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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Polyglutaminerkrankungen

Polyglutamin-Erkrankungen (PolyQ-Erkrankungen) sind dominant vererbbare
neurodegenerative Erkrankungen, welche zur Familie der Trinukleotid-Erkrankungen
gehéren.  Trinukleotid-Erkrankungen,  zeichnen sich  dadurch aus, dass im
krankheitsbestimmenden Gen eine intragenische Expansion eines Basentripletts vorliegt und
werden in zwei Klassen unterteilt. Bei Krankheiten der Klasse 1 befindet sich die
Trinukleotid-Expansion in den kodierenden Bereichen und bei Krankheiten der Klasse 2 in
den nicht-kodierenden Bereichen des entsprechenden Gens. Da sich bei den PolyQ-
Erkrankungen die Trinukleotid-Expansion in den kodierenden Bereichen des Gens befindet,
werden diese Erkrankungen zu den Trinukleotid-Erkrankungen der Klasse 1 gezahlt [2].

Die Familie der PolyQ-Erkrankungen umfasst bisher neun Erkrankungen, und zwar Chorea
Huntington (HD), Spinale und bulbare Muskelatrophie (SBMA), spinozerebellare Ataxie
(SCA) Typ 1, SCA2, SCAS, SCA6, SCA7, SCA17, sowie Dentatorubrale-Pallidolysiane
Atrophie (DRPLA) [2-7]. Bei diesen Krankheiten befindet sich eine Expansion des
Trinukleotid-Repeats CAG im offenen Leseraster des entsprechenden Gens, wobei die CAG-
Anzahl in den jeweiligen Genen auch in der gesunden Bevolkerung zu einem gewissen Grad
polymorph ist, wie in Tabelle 1 ersichtlich. Auch bestehen Variationen bei der Repeat-Zahl,
welche zum Ausbruch der Krankheiten flhren. Interessanterweise gibt es eine reduzierte
Penetranz bei intermedidren Repeat-Zahlen, d.h. nicht alle Patienten zeigen Kklinische
Symptome und erkranken [2].

. . Normale CAG- Pathogene CAG-
Krankheit Protein

Anzahl Anzahl

SCA1 Ataxin 1 6-39 40-82

SCA2 Ataxin 2 15-24 32-200

SCA3 Ataxin 3 13-36 61-84

SCA6 CACNA1A 4-20 20-29

SCA7 Ataxin 7 4-35 37-306

SCA17 TBP 25-42 47-63

DRPLA Atrophin 1 7-34 49-88
Androgen-

SBMA 9-36 38-62
Rezeptor

HD Huntingtin 11-34 40-121

Tabelle 1: Familie der PolyQ-Krankheiten

Weiterhin ist bekannt, dass die Lédnge des expandierten CAG-Repeats mit dem Beginn der
Krankheit invers korreliert, d.h. je l1anger der expandierte CAG-Repeat ist, desto friiher und
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mit ausgepragterer Symptomatik setzt die Krankheit ein [2]. Dieses Phanomen wird als
Antizipation bezeichnet. Im Gegensatz zu den normalen Allelen weisen die expandierten
Allele eine Instabilitét in der Vererbung auf, so dass es zu einer veranderten Anzahl an CAG-
Repeats bei den Nachkommen kommt. Diese Instabilitdt wird bei expandierten Allelen mit
einer Frequenz von fast 100% beobachtet, bei normalen Repeat-Ldngen dagegen sehr
selten [2, 8, 9].

Interessanterweise weisen die Proteine, die diese Erkrankungen hervorrufen, keine
Homologien untereinander auf. Bis auf das SCA6 auslésende Protein CACNA1A, das
ausschlieBlich im Gehirn exprimiert wird, werden diese Proteine in den meisten Geweben
exprimiert und sind an unterschiedlichen zellularen Prozessen beteiligt. Die einzige
Gemeinsamkeit besteht in dem Vorhandensein der Polyglutamin-Einheit in den Proteinen.
Dennoch fihren alle PolyQ-Krankheiten zu einem neuronalen Zellverlust in bestimmten
Gehirnbereichen, wobei sich die betroffenen Areale bei den einzelnen Krankheiten
groéBtenteils unterscheiden. Bei den meisten PolyQ-Krankheiten konnten intranukleare oder
cytoplasmatische Aggregate in den degenerierenden Neuronen der betroffenen Hirnregionen
gefunden werden [10-12], wobei das entsprechende expandierte PolyQ-Protein in diesen
Aggregaten enthalten ist. Allerdings wurden die Aggregate zum Teil auch in Hirnbereichen
nachgewiesen, die nicht von der Degeneration betroffen sind [11]. Da die Aggregate auch
nicht bei allen PolyQ-Erkrankungen nachgewiesen werden, ist ihr Beitrag zur Pathogenese
dementsprechend umstritten [13].

1.2. Spinozerebellare Ataxie Typ 2

Die Spinozerebellaren Ataxien, die zu den Polyglutaminerkrankungen gezahlt werden,
gehéren nach klinischen Gesichtspunkten zu den vererbten autosomal dominanten Ataxien
(ADCA), welche generell eine heterogene Symptomatik und Genetik aufweisen. Die ADCAs
treten mit einer Pravalenz von 1 zu 100000 auf [5] und zeichnen sich durch das
Vorhandensein einer ausgepragten Ataxie (Gang- und Gliederataxie) aus, was die
Namensgebung begrindet und auf eine Atrophie des Cerebellums und der Hinterstrange der
Medulla spinalis zurlickzufiihren ist. Hierbei zeigte sich, dass im Cerebellum hauptsachlich
die Purkinjezellen betroffen sind [14]. Diese Gruppe ist aufgrund ihrer Phanotypen nach
Harding in drei Gruppen unterteilt. Spater erfolgte die Einteilung nach genetischen
Gesichtspunkten, so dass die spinozerebellaren Ataxien 1, 2, 3, 6, 7 und 17 zu den
Polyglutaminerkrankungen gezahlt werden, da sie alle Uber eine Expansion eines (CAG)-
Repeats innerhalb der kodierenden Sequenz des entsprechenden Gens verfligen.

Die spinozerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2) gehért zur Gruppe 1 der Familie der ADCAs. Bei
15% aller ADCA-Erkrankungen handelt es sich um SCA2, wobei hier starke regionale
Schwankungen zu beachten sind. In England, Stditalien und Indien tritt SCA2 z.B. mit einer
extrem hohen Frequenz von 45% auf [15-17].
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Die klinschen Hauptsymptome von SCA2 sind zerebellare Ataxie, Tremor, geringer
Muskeltonus, verlangsamte Blicksakkaden, reduzierte oder fehlende Reflexe an den unteren
Extremitaten, periphere Neuropathie, Ophthalmoparese, Parkinsonismus und Demenz [14,
18]. ZurlGckzufihren sind diese Symptome auf eine Degeneration der spinalen
Leitungsbahnen und massivem neuronalen Zellverlust im Pons, der Substantia nigra, den
Olivae inferiores und dem Kleinhirn, hier besonders der Purkinje-Zellen [19, 20].

Wie bereits eingangs erwahnt, ist diese Erkrankung auf eine Expansion des CAG-Repeats
im kodierenden Teil vom Exon 1 des SCA2-Gens, zurlickzufiihren. Das SCA2-Gen ist auf
Chromosom 120g23-24.1 lokalisiert, besteht aus 25 Exons und umfasst eine genomische
Sequenz von 130 kb [25]. Der CAG-Repeat liegt am 5-Ende der kodierenden Region des
ersten Exons. Interessanterweise bestehen 90% der gesunden Allele aus 22 CAG-Repeats
und ca. 6% aus 23 CAGs, wobei die restliche Verteilung zwischen 17 und 31 CAGs liegt [22-
24]. Diese CAG-Repeats sind durch zwei CAA-Tripletts unterbrochen. Somit ist die Anzahl
der CAGs in normalen SCAZ2-Allelen in der Bevdlkerung relativ konstant und nicht so
polymorph wie bei anderen PolyQ-Erkrankungen [23, 26]. Expandierte Allele besitzen 35-200
CAG-Repeats, die keine CAA-Tripletts beinhalten, was auf eine stabilisierende Funktion
dieser Unterbrechungen bei der Vererbung hinweist [27]. Reduzierte Penetranz existiert bei
einer CAG-Repeatanzahl von 32 bis 34.

Genexpressionanalysen zeigten, dass das SCA2-Gen, welches fir das Protein Ataxin-2
kodiert, in Herz-, Leber-, Skelettmuskel-, Pankreas-, Plazenta- und Hirngewebe trasnkribiert
wird. Im Gehirn wird es besonders in der Amygdala, dem Nukleus Caudatus, dem Corpus
Callosum, dem Hippocampus, dem Hypothalamus, dem Thalamus, der Substantia Nigra und
in den Purkinje-Zellen des Cerebellums exprimiert [21-24]. Bei immunhistochemischen
Untersuchungen an Gehirnen von SCA2-Patienten wurde festgestellt, dass die
Konzentration an Ataxin-2 in den betroffenen Gehirnbereichen im Gegensatz zu Kontrollen
gesunder Personen stark erhéht ist [21]. Intranukleare oder cytoplasmatische Aggregate
werden in SCA2-Patienten nur selten beobachtet und stehen nicht unbedingt mit der
Pathogenese von SCA2 in Korrelation [21].
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1.3. Ataxin-2

Wie bereits erwahnt, kodiert das SCA2-Gen flr das Protein Ataxin-2 (ATX2), welches aus
1312 Aminosauren (As) besteht und eine molekulare Masse von 145 kDa aufweist [22-24].
Das Protein ist insgesamt stark basisch, enthalt jedoch auch eine saure Region, die die
Aminosauren 254-475 umfasst und von den Exons 2-7 kodiert wird. In dieser Region sind 2
globulére konservierte Doméanen lokalisiert, die Like-Sm- (LSm; As 254-345) und die LSm
assoziierte Doméane (LSmAD; 353-475), wie aus der Abbildung 1 ersichtlich wird. Die
Struktur der LSmMAD ist von o-Helices bestimmt [28]. Innerhalb der LSm assoziierten
Domaéne befindet sich ein Clathrin-vermitteltes trans-Golgi-Signal (YDS; As 414-416) und ein
ER (endoplasmatisches Retikulum) exit signal (ERD; As 426-428). Zusatzlich beinhaltet die
Aminosauresequenz von ATX2 eine putative Caspase-3-Schnittstelle (396-399). N-terminal
der sauren Region ist die PolyQ-Region lokalisiert (As 166-187). C-terminal der LSmAD
befindet sich ein (R)RG-Motiv, welches haufig in RNA-bindenden Proteinen zu finden ist [29].
Dazu kommt im C-Terminus ein PolyA-binding-protein (PABP)-Interaktionsmotiv (PAM2).

Casp3 YDS ERD

=7 1 I
N—T I: - N
1 SBMI PolyQ saure Region S 2 PAM2 1312
A
Lsm LsmAD

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Ataxin 2. Ataxin-2 beeinhaltet eine PolyQ-Doméne (As 166-
187) und eine saure Region (254-475), die aus LSm (254-345) und LSmAD-Doméane (353-475) besteht;
folgende bekannte Motive finden sich in der Sequenz: YDS (As 414.416), ERD (As 426-428), Casp3 (396-
399), PAM2 (908-925), SBM 1 (As 117-126) und SBM2 (587-596)

Die biologische Funktion von ATX2 ist noch nicht verstanden, obwohl es Hinweise gibt, dass
es am zellularem RNA-Metabolismus beteiligt ist. Alle bisher bekannten Sm/LSm-Proteine
sind am RNA-Metabolismus beteiligt. Die LSm-Domane ist eine hoch konservierte Doméane
und enthalt die SM-Motive SM1 und SM2, die durch einen Linker verbunden sind [30, 31].
Sm-Proteine sind am Aufbau der snRNPs beteiligt, indem sie einen heteroheptameren Ring
ausbilden, der die snRNA (U1-U5) im Nukleus bindet. Auch die Lsm-Proteine 1-8
oligomerisieren und binden einzelstrangige RNA [30]. LSm-Proteine sind in RNA-Prozessen,
wie z.B. SpleiBen, Decapping und im RNA-Abbau involviert.

Auch scheinen die Homologe von ATX2 eine Rolle im RNA-Metabolismus zu spielen.
Homologe von ATX2 sind hochkonserviert, was die Doméanenstruktur betrifft, jedoch scheint
die Polyglutamineinheit fir die Funktion des Proteins nicht essentiell zu sein, da sie nicht
konserviert ist. Das funktional am besten charakterisierte Homolog von ATX2 ist das Pab1-
binding protein 1 (Pbp1; S. cerevisae). Das umfangreiche Interaktionsnetzwerk [1] von Pbp1
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(Abb. 2) verdeutlicht, dass Pbp1 am RNA-Metabolismus, wie z.B. RNA-editing, pre-mRNA-
SpleiBen und dem Export von mRNA beteiligt ist.

Abbildung 2: Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk von Pbp1, dem Hefehomolog von
Ataxin-2 [1].

Pbp1 interagiert mit Pab1, dem Hefehomolog des humanen Poly-A-Binding Protein (PABP).
S. cerevisae, die kein Pbp1 exprimiert, ist nicht mehr in der Lage mRNA vollstdndig zu
polyadenylieren. Pbp1 besitzt strukturell gesehen sowohl die LSm, als auch die LSm
assoziierte Domane.

Interessanterweise ist humanes ATX2 in der Lage Pbp1 in S. cerevisae zu komplementieren
[1]. Zudem konnte das humane PABP auch als ein Interaktionspartner von ATX2 identifiziert
werden [1]. Die Interaktion wird wahrscheinlich Gber die PAM2-Domane von ATX2 vermittelt.
PABP ist an der Translations-Initiation und Regulation des mRNA-Abbaus beteiligt und
assoziiert mit der Poly-A-Sequenz der mRNA. Es konnte gezeigt werden, dass ATX2, wie
PABP, in sogenannte Stress Granules (SG) rekrutiert wird [1]. SGs sind dynamische
Strukturen, in denen die mRNA-Stabilitat reguliert wird. Sie enthalten neben der mRNA,
Translations-Initiations-Faktoren, die mRNA-Bindeproteine TIA und TIAR und die 40S-
Ribosomen-Untereinheit. Sie stehen im Gleichgewicht mit den Polysomen und bilden sich
sehr schnell im Cytoplasma unter Stressbedingungen, wie z.B. UV-Strahlung und Hitzestress
[32-35].

Auch konnten Ciosk et al konnten in C. elegans mittels RNAi zeigen, dass die Interaktion der
C.elegans-Homologen von ATX2 (ATX2) und PABP (PAB-C) entscheidend fir die
Keimbahnentwicklung ist. Die Proliferation der Keimzellen bei reduziertem ATX2-Level ist
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gestort. Auch auf die frihe Embryonalentwicklung in C.elegans hat eine verminderte ATX2-
Konzentration einen starken Einfluss [37]. Im Gegensatz dazu hat das Fehlen von ATX2
keinen EinfluB auf die Embryonalentwicklung und die Lebensspanne in knock-out-Mausen
[38]. Weitere Hinweise fur eine potentielle Rolle im mRNA-Metabolismus wurden Uber Yeast-
Two-Hybrid-Analysen gefunden. Das A2BP (ATX2 binding protein) konnte als ein
Interaktionspartner von ATX2 identifiziert werden. Beide Proteine kolokalisieren im Trans-
Golgi-Netzwerk. Uber die Funktion von A2BP ist wenig bekannt. Es enthalt ein
Ribonukleoprotein  (RNP)-Motiv. Das RNP-Motiv ist eine RNA-Bindedoméne, die
hochkonserviert ist und in vielen RNA-bindenden Proteinen vorhanden ist. [36].

Desweiteren interagiert humanes ATX2 mit zwei Mitgliedern der Endophilin A-Familie,
Endophilin A3 und A1 [39]. Die Endophiline kolokalisieren mit Aktin-Filamenten und
Mikrotubuli, spielen eine Rolle bei der Clathrin-vermittelten Endocytose und sind an
Signalprozessen beteiligt [40]. Es wird vermutet, dass die Endophiline als Adapterproteine
fungieren, die verschiedene zelluldare Ablaufe, wie z.B. Vesikelbildung, Signaltransduktion
und Endocytose verkniipfen und koordinieren [40]. Eine Uberexpressionsanalyse von ATX2
und den Endophilin-Proteinen in einem Fimbrin-defizienten Hefestamm zeigte, das die
Expression in diesem genetischen Hintergrund letal ist [39]. Die humanen Orthologe von
Fimbrin sind T- und L-Plastin. T-Plastin besitzt Aktin-bindende Eigenschaften, stabilisiert
Aktin-Filament-Strukturen und ist an der Aktinfilamentbildung beteiligt. Die Uberexpression
von ATX2 in Saugerzellen fihrt zu einer cytoplasmatischen Akkumulierung von T-Plastin
[39]. Interessanterweise wurde flir das Drosophila melanogaster ATX2-Homolog Datx2
nachgewiesen, dass es ein dosisabhingiger Regulator der Aktinfilamentbildung ist. Bei
veranderter Daxt2-Aktivitat kommt es zu gravierenden morphologischen Veranderungen und
Degenerierung von Geweben, weiblicher Sterilitdt und Letalitat, die auf Fehlfunktion in der
Aktin-Filament-Bildung zurlckzufiihren sind. Da ATX2 selbst nicht mit Aktin interagiert,
kénnten diese Phénotypen auf einer fehlgesteuerten Kontrolle der mRNA-Stabilitat oder
Translation beruhen [41].
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1.4. Zielsetzung

Der pathologische Mechanismus der neurodegenerativen Erkrankung SCAZ2 ist weitgehend
unbekannt. Das SCA2-Gen kodiert fir das Protein ATX2, Gber dessen zelluldre Funktion
wenig bekannt ist. Jedoch gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von ATX2 am zellularen
RNA-Metabolismus. Eine Méglichkeit weitere Einblicke in die Funktion von ATX2 zu erhalten,
ist die ldentifizierung von Protein-Interaktionenpartnern. Da Pbp1 und ATX2 funktional
verwandt sind, war es das Ziel dieser Arbeit, die in einem Hochdurchsatzverfahren
gefundene Interaktion von Pbp1 mit der DEAD-Box-RNA-Helikase Dhh1, fiir die humanen
Proteine ATX2 und DDX6 (DEAD-Box Protein 6), zu Uberprifen und naher zu
charakterisieren. DHH1 spielt eine wichtige Rolle im mRNA-Metabolismus und ist an der
Regulation des Decappings und der Translation beteiligt [42, 43]. AuBerdem sollte Gberprift
werden, ob eine verlangerte PolyQ-Einheit einen Einfluss auf diese Interaktion besitzt. Zu
diesem Zweck sollte das Yeast-Two-Hybrid-System angewendet und zusétzlich die
potentielle Interaktion mittels Koimmunopréazipitation verifiziert werden. Im folgendem sollte
die Interaktion mittels RNAi-Technik und Uberexpressionsanalysen weitergehend
charakterisiert werden. Diese Resultate kénnten eine mégliche Beteiligung von ATX2 im
RNA-Metabolismus bekréaftigen und méglicherweise Einblicke in den Pathomechanismus von
SCAZ2 erlauben.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verwendete Materialien

Substanz Hersteller
Adenin Sigma-Aldrich
Agarose Invitrogen
Ammoniumchlorid (NH,4(Cl),) Merck
Ammoniumsulfat Merck
Ampizillin Sigma-Aldrich
Bakto-Agar Becton, Dickson and company
Bakto-Pepton Difko
Bakto-Trypton Sigma-Aldrich
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Sigma-Aldrich

CSM (Complete Supplement Mixture)
-ADE; -HIS; -LEU; -TRP; -URA

Bio 101 Systems

Dikaliumphosphat (K,PO,) Merck
Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Merck
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,) Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraactat (EDTA) Sigma-Aldrich
Glukose Merck
Glyzerin Merck
Glyzin Merck
Hefe-Extrakt Difko
Histidin Sigma-Aldrich
Hoechst (bisBenzimide) Sigma-Aldrich
Isopropanol (2-Propanol) Merck
Kaliumacetat (KaAc) Merck
Kaliumchlorid (KClI) Merck
Leuzin Sigma-Aldrich
Liziumazetat (LiAc) Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid (MgCly) Merck
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Substanz Hersteller
Magnesiumsulfat (MgSO,) Merck
Methanol Merck
Natriumazid (NaNs) Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck/Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich
PEG 3350 (Polyethylenglykol) Sigma-Aldrich
Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strep) Roche
p-Phenylendiamin Sigma-Aldrich
Protease Inhibitor (Complete Pl Cocktail Tablets) Roche
Rotiphorese Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Invitrogen
Tris (Trizma Base) Sigma-Aldrich
Triton X-100 Merck
Trypsin Biochrom AG
Tryptophan Sigma-Aldrich
Tween Roth
Urazil Sigma-Aldrich
X-Gal (5-Bromo-4-chlor0-3-indolyl-B-D-Galactosid) Sigma-Aldrich
Xylenzyanoblau Sigma-Aldrich
YNB (Yeast Nitrogen Base) Difco
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2.1.2. Loésungen und Puffer

Lésungen und Puffer

Inhalt

5 % Milchpulver

Blockpuffer
1x PBS
1x Z-Puffer
B-Gal-Puffer 1 M X-Gal-Lésung
1MDTT
Blottpuffer (5x) 240 mM Tris
Es werden 200 ml Blottpuffer (5x) und 200 ml 200 mM Glyzin
Methanol auf 1L mit Wasser aufgefiillt 0,185 % SDS
250 mM Tris
Elektrophoresepuffer (10x) 192 mM Glyzin
1 % SDS
100 mM Lithiumactetat
Hefetransformations-Lésung 1 1 M Sorbitol
5mMTE

Hefetransformations-Lésung 2

100 mM Lithiumacetat
40 % PEG 3350
5mMTE

Ladepuffer (Agarosegelelektrophorese)

4 % Glyzerin
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylenzyanolblau

Laemmli-Puffer (5x)

250 mM Tris (pH 6,8)
10 % SDS
0,5 % Bromphenolblau
50 % Glyzerin
10 % DTT

Mounting-Medium

90 ul 90 % Glyzerin in PBS
10 pl p-Phenylendiamin (1 mg/ml)

PBS(10x)

2 g/L KCI
2,4 g/L KH,PO,
80 g/L NaCl
14,2 g/L Na,HPO,

RNAse IlI-Reaktionspuffer
pH 7,9

20 mM Tris
0,5 mM EDTA
5 mM MgCl,
1mMDTT
140 mM NaCl
2,7 mM KCI

SQ-Lbésung

4 M Betain
10 % DMSO
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Lésungen und Puffer

Inhalt

0,5 pg/ul BSA
10 MM DTT

TAE-Puffer (10x)

10 mM Tris
5 mM Eisessig
0,5 mM EDTA

TE-Puffer pH 7,5

10 mM Tris
1 mM EDTA

Trenngelpuffer (4x)
pH 8,8

30 mM Tris
0,1 % SDS

Vent-Polymerase-Puffer
pH 8,8

1 mM KCL
1 mM (NH,4).SO,
2 mM Tris
0,01 % Triton X- 100

X-Gal-Lésung

1 M X-Gal
2 % DMF

Zellkulturlysepuffer

20 mM Tris
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 % Triton X-100
1 pl/10ml Benzonase
1:25 Proteaseinhibitor

Z-Puffer
pH 7

60 mM Na,HPO,*2H,0
40 mM NaH,PO,*H,0O
10 mM KClI
1 mM MgSO,*7H,0
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2.1.3. Medien

2.1.3.1. Bakterienmedien

Medium

Inhalt

Luria-Bertani-Medium (LB)*
pH 7,0

1 % Bakto-Pepton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

LB/Ampizillin-Medium*

1 % Bakto-Pepton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl
100 pg/ml Ampizillin

2.1.3.2. Hefemedien

Medium

Inhalt

*

Yeast Peptone Dextrose (YPD)-Medium
pH 6,5

20 g/L Bakto-Trypton
10 g/L Hefe-Extrakt
20 g/L Glucose

SD II-Medium*

20 g/L Glucose
6,7 g/L YNB
0,2 g/L Adenin
0,2 g/L Urazil
0,2 g/L Histidin

SD IV-Medium*

20 g/L Glucose
6,7 g/L YNB

SC -HIS +Glucose-Medium*

20 g/L Glucose
6,7 g/L YNB
0,59 g/L CSM
0,2 g/L Adenin
0,2 g/L Urazil
0,2 g/L Tryptophan
0,2 g/L Leuzin

SC-HIS +Galactose-Medium*

20 g/L Galaktose
6,7 g/L YNB
0,59 g/L CSM
0,2 g/L Adenin
0,2 g/L Urazil
0,2 g/L Tryptophan
0,2 g/L Leuzin

*FUr die entsprechenden Festmedien wurde pro L 17 g Bakto-Agar hinzugefigt.
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2.1.3.3.  Zellkulturmedien

Medium Inhalt
500 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium
: (Gibco)
DMEM-Zellkulturmedium
10 % FCS

1 % Pen/Strep

2.1.4. Mikroorganismen

21.41. E.coli
Name Genotyp Quelle
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
XL1-Blue . Stratagene
relA1 lac [F" proAB laclgZ.M15 Tn10 (Tetr)]
21.4.2. S cerevisae
Name Genotyp Quelle
MAT a his 3D200 trp1-901 leu2-3, 112
LYS2::(lexAop)4- HIS3TATA- HIS3 Prof.Dr. Erich Wanker
L40ccua ura3::(lexAp)8- Gal1TATA-lacZ Max-Delbriick-Zentrum
ADE2::(lexAop)8-Gal1 TATA-URAS3 Gal80 Can1 Berlin
cyh2
Roy Parker,
. Howard Hughes Medical
yRP2065 MATa, ura8, his3, leu2 i
Institute,
University of Arizona
Roy Parker,
) Howard Hughes Medical
yRP2066 MATa, ura3, his3, leu2, dhh1::NEO ]
Institute,
University of Arizona
Jef D. Boeke
) Johns Hopkins
BY4741 MATa, his3A1; leu2A0, met15A0, ura3A0 . .
University School of
Medicine,Baltimore
Jef D. Boeke
Mat a; his3111; leu2(10; met15010; ura3(10; Johns Hopkins
BY4741 Apbp1 . .
YGR178c::kanMX4 University School of
Medicine, Baltimore
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2.1.5. Saugerzellen

Zell-Linie Beschreibung
HEK293T Humane embryonale Nierenzellen
SH-SY5Y Humane Neuroblastomazellen

2.1.6. Plasmide

2.1.6.1. pACT4-1b

AmpR

pACT4-1b

7759 bp

ADH-Promotor___§
Epnl(5073]
GaldAD Fpnl(z725)

T Lewz

EcoRV (3224)

Sall (4713)
EcoRI[4707)

ol (4650)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Y2H-Vektors pAct4-1b.

Als Prey-Plasmid wurde pACT4-1b verwendet. pACT4-1b enthdlt die Gal4-
Aktivierungsdomane und besitzt als Auxotrophiemarker das Leu2-Gen. Als Selektionsmarker
dient Ampizillin. Dieser Vektor wurde von Prof. Erich Wanker, MDC Berlin, zur Verfligung
gestellt. Die Expression der Fusionsproteine steht unter der Kontrolle des
Alkoholdehydrogenase-Promotors.

2.1.6.2. pBTM117¢c

Aval{8704) ADH
/ Hindlll (406)

%:U{Lex}\

EeoRI(1036)
o

ApalLl (7825)
Apall(7328) PI(1067)
‘ApaLI(le:-:)
ampR HindIll {1481)
trpt
Pstl (2287

pBTM-117¢

9003 bp

Apall(6082)
Hindlll (5584)
Clal (5579)

Clal {53590 BamHI(3577)

Hindll (5100) HindlIl {3756)

EcoRI(4346)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Y2H-Vektors pBTM-117c.



Material und Methoden 15

Das Baitplasmid enthélt die LexA-Bindedoméane, besitzt als Selektionsmarker ein Ampizillin-
Resistenz-Gen und als Auxotrophiemarker das TRP1-Gen. Die Expression der
Fusionsproteine steht unter der Kontrolle des Alkoholdehydrogenase-Promotors. Die
entsprechenden Bait-Plasmide, welche fir die Sequenzen flr die ATX2-Fusionsproteine
beinhalten [39], sind im folgenden aufgelistet:

pBTM117c-ATX2(Q22)1.39s und pBTM117c-ATX2(Q79):.30s: Das entsprechende LexA-
Fusionsprotein umfasst den N-terminalen Bereich von Ataxin-2 (AS 1-396) mit 22 oder 79

Glutaminen sowie die Lsm-Doméne.

pBTM117¢c-ATX2254.475: Das entsprechende Fusionsprotein umfasst die LSm- und die LSm
assoziierte Doméane von Ataxin-2.

pBTM118-ATX2451815: Das entsprechende Fusionsprotein beinhaltet die Aminosaure-
sequenz 481-815 von Ataxin-2.

pBTM116-ATX2g16.1313: Das entsprechende Fusionsprotein umfasst den C-terminalen
Bereich (AS 816-1313), also auch die PAM2-Domaéne, von Ataxin-2.

2.1.6.3. p423Gall

Apall{é232)

Pst1{6018)

Weol{s787)

Aval({1118)

CYC1-Terminator

p423Gall
G412 bp

Auval (4147]

Clal(4133),
HindIlI {41268)
EcoRI(4114) \
Pstl(4112) '__
Srmal{4104)
Avali{4102)
Xmali{4102) ApaLl(zg905)
BarmHI (4008}

Gall-Promotor

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Hefe-

Expressionsvektors p423Gall.
Das Plasmid p423Gall besitzt den induzierbaren Gal1-Promotor. Als Selektionsmarker
besitzt dieser Vektor ein Ampizillin-Resistenzgen und als Auxotrophiemarker dient das HISS-
Gen. Die Vektoren p423Gall-ATX2 (22), p423Gall-ATX2 (39) und p423Gall-ATX2 (79) waren
in der Arbeitsgruppe bereits vorhanden [39].



Material und Methoden 16

2.1.6.4. pTL-FlagC

Sall (=)

$V40-Promotor

EcoRI(1044)
FlagTAG

BamHI(1085)

pTL-FlagC
4188 bp

".I Hindlll (1o01)

AmpR
Fall (1296)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Sauger-Expressionsvektors
pTL-FlagC.

Dieser Vektor wurde verwendet, um Proteine N-Terminal mit dem Flag-Epitop zu fusionieren.
Der Vektor wurde von Prof. Erich Wanker, MDC Berlin, zur Verfligung gestellt.

2.1.6.5. pTL-HA

Dieser Vektor wurde verwendet, um Proteine N-Terminal mit dem HA-Epitop zu fusionieren.
pTL-HA wurde ebenfalls von Prof. Erich Wanker, MDC Berlin, zur Verfligung gestellt.

Die verwendeten pTL-FlagC-Plasmide enthalten die Sequenzen fir Ataxin-2 und die Ataxin-
2-Fragmente und waren in der Arbeitsgruppe bereits vorhanden [39].

pTL-HA-ATX2(Q22)1.39s und pTL-HA-ATX2(Q79)1.396: Beide Plasmide enthalten Sequenzen,
die fir den N-terminalen Bereich von Ataxin-2 (AS 1-396), der den Polyglutaminbereich mit
22 oder 79 Glutaminen und die LSm-Domane umfasst, kodieren.

pTL-HA-ATX2,54.475: Das entsprechende HA-Fusionsprotein umfasst die LSm- und die LSm
assoziierte Doméane von Ataxin-2.

pTL-HA-ATX2481.815: Das entsprechende HA-Fusionsprotein umfasst die Aminosauresequenz
481-815 von Ataxin-2.

pTL-HA-ATX2516.1313: Das entsprechende HA-Fusionsprotein umfasst den C-terminalen
Bereich (AS 816-1313) von Ataxin-2.
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2.1.7. Enzyme

2.1.7.1.  Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
Fir die Amplifizierung von DDX6 aus einer humanen fétalen Hirn-cDNA-Bank (HFB) von
Clontech wurde die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase von Finnzymes nach den
Angaben des Herstellers verwendet.

2.1.7.2.  Vent-Polymerase
Diese Polymerase der Firma Firma New England Biolabs (NEB) wurde fiir die Verifizierung
von E.coli-Transformanten mittels Kolonie-PCR nach den Angaben des Herstellers,
verwendet.

2.1.7.3.  Alkaline Phosphatase

Um die 5-Enden von linearisierten Plasmiden zu dephosphorylieren, wurde Antarctic
Phosphatase von NEB, nach den Angaben des Herstellers, verwendet.

2.1.7.4. Restriktionsenzyme
Folgende Restriktionsenzyme wurden im Laufe der Arbeit verwendet: Sall, Notl, BamHI,
EcoRl und Xhol. Alle Enzyme wurden von der Firma NEB bezogen und nach
Herstellerangaben verwendet.

2.1.7.5. Ligase

Es wurde die T4-DNA-Ligase von NEB, nach Herstellerangaben, fir die Ligation von DNA-
Fragmenten in linearisierte Plasmide verwendet.

2.1.7.6. RNAsellll
Zur Herstellung von esiRNA-Molekilen wurde RNAse Il eingesetzt. Dieses Enzym wurde

von Dr. Katarina Bilikova, MPI fir molekulare Genetik, aufgereinigt und zur Verfliigung
gestellt.
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2.1.8. Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden fiir die Amplifizierung und Sequenzierung von DDX6 aus
der HFB (Clontech) eingesetzt:

Name Sequenz Hersteller
DDX6-CDS-s-Sal1 GAGTCGACAATGGGTCTGTCCAGTCAAAA Sigma Aldrich
DDX6-as-Not1 TATAGCGGCCGCTGTCAAAGCATGCTTGTT MWG Biotech

DDX6 1104 antisense GATCAGTGCAAACAAGATTG Invitrogen

DDX6 392 sense ATGGAACAGGCAAGAGCGGT Invitrogen

esiRNAI-Oligonukleotide fir die Herstellung von esiRNA:

Name Sequenz
esiRNA DDX6 Sense CGTAATACGACTCACTATAGGGGAAGGGAGTAACCCAGTACTACG
esiRNA DDX6 CGTAATACGACTCACTATAGGGAAAAGAAAATGTCTGAGCTCTAAGTCTT
antisense

Die T7-Promotor-Sequenz ist rot markiert.
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2.1.9. Antikorper
. Verdiinnung fiir | Verdiinnung fiir
Name Organismus Hersteller . .
Westernblot Mikroskopie
anti-DDX6-N-Terminus | Kaninchen Novus Biologicals 1: 5000 1:500
anti-DDX6-C-Terminus | Kaninchen Novus Biologicals 1:5000 1:500
anti-Ataxin-2 Maus BD Bioscience 1:500 1:200
Bertrand Seraphin,
) ) Centre de Genetique
anti-Dcp1 Kaninchen ) ] - 1:900
Moleculaire, Gif-sur-
Yvette
. ) Sigma-Aldrich
anti-Flag Kaninchen . 1:5000 -
Chemie GmbH
anti-HA Maus Roche Diagnostics 1:5000 1:500
Peroxidasegekoppelter Sigma-Aldrich 110000
anti-Maus-Antikérper Chemie GmbH '
Peroxidasegekoppelter ) )
. i Sigma-Aldrich
anti-Kaninchen- ) 1:10000 -
o Chemie GmbH
Antikérper
) ) Jackson
Cy3-anti-Kaninchen - 1:500
ImmunoResearch
: . Jackson
Fitc-anti-Maus - 1:500
ImmunoResearch
) ) Sigma-Aldrich
anti-Tubulin Maus i 1:5000 -
Chemie GmbH
Dynabead anti-Maus ,
Schaf Dynal Biotech - -
IgG
Dynabead anti- :
Schaf Dynal Biotech - -

Kaninchen IgG
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2.1.10. Protein- und DNA-Standards

DNA-Standard:

Als DNA-Marker fur die Agarosegelelektrophorese wurde der ,1 kb DNA Ladder” und der
,100 bp DNA Ladder“ von NEB verwendet.

RNA-Standard:

Als RNA-Marker fiir die Agarosegelelektrophorese wurde der ,RiboRuler™ RNA Ladder,
Ultra Low Range*” von Fermentas verwendet.

Protein-Standard:

Fir die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde der ,Prestained Protein Marker Broad
Range“ von NEB oder der ,PageRuler peqGOLD Prestained Protein-Marker Il1* von peglab
verwendet.

Alle Marker wurden nach Herstellerangaben verwendet.
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2.2. Methoden

2.2.1. Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) kénnen DNA-Abschnitte amplifiziert werden.
Um die DDX6-kodierende Region aus einer fétalen, aus humanen Gehirn gewonnene cDNA-
Bank (HFB von Clontech), zu amplifizieren, wurden die Oligonukleotide DDX6-CDS-s-Sall
und DDX6-as-Notl verwendet. Eine PCR-Reaktion enthielt:

0,4 pl dNTPs (Endkonzentration 200 pM)

10 pl 5x Phusion-Puffer

1 ul sense Primer (Endkonzentration 0,4 uM)

1 pl antisense Primer (Endkonzentration 0,4 uM)

1 ul HFB

1 pl Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Endkonzentration 2 Units)
35,6 pl Wasser

Verwendet wurde ein Thermozykler der Firma MJ Research. Mit folgendem Programm
wurde die PCR durchgefuhrt:

Schritt Temperatur Zeit
1 Denaturierung 96°C 5 Minuten
2 Denaturierung 96°C 30 Sekunden
3 Annealing 60°C 45 Sekunden
4 Elongation 72°C 50 Sekunden
5 Elongation 72°C 5 Minuten

Die Schritte 2 — 4 wurden in 35 Zyklen wiederholt.

Im Anschluss wurden 5 pl des PCR-Ansatzes mit 5x Ladepuffer versetzt und eine
Agarosegelelektrophorese zur Uberpriifung des Produktes durchgefiihrt, wie unter Punkt
2.2.7 beschrieben.

Im Falle einer Kolonie-PCR zur Uberpriifung von Plasmiden in E.coli, wurden die E.coli-
Klone in den entsprechenden PCR-Puffer eingerihrt. Ein PCR-Ansatz enthielt in diesem
Falle Vent-Polymerase, den entsprechenden Vent-Polymerase-Puffer, 6 ul 25 mM
Magnesiumsulfat und zusétzlich noch pro Ansatz 5 pl SQ-Lésung. Es wurden hier nur 25
Zyklen des PCR-Programms durchgeflhrt.
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2.2.2. Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit von
Qiagen. Dazu wurde der PCR-Ansatz mit dem finffachen Volumen an PB-Puffer versetzt,
gemischt und auf eine QIAquick-Saule gegeben. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation
bei 13000 rpm fiir eine Minute. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule mit 750 pl PE-
Puffer gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (13000 rpm; 1Minute) wurde die DNA mit 40
ul sterilem Wasser eluiert.

2.2.3. Enzymatische Modifizierung von DNA

2.2.3.1. Restriktionsverdau

Um DNA einem Restriktionsverdau zu unterziehen, wurden die vom Hersteller angegebenen
Einheiten an Restriktionsenzym und der entsprechende Puffer verwendet. Die Ansétze
wurden fir 2-4 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.3.2.  Dephosphorylierung

Zur 5°-Dephosphorylierung linearisierter und gereinigter Plasmid-DNA wurde diese mit 1 pl
Antarctic-Phosphatase und 1x Antarctic-Puffer versetzt und fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert.
Um das Enzym zu inaktivieren, wurde der Ansatz anschlieBend fir 10 Minuten bei 65°C
inkubiert.

2.2.4. Ligation

Zur Ligation von linearisiertem Vektor und DNA-Fragment, wurden diese in einem 20 pl-
Ansatz mit 2 pul T4-DNA-Ligase-Puffer und 1 pl T4-DNA-Ligase versetzt. Die
Ligationsreaktion erfolgte Uber Nacht bei 4°C.

2.2.5. Transformation von E.coli

50 pl chemisch kompetente Zellen (XL1-Blue) wurden mit dem Ligationsansatz gemischt und
eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock fir 45 Sekunden bei
42°C. AnschlieBend wurde der Ansatz sofort wieder auf Eis Uberflhrt. Nach Zugabe von 800
pl LB-Medium wurden die Anséatze fir eine Stunde bei 37°C und 500 rpm inkubiert.
AnschlieBend wurden die Transformationsansatze auf LB-Platten mit Ampizillin ausplattiert
und die Platten fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Transformanten
auf die Anwesenheit des Konstrukts mittels Kolonie-PCR Uberprift, wie unter Punkt 2.2.1
beschrieben. Bei einem positiven Befund, wurde der entsprechende E.coli-Klon in LB/Amp-



Material und Methoden 23

Medium angezogen und ein Glyzerolstock der Kultur angelegt. AnschlieBend erfolgte eine
Isolierung der Plasmid-DNA, um Uber einen Restriktionsverdau das Konstrukt weitergehend
zu Uberprifen (siehe 2.2.6 und 2.2.3.1).

2.2.6. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli wurde das E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit 1
(Classic-Line) verwendet. Die entsprechenden E.col-Transformanten wurden in 3 ml LB-
Medium mit Ampizillin bei 37°C Uber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
zentrifugiert (1 Minute; 130000 rpm) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 250
ul Lésung 1/ RNAaseA resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte nach Zugabe von 250 pl
Lésung 2 und einer Inkubation von 2 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde das
Lysat durch Zugabe von 350 ul Lésung 3 neutralisiert und zentrifugiert (5 Minuten; 13000
rom). Der Uberstand wurde auf eine HiBind-Miniprep-Zentrifugensdule geladen und
zentrifugiert (1 Minute; 130000 rpm). Im Danach zwei Waschschritte mit 500 ul HB-Puffer
und 750 pl DNA-Waschpuffer und anschlieBender Zentrifugation (1 Minute; 130000 rpm).
Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde, zur vollstandigen Entfernung des Ethanols
erneut zentrifugiert (1 Minute; 130000 rpm). Die Plasmid-DNA wurde mit 50 pl sterilem
Wasser eluiert.

2.2.7. Agarosegelelektrophorese

Zur  Uberprifung  oder  Aufreinigung  von DNA-Konstrukten ~ wurde  eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurde 1 % Agarose in TAE-Puffer gelést, mit
Ethidiumbromid versetzt und in die Gelkammer gegossen. Die entsprechenden DNA-Proben
wurden mit 10x Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels geladen. Die
Elektrophorese erfolgte fir ca. 30-45 Minuten bei 100 mA.

2.2.8. Aufreinigung eines DNA-Fragmentes aus einem Agarosegel

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten erfolgte Uber QIAquick Gel Extraction Kit von
Qiagen. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde die entsprechende Bande am UV-
Tisch méglichst exakt ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde mit dem dreifachen Volumen an
QG-Puffer versetzt und der Ansatz fir ca. 10 Minuten bei 50°C inkubiert. AnschlieBend
wurde der Ansatz mit dem einfachen Volumen an Isopropanol versetzt, gemischt und der
Ansatz auf eine QlIAquick-Saule aufgetragen und zentrifugiert (1 Minute; 130000 rpm). Im
Anschluss wurde mit 500 pl QG-Puffer und mit 750 ul PE-Puffer gewaschen. Um
sicherzustellen, dass alles Ethanol aus der Saule entfernt werden konnte, wurde nach dem
letzten Waschritt ein zweites Mal zentrifugiert (1 Minute; 130000 rpm). AnschlieBend wurde
die DNA mit 30-50 pl sterilem Wasser eluiert.
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2.2.9. Sequenzierung

Um zu Uberprifen, ob das gewlinschte DNA-Fragment im richtigen Leseraster und ohne
Mutationen in den Zielvektor eingefiigt wurde, wurde das entsprechende DNA-Konstrukt
sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte bei Dr. M. Meixner am DLMBC-Service-Zentrum,
Institut fir Genetik der Humbold-Universitét Berlin.

2.2.10. Transformation von S. cerevisae

Der entsprechende Hefestamm wurde Gber Nacht in 2 ml YPD-Medium bei 30°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die optische Dichte (O.D.) bei 600 nm gemessen und eine neue Kultur
mit einer O.D. von 0,3 mit YPD-Medium eingestellt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation
der Kultur flr ca. vier Stunden bei 30°C bis eine O.D. von ca. 0,6 bis 0,8 erreicht war. Nach
Zentrifugation (2000 rpm; 5 Minuten) der Hefekultur, wurde das Pellet in 10 ml TE-Puffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert (2000 rpm; 5 Minuten). Die sedimentierten Zellen
wurden in 1 ml Hefetransformations-Lésung 1 aufgenommen und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pl der Hefezellen mit 1 ug Plasmid-
DNA, 5 pl Heringssperma-DNA (¢ = 2 pg/ul) und 230 pl Hefetransformations-Lésung 2
versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurden die Anséatze fir 30 Minuten bei 30°C inkubiert.
Vor dem Hitzeschock (7 Minuten bei 42°C), erfolgte eine Zugabe von 30 ul DMSO. Die
Hefezellen wurden zentrifugiert (5000 rpm; 3 Minuten), in 50 pul Wasser aufgenommen und
auf das entsprechende Selektionsmedium ausplattiert. Die Platten wurden fir 3 Tage bei
30°C inkubiert.

2.2.11. Yeast-Two-Hybrid-System

Das Yeast-Two-Hybrid System (Y2H) ist eine Methode, mit der man Protein-Protein-
Interaktionen in vivo nachweisen kann. Das Prinzip des Y2H beruht darauf, dass
Transkriptionsfaktoren zwei Domanen besitzen, eine DNA-Bindedoméane (BD) und eine
Polymerase Il-Aktivierungsdomane (AD). Um eine Interaktion von Proteinen zu testen
werden Aktivierungs- und Bindedomane jeweils an eines der zu testenden Proteine
fusioniert. Das hier verwendete Prey-Plasmid pACT4-1b enthalt die Sequenzen fir die Gal4-
Aktivierungsdomane und die pBTM-Bait-Plasmide fir die LexA-Bindedoméne. Der
verwendete Hefestamm L40ccua besitzt die Reportergene HIS3, LacZ und URA 3, die von
Promotoren transkribiert werden, die unter Kontrolle der GAL1-upstream activating sequence
(UAS) stehen, welche die Gal4-BD erkennt.

Wenn ein BD-Fusionsprotein (Bait-Protein) mit einem AD-Fusionsprotein (Prey-Protein)
interagiert, befinden sich beide Domé&nen in rdumlicher Nahe und fungieren als vollstandiger
Transkriptionsfaktor. In diesem Fall kommt es zu einer Transkription der folgenden
Reportergene.
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2.2.11.1. Yeast-Two-Hybrid-Analysen

Ein Nachteil dieses Systems ist, dass durch Autoaktivierer (Transkription der Reportergene
ohne spezifische Interaktion) falsch positive Ergebnisse auftreten kénnen. Diese kdnnen
daraus resultieren, dass z.B. das Bait-Protein selber eine Aktivierungsdoméane, oder aber
seltener das Prey-Protein eine kompatible BD enthélt und damit zur Transkription flhrt. Eine
weitere Moglichkeit ist, dass es sich bei einem der beiden untersuchten Proteine, um ein
Protein handelt, dass physiologisch mit vielen Proteinen ,unspezifisch” interagiert.

Um auszuschlieBen, dass die verwendeten Konstrukte ohne einen Interaktionspartner in der
Lage sind die Transktiption der Reportergene auszuldésen, wurde erst einmal ein Test auf
Autoaktivierung durchgeflihrt. Daflir wurde das Prey-Plasmid zusammen mit dem Bait-
Vektor, der nur die Sequenz der BD enthalt, in den Hefestamm L40ccua kotransformiert.
Nach der Transformation (siehe 2.2.10) wurde die Hefesuspension auf SD II-Medium
ausplattiert und die Platten fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden einzelne
Transformanten in 100 pl sterilem Wasser in Mikrotiterplatten eingerthrt und, zur
Uberpriifung der Aktivitat der Reportergene, auf eine SDII-Platte, eine SDIV-Platte und eine
SDII-Membran gestempelt. Die Platten wurden 3 Tage bei 30°C inkubiert und das Wachstum
analysiert. Die Transkription des lacZ-Gens wurde mittels B-Galactosidase-Assay Uberprift.
Daflr wurde eine sterile Schale mit 2 Stlick Whatmanpapier, welche mit B-Gal-Puffer
getrankt wurden, ausgelegt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Inkubation der
Membran in flissigem Stickstoff. AnschlieBend wurde die Membran auf das Whatmanpapier
gelegt und fir 3-4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Wenn keine Aktivitt der drei Reportergene
nachgewiesen werden konnte, also keine Autoaktivierung vorlag, konnte damit ein Y2H-Test
durchgefiihrt werden. Dafir wurde das Prey-Plasmid jeweils mit den Ataxin-2-Bait-
Konstrukten kotransformiert und auf SDII-Medium ausplattiert. Die Platten wurden fir drei
Tage bei 30°C inkubiert. Jeweils 6 Transformanten wurden in 100 pl Wasser in
Mikrotiterplatten eingerthrt und auf eine SDII-Platte, eine SDIV-Platte und eine SDII-
Membran gestempelt. Nach Inkubation von 3-4 Tagen bei 30°C wurde mit der Membran ein
B-Galaktosidase-Assay durchgefiihrt und das Wachstum auf SDII und SDIV Uberpriift.

2.2.12. Zellkultur

Die Zell-Linien COS1, HEK293T und SH-SY5Y wurden in 20 ml DMEM
/Penizillin/Streptavidin (PenStrep)-Medium bei 37°C und 6 % CO, kultiviert. Zur Kultivierung
wurden die Zellen alle 3-4 Tage in neue Flaschen mit einer Konfluenz von 20-30 %
umgesetzt. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Um die
Zellen vom Flaschenboden abzulésen, wurden diese mit 1 ml 1x Trypsin versetzt und fir 10
Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 10-15 ml DMEM/PenStrep
aufgenommen und 0,5 ml dieser Suspension in eine neue Zellkulturflasche mit 20 ml
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frischem Zellkulturmedium/PenStrep Uberfiihrt. Alle Reagentien wurden vor Verwendung bei
37°C inkubiert.

2.2.12.1. Koimmunoprazipitation

Die Koimmunoprazipitation ist eine Methode mit der mdgliche Protein-Protein-Interaktionen
in vivo Uberprift werden kdénnen. Dazu wird einer der potentiellen Interaktionspartner mit
einem spezifischen Antikdrper aus den Zell-Lysaten isoliert. Der entsprechende
Interaktionspartner sollte an dieses Protein assoziiert sein und sich dann mit einem
spezifischen Antikdrper nachweisen lassen. Man kann Koimmunoprazipitationen mit
endogenen oder ftransient (Uberexprimierten  Proteinen durchfiihren. Fir die
Koimmunoprazipitation von endogenen Proteinen wurden HEK293T und SH-SY5Y-Zellen
verwendet. Die Zellen, die zu 50-70% konfluent waren, wurden einmal vorsichtig mit PBS
gewaschen und mit 400 ul (6 well-Platten) oder 250 ul (12well-Platten) Zellkultur-Lysepuffer
versetzt und zur Lyse der Zellen flr eine Stunde bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Proteinkonzentration der Lysate mittels Bio-Rad Protein Assay bestimmt. Dazu wurde in
einer Plastik-Kivette 800 pl PBS und 200 pl Bio-Rad-Lésung gemischt. AnschlieBend
wurden jeweils 5 ul des Lysates hinzupipettiert. Die optische Dichte wurde bei 595 nm
gemessen. Als Nullwert dienten 5 ul des Lysepuffers.

Fir die Koimmunoprazipitation wurden jeweils 500 ug Protein des entsprechenden Lysats
verwendet. Der Ansatz wurde auf einem Rollrad fir eine Stunde bei 4°C mit dem
Primarantikdrper inkubiert. Dabei handelte es sich entweder um Maus-anti-Ataxin-Antikdrper
(5 ul) oder um Kaninchen-anti-DDX6 (N-Terminus)-Antikérper (1 pl). Als Kontrolle wurde
jeweils eine Probe gleicher Proteinmenge ohne den Primarantikbrper eingesetzt.
AnschlieBend wurden pro Ansatz 15 pl Magnet-Dynabeads (anti-Maus-lgG- oder anti-
Kaninchen-IgG beschichtet) vorbereitet, indem sie zweimal mit PBS/3 % BSA gewaschen
und in 15 pl PBS/3 % BSA aufgenommen wurden. Diese wurden dann zu den
entsprechenden Ansatzen dazugegeben und drei Stunden auf dem Rollrad bei 4°C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Dynabeads zweimal mit PBS/3 % BSA und zweimal mit PBS
gewaschen. Der Uberstand wurde abgenommen, die Dynabeads in 15 pl Laemmlipuffer
aufgenommen und die Ansétze zur Elution der Proteine fur finf Minuten bei 95°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben bei -80°C gelagert.

2.2.12.2. Transfektion von Saugerzellen

Bei der Transfektion von Saugerzellen werden S&ugerexpressionplasmide mit einem
Transfektionsreagens inkubiert, wobei es zur Ausbildung von Komplexen zwischen Plasmid
und Transfektionsreagens kommt, welche an die Zellmembran binden. Dieser Komplex wird
dann durch unspezifische Endocytose von den Zellen aufgenommen.
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Fir die Transfektion wurden die entsprechenden Zell-Linien verwendet, die zu 50-70%
konfluent waren. 1 pg der Plasmid-DNA wurde mit 100 pl DMEM-Medium ohne
FCS/Penstrep und Polyfect Transfektions Reagens (Qiagen) versetzt. Die Menge des
eingesetzten Transfektionsreagens richtet sich nach der Zell-Linie. Fiir COS1-Zellen wurden
8 ul und fir SH-SY5Y 12 pl eingesetzt. AnschlieBend wurden diese Ansétze flir 5-10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, mit 600 ul DMEM/PenStrep-Medium versetzt und zu den
Zellen gegeben, die einmal mit sterilem PBS gewaschen und mit 1,5 ml frischem
DMEM/PenStrep-Medium versetzt worden waren. AnschlieBend wurden die Zellen fir 24-48
Stunden bei 37°C und 6% CO, inkubiert und dann fir weitere Analysen eingesetzt.

2.2.13. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE ist eine Methode, um Proteingemische elektrophoretisch unter
denaturierenden Bedingungen ihrer molekularen Masse nach zu trennen.

Fir die Herstellung eines SDS-Gels wurde das Mini Protean 3 System von Biorad
verwendet. Im ersten Schritt wurde ein 10 %iges Trenngel gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach dessen Polymerisierung wurde das Isopropanol vollstandig entfernt und
ein 5 %iges Sammelgel gegossen. Die Gelkammer wurde zusammengebaut und mit 1x
Elektrophoresepuffer gefiillt. Im Anschluss wurde das Gel mit den Proben beladen. Als
Marker wurden 10 pl Prestained Protein Marker auf das Gel aufgetragen. Zum Sammeln der
Proben als dinstinkte Bande im Sammelgel wurde die Elektrophorese fiir ca. 15 Minuten bei
70 V durchgefihrt. AnschlieBend wurde die Voltzahl auf 180 erhéht.

2.2.14. Western-Blot

Beim Westernblot handelt es sich um eine Methode, mit der man Proteine, die vorher
elektrophoretisch aufgetrennt wurden, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, wo diese
aufgrund hydrophober Wechselwirkungen gebunden bleiben. Eingesetzt wurde das Semidry-
Blotsystem PerfectBlue von peglab. Auf die Anode wurden drei in Blotpuffer getrankte
Whatmanpapiere gelegt. Darauf folgte die ebenfalls in Blottpuffer getrankte
Nitrozellulosemembran. Auf die Membran wurde das Gel gelegt, gefolgt von drei in Blotpuffer
getrankten Whatmanpapieren. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 mA fiir eine Stunde.

2.2.15. Immunnachweis von Proteinen

Nach erfolgtem Proteintransfer (2.2.14) wurde die Nitrozellulosemembran flr eine Stunde in
Blockpuffer inkubiert und zweimal mit PBS fir 10 Minuten gewaschen. Im Anschluss wurde
die Membran mit dem Primarantikérper (1:2000 bis 1:5000 in 0,5% BSA und 0,02% NaN. in
PBS) far 1-3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
erneut mit PBS (2x 10 Minuten) gewaschen und mit dem Peroxidasegekoppelten
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Sekundarantikdrper (1:10000 in 2% Milchpulver in PBS) fir 1-83 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor erneut mit PBS (2x 10 Minuten) gewaschen wurde. Der
enzymatische Nachweis erfolgte mit Super Signal West Femto Trial Kit von PerkinElmer Life
Science. Dieses Reagenz enthalt Luminol, welches durch die Peroxidase oxidiert wird. Bei
dieser Reaktion wird Licht bei 428 nm emittiert, wodurch die Antikérperbindung auf einem
lichtempfindlichem Film (Kodack XARS5) visualisiert wird.

2.2.16. RNAi-Experimente

Als RNAi bezeichnet man einen posttranskriptionellen Vorgang, bei dem doppelstréangige
(ds) RNA (z.B. virale RNA) durch das Enzym DICER, das zu den RNAsen Typ Il gehort, in
einzelstrdngige 21-23 bp lange Fragmente gespalten wird, die short interfering RNAs
(siRNA) genannt werden. Diese siRNA-Molekile binden komplementar an Ziel-mRNA und
bewirken so in Zusammenarbeit mit dem Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing
complex) den Abbau dieser mRNA. Das fuhrt dazu, dass die Translation des
entsprechenden Proteins stark eingeschrankt ist. Dieser zelleigene Mechanismus kann fir
die gezielte Reduktion der Expression von Proteinen ausgenutzt werden.

2.2.16.1. Herstellung der esiRNA
Um esiRNA-Molekile herstellen zu kénnen, die so spezifisch sind, dass es nicht in einem zu

starken AusmaB zu Uberlappungen mit anderen mRNA-Sequenzen kommt, wurde die
Software Deqor (http://cluster-1.mpi-cbg.de/Degor/degor.html) verwendet. Diese Software

dient dazu, den entsprechenden Abschnitt in der Ziel-mRNA zu identifizieren.

Im Anschluss wurden fir die Sequenz Oligonukleotide generiert, an die jeweils die T7-
Promotor-Sequenz angehéngt wurde (2.1.8). Mithilfe dieser Oligonukleotide wurde das
Fragment aus der HFB amplifiziert. Hierbei ist darauf zu achten, dass das entsprechende
Fragment zwischen 500 und 1000 Basenpaare (bp) lang ist, da sonst die Prozessivitat der
RNAse 1l im spéateren Verlauf eingeschrankt ist. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt
aufgereinigt, in 40 pl steriem RNAse freien Wasser eluiert und durch Agarose-
gelelektrophorese Uberprift. Bei guter Ausbeute erfolgte im nachsten Schritt die in vitro-
Transkription des DNA-Fragments, um doppelstrangige RNA zu erhalten. Daflr wurde das
+LMEGAscript™* T7 in vitro transcription kit von Ambion verwendet. Folgender
Reaktionsansatz wurde erstellt:

250 ng PCR-Produkt

8 Ul NTPs

2 ul 10x T7-Reaktionspuffer
2 ul T7 Enzym-Mix
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ad 20 pl Nuklease freies Wasser

Folgendes PCR-Programm wurden in einem Gradientenzykler der Firma MJ Research

durchgefihrt:
Schritt Temperatur Zeit
1 Transkription 37°C 4 Stunden
2 Annealing 90°C 3 Minuten
3 Senkung der Temperatur
um 0,1°C/30 s auf 30°C
4 30°C 1 Stunde 30 Minuten
5 25°C 1 Stunde
6 7°C unendlich

Im Anschluss wurde 1 pl der PCR-Reaktion in Nuklease-freien Wasser verdiinnt (1:20) und
die RNA-Konzentration mit dem Nanodrop gemessen. AuBerdem wurde der Erfolg der in
vitro Transkription Uber eine Agarosegelelektrophorese Uberprift. Bei entsprechend
ausreichender Konzentration erfolgte die Inkubation der dsRNA mit RNAse Ill, um 18-25 bp
groBe esiRNA-Molekile zu erhalten. Dazu wurden 40 pg der dsRNA mit 100 pl RNAse Il
Reaktionspuffer und mit 4 pl RNAse Ill fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Um zu Uberprifen, ob
die Restriktion der dsRNA erfolgreich war, wurden 3 pl des Ansatzes auf ein 3 %iges
Agarosegel aufgetragen. Bei einem positiven Ergebnis wurde die Reaktion durch die Zugabe
von 4 ul 0,5 M EDTA pH 8 gestoppt. Dann wurde die esiRNA aufgereinigt. Fir die
Aufreinigung wurden 200 pul Q-Sepharose FastFlow (Amersham Biosciences) und 500 pl
Equilibrierungspuffer in eine Micro-Bio-Spin Chromatographie-Saule der Firma BioRad
Laboratories gegeben und fiir eine Minute bei 1000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saule mit 500 ul Equilibrierungspuffer gewaschen. Die Probe wurde auf
die Saule geladen und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation
wurde die Saule mit 500 pl Waschpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert, wobei in beiden
Schritten der Durchfluss verworfen wurde. Im Anschluss daran wurden 300 ul Elutionspuffer
auf die Saule gegeben und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und der
Elutionsschritt wiederholt. Im nachsten Schritt wurde zur Féallung der esiRNA 500 pl
Isopropanol dazu gegeben und die Ansétze fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend
wurden die Ansatze fiir 15 Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet zweimal mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen. Das
RNA-Pellet wurde dann luftgetrocknet, in 20 ul Nuklease freiem Wasser aufgenommen und
die Konzentration mittels Nanodrop ermittelt.
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2.2.16.2. Transfektion von COS1- und SH-SY5Y-Zellen mit esiBRNA-Molekiilen

Fur die Transfektion von esiRNA-Molekiilen wurden jeweils 6*10* Zellen in 6-Well-Platten
umgesetzt und mit DMEM/PenStrep-Medium auf 1,1 ml aufgefillt. 200 ng der esi-RNA
wurden in 100 ul DMEM-Medium aufgenommen und 6 pl (COS1) oder 8 pl (SH-SY5Y)
HlPerfect von Qiagen dazugegeben. Diese Ansatze wurden fir 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, und die RNA-Ansé&tze anschlieBend in die entsprechenden Wells
gegeben. Die Zellen wurden fiir 72 Stunden bei 37°C und 6% CO, inkubiert. Im Anschluss
daran wurden die Zellen entweder flr einen Immunnachweis lysiert oder fiir die Mikroskopie
vorbereitet (siehe 2.2.17). Als Kontrollen erfolgten Transfektionen mit einer unspezifischen
non-silencing RNA und eine Behandlung mit HIPerfect ohne Zugabe einer RNA.

2.2.17. Fluoreszenzmikroskopie

Um die intrazellulare Lokalisation von Proteinen zu analysieren, eignet sich die
Fluoreszenzmikroskopie. Dabei werden endogene oder transient exprimierte Proteine mittels
fluoreszenzgekoppelter Antikérper sichtbar gemacht. Um die Lokalisation von ATX2 und
DDX6 zu untersuchen, wurden die entsprechenden Zellen auf Deckglasern kultiviert und fir
Uberexpressionsanalysen oder RNAi-Experimente mit einem Konstrukt transfiziert. Sie
sollten fur die Mikroskopie eine Konfluenz von ca. 80 % aufweisen. AnschlieBend wurden die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und dann fir 15 Minuten mit 4 %
Paraformaldehyd in PBS fixiert. Danach wurden die Zellen mit 0,05 % Triton X-100 in PBS
(3x 5 Minuten; RT) gewaschen, um die Zellmembranen durchlassig zu machen. Daraufhin
erfolgte eine Inkubation in PBS/ 3 % BSA (30 Minuten), um unspezifische Bindungsstellen zu
blocken. Im nachsten Schritt wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit den
entsprechenden primaren Antikdrpern inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit 0,05 %
Triton X-100 in PBS erfolgte die Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikdrpern (1h, RT). Im Folgenden wurden die Ansatze zweimal mit 0,05 % Triton
X-100 in PBS und zweimal mit PBS fir 5 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Zellkernfarbung mit Hoechst (1:600 in 0,05% Triton X-100 in PBS)
flr 45 Sekunden. Es wurde einmal mit 50 mM Ammoniumchlorid und zweimal mit PBS fiir 5
Minuten gewaschen. Nach weiteren zwei Waschschritten mit PBS wurden das Deckglas auf
einen Objekttrager mit einem Tropfen Mountingmedium gelegt. Die konfokale Mikroskopie
erfolgte an einem Laserscanning Mikroskop LSM510 Meta der Firma Zeiss.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Interaktion von ATX2 und DDX6

Aufgrund der strukturellen und funktionellen Konservierung von Pbp1/ATX2 und Dhh1/DDX6
sollte in dieser Arbeit Uberprift werden, ob die Interaktion der Hefehomolge Pbp1 und Dhh1
auf das humane System Ubertragen werden kann. Interessanterweise ist auch Dhh1 am
zelluldren RNA-Metabolismus beteiligt. Das humane Homolog von Dhhi ist die RNA-
Helikase DDX6. Da DDX6 in der Lage ist, Dhh1 in einem dhh1-Deletionsstamm zu
komplementieren, spricht das auch dafir, dass dieses Protein konserviert ist.

3.1.1. Charakterisierung der Interaktion von ATX2 und DDX6 mittels Y2H-
Analyse

3.1.1.1.  Klonierung des Y2H-Vektors pACT4-1b DDX6

Um zu Uberprufen, ob eine Interaktion von ATX2 und DDX6 vorliegt, sollte zunachst eine
Yeast-Two-Hybrid-Analyse durchgefiihrt werden, da mit dieser Methode direkte Protein-
Protein-Interaktionen nachgewiesen werden kénnen. Dazu musste zunachst ein DDX6-Prey-
Protein hergestellt werden, die entsprechenden Bait-Proteine waren in der Arbeitsgruppe
bereits vorhanden [39]. Dafiir wurde die kodierende Sequenz von DDX6 aus einer HFB-
cDNA Bank (Clontech) mittels PCR amplifiziert. Als Primer-Paar wurden die Oligonukleotide
DDX6-CDS-s-Sall und DDX6-as-Notl verwendet, welche fiir Klonierungszwecke an den 5°-
Enden die Erkennungssequenzen fiir Sall bzw. Notl enthalten. Die PCR erfolgte wie unter
2.2.1 beschrieben, bei einer Annealingtemperatur von 60°C. AnschlieBend wurden 5 pl der
PCR-Anséatze mit Ladepuffer versetzt und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert, ob
das richtige Amplifikat vorhanden war (Abb. 7).
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Abb. 7: Uberprifung der PCR zur Amplifizierung der
kodierenden Sequenz von DDX6. Darstellung eines 1%
Agarosegels; Kontrolle 1: PCR-Ansatz ohne antisense-
Primer; Kontrolle 2: PCR-Ansatz ohne sense-Primer;
Ansatz 1 und 2: PCR-Ansatz: Kontrolle 3: ohne Template

Wie in Abbildung 7 ersichtlich, wurden DNA-Fragmente einer Lange von 1500 bp amplifiziert,
welches der Lange der kodierenden Sequenz von DDX6 (1419 bp) entspricht. Deshalb
wurden die PCR-Ansatze mittels ,QIlAquick PCR Purification Kit“, wie unter Punkt 2.2.2
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beschrieben, aufgereinigt und mit 40 pl sterilem Wasser eluiert. Im Anschluss wurde das
DNA-Fragment mit den Restriktionsendonukleasen Sall und Notl behandelt und erneut
mittels ,QlAquick PCR Purification Kit“ aufgereinigt. Der Prey-Vektor pACT4-1b (2.1.6.1)
wurde ebenfalls mit den Restriktionsendonuklesen Sall und Notl behandelt. AnschlieBend
wurde der linearisierte Vektor durch eine Agarasoegelelekirophorese von dem nicht-
linearisierten Vektor getrennt, ausgeschnitten und mittels ,Qiaquick gel extraction kit"
aufgereinigt (siehe 2.2.8). Nach der Aufreinigung wurde der Vektor mit Antarctic
Phosphatase behandelt (siehe 2.2.3.2), um das 5-Ende zu dephosphorylieren und damit
eine Religation des Vektors zu verhindern. Im Anschluss erfolgte die Ligation und
Transformation in E.coli wie unter 2.2.4 und 2.2.5 beschrieben und die erhaltenen E.coli
Kolonien wurden auf die Anwesenheit des entsprechenden Plasmids hin CGberprift. Hierzu
wurden 7 E.coli-Klone auf eine LB/AMP-Platte ausgestrichen und einer Kolonie-PCR
unterzogen (3.2.1). Die Analyse der Kolonie-PCR erfolgte anschlieBend (ber eine
Agarosegelelektrophorese (Abb.8).
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Abb. 8: Verifizierung des Plasmids pACT4-1b-DDX6
mittels  Kolonie-PCR.  Darstellung eines 1%
Agarosegels.

Wie aus Abbildung 8 ersichtlich, konnte bei 4 der getesteten 7 Transformanten ein DNA-
Fragment der richtigen Lange (1500 bp) amplifiziert werden. Zur weiteren Analyse wurden
diese 4 Transformanten Uber Nacht in LB/Amp-Medium angezogen und nachfolgend die
Plasmid-DNA, wie in Punkt 2.2.6 beschrieben, isoliert. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA
zweier Klone mit den Restriktionsendonukleasen Sall und Notl behandelt. Zur Analyse des
Restriktionsverdaus wurde eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt (Abb. 9).
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Abb. 9: Restriktionsverdau mit Sall und Notl zur
Kontrolle der isolierten pACT4-1b-DDX6-Plasmide. Als

Kontrolle wurde der Vektor pACT4-1b ebenfalls mit
Sall/Notl behandelt. Darstellung eines 1% Agarosegels.
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Beide Klone zeigten zuséatzlich zur Vektorbande eine weitere Bande bei ca. 1500 bp (Abb.
9), so dass davon auszugehen ist, dass die entsprechende DNA-Sequenz in den Vektor
integriert worden ist.

Nachfolgend wurde eine Sequenzanalyse der beiden Klone vorgenommen, um zu
Oberprifen, ob das DDX6-Fragment mutationsfrei amplifiziert wurde. Diese Sequenzanalyse
ergab, dass keine Mutationen in der Sequenz von Klon 1 vorlag, hingegen Klon 2 eine
Punktmutation aufwies. Der Klon 1 wurde nachfolgend als pACT4-1b-DDX6 bezeichnet und
fir die Y2H-Analyse eingesetzt.

3.1.1.2.  Yeast-Two-Hybrid-Analyse

Das Y2H-System beruht darauf, dass zwei potentielle Interaktionspartner jeweils an eine
Aktivierungs- bzw. eine Bindedomane fusioniert und diese Fusionsproteine in Hefe
koexprimiert werden. Bei einer Interaktion der Fusionsproteine kommen beide Doménen in
rdumliche Nahe und sind damit in der Lage als Transkriptionsfaktor zu fungieren, was zur
Transkription der Reportergene fihrt.

Damit ausgeschlossen werden kann, dass die Fusionsproteine per se in der Lage sind die
Transkription der Reportergene auszulésen und somit falsch positive Ergebnisse
hervorgerufen werden kdnnen (Autoaktivierung), wurde zundchst das Fusionsprotein
Gal4AD-DDX6 auf Autoaktivierung getestet. Hierzu wurden der Prey-Vektor pACT4-1b-
DDX6 und der Bait-Vektor pBTM117¢c, der nur die LexA-Bindedoméne beinhaltet, in den
Hefestamm L40ccua kotransformiert. Der Transformationsansatz wurde anschlieBend auf
SDII-Medium ausplattiert und vier der resultierenden Hefeklone zur Uberpriifung der Aktivitat
der Reportergene auf SDIV-Medium und auf eine SDII-Membran gestempelt. AnschlieBend
wurden die Platten fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert und die Aktivitdt der Reportergene
Oberprift.

Wie aus Abbildung 10 ersichtlich wird, konnte bei keinem der Klone ein Wachstum auf SDIV-
Medium festgestellt werden. Zudem war auch der B-Galaktosidase-Assay negativ, d.h. es
konnte keine B-Galaktosidaseaktivitat nachgewiesen werden (Abb. 10). Somit ist das
Fusionsprotein Gal4AD-DDX6 nicht autoaktivierend und konnte flr die entsprechende Y2H-
Analyse verwendet werden.

SDIl-Medium

beta-Galaktosidase-Assay

Abb. 10: Autoaktivierungstest von pACT4-1b-DDX6. Alle
4 Klone wurden mit pBTM117¢c und pACT4-1b-DDX6
kotransformiert.
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Um nun zu Gberprifen, ob ATX2 und die RNA-Helikase DDX6 im Y2H-System interagieren,
wurden die Baitvektoren pBTM117¢, pBTM117¢c-ATX2(Q22)1.395, pPBTM117¢-ATX2(Q79)1-396,
PBTM117¢c-ATX254.475, PBTM118-ATX2451815 und pBTM116-ATX25¢6.1313 verwendet. Die
ATX2-Baitproteine sind im Voraus schon von Markus Ralser auf Autoaktivitdt getestet
worden [39]. In diesen Analysen wurde ausgeschlossen, dass die entsprechenden LexA-
Fusionsproteine autoaktiv sind.

Die entsprechenden Bait-Vektoren wurden jeweils mit dem Vektor pACT4-1b-DDX6 in den
Hefestamm L40ccua kotransformiert und die Transformationsansatze auf SDII-Medium
ausplattiert. Nach dreitagiger Inkubation bei 30°C wurden jeweils 4 der Transformanten
isoliert und auf SDII- und SDIV-Medium, sowie auf eine SDIl-Membran gestempelt.
AnschlieBend wurden die Platten fir 3 Tage bei 30°C inkubiert und nachfolgend das
Wachstum der Hefeklone und die Aktivitét des LacZ-Reportergens analysiert.

SDII-Medium

beta-Galaktosidase-Assay )

Abb. 11: Y2H-Analyse von DDX6 und
den ATX2-Fragmenten. Dargestellt ist
jeweils ein Klon, der entsprechenden
Kotransformationen.

Es zeigte sich, dass Hefezellen, die die Fusionsproteine LexA-ATX2554.475 (LSM/LSMAD)
und Gal4AD-DDX6 koexprimierten, in der Lage waren auf SDIV-Medium zu wachsen, d.h.
die Reportergene HIS3 und URA3 wurden aktiviert. Zudem zeigte auch der B-Galaktosidase-
Assay eine Blaufarbung, was auf die Aktivitdt der B-Galaktosidase und damit eine
Transkription des lacZ-Reportergens, zurlickzufiihren ist (Abb. 11). Hingegen konnte keine
Reportergenaktivitat fir Hefezellen detektiert werden, die das Fusionsprotein GAL4AD-DDX6
in Kombination mit den anderen LexA-ATX2-Fusionsproteinen exprimierten. Somit konnte
mit dieser Analyse, die Interaktion von DDX6 und ATX2 im Yeast-Two-Hybrid System
nachgewiesen werden, wobei fir die Interaktion die Lsm/LsmAD von ATX2 verantwortlich ist.
Anhand dieses Experimentes zeigte sich, dass die Y2H-Interaktion von Pbp1 und der RNA-
Helikase Dhh1 auf das humane System Ubertragbar ist.
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3.1.2. Expression von ATX2 bzw. DDX6 in den Adhh1- bzw. Apbp1-
Stammen

Zuséatzlich zur Identifizierung der Interaktion von ATX2 und DDX6 im Y2H-System sollte nun
zunachst Uberprift werden, ob beide Proteine in gemeinsamen Stoffwechselwegen beteiligt
sind. Dazu wurden Deletionsstamme von Pbp1 und Dhh1 verwendet, und der jeweilige
humane Interaktionspartner in diesen Stdmmen Uberexprimiert, um zu Gberprifen, ob eine
genetische Wechselwirkung vorliegt und damit eine Veranderung im Phanotyp auftritt.

3.1.2.1.  Klonierung des Hefeexpressionsvektors p423Gall-DDX6

Um zu Uberpriifen, ob die Expression von humanen DDX6 einen Einfluss auf den Phanotyp
des Pbp1-Deletionsstammes besitzt, wurde die kodierende Sequenz von DDX6 in den
Hefeexpressionsvektor p423Gall kloniert. Hierzu wurde das Fragment mittels der
Restriktionsendonukleasen BamHI und Sall aus dem Vektor pTL-FlagC-DDX®6 isoliert und
Uber ein Agarosegel aufgereinigt. Der Vektor p423Gall wurde ebenfalls mit den
Restriktionsendonukleasen BamHI und Sall linearisiert, Gber ein Agarosegel aufgereinigt und
mit Antarctic Phosphatase dephosphoryliert. Im Anschluss erfolgte die Ligation und
Transformation in E.coli wie unter 2.2.4 und 2.2.5 beschrieben. Die erhaltenen E.coli-
Kolonien wurden auf die Anwesenheit des entsprechenden Plasmids hin Uberprift. Hierzu
wurden 16 E.coli-Klone auf eine LB/AMP-Platte ausgestrichen und einer Kolonie-PCR
unterzogen (sieche 3.2.1). Die Analyse der Kolonie-PCR erfolgte mittels Agarosegel-
elektrophorese (Abb. 12).
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Abb. 12: Verifizierung des Plasmids p423Gall-DDX6 mittels
Kolonie-PCR. Darstellung eines 1% Agarosegels.

Diese Analyse ergab, dass bei 6 der 16 Transformanten ein DNA-Fragment der
entsprechenden Lange von 1500 bp amplifiziert werden konnte (Klon 1, 5, 8, 11, 14 und 15).
Zur weiteren Uberpriifung wurden vier dieser Klone iiber Nacht in LB/Amp-Medium
angezogen. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA, wie in Punkt 2.2.6 beschrieben, isoliert
und mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Sall behandelt, um die Anwesenheit des
.Inserts“ zu Uberprifen. Die Ansatze wurden mittels Agarosegelelekirophorese analysiert
(Abb. 13).
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Abb. 13: Restriktionsverdau mit BamHI und Sall zur
Kontrolle der isolierten p423Gall-DDX6-Plasmide.
Darstellung eines 1% Agarosegels.

In Abbildung 13 ist das entsprechende Agarosegel dargestellt. Es zeigte sich, dass bei der
DNA der Klone 1, 3 und 4, neben der Vektorbande, eine zusatzliche Bande von 1500 bp
auftritt. Das spricht dafiir, dass bei diesen Plasmiden, das entsprechende Fragment inseriert
wurde. Bei der DNA von Klon 2 ist diese Bande nicht vorhanden. Mit dem Plasmid Nummer
3 wurde im folgenden weitergearbeitet und der entsprechende Vektor als p423Gall-DDX6
bezeichnet.

3.1.2.2.  Phénotypische Analysen der Expression von ATX2 bzw. DDX6

Fir den Test auf eine genetische Wechselwirkung wurden die Deletionsstdmme BY4741
Apbp1 und yRP2066 (Adhh1) und die entsprechenden Wildtyp-Stamme, BY4741 und
yRP2065, verwendet. Der Vektor p423 Gall-DDX6 wurde in den Wildtyp BY4741 und in den
Deletionsstamm BY4741 Apbp1 transformiert, um den Einfluss der Expression von DDX6 in
einem pbp1-Deletionsstamm zu analysieren. Um zu Uberprifen, ob die Expression von
humanen ATX2 mit 22 oder 79 Glutaminen einen Einfluss auf den Phanotyp eines dhhi-
Deletionsstammes hat und damit eine genetische Wechselwirkung vorliegt, wurden die
entsprechenden Vektoren p423Gall-ATX2-(22), p423Gall-ATX2 (39) und p423Gall-ATX2
(79) [39], sowohl in den Wildtyp yRP2065, als auch in den entsprechenden Deletionsstamm
yRP2066 transformiert. Als Kontrolle wurden alle Stdmme ebenfalls mit dem Vektor p423Gall
transformiert. Die Ansatze wurden auf SC-HIS+Glucose-Medium ausplattiert und 3 Tage bei
30°C inkubiert. Da das Plasmid p423Gall einen induzierbaren Gal1-Promotor besitzt, der
durch Galaktose im Nahrmedium aktiviert wird, Iasst sich die Expression des folgenden Gens
durch die Zugabe des entsprechenden Zuckers in das Nahrmedium induzieren. Glucose
hingegen reprimiert diesen Promotor. Die verwendeten Stdmme sind auxotroph fir die
Synthese von Histidin, so dass es hier als Selektionsmarker diente. Zur Analyse wurden die
entsprechenden Klone in 100 pl sterilem Wasser eingerthrt und auf eine SC-HIS+Glucose-
Platte sowie eine SC-HIS+Galaktose-Platte gestempelt. Diese Platten wurden anschlieBend
fir 3 Tage bei 30°C inkubiert.
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yRP2065 yRP2066 BY4741 BY4741
APbp1

Abb. 14: yRP2065 und yRP2066 transformiert mit p423Gall, p423Gall
ATX2 (22), p423Gall ATX2 (39) und p423Gall ATX2 (79); und BY4741
und BY4741Apbp1 transformiert mit p423Gall und p423Gall DDX6 auf
SC-His+Glucose- und SC-His+Galaktose-Medium

Wie aus Abbildung 14 ersichtlich, gab es keinen Unterschied im Wachstum zwischen den
unterschiedlichen Hefeklonen, bei Expression von ATX2-Q22, ATX2-Q39 oder ATX2-Q79 im
Wildtyp yRP2065, und bei Expression von DDX6 im BY4741-Wildtyp-Stamm.
Entsprechendes galt auch fir die Deletions-Transformanten yRP2066 (ATX2 Q22, ATX2
Q39 oder ATX2 Q79) und BY4741 Apbp1 (DDX6). Auch hier konnten unter diesen
Bedingungen keine Unterschiede im Wachstum, bezliglich der Kontrolle und im Vergleich
zum Wildtyp, festgestellt werden.

3.1.3. Nachweis der Interaktion von ATX2 und DDX6 in Saugerzellen

Im weiteren Verlauf sollten die Resultate der Y2H-Analyse in vivo in einem Saugersystem
verifiziert werden. Zu diesem Zweck sollte eine Koimmunoprazipitation (2.2.12.1) mit
endogen exprimierten Proteinen durchgefiihrt werden. Deshalb wurde zun&chst Uberprift, ob
die zur Verfligung stehenden Zell-Linien DDX6 exprimieren. Dazu wurden COS1-, HEK293T-
und SH-SY5Y-Zellen kultiviert und, wie unter 2.2.12.1 beschrieben, lysiert. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden gleiche Proteinmengen der Lysate mit
Laemmli-Puffer versetzt und eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (2.2.13)
durchgefiihrt. Die aufgetrennten Proteine im SDS-Gel wurden elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen (2.2.14) und ein Immunnachweis von DDX6 durchgefihrt
(2.2.15). Als priméarer Antikérper fur den Immunnachweis von DDX6 wurde anti-DDX6-N-
Terminus verwendet und als sekundarer Antikérper anti-Kaninchen-POD. Die Visualisierung
der Antikérperbindung erfolgte wie unter 2.2.15 beschrieben. Diese Analyse ergab, dass in
allen drei Zell-Lysaten ein entsprechendes Signal bei 54 kDa, welches der molekularen
Masse von DDX6 entspricht, nachgewiesen werden konnte (Abbildung 15).
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Abb.15: Nachweis der endogenen Expression
von DDX6 in HEK 293T-, SH-SY5Y- und COS1-
Zellen. Dargestellt ist ein Immunoblot.

Fir das ATX2-Protein wurden entsprechende Analysen bereits in der Arbeitsgruppe
durchgeflihrt und nachgewiesen, dass ATX2 ebenfalls in den drei Zell-Linien exprimiert wird.

Zum Nachweis der Interaktion von ATX2 und DDX6 wurden HEK293T- und SH-SY5Y-Zellen
verwendet. Der Nachweis der Interaktion in humanen Neuroblastomazellen (SH-SY5Y) ist
von Bedeutung, da ATX2 mit expandierter Polyglutamineinheit speziell in neuronalen Zellen
pathogen wirkt. Nach Herstellung der Lysate wurden die Ansatze mit anti-DDX6-N-Terminus
inkubiert. Nachfolgend wurden die Ansétze mit anti-Kaninchen-lgG-Dynabeads behandelt,
wie unter 2.2.12.1 beschrieben. Zum Nachweis, ob ATX2 in Assoziation mit DDX6 prazipitiert
wurde, wurden die Ansatze einer SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese und anschlieBend
einem Immunoblot unterzogen. Fir den Immunnachweis wurde als priméarer Antikérper anti-
Ataxin-2 verwendet. Als sekundarer Antikdrper diente ein anti-Maus-Antikérper, an den
Peroxidase (POD) gekoppelt war. Desweiteren sollte auch analysiert werden, ob DDX6 mit
einem Antikérper gegen ATX2 prazipitiert werden kann. Dazu wurden die
Koimmunoprazipitationen ebenfalls mit anti-Ataxin-2 durchgefiihrt. Dementsprechend
wurden anti-Maus-lgG-Dynabeads verwendet. Als priméarer und sekundérer Antikérper fir
den Immunnachweis wurden anti-DDX6-N-Terminus und anti-Kaninchen-POD verwendet.
Als Kontrolle diente in diesen Analysen jeweils ein Zell-Lysat, welches ausschlieBlich mit den
Dynabeads inkubiert wurde. Dies gibt Aufschluss dartber, ob der entsprechende
Interaktionspartner unspezifisch an die Dynabeads bindet.

S S &
g & & & & &
R S ¢
70 kD2 wen
b 160 kDa
. HEK 2937 | I
55 kDammp " .
10 kDa
160 kDa
55 kD T
A SHSYSY | e ! = b
" s 110 kDa

WB:anti-DDX6 WB: anti-ATX2
Abb.16: Nachweis der Interaktion von ATX2 und DDX6

in HEK293T- und SH-SY5Y-Zellen. Dargestellt ist ein

Immunoblot.
Wie aus Abbildung 16 ersichtlich, ist es gelungen, sowohl ATX2 mit einem Antikdrper gegen
DDX6, als auch DDX6 mit einem Antikdrper gegen ATX2, aus beiden Zell-Lysaten zu

prazipitieren. Da in den Kontrollproben kein ATX2 bzw. DDX6 nachgewiesen werden konnte,



Ergebnisse 39

d.h. weder ATX2 noch DDX6 unspezifisch an die Dynabeads gebunden hat, konnte die
Interaktion von DDX6 und ATX2 in zwei Saugerzell-Linien verifiziert werden.

3.1.4. Kolokalisation von ATX2 und DDX6 in Saugerzellen

Da eine Interaktion von ATX2 und DDX6 im Y2H-System und in Sdugerzellen gezeigt wurde,
sollte nun analysiert werden, ob beide Proteine im selben Zell-Kompartiment lokalisiert sind.
Zu diesem Zweck wurden COS1-, HEK293T- sowie SH-SY5Y-Zellen, wie in Punkt 2.2.17
beschrieben, fir die Mikroskopie vorbereitet (2.2.17). Als Primarantikérper wurden anti-
Ataxin-2 und anti-DDX6 eingesetzt. Als sekundare Antikérper wurden Fitc-anti-Maus und

Cy3-anti-Kaninchen Antikérper verwendet. Die Farbung des Zellkerns erfolgte mit Hoechst.

ATX2 DDXG Hoechst Merge
: .

SH-5Y5Y

Abb. 17: Lokalisation von endogenem ATX2 und DDX6. COS1-, HEK293T- und SH-SY5Y-Zellen wurden
mittels Immunfluoreszenz analysiert. Der Zellkern wurde mit Hoechst angefarbt.

- .

Wie in Abbildung 17 ersichtlich ist DDX6 cytoplasmatisch lokalisiert, akkumuliert aber
Uberwiegend in diskreten cytoplasmatischen Strukturen, den sogenannten P-Bodies. ATX2
hingegen zeigt keine Akkumulierung in diesen zelluldren Strukturen, sondern ist gleichmaBig
im Cytoplasma verteilt.
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3.2. Analysen zum Einfluss der intrazellularen DDX6-Konzentration

Fir die RNA-Helikase DDX6 konnte eine Uberexpression in bestimmten Tumoren
nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass DDX6 an der Entstehung und Entwicklung
dieser Tumoren beteiligt sein kénnte [44, 45].

Es sollte hier analysiert werden, ob eine Reduzierung bzw. Erhéhung der zellularen DDX6-
Konzentration, einen Einfluss auf die Konzentration und Lokalisation von ATX2 hat.

3.2.1. Einfluss einer verringerten DDX6-Konzentration auf die zellulare
Lokalisation und Konzentration von ATX2

Zunachst sollte untersucht werden, ob eine stark verringerte DDX6-Konzentration einen
Einfluss auf die endogene ATX2-Lokalisation bzw. Konzentration hat. Eine Methode, die das
ermdglicht ist die RNA interference (RNAI). Dieser zelleigene Mechanismus kann fur diese
Art von Experimenten ausgenutzt werden, indem man Zellen mit synthetisierter si-RNA
transfiziert und damit die Expression eines Zielgens unterbunden wird.

3.2.1.1.  Herstellung der esiRNA

Mit Hilfe der Deqor-Software (http://cluster-1.mpi-cbg.de/Deqor/deqor.html) [46] wurde die
Zielsequenz in der DDX6-mRNA so ausgewahlt, dass die Uberlappungen mit anderen
mRNAs mdglichst gering sind, um zu verhindern, dass diese ebenfalls der RNAi unterliegen.
AuBerdem wurde darauf geachtet, dass die Sequenz nicht kiirzer als 500 bp lang ist, da
sonst die Prozessivitdt der RNAse Il eingeschrankt ist. Im Folgenden ist die ausgewahlte
Sequenz der DDX6-mRNA, die 672 bp lang ist, dargestellt:

A ACCCACIASIARE CATATGTAACTGAGCGCCAAAAAGTACACTGCCTCA

ACACACTTTTCTCCAGGCTTCAGATAAACCAGTCGATCATTTTCTGTAACTCCTCTCAGC
GAGTTGAATTGCTAGCCAAGAAGATTTCTCAACTGGGTTATTCTTGCTTCTATATTCATG

CTAAAATGAGGCAGGAACATCGAAATCGTGTATTTCATGATTTCCGAAATGGCTTATGCC
GCAATCTTGTTTGCACTGATCTGTTTACCCGAGGTATTGATATACAAGCTGTGAATGTGG
TAATAAACTTTGATTTCCCAAAGCTGGCAGAGACCTATCTCCATCGTATTGGAAGATCAG
GTCGCTTTGGTCATCTTGGCTTAGCCATCAACTTGATCACATATGATGATCGCTTCAACC
TGAAAAGTATTGAGGAGCAGCTGGGAACAGAAATTAAACCTATTCCGAGCAACATTGAT

AAGAGCCTGTATGTGGCAGAATACCACAGCGAGCCTGTAGAAGATGAGAAACCTTAACA
AGCATGCTTTGACAAATTACAAAAGGCTCGTTTGGATCTGTGACACATCGTTTTGGGGG

GAATGCTCTTCTCTTTGTGGGTTTTTCATCTTTTATTTTGGAACIEICAACACIIACACEN
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Mithilfe der Oligonukleotide esiRNA DDX6 sense und esiRNA DDX6 antisense wurde das
entsprechende Fragment mittels PCR aus der HFB (Clontech) amplifiziert. AnschlieBend
wurden die Produkte der PCR mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (Abb. 18).

1000bp

- eeeew

Abb. 18: Uberpriifung der PCR zur Amplifizierung
des RNAi DDX6-Fragments. Dargestellt ist ein
1% Agarosegel.

Wie in Abbildung 18 ersichtlich, konnte ein Fragment der entsprechenden Lange von ca. 700
bp amplifiziert werden. Nach Aufreinigung des DNA-Fragments wurde eine in vitro
Transkription, wie unter 2.2.16.1 beschrieben, durchgefihrt. Nachfolgend wurde mittels
Agarosegelelektrophorese Uberprift, ob die in vitro-Transkription erfolgreich war. Es konnte
bei beiden Anséatzen eine Bande von ca. 700 bp Lange nachgewiesen werden (Abb. 19).
Diese Ansétze konnten somit zur Herstellung von esiRNA-Molekulen verwendet werden.
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Abb.19: Uberpriifung der in vitro
Transkription des DDX6-Fragments.
Dargestellt ist ein 1% Agarosegel.

Zunachst wurde die Konzentration der dsRNA bestimmt und jeweils 40 ug mit RNAse I
(2.2.16.1) fur eine Stunde bei 37 °C behandelt. Der Erfolg der Restriktion wurde erneut mittels
Agarosegelelektrophorese Uberprift. Wie in Abbildung 20 ersichtlich, war die Restriktion von
Ansatz 2 und 3 erfolgreich, da im Agarosegel Banden von einer Lange 25 bp detektiert
werden konnten. Daraufhin wurde die Restriktion mittels EDTA gestoppt und die esi-RNA,
wie in 2.2.16.1 beschrieben, aufgereinigt. @J

50 bp

25bp

Abb. 20: Herstellung der esiRNA mittels
RNAselll-Restriktion. Dargestellt ist ein 3%
Agarosegel.
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3.2.1.2.  RNAi

Im nachsten Schritt wurden SH-SY5Y- und COS1-Zellen, wie in Punkt 2.2.16.2 beschrieben,
mit der esi-RNA transfiziert und fiir 72 Stunden kultiviert. Der Erfolg der DDX6-Reduktion
wurde mittels Westernblot lberprift, welcher in Abbildung 21 dargestellt ist.
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Abb. 21: Uberpriifung der Reduktion von DDX6 in COS1- und SH-SY5Y-Zellen. A: Immunoblot, B:
Coomassie gefarbtes SDS-Gel; Kontrolle 1: Zellen, die mit ,non silencing® RNA transfiziert wurden;
Kontrolle 2: Zellen, die mit Transfektionsreagenz behandelt wurden.

Um zu Uberprifen, ob gleiche Proteinmengen der Lysate aufgetragen wurde, wurden
dieselben Volumina der Proben einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen und
das Gel mit Coomassie gefarbt. Wie in Abbildung 21 B ersichtlich wird, wurden gleiche
Proteinmengen aufgetragen.

In allen Proben konnte im Immunblot eine Bande bei ca. 54 kDa detektiert werden (Abb. 21
A), was der molekularen Masse von DDX6 entspricht. Die Intensitdt der DDX6-Bande in der
mit esiRNA behandelten Probe ist wesentlich geringer als in den Kontrollproben, auch wenn
nach 72 Stunden noch DDX6 nachgewiesen werden konnte.

Im weiteren Verlauf wurde nun der Einfluss einer erniedrigten DDX6-Konzentration auf ATX2
analysiert. Dafir wurden COS1- und SH-SY5Y-Zellen, wie in 2.2.16.2 beschrieben, mit der
DDX6-esiRNA transfiziert und auf Deckglasern fir 72 Stunden kultiviert. Als Kontrollen
wurden Zellen mit einer unspezifischen ,non silencing“ RNA tranfiziert, sowie ausschlieBlich
mit dem Transfektionsreagenz behandelt. Als primare Antikdrper wurden anti-Ataxin-2 und
anti-DDX6-C-Terminus verwendet und dementsprechend dienten als sekundare Antikérper
Fitc-anti-Maus und Cy3-anti-Kaninchen. Um einen Vergleich der endogenen
Proteinkonzentrationen zwischen den esiRNA- und den nicht-transfizierten Proben
vornehmen zu kénnen, wurden die Laser-Einstellungen bei den nicht transfizierten Proben
eingestellt und flr die transfizierten Proben Gbernommen.

In Abbildung 22 sind die entsprechenden Aufnahmen dargestellt. Die Behandlung der COS1-
und SH-SY5Y-Zellen mit Transfektionsreagenz (Kontrolle), hatte keinen Einfluss auf die
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Lokalisation von endogenem ATX2 oder DDX6 (Abb. 22 Reihe 1 und 3). Auch die
Transfektion mit einer ,non silencing® RNA hatte keinen Effekt auf beide Proteine (nicht
dargestellt). DDX6 zeigt die typische Lokalisation in den P-Bodies und ATX2 eine
cytoplasmatische Verteilung. Im Falle der RNAi-Proben, welche bei gleichen
Lasereinstellungen aufgenommen wurde, ist in der Mikroskopie klar zu erkennen, dass die
Immunreaktivitat der DDX6-Farbung stark reduziert ist. Auffallig ist, dass DDX6 in den RNAI-
Proben kaum noch in den P-Bodies lokalisiert ist, sondern eine cytoplasmatische Verteilung
aufweist. Die Konzentration an endogenem ATX2 scheint durch die Reduktion an DDX6
nicht beeinflusst. Allerdings kommt es, besonders in den COS1-Zellen, zu einem gehauften
Auftreten an Zellen, die sogenannte Stress Granules (SG) ausbilden, in denen ATX2
lokalisiert ist.

COs1 ATX2 DDXe Hoechst merge

Kontrolle

DDX6 RNA

SH-SY5Y ATX2 DDXG Hoechst merge

Kontrolle

DDX6 RMA

Abb. 22: Einfluss einer reduzierten DDX6-Konzentration auf endogenes ATX2. Die
Kontrollzellen wurden nur mit Transfektionsreagenz behandelt. COS1- und SH-SY5Y-Zellen
wurden mittels Immunfluoreszenz analysiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst gefarbt.
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3.2.2. Einfluss einer erhohten DDX6-Konzentration auf die
zellulare Lokalisation und Konzentration von ATX2

In diesen Experimenten sollte untersucht werden, ob eine erhéhte Konzentration von DDX6
einen Einfluss auf die zellulare Lokalisation und die Konzentration von ATX2 hat. Dazu
wurden transiente Uberexpressionsanalysen durchgefiihrt und die zellulire Lokalisation der
Proteine mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.

3.2.2.1.  Klonierung des Saugerexpressionsvektors pTL-FlagC-DDX6

Zur Uberexpressionsanalyse in Saugerzellen wurde das Plasmid pTL-FlagC-DDX6 generiert.
Hierzu wurde das 1500 bp lange DNA-Fragment, welches die DDX6 kodierende Sequenz
beinhaltet, aus dem Plasmid pACT4-1b-DDX6 mit den Restriktionsenzymen Sall und Notl
isoliert und mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend aufgereinigt. Da
der Saugerexpression-Vektor pTL-FlagC zwei Sall-Schnittstellen besitzt, wurde neben Notl,
die Restriktionsendonuklaese Xhol verwendet. Diese besitzt kompatible Enden mit der Sall-
Schnittstelle. Nachfolgend wurde der linearisierte Vektor aufgereinigt und das 5'-Ende
dephosphoryliert. Im Anschluss erfolgte die Ligation und Transformation in E.coli, wie unter
2.2.5 beschrieben. Drei der erhaltenen Transformanten wurden Uber Nacht bei 37°C in
LB/Amp-Medium angezogen und die Plasmid-DNA aus diesen Kulturen isoliert. Die isolierte
Plasmid-DNA wurde mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Sall behandelt und
mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Bei Integration der DDX6-Sequenz in den
Vektor sollten Banden der Léange von ca. 2800 bp, 1600 bp und 1100 bp entstehen.
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Abb. 23: Uberpriifung der Restriktionsanalyse von pTL-

FlagC DDX6 mit BamHI und Sall. Dargestellt ist ein 1%

Agarosegel. Als Kontrolle wurde der Vektor pTL-FlagC

ebenfalls der Restriktionsanalyse unterzogen.
Wie in Abbildung 23 dargestellt ist, zeigten alle drei isolierten Plasmide das erwartete
Bandenmuster, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die DDX6-Sequenz in den
Vektor ligiert worden ist. Im Folgenden wurde mit Klon 1, der als pTL-FlagC-DDX6

bezeichnet wurde, weitergearbeitet.
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3.2.2.2. Transiente Uberexpression von DDX6 in COS1-Zellen

Um nun den Einfluss von Uberexprimiertem DDX6 auf die Lokalisation bzw. Konzentration
von endogenem ATX2 zu untersuchen, wurden COS1-Zellen, wie in Punkt 2.2.12.2
beschrieben, mit dem Plasmid pTL-FlagC-DDX®6 transfiziert. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie
wurden die Zellen nach 24 stiindiger Inkubation auf dem Deckglas fixiert und mit den
Primarantikdrpern anti-Flag und anti-ATX2 behandelt. Als Sekundarantikérper dienten die
fluoreszenzmarkierten Fitc-anti-Maus- und Cy3-anti-Kaninchen-Antikérper. Die Zellkerne
wurden mit Hoechst angefarbt.

ATH2 F.;LI Hoechst m erle

Abb. 24: Einfluss einer akkumulierten DDX6-Konzentration auf die endogene ATX2-Lokalisation. COS1-
Zellen wurden mit DDX6 transfiziert und mittels Immunfluoreszenz analysiert. Die Nuklei wurden mit
Hoechst geférbt.

Es zeigte sich, dass bei hohen intrazellularen DDX6-Konzentrationen, keine Lokalisation von
DDX6 in den P-Bodies zu beobachten ist (Abb. 24). Weiterhin hatte eine hohe DDX®6-
Konzentration keinen Einfluss auf die Lokalisation bzw. die Konzentration von endogenem
ATX2 (Abb. 24).

3.3. Analysen zum Einfluss einer intrazellularen ATX2-Akkumulierung

Es ist bekannt, dass in SCA2-Patienten, die zelluldre ATX2-Konzentration in den
Purkinjezellen des Cerebellums erhoht ist [21] und eine erhdhte ATX2-Konzentration in der
stark heterogenen Gruppe von Neuroblastoma-Tumoren eine mdégliche Apoptose beglnstigt
[47]. Zudem wurde in Zellkulturexperimenten nachgewiesen, dass eine zellulare
Uberexpression von ATX2 zu einer Akkumulierung von T-Plastin fiihrt, welches seinerseits
bei Dysregulation zur Krebsentstehung und Progression beitragt. Aus diesem Grund sollte
der Einfluss einer erhdhten zelluldren Konzentration an ATX2 auf die Lokalisation und
Konzentration von DDX6 analysiert werden.
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3.3.1. Transiente Uberexpression von ATX2 in COS1- und SH-SY5Y-Zellen

Um zu (berpriffen, ob die Uberexpression von ATX2 einen Einfluss auf die zelluldre
Lokalisation und Konzentration von DDX6 hat, wurden transiente Uberexpressions-Analysen
durchgefiihrt und ebenfalls mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Hierbei wurde ATX2-
Q79 mit in die Analysen einbezogen, um mdgliche Unterschiede festzustellen.

Fir die transiente Uberexpression von ATX2 in Saugerzellen, wurden die Plasmide pTL-HA-
ATX2 (22) und pTL-HA-ATX2 (79) verwendet [39]. SH-SY5Y— und COS1-Zellen wurden mit
diesen Plasmiden transfiziert, wie in Punkt 2.2.12.2 beschrieben, und fir 24 Stunden
inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet,
indem sie auf dem Deckglas fixiert und mittels Antikdrper gefarbt wurden. Als
Primérantikérper wurde anti-HA und anti-DDX6 N-Terminus verwendet. Als
Sekundarantikérper dienten die fluoreszenzmarkierten Fitc-anti-Maus- und Cy3-anti-
Kaninchen-Antikérper. Die Zellkerne wurden mit Hoechst angefarbt. Als Kontrolle wurden
jeweils untransfizierte Zellen mit den entsprechenden Primar- und Sekundarantikérpern
behandelt.

Neben den SH-SY5Y-Zellen wurden auch COS1-Zellen in diese Analysen mit einbezogen,
da sich gezeigt hat, dass sie im Gegensatz zu SH-SY5Y unter normalen Bedingungen immer
P-Bodies — und auch in groBer Zahl - besitzen. SH-SY5Y-Zellen weisen eine grdBere
Variabilitat in der Anzahl der P-Bodies auf. Aus diesem Grund waren mdogliche
Veranderungen der P-Bodies, in Anzahl und Form, in den COS1-Zellen besser zu erkennen.
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Abb. 25: Einfluss einer akkumulierten ATX2-Konzentration auf die endogene DDX6-Lokalisation. COS1- und
SH-SY5Y-Zellen wurden mit Ataxin-2, mit 22 bzw. 79 Glutaminen, transfiziert und mittels Immunfluoreszenz
analysiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst geféarbt.

Wie in Abbildung 25 ersichtlich zeigten COS1-Zellen, die ATX2-Q22 oder ATX2-Q79
Uberexprimierten, eine Reduktion in der Anzahl der P-Bodies im Vergleich zu den nicht
Uberexprimierenden Zellen. Dieses Phanomen konnte ebenfalls bei SH-SY5Y-Zellen
beobachtet werden (Abb. 25). Auch hier lieB sich bei einem Teil der Zellen, welche ATX2
Q22 oder Q79 Uberexprimierten, ein Einfluss auf die P-Body-Anzahl beobachten.

Um zu Uberprifen, ob sich die Struktur der P-Bodies bei ATX2-Uberexpression auflést,
wurde dieses Experiment erneut durchgefiihrt, wobei ein anderer P-Body-Marker, das
Protein Dcp1, verwendet wurde. COS1-Zellen wurden entsprechend mit den Plasmiden pTL-
HA-ATX2 (22) und pTL-HA-ATX2 (79) transfiziert und fir 24 Stunden inkubiert. Als
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Priméarantikérper diente hier neben anti-ATX2, anti-Dcp1. Dcpl ist wie DDX6
cytoplasmatisch lokalisiert, wobei es ebenfalls in den P-Bodies akkumuliert. Zu einem
gewissen Grad ist Dcp1 auch im Nukleus zu finden (Abb. 26 Reihe 1).
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Abb. 26: Einfluss einer akkumulierten ATX2-Konzentration auf die endogene Dcp1-Lokalisation. Reihe 1:
Endogene Lokalisation von Dcp1 und Reihe 2 und 3: Uberexpression von ATX2-Q22 und ATX2-Q79.
wurden COS1-Zellen wurden mittels Immunfluoreszenz analysiert. Die Nuklei wurden mit Hoechst
gefarbt.

Bei Uberexpression von ATX2 Q22 und ATX Q79 konnte allerdings kein Einfluss auf die Zahl
der Dcp1 enthaltenen P-Bodies festgestellt werden (Abb. 26 Reihe 2 und 3). Die Lokalisation
von Dcp1 unterscheidet sich in Bezug auf untransfizierte Zellen nicht.

Daraus lasst sich schlieBen, dass bei einer erhéhten ATX2-Konzentration, DDX6 aus den P-
Bodies rekrutiert wird, wobei die Struktur der P-Bodies selbst aber bestehen zu bleiben

scheint.
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3.3.2. Transiente Uberexpression der ATX2-Fragmente in COS1-Zellen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass ATX2 und DDX6 Uber die LSm/LSmAD miteinander
interagieren und bei Uberexpression von ATX2, DDX6 aus den P-Bodies rekrutiert zu
werden scheint. Um zu Uberpriifen, ob die Interaktion dieser Proteine fir dieses Phanomen
verantwortlich sein kann oder andere Bereiche von ATX2 die Zusammensetzung der P-
Bodies beeinflussen, wurden Uberexpressionanalysen mit den Fragmenten von Ataxin-2
durchgefiihrt und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.

Dazu wurden COS1-Zellen jeweils mit den Vektoren (pTL-HA-ATX2(Q22);.395, pTL-HA-
ATX2(Q79)1.395, PTL-HA-ATX2354.475, PTL-HA-ATX2451515 und pTL-HA-ATX2g16.1312 [39]
transfiziert, fur 24 Stunden auf Deckglasern kultiviert und anschlieBend fixiert. Als
Primérantikérper wurde anti-HA und anti-DDX6 N-Terminus verwendet. Als
Sekundarantikérper dienten die Fluoreszenzmarkierten FITC-anti-Maus- und Cy3-anti-
Kaninchen-Antikdrper. Die Zellkerne wurden mit Hoechst angefarbt. In Abbildung 27 sind die
entsprechenden Mikroskopie-Bilder dargestellt.

Diese Analysen ergaben, dass die Uberexpression des N-Terminus von Ataxin (ATX2 1-396)
sowohl mit 22 als auch mit 79 Glutaminen zu einer cytoplasmatischen Verteilung und einer
Akkumulierung des Fragments im perinuklearen Raum (Abbildung 27 Reihe 1 und 2) fihrte,
wobei die Akkumulierung beim N-Terminus mit 79 Glutaminen starker auftritt. Das endogene
DDX6 weist hier eine weniger distinkte Verteilung auf. Die Uberexpression der LSm/LSmAD
von ATX2 (ATX2 254-475) zeigt eine cytoplasmatische Verteilung des Fragments.
Interessanterweise ist die endogene Lokalisation von DDX6 verdndert, da die Zahl der
DDX6-enhaltenen P-Bodies, wie es auch schon bei der Uberexpression des vollstdndigen
ATX2 beobachtet werden konnte, hier reduziert ist. (Abbildung 27 Reihe 3). Die
Uberexpressionen von ATX2 481-815 oder dem C-terminalen Fragment von ATX2 (ATX2
816-1312), wiesen auch eine cytoplasmatische Verteiltung auf. Beide Fragmente hatten
keinen Einfluss auf die Lokalisation von DDX6 (Abbildung 27 Reihe 4 und 5).

Interessanterweise zeigt dieses Ergebnis, dass der Bereich von Ataxin-2 (LSm/LSmAD), der
mit DDX6 interagiert, auch fir die veranderte Lokalisation von DDX6 bei erhéhter Ataxin-2-
Konzentration verantwortlich ist.
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Abb. 27: Einfluss der ATX2-Fragmente auf die DDX6-Lokalisierung. COS1-Zellen wurden nach der
Transfektion mittels Immunfluoreszenz analysiert. Der Zellkern wurde mit Hoechst gefarbt.



Diskussion 51

4. Diskussion

Wie bereits erwdhnt, konnte in einem Yeast-Two-Hybrid-Hochdurchsatzverfahren eine
Interaktion der S. cerevisae-Proteine Pbp1 und Dhh1 gezeigt werden. Da ATX2 und Pbp1
funktional miteinander verwnadt sind, war es das Ziel dieser Arbeit, zu Uberprifen, ob diese
Interaktion auf das humane System Ubertragen werden kann. Um diese Interaktion auch fir
die humanen Homologe ATX2 und DDX6 nachzuweisen, wurden Yeast-Two-Hybrid-
Experimente und Koimmunoprazipiatationen durchgefihrt. Tatsachlich konnte auch die
Interaktion zwischen ATX2 und DDX6 innerhalb dieser Arbeit mit beiden Systemen
nachgewiesen werden. Durch diese Analysen konnte der Bereich von ATX2, der fur die
Interaktion verantwortlich ist, auf die LSm/LSmAD eingegrenzt werden. Es konnte keine
Interaktion zwischen dem N-Terminus von ATX2, der ebenfalls die LSm-Doméane enthalt,
und DDX6 festgestellt werden. Daraus 4Bt sich schlieBen, dass fiir die Interaktion zwischen
ATX2 und DDX6 die LSm-Domane nicht ausreichend ist, sondern auch die LSmAD benétigt
wird. Die LsmAD ist wenig charakterisiert, wohingegen Uber die LSm-Domane merhr bekannt
ist. Die LSm-Doméane ist hoch konserviert und es ist bekannt, dass LSm-Proteine (ber diese
Doméanen oligomere Ringstrukturen ausbilden, die dann RNA binden kénnen.
Méglicherweise ist auch ATX2 in der Lage, oligomere Ringstrukturen tber die LSm-Doméne
mit anderen LSm-Proteinen auszubilden [28]. Da DDX6 hingegen nicht Uber eine LSm-
Domaéne verflgt, handelt es sich hier nicht, um die typische Assoziation zweier LSm-
Proteine. Hingegen weist DDX6 einige hochkonservierte Doméanen auf, welche auf eine
RNA-Bindung und eine Beteiligung am zellularen RNA-Metabolismus schlieBen lassen.
Erstmals wurde das entsprechende DDX6-Gen, welches auf dem Chromosom 11923.3
lokalisiert ist, in einer Chromosomentranslokation t(11;14)(923;g32) der humanen B-Zell-
Lymphom-Zell-Linie RC-K8 entdeckt und beschrieben [48, 49]. Es umfasst eine genomische
Sequenz von 74,7 kb, enthalt 13 Exons und kodiert fir die RNA-Helikase DDX6 (DEAD Box
polypeptid 6), welche aus 483 Aminosauren besteht und eine molekulare Masse von 54 kDa
besitzt. DDX6 gehort zur Hauptgruppe der RNA/DNA-Helikasen, die in finf Superfamilien
(SF1-SF5) unterteilt wird. DEAD-Box-Proteine, wie DDX6, gehéren aufgrund ihrer
strukturellen Merkmale zur Superfamilie 2 und wurden in allen Eukaryonten und vielen
Prokaryonten gefunden. DEAD-Box-RNA-Helikasen sind mit fast allen RNA-Prozessen, von
Transkription bis zum RNA-Abbau, assoziiert worden und besitzen 9 konservierte Doméanen,
die an der ATPase und Helikase-Aktivitdt sowie der RNA-Bindung beteiligt sind [50]. Diese
Motive befinden sich in einer sogenannten ,CORE"-Region, die 350-400 Aminosauren
umfasst [51, 52] und in zwei Domanen (DEXDc- und HELICc-Doméne) organisiert sind. Die
N- und C-terminalen Bereiche der DEAD-Box-Proteine dagegen sind hoch variabel. In
Abbildung 28 ist schematisch der Aufbau von DDX6 dargestellt.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung von DDX6. DDX6 besteht aus zwei globularen
Domaénen, der DEXDc- (AS115-312) und der HELICc-Doméne (348-429); Beide
Domaéanen bilden zusammen die ,Core“-Region aus, die innerhalb der DEAD-Box-
Proteine hoch konserviert ist und das Q-Motiv und die Motive |-VI umfasst

Die Motive 1 und 2 werden auch Walker A und B genannt und sind in allen DNA und RNA-
Helikasen vorhanden. Motiv 1 ist an der NTP-Bindung beteiligt und essentiell fir die NTPase
und Helikase-Aktivitat. Motiv 2, welches in DEAD-Box-Proteinen namensgebend ist, besitzt
hier die Consensussequenz Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD). Der Glutamat-Rest in diesem Motiv
koordiniert Mg?*. Motiv 2 ist essentiell fiir die NTP-Hydrolyse (Walker 1982). Das Q-Motiv ist
wahrscheinlich ein Adenin-Bindemotiv und damit an der NTP-Bindung beteiligt. Bei Motiv V
handelt es sich um ein RNA-Bindemotiv, welches zusammen mit Motiv la, Ib und IV wirkt.
NTPase und Helikase-Aktivitdt werden vermutlich durch Motiv Il miteinander verbunden [53].
Interessant ware es nun, herauszubekommen, welche Domane von DDX6 nit Interaktion
vermittelt.

Desweiteren ist die Interaktion zwischen ATX2 und DDX®6, in Bezug auf ihre zellulare Rolle,
auBerst interessant, da die entsprechenden Homologe, mit dem RNA-Metabolismus und der
Regulation der Translation in Zusammenhang gebracht werden. Das S. cerevisae-Homolog,
von DDX6, Dhh1, interagiert mit Pop2 und Ccr4 [54], beides Bestandteile des Ccr4/Not-
Komplexes, der fir die Deadenylierung von mRNA verantwortlich ist, und assoziiert
auBerdem mit den Degradierungsfaktoren Pat1/Mir1 und der 5°-3"-Exoribonuklease Xrni.
Dhh1-defiziente Stamme akkumulieren deadenylierte mRNA, die aber noch die 5 -Cap-
Struktur besitzt, so dass eine Stimulation des Decappings durch Dhh1 vermutet wird [43]. Es
ist maBgeblich an der Reprimierung der Translation beteiligt ist, da die
Translationsrepression in dhhi-defizienten Stdmmen gestért ist. Die Uberexpression von
Dhh1 in Hefe fihrt zu einer Abnahme an Polysomen, einer gesteigerten
Translationsrepression und einer vermehrten Zahl an P-Bodies, in denen Dhh1 lokalisiert ist.
Es gibt Hinweise, dass Dhh1 die Formierung des 48S-Preinitiationskomplexes verhindert
oder auflést und dariiber die Translation reguliert [55]. Interessanterweise konnte flr einen
dhh1-Deletionsstamm gezeigt werden, dass die ROS-Produktion gesteigert wird und DNA-
Schaden akkumulieren. Méglicherweise fihrt eine gesteigerte mRNA-Stabilitét in diesem Fall
zu einer erhéhten Konzentration bestimmter Proteine, wodurch eine Apoptose geférdert wird
[56]. Weitere eukaryontische Homologe von DDX6 spielen ebenfalls eine signifikante Rolle in
der Gametogenese und der frihen Embryogenese [57]. Ste13, das S. pombe-Homolog ist
essentiell fir die sexuelle Reproduktion und CGH-1 (Caenorhabditis elegans) ist fir die
Germatogenese [58] und den Schutz vor Keimbahn-Apoptose nétig. Die Abwesenheit von
CGH1 induziert Gber einen unbekannten Mechanismus Apoptose in Keimzellen von C.
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elegans. Xp54 (Xenopus) und Me31B (Drosophila) sind integrale Bestandteile der ,stored
(maternal) mRNP particles” in den Oozyten [59-61]. Man vermutet, dass sie hier in die
Translationskontrolle involviert sind [60, 62]. Xp54 oligomerisiert RNA-abhangig und
interagiert auBerdem mit CPEB (Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein) [63],
einem translationsregulierenden Protein, welches in P-Bodies lokalisert ist und in die SG
rekrutiert wird. Es assoziiert als Oligomer an die 3"-UTR deadenylierter mRNA. Diese
Oligomerisierung von Xp54 ist essentiell fir die Regulation der Translation in Xenopus.
Zusatzlich dazu fOhren Mutationen, die die Helikase-Aktivitdt beeintrachtigen zu einer
Aktivierung der Translation, was dafiir spricht, dass die Repression der Translation von
mRNAs, Uber die Helikaseaktivitat von Xp54 reguliert wird [63-65].

Sowohl Dhh1 als auch DDX6 lokalisieren in diskreten cytoplasmatischen Strukturen, den
sogenannten P-Bodies [66]. Neben nicht-translatierter mRNA sind Proteine des 5°-3"-mRNA-
Abbaus (z.B. Dcp1, Dcp2 und Xrn1), des ,nonsense-mediateted” mRNA-Abbaus, der RISC-
Komplex und andere mRNA-stabilisierende und destabilisierende Proteine ebenfalls in den
P-Bodies akkumuliert. P-Bodies sind Orte des mRNA-Abbaus, wobei dieser nicht zwingend
stattfindet, sondern die mMRNA auch wieder in den translatierbaren Pool lbertreten kann. Die
Entstehung der P-Bodies ist RNA-anhangig und es besteht eine reziproke Beziehung
zwischen Translation und P-Body-Anzahl. Ist die Translations-Initiation inhibiert, so steigt die
Anzahl an P-Bodies. Bei einer Inhibition der Translations-Elongation dagegen I6sen sich die
P-Bodies auf, was dafur spricht, dass ihre Formierung RNA-abhéangig ist [77]. Zuséatzlich
wurden P-Bodies mit RNA-Interferenz und microRNA-induzierter Translations-Inhibition in
Verbindung gebracht [67-70]. Man nimmt also an, dass P-Bodies Strukturen sind, in denen
die Translation von mRNA Uber verschiedene Abbau- und ,Silencing“-Prozesse reguliert wird
[35] und sie nicht ausschlieBlich Orte des mRNA-Abbaus sind. Interessanterweise wird
DDX6 unter Stress-Bedingungen in sogenannte Stress Granules rekrutiert (SG) [44].

SGs sind reversible cytoplasmatische Aggregate von Translations-Preinitiationskomplexen,
die wahrend Stressbedingungen entstehen. Dabei werden ,housekeeping“-mRNAs aus den
Polysomen in die SG rekrutiert, wo sie in einem translationsinaktiven Zustand gespeichert
oder an Orte der Translationinitiation oder des mRNA-Abbaus delegiert werden kénnen [32,
33]. SG Iésen sich nach Beendigung des Stresses wieder auf und ermdglichen damit einen
schnellen Wiedereintritt der gespeicherten mRNA in die Translation. P-Bodies und Stress
Granules kénnen in Kontakt miteinander treten und Anderson stellte die Hypothese auf, dass
auf diesem Wege mRNAs zwischen beiden Strukturen ausgetauscht werden kénnten [32],
z.B. Uber Proteine wie RAP55 [71], und so auch gespeicherte mRNA dem Abbau in den P-
Bodies zugefiihrt werden kdnnten. Sowohl ATX2 als auch sein Interaktionspartner PABP
sind interessanterweise ebenfalls Bestandteile von SG.

Interessanterweise wurden Verédnderungen in der zellularen Konzentration von DDX6 mit
pathologischen Mechanismen in Zusammenhang gebracht. DDX6 wird ubiquitindr exprimiert,
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wobei die Expression im humanen Lungen- und Hirngewebe sehr schwach ist. In einigen
Tumoren, die sich von diesen Geweben ableiten (Neuroblastom, Glioblastom und
Lungenkarzinom), konnte allerdings eine verstarkte Expression an DDX6 nachgewiesen
werden, so dass angenommen wird, dass es eine Rolle in der Tumorgenese spielt [74, 75].
Aufgrund dessen, sollte durch RNAi-Experimente und Uberexpressionsanalysen in der
Zellkultur Uberprift werden, ob eine verénderte DDX6-Konzentration einen Einfluss auf die
Lokalisation und Konzentration von ATX2 hat. Im ersten Ansatz wurde eine Erniedrigung der
zellularen DDX6-Konzentration, Gber RNAIi-Experimente, analysiert. Dabei zeigte sich, dass
eine verringerte DDX6-Konzentration keinen Einfluss auf die Lokalisation und die
Konzentration von ATX2 hatte. Da keine vollstandige Reduktion erreicht werden konnte, war
noch endogenes DDX6 zu detektieren. Dieses war allerdings nicht mehr in den P-Bodies
lokalisiert. In den SG, die durch die esiRNA-Transfektion in den COS1-Zellen zum Teil
induziert wurden, akkumulierte das vorhandene DDX6 weiterhin. Auch bei der transienten
Uberexpression von DDX6 akkumulierte es nicht in den P-Bodies. Dagegen wurde bei
Uberexpression von Dhh1 in Hefezellen eine Akkumulierung in den P-Bodies beobachtet
[76]. Hefezellen besitzen jedoch keine SG, und die P-Bodies weisen hier viele Eigenschaften
von SG auf [77, 78]. In anderen Studien konnte beobachtet werden, dass die Lokalisation
von DDX6 stark von der intrazellularen Konzentration abhangt. Eine geringe Uberexpression
flhrte zu einer Akkumulierung von DDX6 in den P-Bodies, wobei bei einer starken
Uberexpression DDX6 ausschlieBlich cytoplasmatisch lokalisiert war [79]. Es scheint, dass
Veréanderungen in der zelluldren Konzentration von DDX6, einen Einfluss auf die Bildung der
P-Bodies, oder zumindest auf die Lokalisation von DDX6 in den P-Bodies, haben. Dieses
Ergebnis ist interessant, da wie bereits erwéhnt, die Konzentration an zellularem DDX6 in
vielen  Tumoren erhéht ist.  AuBerdem gibt es Hinweise, dass die
Zahl/Proportion/Zusammensetzung etc. der P-Bodies an der Tumorentstehung und einigen
Autoimmunerkrankungen beteiligt ist [80]. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
die Uberexpression von DDX6 in COS7- und SW480-Zellen, zu einer Erhéhung der
Konzentration des c-myc-Proteins fihrt, was auf eine erhdhte mRNA-Stabilitdt oder
Translationsrate zurlickgefihrt wurde [81]. Eine Deregulation der myc-Proteine wird
ebenfalls mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht, da es als Transkriptionsfaktor den
Eintritt in die S-Phase vermittelt, wobei in bestimmten Phasen die myc-Konzentration
hochreguliert wird. Mdglicherweise fihrt eine veranderte Lokalisation von DDX6, ausgeldst
durch eine variierte Konzentration, zu einer verminderten Translationsrepression.

Ein weiterer wichtiger Befund dieser Arbeit war, dass die transiente Uberexpression von
ATX2 in COS1-und SH-SY5Y-Zellen hingegen einen Einfluss auf die zellulare Lokalisation
von DDX6 hatte. Die Analysen zeigten, dass bei Uberexpression von ATX2 in diesen Zell-
Linien, DDX6 nicht mehr die typische cytoplasmatische Akkumulierung in den P-Bodies
aufwies. Mit einem anderen P-Body-Marker, Dcp1, konnte allerdings ausgeschlossen
werden, dass diese Strukturen sich auflésten, sondern DDX6 ist unter diesen Bedingungen
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nicht mehr Bestandteil der P-Bodies. Dabei zeigte sich, dass dieses Phanomen unabhangig
von der Lange der PolyQ-Einheit ist, da sowohl die Uberexpression von ATX2-Q22 als auch
von ATX2-Q79, zu diesem Ergebnis flihrte. Aufrgrund der erhdhten intrazellularen
Konzentration an ATX2 in den Purkinjezellen von SCA2-Patienten, kann dieses Ergebniss
durchaus fiir die Pathogenese von SCA2 von Bedeutung sein.

Um den Bereich innerhalb des ATX2-Proteins zu bestimmen, der fir die Rekrutierung von
DDX6 aus den P-Bodies verantwortlich ist, wurden die ATX2-Fragmente ebenfalls
Uberexprimiert. Die Uberexpression der LSm/LSmAD von ATX2 filhrte zu demselben
Ergebnis, auch hier wurde DDX6 aus den P-Bodies rekrutiert. Dabei handelt es sich,
interessanterweise, genau um die Doméne, die nach den vorliegenden Y2H-Ergebnissen, flir
die Interaktion von ATX2 mit DDX6 verantwortlich ist. Die Uberexpression des N-terminalen
Bereichs hatte ebenfalls einen Einfluss auf die Lokalisation von DDX6, wobei dieses
zusammen mit dem Uberexprimierten Fragment im perinukledren Raum akkumulierte. Nach
den vorliegenden Ergebnissen kdnnte die Expression des N-Terminus mit 79 Glutaminen, zu
einer starkeren Akkumulierung fihren. Zusammenfassend kann man aus den
Uberexpressionsanalysen schlieBen, dass eine erhdhte ATX2-Konzentration einen Einfluss
auf die Zusammensetzung der P-Bodies hat, indem DDX6 aus den P-Bodies rekrutiert wird.
Es scheint méglicherweise, als wenn dies Uber eine direkte Interaktion von ATX2 mit DDX6
geschieht, da fir diesen Effekt, die mit DDX6-interagierenden Domé&nen LSm und LSmAD
ausreichend sind. Vorausgesetzt, die zellulare Lokalisation von DDX6 ist entscheidend fir
die Funktion des Proteins in der Translationsregulation, kénnte also eine erhdhte ATX2-
Konzentration durchaus einen Einfluss auf die Regulation der Translation und auf die mRNA-
Stabilitdt haben. Dieses Ergebnis ist auch interessant unter dem Gesichtspunkt, dass die
Expressionsrate von ATX2, wie schon erwdhnt, in die Progression von humanen
Neuroblastom-Tumoren involviert ist [47]. Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass die
zelluldre Konzentration an expaniertem ATX2, in den von Degeneration betroffenen
Hirnregionen von SCA2-Patienten, stark erhoéht ist [13]. Auch konnte gezeigt werden, dass
die zellulare Expression an ATX2 mit dem Alter in den Purkinjezellen ansteigt [82]. Da bei
gesteigerter ATX2-Konzentration die Lokalisation von DDX6 verandert ist, stellt sich die
Frage, ob die dadurch mdglicherweise beeintrachtigte Translationsregulation in der
Pathogenese von SCA2-Patienten und im Alterungsprozess eine Rolle spielt.
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5. Ausblick

Die Spinozerebellare Ataxie 2 ist eine neurodegenerative Erkrankung, die zu den
Polyglutaminerkrankungen z&hlt und typischerweise im mittleren Lebensalter auftritt und
innerhalb von ein bis zwei Jahrzehnten zum Tode fihrt. Die Funktion von Ataxin-2, dem
SCA2 zugrundeliegenden Protein ist noch nicht aufgeklart. Es gibt allerdings Hinweise, die
es u.a. mit dem RNA-Metabolismus in Verbindung bringen. Innerhalb dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass ATX2 mit der RNA-Helikase DDX6 interagiert, wobei diese Interaktion
Uber die LSm- und die LSm- assoziierte Domane von ATX2 vermittelt wird. Da Uber die LSm
assoziierte Domane ist sehr wenig bekannt, ware es nun interessant zu Uberprifen, ob die
LSmAD alleine ausreicht, die Interaktion von ATX2 mit DDX6 zu vermitteln oder ob beide
Domanen zusammen an der Interaktion beteiligt sind. Zudem konnte hier festgestellt werden,
dass Variationen der intrazellularen DDX6-Konzentration einen Einfluss auf die Lokalisation
dieser RNA-Helikase besitzen. Ebenso wurde gezeigt, dass die Uberexpression des
Interaktionspartners ATX2 eine ahnliche Lokalisationsédnderung von DDX6 hervorruft. Der
Einfluss von ATX2 auf die Lokalisation von DDX®, ist dabei unabhangig von der Lange der
Polyglutamineinheit. Da in SCA2-Patienten die ATX2-Konzentration jedoch erhéht ist, kbnnte
dieser Befund mit der Pathogenese im Zusammenhang stehen. Aus diesem Grund, ware es
interessant zu dberprifen, ob die verdnderte Lokalisation einen Einfluss auf die
Translationsregulation besitzt.
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