclear RNA ex factor 1), ATXN2, U2AF65 und
Cu/Zn-SOD (Cu/Zn-superoxide dismutase) schon eiekriRierung in die nukledren Ataxin-1-
Inklusionen beobachtet werden [19, 69, 78, 82, 194}

Da es sich bei RBM17 und U2AF65 ebenfalls um Rdguda des pra-mRNA-SpleiRens
handelt, stellte sich somit die Frage, ob es zeregenerellen Rekrutierung von Komponenten
dieses RNA-Prozessierungsweges kommt. InnerhalbStietie von Skinneet al wurde die
Lokalisation des Splei3-Regulators SC35 Uberpfuftden gezeigt werden konnte, dass er nicht
in diesen Strukturen lokalisierte [191]. Zudem kimnnnnerhalb meiner Arbeitsgruppe von
Christian Kaehler demonstriert werden, dass an8pleil3-Regulatoren, wie z.B. TIAR und TIA-
1, ebenfalls nicht in diesen Strukturen nachzuwessed (Welzekt al,. eingereicht). Daher liegt
die Vermutung nahe, dass diese veradnderte Fox-2lisakion auf einer Interaktion mit Ataxin-1
beruht.

Ein bemerkenswerter Aspekt ist es, dass eine vertendhktivitat der, mit Ataxin-1
interagierenden, Splei3-Regulatoren fur die SCAdrdfrkung diskutiert wird. So konnte flr das
RNA-Binde-Protein RBM17, welches eine Rolle im altgiven Spleil3en von pra-mRNA spielt
[81], eine verstarkte Interaktion mit expandierté&taxin-1 beobachtet werden, wodurch es
offensichtlich in diese Strukturen rekrutiert wirllus diesem Grund ist anzunehmen, dass eine
Deregulation RBM17-abhangiger Splei3-EreignissePathogenese der SCA1 beitragt [69]. Im
Einklang mit dieser Vermutung konnte auch beobadchtzden, dass eine Uberexpression von
RBML17 in einem SCALl-Fliegenmodell zu einem schwaneverlauf der Erkrankung fuhrt [69].
Ein weiterer Aspekt der annehmen lasst, dass emreddlation des SpleiRens in der SCAL-
Pathogenese involviert ist, ist die Interaktion vataxin-1 mit U2AF65, einer Komponente des
,Spliceosoms* [82]. Hierbei fiihrt die Uberexpressimn Wildtyp-Ataxin-1 zu einem verstarkten

U2AF65-abhangigen SpleiRen, wohingegen expandiétisn-1 diesen Effekt nicht hervorrief
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[82]. Somit scheint es auch hier wahrscheinliclssdgine veranderte Interaktion des expandierten
Proteins mit U2AF65 zur Pathogenese der SCAL-Ekknagp beitragt [82].

Da die Uberexpression von Ataxin-1 auch zu einerdnderten Lokalisation seines
Interaktionspartners Fox-2 fuhrte, wurde innerhdibser Arbeit untersucht, inwiefern Fox-2-
abhangiges SpleiRen auch von dieser Mislokalisatoandert ist.

Die Analyse des Fox-2-abhangigen SpleiRens bei AT-XIerexpression ergab, dass
sowohl die Uberexpression von normalen als auchpathogenen Ataxin-1 dazu fiihrte, dass das
Fox-2-abhangige Spleil3en von MAP3K7 Exon 12 eingesikt ist. Da ein Fox-2-abhangiges
Splei3-Ereignis der ATXN2-pr&-mRNA identifiziert dibestatigt werden konnte, ware daher zu
erwarten, dass der Funktionsverlust von Fox-2 inXNI-Uberexprimierenden Zellen auch zu
einem veranderten SpleiRen von ATXNZ2-pr&-mRNA fuldies konnte interessanterweise
innerhalb dieser Arbeit auch bestatigt werden, de ATXN1-Uberexpression zu einer
vermehrten Exklusion von Exon 18 in der ATXN2-mRIifrte.

Somit konnte innerhalb dieser Arbeit gezeigt werddsss sowohl die Uberexpression
von Wildtyp-Ataxin-1 als auch von expandiertem eimegativen Einfluss auf die Aktivitat des
SpleiR-Regulators Fox-2 besitzt. Dabei kénnte siiehinteraktion beider Proteine regulativ auf
die Funktion von Fox-2 auswirken, so dass die Utression von Ataxin-1 einen Einfluss auf die
Fox-2-Aktivitat besitzt. Andererseits konnte abercta die Rekrutierung von Fox-2 in diese
Strukturenper sezu einem Funktionsverlust fihren, da Fox-2 nicehmim Nukleoplasma-Pool
zur Verflgung steht.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass @iffeirtktion von Fox-2 ebenfalls zur
Pathogenese der SCA1-Erkrankung beitragen konrgkeDsollte dieser Aspekt in zukinftigen

Analysen weiter untersucht werden.

5.7 Spleil3-Defekte in Spinozerebellaren Ataxien

Wie aus der vorliegenden Arbeit deutlich wird, leéstein funktioneller Zusammenhang
von Fox-2 mit den beiden Ataxie-ausldosenden PreteiAtaxin-2 und Ataxin-1. Wie schon
erwahnt, wird murines Fox-2 im Gehirn ausschlig8lioc Neuronen exprimiert, wobei es
interessanterweise in den Purkinjezellen eine steinke Expression aufweist [167, 171, 181, 196,
200]. Diese Neuronenpopulation ist in den spindzgtaren Ataxien Typ 1 und 2 am starksten
von der Neurodegeneration betroffen [3, 7]. Untiesém Aspekt, lassen die Ergebnisse dieser
Arbeit vermuten, dass Fox-2-abhéngiges Spleilerdem Pathogenese beider Erkrankungen
beteiligt sein kénnte. Dabei konnte die verandénmktion dieses RNA-Bindeproteins viele
alternativ gespleil3te Transkripte betreffen, alehaspeziell das ATXN2-Transkript.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten zudem darauf dhass dieses ATXNYE1S8-

Transkript wahrscheinlich translatiert wird. Untdem Aspekt, dass Ataxin-2 im SCA1-
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Fliegenmodell und in pontinen Neuronen von SCAldP#eén vermehrt im Nukleus
nachgewiesen werden konnte [19], kdnnte man spakulj dass andere Splei3-Varianten von
Ataxin-2 vorwiegend im Nukleus lokalisieren. Dapricht, dass selbst bei einer Uberexpression
der Isoform | von Ataxin-2, dieses ausschlieBlicheiner cytoplasmatischen Lokalisation des
Proteins fuhrt, obwohl endogene Daten zeigen, ddasin-2 auch nuklear lokalisiert ist und
zudem eine Komponente eines nuklearen Transkrgkmmplexes ist [66]. Damit ware es eine
Moglichkeit, dass alternativ gesplei3te Isoformendere subzellulare Lokalisationen und
Funktionen aufweisen. Da auch in den PurkinjezeltamSCA2-Patienten eine teilweise nukleére
Lokalisation beobachtet wurde [115, 117], solltevebl im Falle der SCA1 und als auch der
SCA2 die veranderte Expression von ATXN2-Spleil3i&fsten eingehender untersucht werden.

Bemerkenswerterweise konnte auch ein modifiziererieféekt von Ataxin-2 auf die
SCAS3-Pathogenese in eineBrosophilaModell beobachtet werden [163-164]. Dabei konnte
auch hier Ataxin-2 in den SCA3-Inklusionen im Nuidenachgewiesen werden, so dass auch in
dieser Erkrankung eine mogliche Beteiligung untaiestiicher Ataxin-2-Varianten eine Rolle
spielen konnte [163-164]. Zudem weist d&€A3Genprodukt, Ataxin-3, selbst eine hohe
Variabilitat in seinen Genprodukten auf, da diexitia3-pra-mRNA alternativ gespleil3t wird [79,
237]. Dabei konnte von Harret al demonstriert werden, dass diese unterschiedlitdegarmen
des deubiquitinierenden Proteins &hnliche enzyataifktivitdten aufweisen, aber signifikante
Unterschiede in den Aggregationseigenschaften zegsitwas zur Pathogenese der SCAS3
beitragen durfte [238]. Auch im Falle der spinobetiiren Ataxie Typ 7 wurde eine neue Spleil3-
Variante desSCA7#Transkripts nachgewiesen. Das daraus resultier@ndiin Ataxin-7b wird
dabei Uberwiegend im ZNS exprimiert [239].

Das SCAG6-Polyglutamin-Protein CACNAL1A weist ebelsfalerschiedene alternative
SpleiR-Varianten auf. Wie bereits erwéhnt, handglsich bei dem Protein CACNA1A um eine
porenformendea;-Untereinheit des spannungsgesteuerten Kalziumika@a, 2.1, der im
gesamten Gehirn und im Rickenmark exprimiert widde CACNALA-mRNA wird alternativ
gespleildt, so dass unterschiedliche Isoformen dmsalk generiert werden, die verschiedene
neuronale Expressionsmuster und subzellulare Ls@dinen aufweisen. Ein wichtiger Aspekt
dabei ist es, dass nicht alle CACNAL1A -Spleil3-Viateéam den C-terminalen Polyglutamin-Bereich
besitzen. Die entsprechenden Isoformen mit und élotgglutamin-Doméane werden in den von
der Degeneration betroffenen Purkinje-Zellen ex@itm wobei eine Expression von
expandierten Formen einen Einfluss auf das Spledéereigenen mRNA hat, so dass vermehrt
Varianten exprimiert werden, die den C-terminaldat@ninbereich besitzen [240-241].

Somit sollte in zukinftigen Arbeiten zur Pathogeneler Polyglutamin-Erkrankungen
vermehrt die unterschiedlichen SpleiR-Varianten desachlichen Proteine mit einbezogen

werden. Auch kénnten Splei3-Varianten einiger Plakggninproteine, wie z.B. Ataxin-2, einen
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Einfluss auf die Pathogenese anderer PolyglutaminaBkungen oder auch anderer
neurodegenerativer Erkrankungen aufweisen.

Dafur spricht z.B. die direkte Interaktion von Ata2 mit TDP-43. TDP-43 gehdrt zur
Familie der hnRNP-Proteine und ist ebenfalls eideiBgRegulator [242-243]. Wie schon
erwahnt, sind Mutationen im TDP-43-Gen die Ursaeldger familidrer ALS-Erkrankungen
[244]. Da dieses Protein mit weiteren neurodegéivera Erkrankungen in Zusammenhang
gebracht wurde, fuhrten Sephtenal. eine Studie zur Identifizierung von neuronalealRNAs
dieses RNA-Bindeproteins durch. Dabei wurden erdicherweise auch die mRNAs von Ataxin-
1 und Ataxin-2 als Ziele von TDP-43 identifiziedp dass auch hier eine Deregulation im
SpleiRen dieser mRNAs zur Pathogenese der ALSaleitr konnte [150, 245-246]. Wie schon
erwahnt konnte fur Ataxin-2 zudem ein Einfluss dig TDP-43-vermittelte Toxizitat in einem

DrosophilaModell identifiziert werden, was diese Moglichkeusatzlich bestéarkt [161].
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6 Zusammenfassung

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2) gehértdan Polyglutamin-Erkrankungen
und wird durch eine exonische CAG-Expansion $GA2Gen verursacht. Die Funktion des
SCA2Genprodukts Ataxin-2 ist bidato noch nicht vollstandig verstanden. Aufgrund bisdesr
Daten scheint Ataxin-2 jedoch in der Endozytose iIm&NA-Prozessen eine Rolle zu spielen
und ist zudem eine Komponente der cytoplasmatiscifeéiness Granules®, die an der
translationellen Repression unter Stress-Bedingubegéeiligt sind.

Ziel dieser Arbeit war es, die putative Interaktieon Ataxin-2 mit dem neuronalen
Splei3-Faktor Fox-2 zu untersuchen. Nach der @dolg/alidierung dieser Interaktion wurde
diese eingehender charakterisiert. Dabei konntgdstellt werden, dass Fox-2 eine Komponente
der ,Stress Granules" ist. Bemerkenswerterweise filie Uberexpression einer nuklearen Fox-2-
Variante unter Stress-Bedingungen zu einer beeimiigien Bildung dieser Strukturen.

Desweiteren konnte eine Veranderung der subzediuldFox-2-Lokalisation bei der
Uberexpression von Ataxin-2 beobachtet werden. ttitssen Bedingungen war Fox-2 vermehrt
im Cytoplasma der Zellen nachzuweisen, was mit eseiRunktion als Splei3-Regulator
interferieren kdnnte; ein Aspekt der auch fur deth®genese der SCA2 von Bedeutung sein
kénnte, da hier erhdhte Ataxin-2-KonzentrationeredRolle zu spielen scheinen.

Zudem zeigte sich, dass die ATXN2-pra-mRNA zwei {Bixdemotive in der
flankierenden Region von Exon 18 beinhaltet. Ddloginte innerhalb dieser Arbeit demonstriert
werden, dass Fox-2 an der Regulation des Spleifgan&xon 18 beteiligt ist.

Ein weiterer Focus dieser Arbeit lag in der Validiey und Charakterisierung der
Interaktion von Fox-2 und Ataxin-1, einem Polyghataprotein das fir die Ausbildung der
Spinozerebellaren Ataxie Typ 1 verantwortlich Bieser Aspekt ist von Interesse, da Ataxin-2
direkt mit Ataxin-1 interagiert und zudem einen nfiacerenden Effekt auf die SCAL-
Pathogenese besitzt.

Die Interaktion zwischen Fox-2 und Ataxin-1 konu#didiert werden. Zudem stellte sich
heraus, dass die Uberexpression von Ataxin-1 irerewreranderten Lokalisation von Fox-2
resultierte. Bemerkenswerterweise fuhrt diese Malisation von Fox-2 zu einem veranderten
Fox-2-abhangigen Spleil3en des MAP3K7- und ATXNZ2ASkaipts.

Somit besteht die Mdglichkeit, dass eine verandékgvitat des neuronalen Spleil3-

Regulators Fox-2 einen Einfluss auf die Pathogedes&CA2 sowie der SCA1 besitzt.



Summary

7 Summary

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) belongs tofémaily of polyglutamine disorders
and is caused by an exonic CAG-expansion inS@é&2gene. The cellular function of tI®CA2
gene product ataxin-2 is not yet completely undedt but it is likely to play a role in
endocytosis and RNA- processing. In addition, a&xis a component of cytoplasmatic stress
granules, which are sites where untranslated mRit8tored during stress conditions.

The aim of this work was to analyze the putativenaction of ataxin-2 with the neuronal
splicing regulator Fox-2. In this work, the intetian of Fox-2 and ataxin-2 was validated and
characterized. In this line, Fox-2 was identifiedaanovel component of the cytoplasmic stress
granules. Notably, overexpression of a nuclear Faariant of affected the assembly of stress
granules under stress conditions.

Furthermore, an increased expression of ataxineéynaition existing in brain tissue of
SCAZ2 patients, influenced the subcellular localratof Fox-2. Under these conditions, the
cytoplasmic localization of Fox-2 was more evidéertus, this aspect could have an impact on
the SCA2 pathogenesis.

Analysis of intronic sequences of tBE€A2gene revealed two FOX-2 binding motives in
the flanking region of exon 18. In this line, itudd be demonstrated that Fox-2 is indeed involved
in the splicing regulation of exon 18.

Another aspect of this work was to validate thedmted interaction between Fox-2 and
ataxin-1, the disease-causing protein of the sjgiretellar ataxia type 1. This was of interest as a
direct interaction between ataxin-2 and ataxin-k wlamonstrated. Additionally, ataxin-2 was
found to be a modifier of SCA1 pathology.

Moreover, overexpression of ataxin-1 causes amealtEox-2 localization. Interestingly,
this mislocalization led to a modified splicing Bbx-2 target mRNAs, namely MAP3K7 and
ataxin-2.

Therefore, an altered Fox-2 activity is likely tontribute to the pathogenesis of SCA2 as
well as SCAL.
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9 Abkirzungsverzeichnis

AR: Androgen-Rezeptor

ARE: AU-rich elements

ATM: Ataxia telangiectasia

ATNL1: Atrophin-1

ATXN: Ataxin

ALS: amyotrophe Lateralsklerose
AS: Aminoséaure

B2M: B-2-Mikrotubulin

BOAT: “Brother of ataxin-1"

CACNAL1A: ,calcium channel, voltage-dependent, ByQe, alpha 1A subunit”
CBP: ,CREB (cAMP-response-element-binding-proxdiimding protein”

Cu/Zn-SOD: Cu/Zn-superoxide dismutase

DRPLA: Dentatorubrale Pallidolysiane Atrophie

FTDP-17: “frontotemporal dementia and parkinsoniisiked to chromosome 17"
Fox-2: “feminizing on X"

Fxh: Fox-2 Homolog

Gfil: "Growth factor independent protein 1”

HD: ~Huntington's disease"

HDACS3: “Histon-Deacetylase 3”

HPRT: “hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1”

Htt: Huntingtin-Protein

HYPA: “Huntingtin yeast partner A”

IGC: “Interchromatin Granule Clusters*



Abkirzungen [RiEekE

InskR1: 1 Inositol 1,4,5-Triphosphat-Rezeptor
LANP: “Leucine-rich acidic nuclear protein”

LSm: Like-Sm

LSmMAD: LSm-assoziierte Domane

NES: nukleares Exit-Signal

NMD: .nhonsense mediated mMRNA decay"

NLS: nukleares Lokalisations-Signal

PABP: “Poly(A)-Bindeprotein”

PAM2: Poly(A)-Bindeprotein (PABP)-Interaktionsmot
PCAF: “P300/CBP-associated factor”

P-Body: “Processing Body”

Pbpl: “pablp-binding protein 1”

PTC “premature translation termination codon”
PQBP1: “polyglutamine binding protein 1”

RBMO9: “RNA binding motif protein 9”

RBM17: “RNA binding motif protein 17"

RRM: “RNA regocnition motif”

rpm: “rounds per minute”

SBMA: Spinobulbare Muskelatrophie

SCA: spinozerebellare Ataxie

SEM: .Sstandard error of the mean*“

SMRT: “Silencing mediator of retinoic acid and tbigl hormone receptor”

SR-Protein: Serin/Arginin-reiches Protein
SP1: specificity protein 1

TAF,;130: “Transcription initiation factor TFIID 130 kD=ubunit”



Abkiirzungen

TAP/NXF1:

TBP:

TDP-43:

TFIIB:

TIA-1:

TIAR:

U2AF65

UHM:

ULM:

UTR:

UPF1:

UPS:

Y2H:

ZNS:

ZBRK1:

“nuclear RNA export factor 1 ”

»TATA box binding protein“

»TAR DNA binding protein®

“general transcription factor 1I1B”
“T-cell-restricted intracellular antigen-1"
“TIAL cytotoxic granule-associated RNA binding piotkke 1"
“U2 small nuclear RNA auxiliary factor 2"
“U2AF-homology motiv”
UHM-Liganden-Motif

untranslatierte Region

Up-frameshift suppressor 1 homolog
Ubiquitin-Proteasom-System
Yeast-Two-Hybrid

zentrales Nervensystem

“Zinc finger and BRCALl-interacting proteirwith a KRAB

domain 1"
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