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1 Einleitung

1.1 Polyglutaminerkrankungen

Polyglutaminerkrankungen sind dominant vererbte, neurodegenerative Krankheiten,
welche zur Familie der Trinukleotiderkrankungen gehoren. Diese Familie von Erkran-
kungen zeichnet sich dadurch eine Expansion von Basentriplettwiederholungen inner-
halb eines Gens aus und wird in zwei Klassen eingeteilt. Bei Erkrankungen der ersten
Klasse befindet sich die Trinukleotidexpansion im kodierenden Bereich des Gens; zu
dieser Klasse gehort die Familie der Polyglutaminerkrankungen. In der zweiten Klas-
se befindet sich die Trinukleotidexpansion im nicht-kodierenden Bereich des Gens; zu
dieser Klasse gehdren zum Beispiel die spinozerebellare Ataxie Typ 8 und das fragile
X-Syndrom [RH97].

Die Familie der Polyglutaminerkrankungen umfasst die Erkrankungen Chorea Hun-
tington (HD), spinobulbuldre Muskelatrophie, dentatorubrale phallidoluysiane Atro-
phie (DRPLA) und die SCA-Erkrankungen 1, 2, 3, 6, 7 und 17 (siehe Tabelle 1.1). Ursa-
che fiir diese Erkrankungen, die meist im mittleren Lebensalter von 30-60 Jahren auf-
treten, ist eine Expansion von Wiederholungen des Tripletts CAG in den die Krank-
heit verursachenden Genen, welches fiir die Aminosdure Glutamin in den Genproduk-
ten kodiert. Gene von gesunden Individuen weisen einen gewissen Grad an Polymor-
phie beziiglich der Anzahl der CAG-Wiederholungen auf. Wird eine bestimmte Anzahl
von CAG-Wiederholungen im Gen tiberschritten, kommt es zum Ausbruch der Erkran-
kung, wobei die Schwere mit dem Grad der Expansion der CAG-Wiederholungen zu-
nimmt. Tendenziell nimmt der Grad der CAG-Expansion von einer zur nédchsten Ge-
neration zu, was zu einem friiheren und verstarkten Auftreten der Symptome fiihrt.
Dieses Phanomen wird als Antizipation bezeichnet [RH97].

Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die Familie der Polyglutaminerkrankungen: n(W) =
Anzahl der aufeinanderfolgenden Glutamine beim Wildtyp, n(P) = Anzahl der
aufeinanderfolgenden Glutamine beim pathogenen Typ [BB06].

Krankheit Kiirzel Protein n(W) n(P)
Chorea Huntington HD Huntingtin 6-35 36-200
Spinozerebellare Ataxie Typ 1 SCA1 Ataxin-1 6-39  40-82

Spinozerebellare Ataxie Typ 2 SCA2 Ataxin-2 15-24  32-200
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Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die Familie der Polyglutaminerkrankungen (Fortset-
zung): n(W) = Anzahl der aufeinanderfolgenden Glutamine beim Wildtyp, n(P) =
Anzahl der aufeinanderfolgenden Glutamine beim pathogenen Typ [BB06].

Krankheit Kiirzel Protein n(W) n(P)

Spinozerebellare Ataxie Typ 3 SCA3 .

(Machado-Joseph Disease) (MJD) Ataxin-3 16-36  61-84

Spinozerebellare Ataxie Typ 6 SCA6 P/Q Kalziumkanal 4-20  20-29

Spinozerebellare Ataxie Typ 7 SCA7 Ataxin-7 4-35  37-306
. . TATA-Box Binde-

Spinozerebellare Ataxie Typ 17 SCA17 protein (TFIID) 25-42  47-63

Dentatorubrale phallidoluysiane DRPLA  Atrophin-1 734 49-88

Atrophie

Spinale und bulbuldre muskulére

Atrophie SBMA  Androgenrezeptor 9-36  38-62

Zudem fiihrt die Verlingerung des CAG-Trinukleotidbereichs zu einer Instabilitdt des
expandierten Allels. Die Instabilitdt des Allels tritt auch in der Keimbahn auf und fiihrt
mit einer Wahrscheinlichkeit von fast 100% zu einer verdnderten Anzahl an CAG-
Wiederholungen bei den Nachkommen [RH97, SBS*04, Har82].

1.2 Spinozerebellare Ataxie Typ 2

Wie bereits erwédhnt, gehort die spinozerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2) zu den Poly-
glutaminerkrankungen und wird autosomal-dominant vererbt. Das klinische Bild von
SCA2 wurde erstmals 1971 in Indien beschrieben [WS71]. Weltweit gehort SCA2 zu
den drei hdufigsten Typen von autosomal, dominant vererbten SCA-Erkrankungen
[LBRAO8]. In Deutschland werden 27% aller autosomal, dominant vererbten Ataxien
als SCA2 diagnostiziert.

Urséchlich fiir die Erkrankung ist eine Expansion des Tripletts CAG im sogenannten
SCA2-Gen, welches erstmals 1996 identifiziert und kloniert wurde [ISY1T96, PNN196,
STI196]. Dieses Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert und besteht aus 25 Exons. Im
SCA2-Gen kommen 22 CAG-Wiederholungen am 5-Ende des Gens vor. Dieser Be-
reich wird durch 2 CAA-Codons unterbrochen. Man geht davon aus, dass die CAA-
Unterbrechungen fiir eine Stabilisierung des Gens bei der Vererbung sorgt [LBRAOS].
Zu Erkrankungen kommt es, wenn 32 bis 200 aufeinanderfolgende CAG-Wiederhol-
ungen im Gen vorliegen, die meist nicht unterbrochen sind.

Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen wurde gezeigt, dass die Expression des SCA2-
Gens nicht nur im Gehirn, sondern auch in anderen Geweben wie den Muskeln, dem
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der vorwiegend betroffenen Gehirnre-
gionen der bisher bekannten Polyglutaminerkrankungen [TRX" 06]

Herz, den Nieren oder der Milz erfolgt. Im Gehirn wird es vornehmlich im Amygdala,
Nukleus Caudatus, Corpus Callosum, Hippocampus, Thalamus, Substantia Nigra und
in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns gebildet [LBRAOS].

Die Symptome von SCA2-Patienten sind unter anderem zerebellare Ataxie (Storun-
gen des Bewegungsapparates), Parkinsonismus (Parkinsondhnliche Auswirkungen),
Mimikverlust, Ruhetremor (ruckartige Muskelbewegungen), depressive, apathische An
triebsminderung, Amyotrophie (geringer Muskeltonus), Dysphagie (Probleme beim
Schlucken), Ophthalmoparese (Paralyse der Muskeln, die fiir die Augenbewegung zu-
standig sind), Araflexia (fehlende oder verringerte neurologische Reflexe in den unte-
ren Extremitaten), periphere Neuropathie, Inkontinenz und Demenz [TRX " 06, LBRAOS].

Verursacht wird das Krankheitsbild durch Atrophien im Zerebellum (insbesondere
der Purkinje-Zellen), der Briicke (Pons, im Hinterhirn), dem Frontallappen, der Me-
dulla oblungata (,,verlangertes Mark”), dem Cranialnerv und der grauen Substanz im
Mittelhirn (siehe Abbildung 1.1) [LBRAO8]. Dem Verlust der Purkinje-Zellen im Ze-
rebellum wird eine tragende Rolle im Verlauf der Krankheit zugesprochen, denn sie
sind die einzigen Zellen im zentralen Nervensystem, die einen GluR52-Rezeptor ex-
primieren [AMK™93]. Fehlt dieser Rezeptor, kommt es zu Storungen der synaptischen
Plastizitat und somit zu einer Storung der motorischen Kontrolle auf zelluldrer Ebene
und des motorischen Lernens auf der Verhaltensebene [KIA+95, MMO03]. Obwohl nicht
alle Wirkmechanismen genau geklart sind, steht der GluR52-Rezeptor mit vielen ande-
ren postsynaptischen Proteinen in Wechselwirkung und nimmt eine Schliisselposition
in der Funktion des Kleinhirns ein [Hir06]. Das Absterben der Purkinje-Zellen wird der
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Erhohung des zelluldren Ataxin-2-Niveaus zugeschrieben, woraus geschlossen wurde,
dass die Konzentration des Ataxin-2 mit dem Ablauf der Krankheit korreliert und fiir
die zelluldren Dysfunktionen mit verantwortlich ist [NRW*07].

1.3 Aufbau und Funktion des Ataxin-2-Proteins

Wie bereits beschrieben kodiert das SCA2-Gen fiir das Ataxin-2-Protein, welches aus
1312 Aminosduren besteht und ein Molekulargewicht von 140 141 Da aufweist. Atax-
in-2 ist ein iiberwiegend basisches Protein, welches eine saure Region besitzt, die eine
LSm- und eine LSmA-Doméne enthilt (Abbildung 1.2) [AGWL04].

mm—— -
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Abbildung 1.2: Ataxin-2-Doménen [Gol06]

Diese LSm-Domaéne (like-Sm) ist stark konserviert. LSm-Doménen spielen eine wichti-
ge Rolle bei der pra-mRNA-Prozessierung, sowie der RNA-Modifikationen, dem préa-
mRNA-Splicing, dem RNA-Decapping und dem Abbau von RNA-Molekiilen. Die LSm-
Domine von Ataxin-2 ist mit der LSmAD (LSm-assoziierten Domine) assoziiert. Die-
se Domaéne besteht in erster Linie aus a-Helices und besitzt ein Clathrin-vermitteltes
trans-Golgisignal (Aminosduren 414-416) und ein Ausgangssignal fiir das Endoplas-
matische Retikulum (Aminosiduren 426-428).

Des Weiteren weist das Ataxin-2-Protein in der C-terminalen Region ein sogenanntes
PAM2-Motiv auf, welches an die C-terminale Region des poly(A)-Bindeproteins (PABP)
binden kann [SP06]. Das zellulire PABP-Niveau steht in umgekehrter Proportionalitit
zum zelluldren Ataxin-2-Level [NRWT07].

Die poly(Q)-Region, die bei einer Verlangerung zum Ausbruch der SCA2-Erkrankung

fiihrt, ist im N-terminalen Bereich von Ataxin-2 lokalisiert (Abbildung 1.2).
Die biologische Funktionen des Ataxin-2-Proteins ist bisher noch weitgehend unklar.
Einblicke in die zelluldre Funktion des Proteins konnten durch Protein-Protein-Inter-
aktionsstudien genommen werden. Es konnte gezeigt werden, dass Ataxin-2 mit den
Proteinen Endophilin-A1 und -A3, sowie Secrogranin-1, x-Aktinin 1 und 2 interagiert
(siehe 1.3). Diese Interaktionspartner besitzen wichtige Funktionen in Transportmecha-
nismen und der Membrankriimmung wihrend der Endozytose, so dass das Ataxin-2-
Protein an diesen Funktionen beteiligt sein konnte [NRW*07].

Auf Grund der Doménenstruktur des Ataxin-2-Proteins wurde fiir das Ataxin-2 ei-
ne wichtige Rolle im RNA-Metabolismus postuliert [AGWL04]. Weitere Anhaltspunk-
te fiir die Richtigkeit des Postulats ergaben sich aus der Entdeckung der Interaktion
von Ataxin-2 mit dem poly(A)-Bindeprotein PABP [BMF ' 05], der RNA-Helicase DDX6
[NRW07] und dem Ataxin-2-Bindeprotein A2BP [SHP00].
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Abbildung 1.3: Ataxin-2 Interaktionsnetzwerk [LBRA0S]

Zudem zeigte sich, dass Ataxin-2 eine Komponente von sogenannten Stress Gran-
ules ist. Diese entstehen, wenn Sdugerzellen zum Beispiel oxidativen Stress, Hitze-
schock oder UV-Einstrahlung, ausgesetzt werden [NRW*07]. Diese zelluldren Struktu-
ren bestehen aus untranslatierten mRNA-Molekiilen und Proteinen [BP08]. Die mRNA-
Molekiile die in den Stress Granules vorhanden sind, kénnen dort degradiert, gespei-
chert oder zur weiteren Translation genutzt werden [SP06, RNA*05]. Interessanter-
weise scheint das Ataxin-2 eine wichtige Funktion in der Bildung von Stress Gran-
ules zu spielen. Durch Knock-Down-Experimente wurde gezeigt, dass ein verringer-
tes zelluldres Level an Ataxin-2 zu einer verringerten Anzahl an Stress Granules fiihrt
[NRW™07]. Weitere wichtige Bestandteile von Stress Granules sind das TIA-1- und das
TIAR-Protein [KCL*00]. Diese beiden Proteine sind fiir die Zusammenlagerung von
Stress Granules verantwortlich.

In der Hausmaus M. musculus fiihrt ein Defizit an Ataxin-2 zu Fettleibigkeit und redu-
zierter Fertilitat. Das Fehlen von Ataxin-2 fiihrte zu einem signifikanten Riickgang der
Insulinrezeptoren im Gehirn und der Leber, was mit erhohten Insulinlevel in diesen
Organen einherging und Dyslipidemia bewirkte. In der Leber fiihrte das erhthte Insu-
linlevel zusitzlich zu einer Akkumulation von Glykogen und Fett. Daraus resultierend
wurden sogar Tiere mit erhohter Bewegungsrate oder verringerter Essenszufuhr fett-
leibig. Auf zelluldrer Ebene wurde ein erhéhtes Level von Insulinrezeptor-kodierenden
mRNA-Molekiilen festgestellt, welche jedoch nicht translatiert wurden, was auf dem
Einfluss des Ataxin-2 auf die Endozytose zu beruhen scheint [LBBL*08].

Des Weiteren wurde fiir das Ataxin-2 von M. musculus gezeigt, dass es an den Endo-
zytosekomplex binden kann. Bei der Uberexpression von Ataxin-2 konnte eine Verrin-
gerte Anzahl von endozytotischen EGF-Rezeptoren nachgewiesen werden [NSL*08].
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EGF besitzt einen neurotrophischen Effekt und ein Verlust von EGF-Rezeptoren fiihrt
in Médusen zu neurodegenerativen Prozessen und zum Tod. Andere Tyrosinkinase-
Rezeptoren, wie der Insulinrezeptor, scheinen auch mit Ataxin-2 in Wechselwirkung
zu stehen und reguliert zu werden. Das Ataxin-2 scheint somit auch einen Einfluss auf
die Signalweiterleitung an der Plasmamembran zu besitzen.

Die Erkenntnisse iiber die zelluldre Funktion des Ataxin-2 konnen durch Studien ho-
mologer Proteine noch erweitert werden . Fiir das humane Ataxin-2 wurden homologe
Proteine unter anderem in S. cerevisiae, C. elegans und D. melanogaster gefunden.

In der Taufliege D. melanogaster konnte gezeigt werden, dass dAtaxin-2 dosisabhéan-
gig die Bildung von Aktinfilamenten beeinflusst. Die Beeinflussung der Aktinfilament-
synthese kann sich in defekten Sinnesborsten, Degeneration einiger Gewebe, Sterili-
sation von weiblichen Fliegen, Apoptose und einer erhohten Sterblichkeitsrate mani-
festieren [SJP02]. des Weiteren konnte gezeigt werden, dass dAtaxin-2 sich mit Poly-
ribosomen zusammenlagert [SP06]. Dies zeigt einen moglichen Einfluss auf mRNA-
Transport, -Stabilitdt und/oder -Translation. Das Ergebnis iiber die Zusammenlage-
rung mit Polyribosomen konnte nachfolgenden auch am humanen Ataxin-2 nachge-
wiesen werden [SP06].

Im Fadenwurm C. elegans zeigten Studien mit dem Ataxin-2-Homolog cAtaxin-2, dass
eine Verringerung der cAtaxin-2-Aktivitdt zu diversen Defekten in der Keimbahn fiih-
ren [CDP04].. Das cAtaxin-2 scheint die Regulation der Differenzierung von Spermien
und Eizellen zu beeinflussen. Viele Defekte, die in C. elegans-Wiirmern mit verringer-
tem cAtaxin-2-Level beobachtet wurden, scheinen Prozesse zu betreffen, die normaler-
weise durch einen Translationsrepressor namens GLD-1 kontrolliert werden [CDP04].
Moglicherweise funktioniert die Regulation der Translation iiber die Bindung an das
PABP, welches an Komponenten der Translationsmaschinerie binden kann und sie be-
einflusst. C. elegans Ataxin-2 konnte also die Translation regulieren, indem es an PABP
bindet. Es konnte dabei sowohl als positiver, wie auch als negativer Regulator dienen
[SP06].

In der Hefe S. cerevisiae wurde das Pab1-Bindeprotein (Pbp1) als Homolog zum Atax-
in-2 beschrieben. Dieses besitzt, wie das humane Protein, eine LSm- und eine LSmA-
Domaéne und ist am RNA-Metabolismus beteiligt. Das Pbp1 reguliert die Polyadenylie-
rung und bindet an das poly(A)-Bindeprotein (Pab1) [MA]98].

Die bisher bekannten Interaktionen des Ataxin-2 sind Abbildung 1.3 zusammenfassend
dargestellt.

1.4 Ataxin-2 beeinflusst die Pathogenitat anderer
Polyglutaminerkrankungen

Interessanter Weise gelang es kiirzlich zu zeigen, dass Ataxin-2 die Pathogenese ande-
rer Polyglutaminerkrankungen beeinflussen kann.

Fiir die SCA1-Erkrankung wurde das Ataxin-2 erfolgreich als Modulator beschrie-
ben. In D. melanogaster konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von d Ataxin-
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1Q82 zu abnormalen, degenerierten Augenphénotypen fiithrt. Wurde in diesen Orga-
nismen die Expression des dAtaxin-2 verringert, so fithrte es zu weniger stark degene-
rierten Augenphanotypen. Wurde in diesen Organismen das d Ataxin-2 jedoch tiberex-
primiert, so fithrte es zu stdarkerer Degeneration als bei alleiniger ﬂberexpression von
dAtaxin-1Q82. Der Effekt der dAtaxin-2-Expressionsrate auf den Degenerationsgrad
der Augen zeigte den modulatorischen Effekt des dAtaxin-2 und legte eine Interaktion
zwischen dAtaxin-1 und dAtaxin-2 nahe. So konnte bei Uberexpression von dAtax-
in-10Q82 gezeigt werden, dass es, normalerweise zytoplasmatisch verteiltes, d Ataxin-2
in den Zellkern rekrutiert. Dieser Sachverhalt konnte nur fiir die Uberexpression von
dAtaxin-1Q82 und nicht fiir Varianten mit kiirzeren poly(Q)-Regionen (dAtaxin-1Q2,
dAtaxin-1Q30) beobachtet werden. Des Weiteren konnte durch Herstellung eines dA-
taxin-2-Proteins mit einem exogenen nukledren Lokalisationssignal (NLS) die Lokali-
sation des dAtaxin-2 vom Zytoplasma in den Kern gedndert werden, was im Ergebnis
eine dramatische Erhohung der Toxizitdt bewirkte. Somit wurde nahegelegt, dass nicht
nur der Expressionsgrad von d Ataxin-2 modulatorischen Effekt zeigt, sondern auch die
Lokalisation [ARPL*07].

Fiir die SCA7-Erkrankung wurde das Ataxin-2-Protein ebenfalls erfolgreich als Mo-
dulator beschrieben [LLM™07]. Das dAtaxin-7-Protein besitzt drei nukledre Lokalisati-
onssignale (NLS) und ein nukledres Exportsignal (NES) [YGP*07]. Es konnte gezeigt
werden, dass die expandierte Form des dAtaxin-7 die nukleosomale Histonacetylier-
ung unterbricht und ein erniedrigtes dAtaxin-2-Level die Zellen vor diesen Auswir-
kungen schiitzt [LLM*07].

1.5 Zielsetzung

Da vorangegangene Analysen dieser Arbeitsgruppe deutlich zeigten, dass Ataxin-2
und sein Hefehomolog Pbp1 sowohl strukturell als auch funktionell miteinander ver-
wandt sind, ist zu vermuten, dass die fiir die Hefe beschriebenen Interaktionen auch
auf das humane System tibertragbar sind. Es konnten bereits einige in dem Hefein-
teraktionsnetzwerk beschriebenen Interaktionen auf das humane System {ibertragen
werden. Das Ziel dieser Arbeit ist eine weitere Interaktion dieses Netzwerkes auf das
humane System zu iibertragen. Hierbei lag der Fokus auf der beschriebenen Interak-
tion von Pbpl und Crm1. Das Crm1 ist ein wichtiger Exportfaktor fiir Proteine und
RNA-Molekiile aus dem Nukleus. Mit Hilfe von Adaptermolekiilen kann das Crm1 an
NES von Proteinen binden und {iiber die Kernporen aus dem Zellkern transportieren
[NLL*07]. Diese Interaktion konnte es ermoglichen, dass Pbpl den Export von Protei-
nen und RNA-Molekiilen aus dem Nukleus beeinflusst.

Zunichst sollte die Interaktion zwischen Crm1 und dem humanen Ataxin-2 mittels
Koimmunoprézipitation nachgewiesen werden. Zusitzlich sollte diese Proteininterak-
tion mittels RNAi-Technik und Experimenten zur Stressinduktion weitergehend ana-
lysiert werden. AbschliefSend sollte die Signifikanz der Interaktion in Bezug auf den
beobachteten Modulatoreffekt des Ataxin-2-Proteins auf andere Polyglutaminerkran-
kungen untersucht werden.






2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2.1: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Adenin Sigma-Aldrich
Agarose Invitrogen
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck
Ampicillin Sigma-Aldrich

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bakto-Pepton

Benzonase

Betain

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na, HPOj,)
Dithiothreitol (DTT)

Dynabeads

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Glukose

Glycerin

Glycin

Histidin

Hoechst (bisBenzimide)
Hefeextrakt

Sigma-Aldrich
Difko
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Dynal Biotech
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Difko
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Tabelle 2.1: Chemikalien (Fortsetzung)

Chemikalie Hersteller
Isopropanol (2-Propanol) Merck
Kaliumchlorid (KCl) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) Merck
Leptomycin B LC Laboratories
Leucin Sigma-Aldrich
Lithiumacetat (LiAc) Sigma-Aldrich
Magermilchpulver Uelzena
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck
Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck
Methanol Merck
Natriumazid (NaN3) Merck/Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) Merck/Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydroxid Merck
Natrium-meta-Arsenit (NaAsO-) Merck
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) Biochrom AG

p-Phenylendiamin (PDA)
Polyethylenimin (PEI)

Protease Inhibitor mit EDTA (Complete PI Cocktail

Tablets)
Rotiphorese (Acrylamid 30 %)

Sorbitol
SuperSignal West Femto

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris (Trizema Base)
Triton X-100
Trypsin
Tryptophan

Uracil

Western Lightning

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-Galactosid)

X-Phosphat (BCIP)
Xylenphenolblau

Sigma-Aldrich
Polysciences, Inc.
Roche

Roth
Sigma-Aldrich
Pierce
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Merck
Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PerkinElmer Life Sciences
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
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Tabelle 2.1: Chemikalien (Fortsetzung)

Chemikalie Hersteller

YNB (Yeast Nitrogen Base) Difco

2.1.2 Lésungen

Tabelle 2.2: L6sungen

Losung Zusammensetzung

AP (Alkalische Phosphatase)-Puffer 100 mM Tris-HCL, pH 9,5
100 mM NaCl
5mM MgClz

Blockpuffer 5% Magermilchpulver in 1% PBS

5x Blotpuffer 240 mM Tris
200 mM Glycin
0,185 % SDS

Elektrophoresepuffer 250 mM Tris
(10x SDS-PAGE Laufpulffer) 192mM Glycin
1% SDS

Hefetransformations-Mix 1 0,1 M LiAc
1,0 M Sorbitol
0,5x TE

Hefetransformations-Mix 2 0,1 M LiAc
1x TE

Ladepuffer (Agarosegel) 4% Glycerin
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylenzyanolblau

Laemmlipuffer 250 mM Tris, pH 6,8
10 % SDS
0,5 % Bromphenolblau
50 % Glycerin
10% DTT

Lysepuffer 20 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM NaCl
1 mM EDTA
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Tabelle 2.2: Losungen (Fortsetzung)

Name der Losung

Zusammensetzung

1% Triton-X
1 ul/10 ml Benzonase
1:25 Proteaseinhibitor

Mounting-Medium

90 ul 90 % Glycerin in PBS (ca. pH 8)
10 ul 10x p-Phenylendiamin

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)-Losung

50 mg/mlin 70 % DMF

10x PBS

80 g NaCl,
2gKCl

14,4 g Nay;HPO,4
2,4 g KH2PO4
ad T1H,O

Proteaseinhibitor-Stocklosung

1 Tablette Complete PI Cocktail in
2mlH,0

Sammelgelpuffer, pH 6,8 125 mM Tris
0,1% SDS

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer 10 mM Tris
5mM Eisessig
0,5 mM EDTA

10x TBS (Tris-Buffered Saline) 0,2 M Tris-HCI, pH7,5
5M NaCl

TE (Tris-EDTA)-Puffer, pH7,5 10 mM Tris
1mM EDTA

4 x Trenngelpuffer, pH 8,8 30mM Tris
0,1% SDS

X-Gal-Stammlosung

1 M 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl--
D-Galactopyranosid (X-Gal)
2% DMF

X-Phosphat

20mg/mlin H,O

Z-Puffer, pH7,0

16,1 g/l Na,HPOy, - 7 H,O
5,5g/1 NaH,PO, - H,O
0,75 g/1 KCl

0,246 g/1 MgSO, - 7TH,0
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2.1.3 Bakterienstamm und Medien

Bakterienstamm

Tabelle 2.3: Bakterienstamm

Bakterienstamm Genotyp Herkunft

XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 rel Al lac ~ Stratagene
[F" proAB lacl1ZAM15 Tn10(Tet")]

Medien fiir Bakterien

Tabelle 2.4: Bakterien-Medien

Name des Mediums Zusammensetzung

Luria-Bertani-Medium (LB)!, pH7,0 1% Bakto-Pepton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl

Luria-Bertani-Medium (LB)!, pH7,0 1% Bakto-Pepton
0,5 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl
100 pg/ml Ampicillin

2.1.4 Hefestamm und Medien

Hefestamm

Tabelle 2.5: Hefestamm

Hefestamm Genotyp

MATa his3A200 trp1-901 leu2-3,112 LYS2:: (lexAop)4-HIS3 URA3::

bAQccua oy Aop)s-lacZ ADE2:: (lexAop)s-URA3 GALA gal80 can’ cyh?

Dieser Stamm wurde von Prof. Dr. Erich Wanker, Max-Delbriick-Zentrum, Berlin, zur
Verfligung gestellt. [GLS™04]

Fiir die entsprechenden Festmedien wurden noch 17 g/1 Bakto-Agar hinzugefiigt.
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Hefemedien

Tabelle 2.6: Hefenmedien

Hefemedien

Zusammensetzung

Einfriermedium

6,79/l YNB

1 M Betain

20 g/1 Glukose

1% Glycerin

0,2 g/1 Adenin

0,2 g/1 Histidin

0,2 g/1 Uracil

0,2 g/1 Tryptophan
0,2 g/1 Leucin

SD II-Medium!

20 g/1 Glukose
6,7 g/l YNB

0,2 g/1 Adenin
0,2 g/1 Uracil
0,2 g/1 Histidin

SD IV-Medium!

20 g/1 Glukose
6,79/l YNB
0,2 g/1 Adenin

Yeast Peptone Dextrose-Medium

10 g/1 Hefeextrakt
20 g/1 Pepton

20 g/1 Glukose

0,2 g/l Adenin

2.1.5 Zelllinie und Medien

Zelllinie
Tabelle 2.7: Zelllinie
Name Organismus Organ ATCCP®-
Nummer
HeLa Homo sapiens Gebarmutterhals CCL-2"

Fiir die entsprechenden Festmedien wurden noch 17 g/1 Bakto-Agar hinzugefiigt.
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Zellkulturmedien

Tabelle 2.8: Zellkulturmedien

Medien

Zusammensetzung

DMEM-Zellkulturmedium

500 ml DMEM (Dulbecco’s Modifiziertes
Eagle Medium)

10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

2.1.6 Antikérper

Tabelle 2.9: Antikorper

Verdiinnung fiir

Name Organismus Mikroskopie Western Blot Hersteller
anti-ATXN2 Maus 1:200 1:1000 BD Bioscience
anti-Crm1 Maus 1:200 1:1000 BD Bioscience
anti-Crm1 Kaninchen 1:100 1:1000 Santa Cruz
anti-TIA1 Ziege 1:100 Santa Cruz
anti-TIAR Maus 1:100 - BD Bioscience
anti-NF«B Kaninchen 1:100 - Santa Cruz
anti-Myc Kaninchen 1:500 1:1000 Sigma-Aldrich
anti-Flag Kaninchen 1:500 1:5000 Sigma-Aldrich
anti-Flag Maus 1:500 - Sigma-Aldrich
POD-anti-Maus IgG Ziege - 1:1000 Sigma-Aldrich
AP-anti-Maus IgG Kaninchen - 1:5000 Dianova
Cy3-anti-Ziege 1gG Kaninchen 1:500 - Dianova
Cy3-anti-Hase IgG Ziege 1:500 - Dianova
Alexa 488 anti-Maus Ziege 1:500 - Invitrogen
FITC-anti-Maus IgG Ziege 1:500 - Dianova
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2.1.7 Plasmide

Die folgenden Vektoren wurden fiir die Expression von Proteinen in eukaryontischen
Zellen sowie fiir das Yeast-Two-Hybrid-System genutzt.

pCMV-Myc

Der pCMV-Myc-Vektor ist ein fiir eukaryontische Zellen geeignetes Expressionsplas-
mid. Uber ein Ampicillinresistenzgen (AmpR) kann der Vektor selektiert werden. Wei-
terhin besitzt der Vektor ein Polyadenylierungssignal (SV 40) und einen bakteriellen
Replikationsursprung (pUC origin) (siehe Abbildung 2.1). Dieser Vektor war Grund-
lage fiir die Plasmide pCMV-Myc/HDQ25 und pCMV-Myc/HDQ?72. Dieses Plasmide
enthalten Sequenzen, die fiir den N-terminalen Bereich von Huntingtin (Aminosduren
1-68) mit 25 bzw. 72 aufeinanderfolgenden Glutaminen kodieren und wurden von der
Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt.

sl (24)

Apall (3077) /% -~ BamHI (631)
74/ ~ BamHI (709)

 Neol (828)
\ ¢MYC-Tag

I\ Neol (876)

Apall (3574) -

pCMV-MYC

3701bp
AmpR

v

oRI (888)
\j«\ l4val (909)

A\ 'BamHI (030)

\ BamHI (1128)
l \erl (1150)

“Apall (1831)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Vektors pCMV-Myc. Dargestellt ist
die AmpR, der MYC-Tag und die Restriktionsschnittstellen

pcDNA1; pcDNA3.1

Die Vektoren sind ebenfalls Expressionsvektoren fiir eukaryontische Zellen. Diese Plas-
mide besitzen eine Ampicillinresistenzgen zur Selektion sowie einen Flag-Tag.

Der Vektor pcDNA1 war Grundlage fiir die Plasmide pcDNA1/SCA1Q30 und pcD-
NA1/SCA1Q82. Beide Vektoren beinhalteten die kodierenden Sequenzen fiir Ataxin-1
mit 30 bzw. 82 aufeinanderfolgenden Glutaminen. Bezogen wurden diese Vektoren von
Dr. Flaviano Giorgini, Uni Leicester, England.

Der Vektor pcDNA3.1 war Grundlage fiir die Plasmide pcDNA3.1/SCA7Q10 und
pcDNA3.1/SCA7Q60. Die Plasmide enthalten die Sequenzen des Ataxin-7 mit 10 bzw.
60 aufeinanderfolgenden Glutaminen. Bezogen wurde dieser Vektor von Dr. Dider De-
vys, CNRS/INSERM/ULP, Frankreich.



2.1 Material 17

pTL-FlagC

Der Vektor ist ein Expressionsvektor fiir eukaryontische Zellen. Er besitzt ein Ampicil-
linresistenzgen zur Selektion und einen Flag-Tag. Die Vektor war Grundlage fiir die
Plasmide pTL-FlagC/HDQ25 und pTL-FlagC/HDQ?72. Diese Plasmide beinhalteten
Sequenzen fiir Huntingtin mit 25 bzw. 72 aufeinanderfolgenden Glutaminen.

pBTM117c

Der pBTM117c-Vektor wurde als Bait-Vektor fiir Yeast-Two-Hybrid-Analysen einge-
setzt. Er besitzt ein Ampicillinresistenzgen zur Selektion, sowie die TRP1- und CAN1-
Gene. Der Vektor ist ein Multikopie-Plasmid und enthédlt zudem die Sequenzen fiir
die DNA-Bindedoméne LexA (siehe Abbildung 2.2a). Der Vektor war Grundlage fiir
die Plasmide pBTM117c/HDQ25, pBTM117c/HDQ46 und pBTM117c/HDQ72. Diese
Plasmide beinhalteten die Sequenzen, welche fiir den N-terminalen Bereich von Hun-
tingtin mit 25, 46 und 72 aufeinanderfolgenden Glutaminen kodieren. Des Weiteren
wurde der Vektor pBTM117c¢ als Grundlage fiir das Plasmid und pBTM117c/ Ataxin-
2F4 verwendet, welches die Sequenz fiir das Ataxin-2 Fragment 4 (Aminosduren 481-
815 des Ataxin-2-Proteins) beinhaltete (siehe 2.3).

pACT4-1b

Dieser Vektor wurde als Prey-Vektor fiir die Yeast-Two-Hybrid-Analyse verwendet. Als
Auxotrophiemarker dient in diesem Vektor das LEU2-Gen. Des Weiteren besitzt der
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% N Ew YN
. X VA f\‘;“l(l"i“_) ADH1 prom,  ~=.
RASIEIE N el otz) HindI11 (5130) | ——
A \ADM term Aval (5105) \ P - ~ Patl (1805)
AmpR \ Apall (1283) \\ % 7759 bp
pBTM 117¢ o Gal4AD \ "
HindI1I (1481) R 1
9003bp R i EcoRI (4707) ‘Q\
\ trp
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CAN1 \ Hindlll (3756) HindlII (4440)
EcoRI (4346) ADH1 term
(@) pBTM117c (b) pACT4-1b

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Vektoren pBTM117c und pACT4-1b.
Gezeigt sind die einzelnen Doménen und die AmpR, sowie die Restriktionsschnitt-

stellen.
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polyQ LSm LSmAD
N-Term

1 396
LSm/LSmAD

254 475 5
481 815 C-Term
816 1312

1312

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Ataxin-2-Fragmente. Der rote
Kreis symbolisiert die poly(Q)-Region, der dunkelblaue die LSm-Doméne und der
hellblaue die LSmA-Doméne. Die Zahlen unter den Linien geben die Positionen
der Aminosduren an. Die kiirzeren Linien représentieren die exprimierten Regio-
nen in den Yeast-Two-Hybrid-Analysen. Uber den Linien steht in rot der Name
des Fragmentes (C-Terminus entspricht Fragment 4). [NRW™ 07]

Vektor ein Ampicillinresistenzgen und stellt ebenfalls ein Multikopie-Plasmid dar. (sie-
he Abbildung 2.2b). Dieser Vektor war Grundlage fiir die Plasmide pACT4-1b/ Ataxin-
2-22NT, pACT4-1b/ Ataxin-2LSm, pACT4-1b/ Ataxin-2F5, pACT4-1b/ Ataxin-2F4 und
pACT4-1b/PABC. Diese Plasmide beinhalteten die Sequenzen der Ataxin-2-Fragmente
(siehe Abbildung 2.3) und des PABC-Proteins.

2.1.8 DNA- und Proteinstandards

Als Proteinmarker wurde der PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder von Fermen-
tas verwendet.
Als DNA-Marker diente 1kb DNA-Ladder von Biolabs.

2.2 Methoden

2.2.1 Plasmidpraparation

Zur Praparation von Plasmiden aus E. coli wurden DNA-Mini- bzw. Midi-Préaparations-
kits (Mini Kit von Qiagen, PeqLab, Fermentas; Midi Kit von Invitrogen) verwendet.

Fiir eine Minipraparation wurden 3 ml LB-Amp Medium mit einem entsprechenden
E. coli-Klon angeimpft und tiber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Anschlieffend
wurden die E. coli-Zellen zentrifugiert (13 000 rpm, 5 Minuten, Raumtemperatur) und in
250 pl Resuspendierungspuffer (Solution I) aufgenommen. Anschlieffend wurden die
Zellen mit 250 ul Lysepuffer (Solution II) versetzt, die Ansétze leicht geschiittelt und 2
Minuten inkubiert. Danach wurden die Lysate mit 350 ul Neutralisierungspuffer (Solu-
tion III) versetzt und zentrifugiert (13 000 rpm, 5 Minuten, Raumtemperatur). Die Uber-
stainde wurden auf Sdulen gegeben und zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Saulen
2x mit Waschpuffer gewaschen. Zum Eluieren der DNA wurden 50 ul destilliertes Was-
ser verwendet.

Fiir eine Midiprdparation wurden 50-200 ml LB-Amp-Medium mit einem entspre-
chenden E. coli-Klon angeimpft und tiber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Im An-
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schluss wurden die Kulturen zentrifugiert (4000 rpm, 10 Minuten, Raumtemperatur),
die Zellen in 10 ml Resuspendierungspuffer aufgenommen und mit 10 ml Lysepuffer
versetzt. Diese Ansédtze wurden fiir 5 Minuten inkubiert, mit 10 ml Precipitationspuf-
fer versetzt und auf die Sdulen gegeben. Die Sdulen wurden anschlieffend mit 15ml
Waschpulffer gewaschen und die DNA mit 5 ml Eluierungspuffer eluiert. Anschlieffend
wurde das Eluat wurde mit 3,5 ml Isopropanol versetzt und zentrifugiert (30 Minuten,
15000 g, 4°C). Das DNA-Pellet wurde mit 3 ml 70% Ethanol gewaschen, zentrifugiert
(5 Minuten, 15000 g, 4°C), an der Luft getrocknet und im Anschluss in 100 ul Wasser
gelost.

2.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA-Losung, die wie unter 2.2 beschrieben hergestellt wur-
de, wurde mit Hilfe eines ,NanoDrop ND-1000“ bestimmt. Hierfiir wurden 2 ul der
DNA-Probenlosung auf die dafiir vorgesehene Messvorrichtung aufgetragen und die
Konzentration aus dem Verhéltnis der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt.
Zur weiteren Kontrolle wurde die DNA-Probe mittels Agarose-Gelelektrophorese ana-
lysiert.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir ein 1 %iges Agarosegel wurden 0,5 g Agarose mit 50 ml TAE aufgekocht und danach
0,5 g/ml Ethidiumbromid hinzugegeben. Diese Losung wurde in eine Gelkammer ge-
gossen und ein Taschenkamm in die noch fliissige Losung gesteckt. Nach dem Aushar-
ten des Gels wurde TAE als Laufpuffer hinzugegeben und die Taschen mit den DNA-
Proben befiillt. Das Gel wurde fiir 30-60 Minuten einer elektrischen Spannung von 60 V
ausgesetzt. Anschlieflend wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe eines UV-Illuminators die
Banden sichtbar gemacht und dokumentiert.

2.2.4 Zellkultivierung

Zur Kultivierung von HeLa-Zellen wurden die Zellen in 20 ml DMEM bei 37°C, 5%
CO; und 95% Luftfeuchtigkeit fiir 72-96 Stunden inkubiert. Zur Vorbereitung der Zel-
len fiir die entsprechenden Experimente bzw. zur weiteren Kultivierung wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen fiir
5-10 min bei 37°C mit 0,5 ml Trypsin inkubiert und anschlieffend in 10 ml Medium auf-
genommen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zdhlkammer bestimmt. Anschliefsend
wurden 300 000 bis 800 000 Zellen in 20 ml frischem Medium ausgesat und inkubiert.

Zur Kultivierung der Zellen in 6 well-Platten wurden 80000 bis 240000 Zellen mit
2ml Medium ausgesidt und 12-48 Stunden unter den beschriebenen Bedingungen in-
kubiert. Bei Verwendung von 12 well-Platten wurden 30000 bis 50000 Zellen mit T ml
Medium versetzt und ebenfalls 12-48 Stunden unter den beschriebenen Bedingungen
inkubiert.
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Zur Induktion von oxidativem Stress wurden Hela-Zellen mit 0,5 mM Natrium-
meta-Arsenit fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Zur Blockierung des Crml-abhidngigen Exports mit Leptomycin B (LMB) wurden
die HeLa-Zellen fiir 18 Stunden mit 5ng/ml LMB behandelt.

2.2.5 Transfektion von Saugerzellen

Fiir Transfektionsexperimente wurden HeLa-Zellen, wie unter 2.2.4 beschrieben, in ei-
ner 6 well-Platte kultiviert und mit 3 ug des entsprechenden Expressionsplasmides, 10 ul
PEI und 200 ul 150 mM NaCl versetzt. AnschliefSend wurden die Transfektionsansitze
zur Expression der Proteine fiir 8-48 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.2.6 Transfektion von Saugerzellen mit siRNA

Fiir die Experimente wurden folgende siRNA-Molekiile mit einer Konzentration von
20 uM von Qiagen eingesetzt:

Ataxin-2:

Hs_ATXN2_2HP-siATXN2# 2 (Ataxin-2 siRNA #2)
Hs_ATXN2_2HP-siATXIN2# 3 (Ataxin-2 siRNA #3)

Crm1:

Hs_XPO1_1S103023342  (XPO1 siRNA 1)
Hs_XPO1_2 5103052210  (XPO1 siRNA 2)
Hs_XPO1_5 SI00051856  (XPO1 siRNA 5)
Hs_XPO1_6 5100051863  (XPO1 siRNA 6)

300ng der entsprechenden siRNA-Molekiile wurden mit 6 ul Hiperfect (Qiagen) und
100 ul DMEM (ohne FBS) gemischt und 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde
der Transfektionsmix zu 60 000-75000 HeLa-Zellen gegeben, welche in 12 well-Platten
inkubiert wurden. Dieser Ansatz wurde fiir 68-72 Stunden bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.

2.2.7 Zelllyse

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden die HeLa-Zellen, wie unter 2.2.4 beschreiben,
kultiviert. Anschlieffend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 300 ul Lysepuf-
fer versetzt (30 Minuten, 4°C) und die Zelllysate zentrifugiert. Als Alternative wurde
die Lyse mit ,,Complete Lysis-M” (Roche) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen mit
200-800 ul Complete Lysis-M-Puffer versetzt und die Ansitze fiir 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert.

Von den Zelllysaten wurde die Proteinkonzentration, wie im folgenden Abschnitt
beschrieben (siehe 2.2.8), bestimmt .
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2.2.8 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde mit Hilfe eines ,Bio-Rad Protein-As-
says”, der auf der Proteinbestimmung nach Bradford beruht, bestimmt.

Dafiir wurden 200 ul der Bio-Rad-Losung mit 5 ul des Zelllysates und 800 ul PBS ver-
mischt und die Absorption bei 595 nm mit Hilfe eines Photometers bestimmt.

2.2.9 Koimmunoprazipitation

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurden HeLa-Zellen, wie unter 2.2.5
und 2.2.7 beschrieben, lysiert. Je 200 ug Lysat wurden mit 1 ul des priméren Antikorpers
(gegen Ataxin-2 bzw. Crm1) versetzt und die Ansétze nachgehend fiir 60 Minuten auf
einem Rotationsrad bei 4°C inkubiert. Anschlieffend wurde der sekundare Antikorper,
welcher an ,,Dynabeads® M280“ (Dynal) gekoppelt ist, zu den Ansétzen gegeben und
diese fiir weitere 1-3 Stunden bei 4°C inkubiert.

Anschlieffend wurden die Ansdtze 3x mit BSA und 4x mit PBS gewaschen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Dynabeads in 15 ul Laemmlipuffer aufgenom-
men, die Ansitze fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt und anschlieflend die Ansitze mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und analysiert.

2.2.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die Trennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgels wurde ein 10 %iges
Trenngel (1,85 ml Trenngelpuffer, 2,5 ml Acrylamid, 3,125 ml H,O, 75 ul APS, 7,5 ul TE-
MED) verwendet, welches nach dem Giefsen mit 200 ul Isopropanol tiberschichtet wur-
de. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol wieder entfernt und das 5 %ige
Sammelgel (3,125 ml Sammelgelpuffer, 625 ul Acrylamid, 37,5 ul APS, 3,75 ul TEMED)
gegossen. Anschlieffend wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gebracht (Pro-
tean II System). Die Kammer wurde mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt und der Ta-
schenkamm aus dem Gel gezogen. Die Proben wurden auf das Gel geladen und das
Gel fiir 10-20 Minuten einer elektrischen Spannung von 70 V ausgesetzt. Nachdem die
Proben in das Trenngel eingetreten waren, wurde die Spannung auf 200 V erhoht.

2.2.11 Proteintransfer auf eine Membran

Zum Transfer von Proteinen auf eine Membran wurde die Semi-Dry-Methode durch-
gefiihrt. Eine Blotkammer von Invitrogen wurde in folgender Weise bestiickt:

* 3x in Blotpuffer getrankte 3 mm Whatmanpapiere

¢ in Blotpuffer getrankte Nitrozellulosemembran (Whatman, Protean Pure Nitro-
cellulose Transfer and immobilization membrane, Perkin Elmer)

¢ Acrylamidgel

¢ 3x in Blotpuffer getrankte 3 mm Whatmanpapiere
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Anschlieffend wurde die Apparatur geschlossen. Der Proteintransfer erfolgte pro Mem-
bran bei 150 mA fiir 60 Minuten.

2.2.12 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Fiir den immunologischen Nachweis von Proteinen wurde die Membran in 20 ml 5 %-
Blockpuffer gelegt und fiir 60 Minuten inkubiert. Anschlieffend wurde die Membran
mit dem primédren Antikorper (Verdiinnungen: siehe Tabelle 2.9) fiir 60 Minuten bei
4°C inkubiert. Danach wurde die Membran 3x mit PBS gewaschen und mit dem ent-
sprechenden sekunddren Antikorper inkubiert fiir weitere 1-3 Stunden inkubiert. Ab-
schlieSend wurde die Membran 5x mit PBS gewaschen und daraufhin mit 300 ul ,,Su-
per Signal West Femto Maximum Sensitivity” versetzt. Ein lichtempfindlicher Film (GE
Healthcare, Amersham Hyperfilm™ ECL, High performance chemiluminescence film)
wurde auf die Membran gelegt und der Film mit Hilfe eines Entwicklerautomaten ent-
wickelt und das Ergebnis mit einer Kamera dokumentiert.

2.2.13 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden HeLa-Zellen, wie unter 2.2.4 beschrie-
ben, auf Deckgldschen ausgesdt. Anschlieflend wurden die HeLa-Zellen 1x mit PBS
gewaschen und fiir 10 Minuten mit —20°C kaltem Methanol zur Fixierung und Per-
meabilisierung behandelt. Zur Sattigung unspezifischer Bindungen wurden die Zellen
anschlieflend fiir 30 Minuten mit 3 % BSA /PBS inkubiert. Nach der Inkubation wurde
der primédre Antikorper (z.B. Ataxin-2, TIAR) zu den Zellen gegeben und die Ansét-
ze fiir 40-60 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen 2x mit PBS
gewaschen und fiir weitere 40-60 Minuten mit dem sekundédren Antikorper inkubiert,
welcher entweder an Fluoresceinisothiocyanat (FITC bzw. Alexa 488, griin) oder Cy3
(rot) gekoppelt war. Anschlieffend wurden die Ansitze 1x mit PBS gewaschen und zur
Verringerung des Hintergrunds fiir 5 Minuten mit 50 mM NH4Cl behandelt. Zur Far-
bung des Zellkerns wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und fiir 20 Sekunden mit
Hoechst (bis-Benzimid 10 itg/ml in PBS) behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen 3 x
mit PBS gewaschen und mit Mountingmedium (10 ul PDA (0,1 mg/ml), 90 ul Glycerin
(90 %)) auf einen Objekttrager gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen mit einem in-
versen, konfokalen Mikroskop (LSM 510 META; Axiovert 200M; Zeiss) betrachtet. Die
Aufnahmen wurden mit AxioVision Rel 4.6 fiir weitere Verwendungen bearbeitet.

2.2.14 Yeast-Two-Hybrid-Analysen

Fiir Yeast-Two-Hybrid-Analysen wurde eine Uber-Nacht-Kultur des Hefestamms L40-
ccua angezogen und am darauffolgenden Tag auf eine ODgppnm von 0,3 eingestellt.
Diese Kultur wurde anschliefSend bei 30°C bis zu einer ODggo nm von 0,6-0,8 inkubiert.
Anschlieffend wurde die Hefekultur zentrifugiert (5 Minuten, 2 000 rpm, Raumtempe-
ratur), das Zellpellet in 10 ml 1x TE resuspendiert und die Zellsuspension erneut zen-
trifugiert (5 Minuten, 2000 rpm, Raumtemperatur). AnschlieSend wurden das Zellpel-
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let in 1 ml Hefetransformationsmix 1 resuspendiert und der Ansatz fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Jeweils 40 ul des Ansatzes wurden zu einem Mix aus 300 ng
Plasmid, 5 ul Heringssperma DNA (10 pg/pl) und 230 pul Mix 2 gegeben. Diese Transfor-
mationsansdtze wurden fiir 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Anschlieflend wurden die
Transformationsansitze mit 30 ul DMSO versetzt und die Anséitze fiir 7 Minuten bei
42°C inkubiert. Danach wurden die Ansétze zentrifugiert (3 000 rpm, 5 Minuten, Raum-
temperatur), die Zellpellets jeweils in 50 ul Wasser resuspendiert und die Zellsuspen-
sionen auf SD II-Platten ausplattiert. Anschlieflend wurden die Platten fiir 72 Stunden
bei 30°C inkubiert.

Zum Nachweis der Reportergenaktivitidt wurden die jeweiligen Transformanden iso-
liert und in je 200 ul Einfriermedium in eine 96 well-Platte eingeriihrt und fiir 24 Stun-
den bei 30°C inkubiert. Anschlieffend wurden die Kulturen auf SD II, SD IV und eine
Membran (Micron Separations Inc., 22,2 x 22,2cm) gestempelt und fiir weitere 72-96
Stunden bei 30°C inkubiert. Anschlieffend wurde die Membran wurde zur Lyse der
HeLa-Zellen in fliissigem Stickstoff inkubiert und anschlieflend auf zwei Whatmanpa-
piere gegeben, welche in 10 ml Z-Puffer, 156 ul X-Gal und 100 ul DTT getrankt worden
waren. Die Membran wurde anschliefsend fiir 3-4 Stunden bei 37°C inkubiert. Abschlie-
Bend wurde das Wachstum auf den SD II- und SD IV-Platten verglichen und das Ergeb-
nis der Membran als Nachweis der Aktivitdt des lacZ-Gens dokumentiert.






3 Ergebnisse

3.1 Die Interaktion von Ataxin-2 und Crm1

Eine bioinformatische, datenbankgestiitzte Analyse zeigte, dass das Ataxin-2-Hefeho-
molog Pbpl mit vielen Proteinen in Wechselwirkung steht, welche eine Funktion im
zelluldren mRNA-Metabolismus besitzen [RAN'05]. In der Arbeitsgruppe konnte ei-
ne strukturelle und funktionelle Verwandtschaft von Ataxin-2 und Pbp1 belegt wer-
den, was zu der Hypothese fiihrte, dass sich im Hefeinteraktionsnetzwerk dargestell-
ten Protein-Protein-Interaktionen auf das humane System iibertragen lassen. Diese Hy-
pothese konnte in vorangegangenen Arbeiten fiir verschiedene Interaktionen bestatigt
werden [NRW*07].

In dieser Diplomarbeit sollte die Interaktion zwischen Pbp1 und Crm1 im humanen
System verifiziert werden. Das Crm1-Protein ist einer der wichtigsten Exportfaktoren
tir Proteine und RNA-Molekiile aus dem Zellkern. Es kann an nukledre Exportsignale
(NES) von Proteinen binden und dartiber den Transport dieser Proteine aus dem Zell-
kern vermitteln [NLL*07].

3.1.1 Nachweis der Interaktion zwischen Ataxin-2 und Crm1 mittels
Koimmunoprazipitation

In einem ersten Schritt sollte die putative Interaktion zwischen Ataxin-2 und Crml
mittels Koimmunoprézipitation tiberpriift werden.

Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen mit den Expressionsplasmiden pCMV-Myc,
pCMV-Myc/ Ataxin-2Q22 und pCMV-Myc/ Ataxin-2Q79 transient transfiziert. Die Zel-
len wurden nach 24 Stunden Inkubation lysiert. Nach der Herstellung der Lysate wur-
den 20 ug des Lysates mit 1 ul eines spezifischen Antikdrpers gegen Crml inkubiert.
Anschlieffend wurden die Ansitze mit anti-Kaninchen-IgG-Dynabeads behandelt (sie-
he 2.2.9). Als Kontrollen diente in dieser Analyse zum Einen das Lysat der Zellen, wel-
che mit pCMV-Myc transfiziert waren. Eine Inkubation dieses Proteinlysates mit dem
spezifischen Antikorper gegen Crm1-Antikorper schliefst unspezifische Proteinbindun-
gen aus, die im Western Blot auf gleicher Laufhohe wie Ataxin-2-Banden zu erkennen
wiren. Zum Anderen wurden die Lysate ohne Zugabe des primdren Antikorpers nur
mit Dynabeads behandelt, um unspezifische Wechselwirkungen der Proteine mit Dy-
nabeads auszuschliefien. Als weitere Kontrolle wurden mit PBS inkubierte Dynabeads
und der spezifische Antikorper gegen Crm1 auf das Polyacrylamidgel aufgetragen, um
unspezifische Antikorperbanden auf dem Western Blot zu erkennen und somit falsche
Positivergebnisse auszuschlieffen. Zum Nachweis, ob Ataxin-2Q22 bzw. Ataxin-2Q79
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Abbildung 3.1: Nachweis der Interaktion zwischen Crm1 und Ataxin-2 in
HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit pCMV-Myc, pCMV-Myc/Ataxin-2Q22
und pCMV-Myc/Ataxin-2Q79 transient transfiziert und nach 24 Stunden Inkuba-
tionszeit lysiert. Fiir die Koimmunoprézipitation (ColP) wurden jeweils 20 ug Zell-
lysat mit 1 ul CrmI-Antikérper und anschlieffend mit Dynabeads inkubiert. Um
unspezifische Bindungen von Ataxin-2 an die Antikorper auszuschlieffen wurden
die Lysate ohne Zugabe des primdren Antikérpers behandelt (Dynabeads). Zum
Nachweis der iiberexprimierten Proteine wurden verwendeten Lysate auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Zur weiteren Kontrolle wurde 1ul Crm1-Antikérper und 15 ul
Dynabeads in Probenpuffer aufgenommen, 5 Minuten bei 95°C denaturiert und
ebenfalls auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Lysate wurden elektrophoretisch ge-
trennt und anschliefSend fiir einen Immunoblot verwendet. Dieser Blot wurde mit
einem spezifischen Antikérper gegen Ataxin-2 (1 : 1000) und POD-anti-Maus IgG
(1:1000) entwickelt.
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in Assoziation mit Crm1 prézipitiert werden kann, wurden die Ansétze auf einem SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran iibertra-
gen und Ataxin-2 immunologisch nachgewiesen. Fiir den Immunologischen Nachweis
wurde als primérer Antikorper ein spezifischer Ataxin-2-Antikorper verwendet und
die Membran anschlieflend mit dem sekundédren Antikorper, ein an POD gekoppelter
anti-Maus IgG-Antikorper, inkubiert und entwickelt.

In Abbildung 3.1 ist ein Western Blot der Koimmunopréazipitation dargestellt. Wie zu
erkennen ist, konnte Ataxin-2 mit 22 und 79 Glutaminen spezifisch mit einem Antikor-
per gegen Crm1 préazipitiert werden. Es sind weder unspezifische Antikorperbanden
noch unspezifische Bindungen von Ataxin-2 an Dynabeads zu erkennen. Somit kann
dieser Interaktionsnachweis als spezifisch angesehen werden.

Bei Verwendung von endogenem Ataxin-2 mit der gleichen Versuchsanordnung zeig-
te die Koimmunoprézipitation keine Prazipitate (Daten nicht gezeigt), was in zu gerin-
gen endogenen Ataxin-2 Konzentrationen begriindet sein konnte.

3.1.2 Studien zur zellularen Lokalisation von Crm1 und Ataxin-2

Nachdem mit Hilfe der Koimmunoprazipitation eine Interaktion zwischen Crm1 und
Ataxin-2 nachgewiesen werden konnte, sollte im Folgenden die intrazelluldre Lokali-
sation dieser beiden Proteine untersucht werden.

In einem ersten Schritt wurde eine Einzelfarbung der Proteine durchgefiihrt, um die
intrazelluldre Lokalisation von Ataxin-2 und Crm1 bestimmen zu konnen. Im zweiten
Schritt erfolgte eine Doppelfarbung, um eine mogliche Kolokalisation der beiden Pro-
teine untersuchen zu kénnen.

Hierfiir wurden HeLa-Zellen auf Deckgldschen ausgesit (siehe 2.2.4) und 24 Stunden
inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmik-
roskopie fixiert. Die Visualisierung der Proteine erfolgte durch Verwendung spezifi-
scher Antikorper gegen Ataxin-2 und Crm1 (siehe 2.2.13).

Die Einzelfarbung (Abbildung 3.2) zeigte fiir Crm1 eine iiberwiegend nukledre Ver-
teilung. Dabei war zusétzlich eine Strukturbildung im Kern zu erkennen. Weiterhin
konnte eine schwache zytoplasmatische Lokalisation fiir Crm1 festgestellt werden. A-
taxin-2 hingegen war vornehmlich im Zytoplasma verteilt.

Die Doppelfiarbung (Abbildung 3.3) zeigte fiir beide Proteine eine dhnliche Vertei-
lung wie in der Einzelfarbung. Eine deutliche Kolokalisation von Ataxin-2 und Crm1
ist nicht zu erkennen. Da jedoch auch Crm1 schwach im Zytoplasma lokalisiert ist,
konnte es dort zu einer Interaktion der beiden Proteine kommen.

3.1.3 Studien zur zelluldaren Lokalisation von Crm1 und Ataxin-2 unter
oxidativem Stress

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Ataxin-2 unter Stressbe-
dingungen seine Lokalisation dndert und in Stress Granules akkumuliert [NRW*07].
Um zu tberpriifen, ob Crm1 unter Stressbedingungen ebenfalls eine verdanderte Lo-
kalisation aufweist wurden im nédchsten Schritt Lokalisationsstudien fiir Crm1 unter
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Abbildung 3.2: Intrazellulidre Lokalisation von Ataxin-2 bzw. Crm1 in HeLa-
Zellen. HeLa-Zellen wurden auf Deckgldschen ausgeséit und fiir 24 Stunden in-
kubiert. Anschlieffend wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie
fixiert und mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 oder Crm1 gefédrbt. Fiir
die Farbung des Zellkerns wurde Hoechst verwendet.

Ataxin-2 Crml Hoechst Merge

Abbildung 3.3: Intrazelluldre Lokalisation von Ataxin-2 und Crm1 in HeLa-Zell-
en. HeLa-Zellen wurden auf Deckgldschen ausgesit und fiir 24 Stunden inku-
biert. Anschlieffend wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie fi-
xiert und mit Antikérpern gegen Ataxin-2 und Crm1 gefarbt. Fiir die Firbung des
Zellkerns wurde Hoechst genutzt.
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Stressbedingungen durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen wie im vorherigen Versuch fiir die Immun-
fluoreszenzmikroskopie ausgesit, im Anschluss eine Stunde mit 0,5mM Arsenit be-
handelt, fixiert und mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und Crm1 gefarbt.

In Abbildung 3.4 (oben), ist zu erkennen, dass Ataxin-2, wie bereits beschrieben in
Stress Granules im Zytoplasma vorliegt. Eine Anderung der Lokalisation von Crm1
konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Als zusétzliche Kontrolle fiir die Lokalisation von Crm1 unter oxidativen Stressbe-
dingungen, wurde als weiteres Markerprotein das TIAR mit in die Untersuchung ein-
bezogen. Die HeLa-Zellen wurden wie oben beschreiben ausgesét, einer der zwei An-
sdtze mit Arsenit behandelt und die Zellen fixiert. Die Visualisierung der Proteine er-
folgte tiber spezifische Antikorper gegen Crm1 und TIAR.

Wie die Abbildung 3.4 (unten) zeigt, akkumuliert TIAR unter Arsenitbehandlung in
zytoplasmatischen Stress Granules und liegt weiterhin im Zellkern vor. Wie zuvor ist
die Lokalisation des Crm1 nicht verdndert und grofitenteils nukledr. Auf Grund dieser
Ergebnisse kann geschlossen werden, dass Crm1, trotz der beschriebenen Interaktion
mit Ataxin-2, nicht mit Stress Granules assoziiert.

3.1.4 Einfluss von Leptomycin B auf die zellulare Lokalisation von Crm1
und Ataxin-2

Leptomycin B (LMB) ist ein spezifischer Hemmer des Crm1-abhidngigen Protein- und
RNA-Transportes aus dem Zellkern [NLL*07]. Eine Behandlung von Zellen mit LMB
fiithrt zu verdanderten Lokalisationen einiger Proteine, da fiir diese Proteine der Kern-
export blockiert wird. Eines der davon betroffenen Proteine ist NF«kB. Dieses Protein
ist ein Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle in der Immunantwort und der Pa-
thogenese von Krebs und Diabetes besitzt. NFkB ist ein zytoplasmatischer Proteinkom-
plex, der iiber den Crm1-abhidngigen Kernexport aus dem Zellkern transportiert wird.
Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von Zellen mit Leptomycin B zu ei-
ner Akkumulation von NF«kB im Zellkern fiihrt. [KGK*07] Aus diesem Grund wurde
NF«B als Kontrolle fiir eine Blockade des Kerntransportes durch LMB in die folgenden
Untersuchungen eingeschlossen.

Um zu tiberpriifen, ob eine Behandlung der Zellen mit LMB einen Einfluss auf die
Lokalisation von Ataxin-2 besitzt, wurden HeLa-Zellen auf Deckgldschen ausgesat und
anschlieflend fiir 18 Stunden mit 5ng/ml LMB inkubiert. Im Weiteren wurden die Zel-
len fiir die Immunfluoreszenz fixiert und mit spezifischen Antikdrpern gegen NF«B
und Ataxin-2 behandelt.

NFkB zeigt unter normalen Bedingungen eine zytoplasmatische Verteilung (Abbil-
dung 3.5). Nach der LMB-Behandlung akkumuliert NF«B im Zellkern. Dieses Ergebnis
fihrt zu dem Befund, dass unter den gewéhlten Bedingungen der Crml-abhidngige
Transport von NFkB aus dem Zellkern gehemmt ist. In der Abbildung ist weiterhin zu
erkennen, dass Ataxin-2 sowohl mit als auch ohne LMB-Behandlung zytoplasmatisch
lokalisiert ist. Es konnte somit keine Anderung der Lokalisation von Ataxin-2 festge-
stellt werden.
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Abbildung 3.4: Intrazellulidre Lokalisation von Crm1 unter Stressbedingungen
in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden auf Deckglédschen ausgesét und fiir 24 Stun-
den inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 0,5 mM Arsenit inkubiert und fiir
die Immunfluoreszenzmikroskopie fixiert. Die Visualisierung der Proteine erfolg-
te mit Hilfe spezifischer Antikorper gegen Ataxin-2, Crm1 und TIAR. Fiir die Far-
bung des Zellkerns wurde Hoechst verwendet.



3.1 Die Interaktion von Ataxin-2 und Crm1

31

Ataxin-2 NF«B Hoechst Merge

ohne LMB

mit LMB

Abbildung 3.5: Intrazellulidre Lokalisation von NFxB in HeLa-Zellen. HeLa-Zell-
en wurden auf Deckgldschen ausgesét und fiir 24 Stunden inkubiert. Danach wur-
den die Zellen fiir 18 Stunden mit 5ng/ml LMB inkubiert und anschliefSend fiir
die Immunfluoreszenzmikroskopie fixiert und mit Antikérpern gegen NF«B und
Ataxin-2 gefédrbt. Die Firbung des Zellkerns erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile mar-
kieren den Zellkern in dem das NF«B nach LMB-Behandlung akkumuliert.
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Abbildung 3.6: Intrazellulire Lokalisation von Ataxin-2 und Crm1 nach LMB-
Behandlung in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden auf Deckgldschen ausgesét
und 24 Stunden inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen fiir weitere 18 Stunden
mit 5ng/ml LMB inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir die Inmunfluo-
reszenzmikroskopie fixiert und mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und
Crm1 geférbt. Fiir die Farbung des Zellkerns wurde Hoechst benutzt. Die Pfeile
zeigen die Ringstruktur des Crm1 um die Kernmembran.




32 Ergebnisse

Fiir die Analyse der zelluldren Lokalisation von Ataxin-2 und Crml bei LMB-Be-
handlung wurden ebenfalls HeLa-Zellen unter gleichen Bedingungen ausgesét, behan-
delt und anschlieffend mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und Crm1 geférbt.

Crm1 zeigt unter LMB-Behandlung (Abbildung 3.6, a) eine ringférmige Anreiche-
rung um den Kern herum. Diese Anreicherungen des Crm1 nach LMB-Behandlung
sind mit weiflen Pfeilen verdeutlicht. Abgesehen davon ist das Crm1 wie zuvor sowohl
zytoplasmatisch als auch nukleér lokalisiert.

Die Doppelfarbung (Abbildung 3.6, b, Merge) zeigt eine Uberlagerung der Ataxin-
2- und Crm1-Farbung um die Kernmembran, was auf eine Kolokalisation in diesen
Bereichen hindeutet.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass Ataxin-2 trotz Interaktion mit Crm1 nicht
Crml-abhéngig transportiert wird, da es sonst nach LMB-Behandlung seine Lokalisa-
tion in den Kern hétte &ndern miissen.

3.1.5 RNAi-Experimente mit Ataxin-2

Die Ataxin-2-Konzentration beeinflusst die endogene Konzentration diverser anderer
Proteine, mit denen es in Wechselwirkung steht. So konnte beispielsweise gezeigt wer-
den, dass das endogene PABP-Level umgekehrte Proportionalitdt zum Ataxin-2-Level
aufweist [NRW*07]. Aufgrund der gezeigten Interaktion zwischen Ataxin-2 und Crml
stellte sich die Frage, ob die Verdnderung der endogenen Konzentration von Ataxin-2
einen Einfluss auf das Crm1-Level oder die Crm1-Lokalisation zeigt. Um diesen Sach-
verhalt zu untersuchen, wurden immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
durchgefiihrt.

Zunidchst wurde die Konzentration des Ataxin-2 mit Hilfe von spezifischen siRNA-
Molekiilen gegen Ataxin-2 in einem Knock-Down-Versuch verringert. Im ersten Schritt
wurde die Wirksamkeit der Ataxin-2-siRNA mit einem Immunoblot tiberpriift. Hierfiir
wurden vier Ansitze von HeLa-Zellen vorbereitet. Ein Ansatz wurde ohne siRNA be-
lassen (Kontrolle), ein Ansatz mit einer unspezifisch bindenden siRNA (non sil siRNA)
transfiziert und zwei Ansdtze mit zwei verschiedenen Ataxin-2-siRNA transfiziert (A-
taxin-2-siRNA #2 und Ataxin-2-siRNA #3). Nach 68 stiindiger Inkubationszeit (siehe
2.2.6) wurden die Zellen lysiert. 20 1g der Lysate wurden auf einem SDS-Polyacrylamid-
gel getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Diese Membran wurde
mit einem spezifischen Antikdrper gegen Ataxin-2 entwickelt. Nach der Entwicklung
wurde die Membran gewaschen und mit spezifischen Antikorpern gegen TIAR ent-
wickelt, um die einheitliche Beladung des Gels sicherzustellen. Als Letztes wurde die
Membran erneut gewaschen und gegen Crm1 entwickelt, um die Auswirkungen des
verdnderten Ataxin-2-Level auf das Crm1-Level sichtbar zu machen.

Bei der Entwicklung des Western Blots gegen Ataxin-2 (Abbildung 3.7, Ataxin-2) sind
deutliche Unterschiede in den Bandenintensitidten des Proteins zu beobachten. Die Pro-
teinbanden fiir den Ansatz mit non sil siRNA und den Kontrollansatz ohne siRNA wei-
sen eine stdrkere Intensitat auf, als die Banden der mit spezifischer siRNA behandelten
Proben. Der Ataxin-2-Knock-Down zeigt die hochste Wirkung bei Verwendung von
siRNA #3. Hier ist kaum noch Ataxin-2 nachzuweisen.
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Abbildung 3.7: Analyse eines Ataxin-2-Knock-Downs in HeLa-Zellen: HeLa-
Zellen wurden mit siRNA-Molekiilen gegen Ataxin-2 transfiziert und 68 Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und 20 ug der Lysate mittels Im-
munoblotanalyse untersucht. Als Kontrolle diente eine Probe ohne siRNA (Kon-
trolle) und eine Probe mit unspezifischer siRNA (non sil siRNA). Fiir die Entwick-
lung wurden spezifische Antikérper gegen Ataxin-2, Crm1 und TIAR verwendet.

Anhand der Entwicklung gegen TIAR (Abbildung 3.7, TIAR) kann man erkennen,
dass in allen Ansétzen die gleiche Menge an Lysat eingesetzt wurde.

Die Crm1-Entwicklung weist fiir alle vier Ansétze die gleiche Proteinbandenintensi-
tat auf (Abbildung 3.7, Crm1). Daraus ergibt sich, dass die Konzentration an Ataxin-2
keinen Einfluss auf die Crm1-Konzentration nimmt.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie bietet die Moglichkeit das Ergebnis des Immuno-
blots zu verifizieren. Des Weiteren lassen sich Aussagen hinsichtlich der Lokalisati-
on von Crml in Abhéngigkeit des Ataxin-2-Niveaus treffen. Hierfiir wurden erneut
vier Ansitze von HeLa-Zellen mit den gleichen siRNA-Molekiilen (ohne siRNA, non
sil siRNA, siRNA #2, siRNA #3) transfiziert. Die Ansédtze ohne siRNA und mit non
sil siRNA dienen wiederum als Kontrolle. Nach 68 Stunden Inkubation wurden die
HeLa-Zellen fixiert und mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und Crm1 be-
handelt. Die aufgenommenen Fluoreszenzintensititen wurden auf die Kontrollprobe
eingestellt. Anschlieffend wurde bei gleicher Intensitat aufgenommen, so dass anhand
der Fluoreszenzintensitit der Aufnahmen Konzentrationsunterschiede erkannt werden
konnen.

Die Immunfluoreszenz zeigt fiir die Kontrollen ohne siRNA und mit non sil siRNA
keine Intensitdtsverdanderungen fiir das Ataxin-2 und das Crm1 (Abbildung 3.8). Im
Gegensatz dazu zeigt die Ataxin-2-Farbung (Abbildung 3.8, Ataxin-2) bei Verwendung
von siRNA #2 und siRNA #3, an den mit weifSen Pfeilen markierten Stellen, eine Abnah-
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Abbildung 3.8: Ataxin-2-Knock-Down und die intrazellulire Lokalisation von
Crm1 in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit Ataxin-2-siRNA-Molekiilen trans-
fiziert und fiir 68 Stunden inkubiert. Anschliefsend wurden die Zellen mit spezi-
fischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und Crml gefirbt. Als Kontrolle diente eine
Probe ohne siRNA und eine mit unspezifisch bindenden siRNA-Molekiilen (non
sil siRNA). Fiir die Farbung des Zellkerns wurde Hoechst verwendet. Die Pfeile
zeigen Zellen mit erniedrigter Ataxin-2-Konzentration.



3.1 Die Interaktion von Ataxin-2 und Crm1 35

me der Fluoreszenzintensitit, was gleichbedeutend mit einer Konzentrationsabnahme
in den markierten Zellen ist. Die starkste Intensititsabnahme wurde mit der siRNA #3
erzielt. Diese Ergebnisse sind konsistent mit den Ergebnissen des Immunoblot gegen
Ataxin-2 (Abbildung 3.7, Ataxin-2).

Die Farbung gegen das Crm1-Protein (Abbildung 3.8, Crm1) zeigt fiir alle vier An-
sdtze keine signifikanten Intensitdtsunterschiede oder Lokalisationsdnderungen. Der
Vergleich pfeilmarkierter und unmarkierter Zellen in der Ataxin-2-Farbung bei Ver-
wendung von siRNA #2 und #3 (Abbildung 3.8, siRNA #2) zeigt, dass die mit Pfeilen
markierten Zellen Intensitdtsunterschiede zu den nicht markierten zeigen und somit
das Proteinlevel von Ataxin-2 verringert ist. Die Crm1-Farbung hingegen zeigt keine
signifikanten Intensitatsunterschiede zwischen markierten und nicht markierten Zel-
len. Auch diese Ergebnisse sind konsistent mit den Ergebnissen des Immunoblots (Ab-
bildung 3.7, Crm1). Die verringerte Konzentration von Ataxin-2 beeinflusst weder die
Konzentration noch die Lokalisation von Crm].

Unter oxidativem Stress akkumuliert Ataxin-2 in Stress Granules. Wie gezeigt werden
konnte, fiihrt eine Verringerung der endogenen Ataxin-2-Konzentration zu einer ver-
ringerten Anzahl an Stress Granules [NRW*07]. Ausgehend von den Ergebnissen des
vorhergehenden RNAi-Experiments und der Studien zur zelluldren Lokalisation von
Crm1 und Ataxin-2 unter oxidativem Stress (siehe 3.1.3) steht zu erwarten, dass die zel-
luldre Lokalisation des Crm1 durch eine verringerte Anzahl von Stress Granules nicht
beeinflusst wird. Um die Vermutung zu tiberpriifen, wurde erneut eine Immunfluo-
reszenzmikroskopie durchgefiihrt.

Die Versuchsanordnung entspricht dem vorhergehenden RNAi-Experiment (HeLa-
Zellen mit non sil siRNA, siRNA #2, siRNA #3 und ohne siRNA) mit einem zusitz-
lichen Zwischenschritt direkt nach der Inkubationszeit der HeLa-Zellen, in welchem
die Zellen einer einstiindigen Stressphase mit Arsenit (0,5 mM) ausgesetzt wurden. Die
Aufnahmen der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden ebenfalls bei gleichen Intensi-
tat vorgenommen, um die Vergleichbarkeit zu wahren.

Die Ataxin-2-Farbung (Abbildung 3.9, Ataxin-2) zeigt fiir die Kontrollen ohne siRNA
und mit non sil siRNA keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl an Stress Gran-
ules, wiahrend bei Verwendung von siRNA #2 und siRNA #3 eine deutliche Verring-
erung, mit einem Minimum bei Verwendung der siRNA #3, zu erkennen ist. Die Zel-
len mit signifikant verringter Anzahl an Stress Granules sind exemplarisch mit weifsen
Pfeilen markiert. Das Ergebnis bestatigt die Aussage, dass eine Verringerung des Atax-
in-2-Niveaus eine verringerte Anzahl an Stress Granules nach sich zieht.

Die Crm1-Farbung (Abbildung 3.9, Crm1) zeigt fiir alle verwendeten Ansatze kei-
ne signifikanten Intensitdtsunterschiede und keine Lokalisationsdnderungen. Der Ver-
gleich der Ataxin-2-Farbung mit der Crm1-Farbung bei Verwendung der siRNA #2
(Abbildung 3.9, siRNA #2) zeigt an den pfeilmarkierten Zellen in der Ataxin-2-Farbung
eine deutliche Verringerung der Stress Granules. In der Crm1-Farbung sind bei diesen
Zellen jedoch keine Intensitdtsunterschiede zu den nicht markierten Zellen zu erken-
nen. Der Vergleich der zwei Farbungen bei Verwendung der siRNA #3 (Abbildung 3.9,
siRNA #3) zeigt an den pfeilmarkierten Zellen eine starkere Verringerung der Stress
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Abbildung 3.9: Ataxin-2-Knock-Down und die intrazellulire Lokalisation von
Crm1 unter Arsenitstress in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden auf Deckgldschen
ausgesit, mit siRNA-Molekiilen gegen Ataxin-2 transfiziert und fiir 68 Stunden in-
kubiert. Anschliefsend wurden die Zellen fiir eine Stunde mit 0,5 mM Arsenit gest-
resst und im Anschluss mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und Crml
gefédrbt. Als Kontrolle diente eine Probe ohne siRNA und eine Probe mit unspe-
zifischer siRNA (non sil siRNA). Die Fiarbung des Zellkern wurde mit Hoechst
durchgefiihrt. Die Pfeile geben Zellen an, die ein verringertes Level an Ataxin-2
besitzen.
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Granules, als bei Verwendung der siRNA #2. Die Intensitdten in der Crm1-Farbung an-
dern sich jedoch nicht. Die Erwartung, dass eine verringerte Anzahl an Stress Granules
keinen Einfluss auf die Lokalisation und Konzentration des Crm1 nimmt, sieht sich in
den Ergebnissen bestitigt.

3.1.6 RNAi-Experimente mit Crm1

Bisher konnte die Interaktion zwischen Crm1 und Ataxin-2 gezeigt werden (siehe 3.1.1)
und des Weiteren die Invariabilitit von Crm1 beziiglich zelluldrer Konzentration und
Lokalisation bei Verdnderung des endogenen Ataxin-2-Niveaus (siehe 3.1.5) beschrie-
ben werden. Im Weiteren sollte im Gegenzug untersucht werden, ob eine Verringerung
des Crm1-Niveaus einen Einfluss auf zelluldre Konzentration oder Lokalisation von
Ataxin-2 ausiibt.

Um die zelluldre Konzentration des Crm1 senken zu kénnen, wurden spezifische
siRNA-Molekiile gegen Crm1 eingesetzt. Sechs Ansdtze von HeLa-Zellen wurden trans-
tiziert. Vier der Ansétze enthielten Crm1-spezifische siRNA, namlich XPO1 siRNA 1,
XPO1 siRNA 2, XPO1 siRNA 5 und XPO1 siRNA 6. Ein Ansatz enthielt unspezifische
siRNA (non sil siRNA) und ein Ansatz wurde zur Kontrolle der siRNA-Wirksamkeit
ohne siRNA angesetzt. Nach 68 stiindiger Inkubationszeit wurden die Zellen lysiert,
20 ug der Lysate auf einem SDS-Polyacrylamidgel getrennt und im Anschluss auf eine
Nitrozellulosemembran tibertragen.

Die Membran wurde im ersten Schritt gegen Crm1 entwickelt, um die Wirksam-
keit der siRNA bewerten zu kénnen. Im zweiten Schritt wurde die Membran gewa-
schen und zur Ladekontrolle gegen TIAR entwickelt, damit sichergestellt werden konn-
te, dass tiberall gleiche Proteinmengen mit dem Lysat aufgetragen wurden. Fiir den
abschlieffenden Schritt wurde die Membran erneut gewaschen und gegen Ataxin-2
entwickelt, um die Auswirkungen des verdnderten Crm1-Niveaus auf die Ataxin-2-
Konzentration sichtbar zu machen.

Der Immunoblot gegen Crm1 (Abbildung 3.10, Crm1) zeigt nur fiir die XPO1 siRNA
1 eine verdnderte Bandenintensitdt, wohingegen die anderen fiinf Banden gleiche In-
tensitaten zeigen. Folglich zeigt nur die XPO1 siRNA 1 eine signifikante Abnahme des
Crm1-Niveaus.

Die Ladekontrollentwicklung gegen TIAR (Abbildung 3.10, TIAR) zeigt fiir alle An-
sdtze gleichbleibende Proteinbandenintensitidten, was die gewiinschte Gleichheit der
Menge an vorhandenem Protein im aufgetragenen Lysat bestatigt.

Die Entwicklung der Nitrozellulosemembran gegen Ataxin-2 (Abbildung 3.10, Atax-
in-2) offenbart keine signifikanten Abweichungen in den Bandenintensitdten. Demzu-
folge verhilt sich die zelluldre Ataxin-2-Konzentration invariant in Bezug auf die Ver-
ringerung des Crm1-Niveaus.

Nachdem das Verhalten der Ataxin-2-Konzentration bei Crm1-Konzentrationsverring-
erung untersucht wurde, gilt es im Folgenden zu priifen, ob sich die Ataxin-2-Loka-
lisation bei einer verringerten endogenen Crm1-Konzentration verdndert. Um die zel-
luldre Lokalisation beobachten zu kénnen wurde die Immunfluoreszenzmikroskopie
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Abbildung 3.10: Analyse eines Crm1-Knock-Downs in HeLa-Zellen: HeLa-Zell-
en wurden mit siRNA-Molekiilen gegen Crm1 (XPO1) transfiziert und 68 Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert, 20 ug der Lysate auf einem SDS-
Gel elektrophoretisch getrennt und anschlieffend auf eine Nitrozellulosemembran
tiberfiihrt. Die Membran wurde mit spezifischen Antik6rpern gegen Ataxin-2, TI-
AR und Crm1 entwickelt. Als Kontrolle diente eine Probe ohne siRNA und eine
Probe mit einer unspezifischen siRNA (non sil siRNA).

Ataxin-2

EE

Crml

TIAR

verwendet, welche gleichzeitig die Moglichkeit bietet das vorherige Ergebnis beziig-
lich der Ataxin-2-Konzentration zu verifizieren.

Fiir die Untersuchung wurden nur vier anstelle von sechs HeLa-Zellen-Ansdtzen
vorbereitet, da im vorhergehenden Versuch keine signifikanten Konzentrationsunter-
schiede des Crm1 bei Verwendung von XPO1 siRNA2, XPO1 siRNA5 und XPO1 siRNA
6 (Abbildung 3.10, Crm1) festgestellt werden konnten. XPO1 siRNA2 wurde stellver-
tretend fiir diese drei siRNA-Molekiile als einer der vier Ansédtze verwendet. Die drei
anderen Ansitze von HeLa-Zellen enthielten unspezifische siRNA (non sil siRNA), kei-
ne siRNA und XPO1 siRNA 1. Nach 68 stiindiger Inkubationszeit wurden die Ansitze
fixiert und anschliefiend fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen An-
tikorpern gegen Ataxin-2 und Crml gefdrbt. Fiir alle Bilder der Immunfluoreszenz-
mikroskopie wurde die gleiche Lichtintensitdt verwendet, damit Unterschiede in der
Farbintensitdt der Aufnahmen den direkten Riickschluss auf die Konzentration des je-
weiligen Proteins zulassen.

Die Crm1-Farbung (Abbildung 3.11, Crm1) zeigt bei Verwendung von XPO1 siRNA
1 und XPO1 siRNA 2 eine deutliche Intensititsabnahme gegeniiber der Kontrolle oh-
ne siRNA und der Verwendung von non sil siRNA. Weifie Pfeile markieren exem-
plarisch Zellen mit deutlich erkennbarer Intensitdtsabnahme, welche die verringer-
te Crm1-Konzentration anzeigen. Die Abnahme der Crm1-Konzentration bei Verwen-
dung von XPO1 siRNA 2 ist in der Immunfluoreszenzmikroskopie signifikanter als im
Crm1-Immunoblot (Abbildung 3.10, Crm1), wohingegen das Ergebnis bei Verwendung
von XPO1 siRNA 1 bei beiden Versuchen eine konsistente Konzentrationsabnahme auf-
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Abbildung 3.11: Crm1-Knock-Down und die intrazellulire Lokalisation von A-
taxin-2 in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit siRNA-Molekiilen gegen Crm1
transfiziert, fiir 68 Stunden inkubiert und anschliefSend fiir die Inmunfluoreszenz-
mikroskopie mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und Crm1 gefarbt. Als
Kontrolle dient ein Ansatz ohne siRNA und ein Ansatz mit unspezifischer siRNA
(non sil siRNA). Die Farbung des Zellkerns erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile geben
Zellen an, in denen das Crm1-Level erniedrigt ist.
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weist. Die zu erkennende Intensitdtsabnahme von der Kontrollaufnahme ohne siRNA
zu den Aufnahmen bei Verwendung von XPO1 siRNA 1 und XPO1 siRNA 2 beweist
die Abnahme der Crm1-Konzentration und damit die Wirksamkeit der spezifischen
siRNA-Molekiile.

Die Ataxin-2-Farbung (Abbildung 3.11, Ataxin-2) zeigt keine signifikanten Intensi-
tatsunterschiede fiir alle vier Ansétze. Die mit weiflen Pfeilen markierten Zellen sind
diejenigen, welche ein verringertes Crm1-Niveau aufweisen. Der direkte Vergleich von
pfeilmarkierten mit unmarkierten Zellen offenbart keine Intensitdtsabweichungen oder
Lokalisationsdanderungen des Ataxin-2. Demzufolge ist die zelluldre Ataxin-2-Konzen-
tration nicht beeinflusst durch das verringerte Crm1-Niveau, was die Ergebnisse des
Ataxin-2-Immunoblots (Abbildung 3.10, Ataxin-2) bestdtigt. Als neues Ergebnis wird
die Lokalisationsinvarianz unter Verringerung des Crm1-Niveaus festgehalten.

Ausgehend von den Ergebnissen des vorherigen RNAi-Experimentes und dem Wis-
sen iiber die Akkumulation von Ataxin-2 in Stress Granules unter oxidativem Stress
fiihrte es zur Fragestellung, ob das Verringern des Crm1-Niveaus einen Einfluss auf
die Anzahl oder Lokalisation der Stress Granules nehmen kénnte. Da die Ataxin-2-
Konzentration und -Lokalisation durch die Crm1-Niveausenkung nicht beeinflusst wur-
de, steht zu tiberpriifen, ob Gleiches auch fiir die Stress Granules gilt.

Um die Fragestellung zu untersuchen wurden vier Ansitze von HeLa-Zellen im
Schema des vorhergehenden RNAi-Experiments (ohne siRNA, non sil siRNA, XPO1
siRNA 1, XPO1 siRNA 2) transfiziert. Nach hinreichender Inkubationszeit wurden die
Zellen vor dem Fixieren einer einstiindigen Stressphase mit 0,5 mM Arsenit unterzo-
gen, anschlieffend fixiert und mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und Crm1
fur die Immunfluoreszenzmikroskopie behandelt. Fiir die Aufnahmen der Immunfluo-
reszenzmikroskopie wurde eine konstante Lichtintensitédt eingehalten, um die Vergleich-
barkeit der Aufnahmen zu gewahrleisten und Riickschliisse auf die Konzentrationsver-
héltnisse zu ermdglichen.

Die Crm1-Farbung (Abbildung 3.12, Crm1) zeigt bei Verwendung von XPO1 siRNA
1 und XPO1 siRNA 2 eine signifikante Intensitdtsabnahme gegeniiber der Kontrolle oh-
ne siRNA. Exemplarisch sind Zellen mit deutlich erkennbarer Intensitdtsabnahme mit
weiflen Pfeilen markiert. Die Verwendung von XPO1 siRNA 2 zeigt auch in diesem Ver-
such eine starkere Wirkung als im Immunoblot (Abbildung 3.10, Crm1), wahrend die
Verwendung von XPO1 siRNA 1 vergleichbare Wirkung wie im Immunoblot aufweist.
Bei Verwendung von non sil siRNA ist keine Intensitdtsabnahme in der Aufnahme zu
erkennen, was keine Konzentrationsverringerung des Crm1 bedeutet und konsistent
mit den Ergebnissen des Immunoblots ist.

Die Ataxin-2-Farbungen (Abbildung 3.12, Ataxin-2) zeigten fiir alle Aufnahmen die
gleiche Farbintensitdt und keine signifikanten Unterschiede in der Formation von Stress
Granules. In den Aufnahmen der Ansatze mit XPO1 siRNA 1 und XPO1 siRNA 2 sind
die Zellen mit weifsen Pfeilen markiert, welche ein verringertes Crm1-Niveau besitzen.
Der Vergleich markierter und unmarkierter Zellen weist keine verringerte Anzahl von
Stress Granules auf.

Daraus lasst sich schliefen, dass die Verringerung der zelluldren Crm1-Konzentrati-
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Abbildung 3.12: Crm1-Knock-Down und die intrazellulire Lokalisation von
Ataxin-2 unter Arsenitstress in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit XPO1
siRNA-Molekiilen transfiziert, fiir 68 Stunden inkubiert und anschliefSend fiir eine
Stunde mit 0,5mM Arsenit behandelt. Im Anschlufs wurden die Zellen mit spe-
zifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und Crm1 gefirbt. Der Zellkern wurde mit
Hoechst gefédrbt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne siRNA und ein Ansatz mit
einer unspezifischen siRNA (non sil siRNA). Die Pfeile geben Zellen mit ernied-
rigtem Crm1-Niveau an.
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on keinen Einfluss auf die Lokalisation oder Anzahl der Stress Granules nimmt.

Bis zu diesem Zeitpunkt konnte bei Uberexpression von Ataxin-2 eine Interaktion zwi-
schen Crm1 und Ataxin-2 durch Koimmunoprazipitation nachgewiesen werden (sie-
he 3.1.1). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ataxin-2 und Crm1 weder unter
Normalbedingungen (siehe 3.1.2) noch unter oxidativem Stress (siehe 3.1.3) erkennbar
kolokalisieren und dass Ataxin-2 nicht Crml-abhingig transportiert wird. Bei Hem-
mung des Crm1l-abhingigen Transports durch LMB bildet Crm1 jedoch eine ringfor-
mige Struktur um den Kern und kolokalisiert dort mit Ataxin-2 (siehe 3.1.4). Unter
Normalbedingungen kann aus den Einzelfarbungen, welche sowohl fiir Ataxin-2 als
auch Crm1 eine zytoplasmatische Verteilung aufzeigen, das Zytoplasma als Interakti-
onsraum angenommen werden (siehe 3.1.2). Durch RNAi-Experimente konnte gezeigt
werden, dass Crm1 bei Verringerung des zelluldren Ataxin-2-Niveaus weder Lokali-
sation noch Konzentration dndert (siehe 3.1.5) und das Ataxin-2 bei Verringerung des
zelluldren Crm1-Niveaus ebenfalls weder Lokalisation noch Konzentration dndert (sie-
he 3.1.6).

3.2 Die zellulare Lokalisation von Ataxin-2

Im D. melanogaster-Modell konnte gezeigt werden, dass dAtaxin-2 von dAtaxin-1 in sei-
ner Lokalisation beeinflusst wird [ARPL™07] und das dAtaxin-2 die Toxizitit von dA-
taxin-1 und dAtaxin-7 beeinflussen bzw. modulieren kann [LLM™07].

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die vorangegangenen Ergebnisse in Sdu-
gerzellen ebenfalls nachgewiesen werden konnen. Hierfiir wurde die Lokalisation des
Ataxin-2 innerhalb der Sdugerzelle mittels Inmunfluoreszenzmikroskopie untersucht.

3.2.1 Lokalisation von Ataxin-2 bei Uberexpression des Ataxin-1-Proteins

Fir D. melanogaster konnte im Rahmen der Untersuchungen gezeigt werden, dass die
Uberexpression von dAtaxin-1 zu einer Lokalisationsdnderung von dAtaxin-2 fiihrt.
Das normalerweise zytoplasmatische dAtaxin-2 wird bei Uberexpression von dAtax-
in-1Q82 in den Zellkern rekrutiert und bildet dort mit Ataxin-1 Aggregate [ARPL*07].
Daher sollte im ersten Schritt gepriift werden, ob das Ataxin-1-Protein auch in Sduger-
zellen Ataxin-2 in den Zellkern rekrutiert und Ataxin-2 ebenfalls in Proteinaggregaten
lokalisiert.

Dafiir wurden HeLa-Zellen auf Deckgldschen ausgesat, mit pcDNA1/SCA1Q30 und
pcDNA1/SCA1Q82 transfiziert und nach hinreichender Inkubationszeit fiir die Imm-
unfluoreszenzmikroskopie fixiert. Anschlieflend wurden die Zellen mit spezifischen
Antikorpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag behandelt.

Die Ataxin-2-Farbungen (Abbildung 3.13) zeigt eine zytoplasmatische Verteilung des
Ataxin-2-Proteins und eine Kolokalisation von Ataxin-1 und Ataxin-2 im Kern in Pro-
teinaggregaten. Weifle Pfeile markieren exemplarisch diese Aggregate. Die Ataxin-1-
Farbungen (gegen Ataxin-1Q30 und Ataxin-1Q82) zeigen Aggregatbildung des Ataxin-
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Abbildung 3.13: Uberexpression von Ataxin-1Q30 und Ataxin-1Q82 in HeLa-
Zellen. Die HeLa-Zellen wurden fiir 24 Stunden auf Deckgldschen inkubiert, mit
PcDNA1/SCA1Q30 und pcDNA1/SCA1Q82 transfiziert und weitere 24 Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie
mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und den jeweiligen Flag-Tag gefarbt.
Die Pfeile zeigen Aggregate im Zellkern.

1 im Kern. Die Kolokalisation von Ataxin-1 und Ataxin-2 ist in der Merge-Aufnahmen
deutlich zu erkennen (Abbildung 3.13, Merge) und in allen Bildern durch Pfeile mar-
kiert.

Bemerkenswert ist, dass sowohl bei Uberexpression von Ataxin-1Q82 als auch Atax-
in-1Q30 eine Rekrutierung des Ataxin-2 vom Zytoplasma in den Zellkern zu beobach-
ten ist. Laut der Ergebnissen des D. melanogaster-Modells [ARPL"07] stand dies nur fiir
die expandierte Form des Ataxin-1-Proteins mit 82 aufeinanderfolgenden Glutamin-
wiederholungen zu erwarten.

Um sicherzustellen, dass die gebildeten Aggregate des Ataxin-2-Proteins tatsdchlich
im Kern lokalisiert sind, wurden die Uberexpressionsstudien mit zusitzlicher Kern-
tarbung wiederholt. Dabei wurden die Zellen wie bereits beschrieben ausgesidt und
transfiziert. Nach anschlieffender Fixierung wurde zuerst eine Einzelfarbung mit spezi-
tischen Antikorpern gegen den Flag-Tag von Ataxin-1 vorgenommen, um die Effizienz
der Transfektion zu kontrollieren. Des Weiteren wurde eine Doppelfarbung mit spe-
zifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag des Ataxin-1-Fusionsproteins
vorgenommen und das Ergebnis mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie aufge-
nommen.

Die Einzelfarbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-1Q82 (Abbildung 3.14, a)
zeigt fiir das Ataxin-1Q82 eine nukledre Verteilung und Aggregatbildung. Die Doppel-
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Abbildung 3.14: Uberexpressionsstudien von Ataxin-1Q82 in HeLa-Zell-
en. Hela-Zellen wurden 24 Stunden auf Deckgldschen inkubiert, mit pcD-
NA1/SCA1Q82 transfiziert und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen An-
tikbrpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefdrbt. Die Firbung des Zellkerns
erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile zeigen Aggregate im Zellkern. a) zeigt die Einzel-
fdarbung von Ataxin-1 und b) die Doppelfirbung von Ataxin-1 und Ataxin-2.

tarbung (Abbildung 3.14, b) von Ataxin-1 und Ataxin-2 zeigt fiir Ataxin-2 eine Vertei-
lung im Zytoplasma und zusitzlich eine Farbung von Ataxin-2 im Kern. Die Uberla-
gerung der Bilder der Immunfarbung von Ataxin-1 und Ataxin-2 deutet auf die Ko-
lokalisation der beiden Proteine hin. Dies ist durch weifse Pfeile hervorgehoben. Die
Einzelfarbung zur Uberexpression von Ataxin-1Q82 bestdtigt das vorherige Ergebnis
und bestitigt den Kern als den Ort der Aggregation von Ataxin-2 und Ataxin-1Q82.

Die Einzelfirbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-1Q30 (Abbildung 3.15,
a) zeigt eine nukledre Verteilung des Ataxin-1Q30 mit Aggregatbildung. Die Doppel-
farbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-1Q30 (Abbildung 3.15, b) zeigt fiir
das Ataxin-2 eine zytoplasmatische Verteilung mit Akkumulaten im Kern. Weifie Pfeile
markieren exemplarisch Aggregate von Ataxin-2 im Kern. Diese Markierungen wur-
den in gleicher Lage in der Ataxin-1Q30-Farbung aufgetragen. Zu erkennen ist in der
Ataxin-1Q30-Farbung, dass an den Positionen der Pfeile ebenfalls Aggregate des Atax-
in-1Q30 zu finden sind. Diese Kolokalisation ldsst sich in der Merge-Aufnahme noch-
mals nachvollziehen. Die Einzelfarbung zur Uberexpression von Ataxin-1Q30 validiert,
dass in Sdugerzellen auch die kiirzere Form des Ataxin-1 mit 30 aufeinanderfolgenden
Glutaminen das Ataxin-2 in den Kern rekrutiert und dort mit ihm aggregiert.

In einem fritheren Abschnitt wurde die Interaktion zwischen Crm1 und Ataxin-2 ge-
zeigt (siehe 3.1.1) und darauthin die Lokalisation von Crm1 in Abhédngigkeit vom A-
taxin-2-Niveau untersucht (siehe 3.1.5). Das vorhergehende Experiment zeigte eine In-
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Abbildung 3.15: Studien zur Uberexpression von Ataxin-1Q30 in HeLa-Zell-
en. HelLa-Zellen wurden 24 Stunden auf Deckgldschen inkubiert, mit pcD-
NA1/SCA1Q30 transfiziert und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen An-
tikbrpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefdrbt. Die Firbung des Zellkerns
erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile geben Ataxin-1-Aggregate an. a) ist die Einzelfar-
bung von Ataxin-1 und b) die Doppelfirbung von Ataxin-1 und Ataxin-2.

teraktion zwischen Ataxin-2 und zwei Ataxin-1-Formen bei Uberexpression. Da Atax-
in-2 sowohl mit Ataxin-1 als auch Crm1 in Wechselwirkung steht, legt die Transitivi-
tat nahe, dass auch Crm1 und die zwei Ataxin-1-Formen in Wechselwirkung stehen
konnten. Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die Uberexpression dieser zwei
Ataxin-1-Formen einen Einfluss auf die Lokalisation von Crm1 nimmt.

Dazu wurden HeLa-Zellen mit pcDNA1/SCA1Q30 und pcDNA1/SCA1Q82 trans-
fiziert und nach 24 stiindiger Inkubationszeit fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie
fixiert und mit spezifischen Antikdérpern gegen Crm1 und den Flag-Tag (Flag-Ataxin-1)
gefarbt.

Die Ataxin-1-Farbungen (Abbildung 3.16, Ataxin-1Q30 und Ataxin-1Q82) zeigen die
bereits bekannten und erwarteten Aggregate von Ataxin-1 im Kern. Die Crm1-Farbung
(Abbildung 3.16, Crm1) zeigt sowohl eine zytoplasmatische, als auch eine nukledre Ver-
teilung des Crm1 mit Strukturbildung im Kern. Dies entspricht der Verteilung unter
Normalbedingungen, wie sie bereits in einer fritheren Einzelfarbung des Crm1 gesehen
wurde (Abbildung 3.2, Crm1). Die Merge-Bilder zeigen fiir Ataxin-1Q30 und Ataxin-
1Q82 keine Kolokalisation, obwohl beide Proteine im Nukleus lokalisiert sind.Es zeigt
sich, dass Crml seine Lokalisation bei Uberexpression von Ataxin-1Q30 oder Ataxin-
1Q82 nicht dndert.

In diesem Abschnitt konnte an Sdugerzellen gezeigt werden, dass SCA1Q82 bei Uber-
expression Aggregate im Zellkern bilden, Ataxin-2 vom Zytoplasma in den Zellkern
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Abbildung 3.16: Lokalisation von Crm1 und Ataxin-1Q30 bzw. Ataxin-1Q82 in
HelLa-Zellen: HeLa-Zellen wurden fiir 24 Stunden inkubiert, anschliefSend mit
pcDNASCA /Q130 und pcDNASCA /Q182 transfiziert und fiir weitere 24 Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie
fixiert und mit spezifischen Antikérpern gegen Crm1 und den Flag-Tag gefarbt.

rekrutiert und dort mit ihm aggregiert. Damit konnten die Ergebnisse aus dem D. me-
lanogaster-Modell [ARPL"07] in Sdugerzellen verifiziert werden. Zusitzlich konnte fiir
Saugerzellen gezeigt werden, dass sich Ataxin-2 dquivalent verhilt, wenn SCA1Q30
tiberexprimiert wird. Eine Beeinflussung der Lokalisation von Crm1 konnte bei Uber-
expression von SCA1Q30 oder SCA1Q82 nicht festgestellt werden.

3.2.2 Lokalisation von Ataxin-2 bei Uberexpression des Ataxin-7-Proteins

Fiir das Protein Ataxin-7 konnte gezeigt werden, dass es bei Uberexpression ein vor-
rangig intranukledr lokalisiertes Protein ist und ebenso wie Ataxin-1 intranukledre Ak-
kumulate bilden kann [HDD*98, MMBO03]. Aufgrund dieses dhnlichen Verhaltens bei
Uberexpression wire es denkbar, dass Ataxin-7 ebenfalls zu einer Lokalisationsidnde-
rung des Ataxin-2 aus dem Zytoplasma in den Kern fiithrt und dort mit ihm akkumu-
liert. Daher sollte nachfolgend untersucht werden, ob die Wirkung auf Ataxin-2 eine
Spezifitat der zwei Ataxin-1-Formen ist oder von Ataxin-7 ebenfalls gezeigt wird.

Hierfiir wurden HeLa-Zellen ausgesit und nach 24 Stunden Inkubationszeit mit pcD-
NA3.1/SCA7Q10 und pcDNA3.1/SCA7Q60 transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden In-
kubation wurden die Zellen fixiert und fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie in einer
Einzelfarbung mit spezifischen Antikorpern gegen den Flag-Tag (Flag-Ataxin-7) und in
einer Doppelfarbung mit spezifischen Antikdrpern gegen den Flag-Tag (Flag-Ataxin-7)
und Ataxin-2 gefarbt.
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Abbildung 3.17: Studien zur Uberexpression von Ataxin-7Q10 in HeLa-Zell-
en. HelLa-Zellen wurden 24 Stunden auf Deckgldschen inkubiert, mit pcD-
NA3.1/SCA7QI10 transfiziert und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen Anti-
korpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefdrbt. Die Firbung des Zellkerns er-
folgte mit Hoechst. a) zeigt die Einzelfdrbung von Ataxin-7 und b) die Doppelfar-
bung von Ataxin-7 und Ataxin-2.

In der Einzelfirbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-7Q10 (Abbildung 3.17,
a) zeigt die Ataxin-7Q10-Farbung ausschlieflich eine intranukledre Verteilung des A-
taxin-7-Proteins mit Akkumulaten. In der Doppelfarbung (Abbildung 3.17, b) ist in der
Ataxin-2-Farbung eine ausschliefilich zytoplasmatische Verteilung des Ataxin-2 zu er-
kennen. Die Ataxin-7Q10-Farbung zeigt, wie in der Einzelfarbung, eine intranukledre
Verteilung des Ataxin-7 mit Akkumulaten. Dieser Befund zeigt, dass die Proteine Atax-
in-2 und Ataxin-7 unter diesen Bedingungen rdumlich voneinander getrennt sind und
somit kein Raum fiir Wechselwirkungen existiert. Eine Lokalisationsanderung des A-
taxin-2 konnte nicht beobachtet werden, da Ataxin-2, wie bereits gezeigt wurde, unter
Normalbedingungen ebenfalls ausschliefilich eine zytoplasmatische Verteilung zeigt
(Abbildung 3.2, Ataxin-2).

Die Einzelfarbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-7Q60 (Abbildung 3.18, a)
zeigt fiir Ataxin-7Q60 eine nukleédre Verteilung ohne erkennbare Akkumulate. In der
Doppelfarbung (Abbildung 3.18, b) zeigt die Ataxin-2-Farbung eine ausschliefilich zy-
toplasmatische Verteilung, was den Verhéltnissen der Einzelfirbung unter Normalbe-
dingungen entspricht (Abbildung 3.2, Ataxin-2). Die Ataxin-7Q60-Farbung zeigt, wie
in der Einzelfairbung (Abbildung 3.18, a), eine nukledre Verteilung ohne Akkumulate.
Es kann keine Lokalisationsdnderung des Ataxin-2 festgestellt werden.

Die durchgefiihrten Studien bei Uberexpression der Ataxin-7-Formen Ataxin-7Q10 und
Ataxin-7Q60 zeigen keinen Einfluss auf die zelluldre Lokalisation des Ataxin-2-Proteins.
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Abbildung 3.18: Studien zur Uberexpression von Ataxin-7Q60 in HeLa-Zell-
en. HelLa-Zellen wurden 24 Stunden auf Deckgldschen inkubiert, mit pcD-
NA3.1/SCA7Q60 transfiziert und weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen An-
tikbrpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefdrbt. Die Firbung des Zellkerns
erfolgte mit Hoechst. a) zeigt die Einzelfdrbung von Ataxin-7 und b) die Doppel-
farbung mit einer Farbung gegen Ataxin-7 und Ataxin-2.

Die Verhaltensdhnlichkeit der Ataxin-7-Formen bei Uberexpression zu den Ataxin-1-
Formen Ataxin-1Q30 und Ataxin-1Q82 bei Uberexpression bedeuten keine dquivalente
Rekrutierung von Ataxin-2 in den Zellkern.

3.2.3 Lokalisation von Ataxin-2 bei Uberexpression des
Huntingtin-Proteins

Fiir Ataxin-2 und Huntingtin, dass die Polyglutaminerkrankung Chorea Huntington
auslost, konnte in Sdugerzellen jeweils eine Interaktion mit dem Endophilin-A3 ge-
zeigt werden. Zusétzlich wurde eine Kolokalisation der beiden Proteine in mehreren
Zelllinien demonstriert [RNA*05]. Untersuchungen in der Hefe S. cerevisiae ergaben,
dass die Interaktion von Ataxin-2 und Endophilin-A3 bei einer zeitgleichen Expressi-
on von Huntingtin negativ beeinflusst wird und dass Ataxin-2 und Huntingtin um die
Bindung an Endophilin-A3 konkurrieren. Eine mogliche Interaktion von Ataxin-2 und
Crm1 wurde jedoch noch nicht untersucht. Chorea Huntington zeichnet sich auf zellu-
larer Ebene durch eine Akkumulatbildung im nukledren, perinukledren und zytoplas-
matischen Bereich aus. In diesen Akkumulaten sind viele weitere Proteine enthalten. In
vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass verschiedene glutaminreiche
Regionen verschiedener Proteine miteinander interagieren konnen [WWG™06]. Daher
sollte in den folgenden Versuchen eine mdogliche Protein-Protein-Wechselwirkung der
beiden Polyglutaminproteine Ataxin-2 und Huntingtin untersucht werden.
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Abbildung 3.19: Studien zur Uberexpression von HDQ?72 in HeLa-Zellen. HeLa-
Zellen wurden auf Deckgldschen fiir 24 Stunden inkubiert, anschliefsend mit pTL-
FlagC/HDQ?72 transfiziert und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen fixiert und fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit spezi-
fischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und den Flag-lag gefédrbt. Die Farbung des
Zellkerns erfolgte mit Hoechst. a) zeigt die Einzelfirbung von HDQ?72 und b) die
Doppelfirbung mit einer Farbung gegen HDQ?72 und Ataxin-2.

Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen mit pTL-FlagC/HDQ?72 transfiziert, nach
24 Stunden Inkubationszeit fixiert und fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie in ei-
ner Einzelfirbung mit spezifischen Antikorpern gegen den Flag-Tag von Huntingtin
gefarbt. Weiterhin wurde eine Doppelfarbung mit spezifischen Antikorpern gegen A-
taxin-2 und den Flag-Tag (Flag-HD) durchgefiihrt.

Die Einzelfarbung (Abbildung 3.19, a) zeigt intranukledre HDQ72-Akkumulate. Die
Doppelfarbung (Abbildung 3.19, b) zeigt in der HDQ72-Farbung ein deutliches Akku-
mulat in der Peripherie des Nukleus, welches mit einem weifsen Pfeil markiert wur-
de. Die Ataxin-2-Farbung zeigt eine zytoplasmatische Verteilung des Ataxin-2. Zu-
satzlich findet sich eine Akkumulation an der pfeilmarkierten Stelle des Huntingtin-
Akkumulates. Die Merge-Aufnahme verdeutlicht die Kolokalisation durch die gelb-
liche Farbung. Dieses Ergebnis zeigt, dass Ataxin-2 und HDQ?72 in Wechselwirkung
miteinander stehen und Ataxin-2 in das Huntingtin-Akkumulat rekrutiert wird.

Wie bereits gezeigt wurde interagieren die zwei Ataxin-1-Formen mit Ataxin-2 und
Ataxin-2 mit Crm1, mit Hilfe des Transitivitatsprinzipes, wurde eine Interaktion zwi-
schen den zwei Ataxin-1-Formen und Crm1 postuliert. Die gleiche Annahme liefs sich,
aus der im vorangegangenen Versuch gezeigten Interaktion von HDQ72 und Ataxin-2,
fir eine putative Interaktion von HDQ72 und Crm1 aufstellen. Daher wurde im Fol-
genden der Einfluss einer Uberexpression von HDQ72 auf die Lokalisation von Crm1
untersucht.
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Abbildung 3.20: Intrazellulidre Lokalisation von Crm1 und HDQ?72 in HeLa-
Zellen. Hela-Zellen wurden fiir 24 Stunden inkubiert, anschliefSend mit HDQ?72
transfiziert und fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Zel-
len fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie fixiert und mit speziellen Antikérpern
gegen Crm1 und den Flag-Tag gefarbt. Die Fiarbunge des Zellkerns erfolgte mit
Hoechst.

Dafiir wurden erneut HeLa-Zellen mit pTL-FlagC/HDQ?72 transfiziert, nach 24 stiin-
diger Inkubationszeit fixiert und fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie mit spezifi-
schen Antikorpern gegen Crm1 und den Flag-Tag (Flag-HD) gefarbt.

Die Anfarbung des HDQ72 (Abbildung 3.20, HDQ?72) zeigt nukledre Akkumula-
te. Die Anfarbung des Crm1 (Abbildung 3.20, Crm1) zeigt eine starke intranukledre,
schwach zytoplasmatische Verteilung, was der Einzelfirbung unter Normalbedingun-
gen entspricht (Abbildung 3.2, Crm1). Die Merge-Aufnahme zeigt jedoch keine Kolo-
kalisation von Crm1 und HDQ?72 in den Huntingtin-Akkumulaten. Die Lokalisation
von Crm1 wird durch die Uberexpression von HDQ72 demnach nicht beeinflusst.

Am Anfang dieses Abschnitts konnte die Kolokalisation von Ataxin-2 und HDQ?72 be-
obachtet werden und somit nachgewiesen werden, dass die Proteine in Wechselwir-
kung miteinander stehen. Der Charakter dieser Wechselwirkung konnte daraus jedoch
nicht genauer beschrieben werden. Die Yeast-Two-Hybrid-Analyse bietet die Moglich-
keit den Charakter der Interaktion ndher zu ergriinden und eine direkte Interaktion
nachzuweisen.

Hierfiir wurden Hefezellen (siehe 2.2.14) mit dem Vektor pBTM117c (LexA) und dem
Vektor pACT4-1b (AD) transformiert. Im Vektor pBTM117c wurde jeweils eine der ko-
dierenden Sequenzen von HDQ25, HDQ42, HDQ72 oder Ataxin-2 F4 als Insert einge-
setzt. Im Vektor pACT4-1b wurde jeweils eine der kodierenden Sequenzen der Atax-
in-2-Fragmente 22NT, LSM, F5 oder F4 als Insert verwendet. Fiir die Positivkontrolle
wurde der Vektor pBTM117c mit der kodierenden Sequenz des Ataxin-2-Fragments F4
als Insert und der Vektor pACT4-1b mit der kodierenden Sequenz des Proteins PABC
als Insert transformiert. Fiir die Negativkontrolle wurden die Vektoren pBTM117c und
pACT4-1b ohne Inserts verwendet. Nach der Transformation wurden die Ansitze auf
SD II-Platten ausplattiert und fiir 72 Stunden inkubiert. Anschlieffend wurden die ein-
zelnen Klone in einem geordneten Schema jeweils auf eine SD II-Platte, eine SD IV-
Platte und eine Membran gestempelt. Dieser Ansatz wurde weitere 72 Stunden inku-
biert. Die Membran wurde im Anschluss fiir einen p-Gal-Test verwendet und zusam-
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men mit den SD-Platten dokumentiert.

Die Aufnahme der SD II-Platte (Abbildung 3.21, SD II) zeigt fiir alle Positionen ge-
wachsene Klone. Daran ist zu erkennen, dass alle Positionen der Platte mit Hefezellen
belegt wurden und diese beide Plasmide beinhalten. Die Aufnahme der SD IV-Platte
(Abbildung 3.21, SD 1V) zeigt in der Spalte der Positivkontrolle vier Kolonien und an
allen anderen Positionen keine Kolonien. Die Membran des 3-Gal-Tests (Abbildung
3.21, B-Gal) zeigt in der Spalte der Positivkontrolle vier Kolonien blauer Farbe und
fur alle anderen Position zeigt es nicht gefirbte Kolonien. Daran kann erkannt wer-
den, dass sowohl die Positivkontrolle als auch die Negativkontrolle erfolgreich waren.
Dariiber hinaus kann an keiner Stelle Interaktionen nachgewiesen werden. Da in dem
Versuchsaufbau alle Fragmente des Ataxin-2 bertiicksichtigt wurden, kann eine direkte
Interaktion zwischen Ataxin-2 und den Proteinen HDQ25, HDQ46 und HDQ?72 ausge-
schlossen werden.

Die Studien zur Lokalisation von Ataxin-2 bei Uberexpression des Huntingtin-Proteins
haben gezeigt, dass {iberexprimiertes HDQ?72 im Kern bzw. im Umfeld des Kerns ak-
kumuliert und Ataxin-2 in diese Akkumulate rekrutiert. Dieser Befund zeigt eine Inter-
aktion zwischen Ataxin-2 und HDQ?72. Die durchgefiihrte Yeast-Two-Hybrid-Analyse
zeigte jedoch, dass die Interaktion zwischen Ataxin-2 und HDQ72 (oder auch HDQ25
bzw. HDQ46) nur indirekter Natur sein kann, da eine direkte Interaktion mit dieser
Methode ausgeschlossen werden kann. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von HDQ?72 keinen Einfluss auf die Lokalisation von Crm1 nimmt. Au-
lerdem konnte keine Kolokalisation dieser Proteine festgestellt werden.

3.2.4 Blockieren des Crm1-abhangigen Kernexports mit Leptomycin B

Im Rahmen der Untersuchung des Einflusses von Leptomycin B auf die zelluldre Lo-
kalisation von Crm1 und Ataxin-2 konnte gezeigt werden, dass Ataxin-2 nicht Crm1-
abhéangig transportiert wird (siehe 3.1.4). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
sowohl Ataxin-1Q30 als auch Ataxin-1Q82 bei Uberexpression Aggregate im Kern bil-
den und Ataxin-2 in diese Aggregate rekrutieren (siehe 3.2.1). Fiir das Ataxin-1-Protein
konnte in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass es ein nukledres Lokalisa-
tionssignal (NLS) besitzt, so dass es von Transportfaktoren, die an das NLS binden,
in den Zellkern transportiert wird [ARPL*07]. Die Interaktion der Ataxin-1-Formen
mit dem Ataxin-2 wurde bereits gezeigt, ebenso wie die Interaktion von Ataxin-2 und
Crm1. Im néchsten Experiment soll nun auch die Beziehung zwischen Ataxin-1 und
Crml untersucht werden.

Fiir diesen Versuch wurden HeLa-Zellen auf Deckgldschen ausgesdt und mit pcD-
NA1/SCA1Q30 und pcDNA1/SCA1Q82 transfiziert. Nach 24 stiindiger Inkubations-
zeit wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit 5ng/ml LMB inkubiert. Im Anschluss wur-
den die Zellen fixiert und fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen An-
tikorpern gegen den Flag-Tag (Flag-Ataxin-1) und Ataxin-2 gefarbt.

Die Doppelfirbung im Falle der Uberexpression (Abbildung 3.22) zeigt fiir das Atax-
in-2 eine zytoplasmatische Verteilung. Zusétzlich kann eine Anlagerung des Ataxin-2
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Abbildung 3.21: Yeast-Two-Hybrid-Analyse von Ataxin-2 und HD. Im Yeast-
Two-Hybrid-System wurden Hefezellen mit dem pBTM117c-Plasmid, dass jeweils
eine der kodierenden Sequenzen fiir Huntingtin mit 25, 46 oder 72 aufeinanderfol-
genden CAG-Wiederholungen beinhaltete, sowie dem pACT4-1b-Plasmid, dass
jeweils eine der kodierenden Sequenzen der Ataxin-2-Fragmente LSm, 22NT, F5
oder F4 beinhaltete, transformiert. Zusitzlich wurde ein Ansatz als Positivkon-
trolle mit dem pBTM117c-Plasmid mit der Ataxin-2-F4-Sequenz und dem pACT4-
1b-Plasmid mit der PABC-Sequenz und ein Ansatz als Negativkontrolle mit den
Plasmiden pBTM117c und pACT4-1b ohne Inserts hergestellt. Die Ansédtze wurden
auf SD II-Platten ausplattiert und hinreichend inkubiert. AnschliefSend wurden je
4 Kolonien auf eine Membran, eine SD II- und eine SD IV-Platte gestempelt und
weitere 72 Stunden inkubiert. Die Membran wurde fiir den -Gal-Test verwendet.
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Abbildung 3.22: Studien zur Uberexpression von Ataxin-1Q30 mit LMB-
Behandlung in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit pcDNA1/SCA1Q30 trans-
fiziert und fiir 24 Stunden inkubiert. AnschliefSend wurden die Zellen fiir 18 Stun-
den mit5ng/ml LMB behandelt und im Anschluss fiir die Inmunfluoreszenzmik-
roskopie mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefarbt.
Die Farbung des Zellkernes erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile zeigen die Aggregate
von Ataxin-1 und Ataxin-2.

an die Aggregate des Ataxin-30Q beobachtet werden (weifse Pfeile). Diese Kolokali-
sation ldsst sich in der Merge-Aufnahme anhand der gelben Farbung nochmals nach-
vollziehen. Die Aufnahmen zeigen die gleichen Lokalisation fiir die Proteine wie die
Einzelfarbung von tiberexprimiertem Ataxin-1Q30 (Abbildung 3.15).

Die Doppelfarbung (Abbildung 3.23) zeigt fiir Ataxin-2 eine Verteilung im Zyto-
plasma und nukledre Akkumulate. Exemplarisch sind Ataxin-2-Akkumulate im Kern
mit weiflen Pfeilen markiert. Markierungen in gleicher Lage sind in der Ataxin-1Q82-
Farbung zu sehen. Daraus wird deutlich, dass die nukledren Akkumulate von Ataxin-
2 an den gleichen Stellen vorliegen, wie die nukledren Ataxin-1Q82 Aggregaten. Die
Pfeile zeigen eine Kolokalisation von Ataxin-1 mit Ataxin-2. Dieser Sachverhalt kann
in der Merge-Aufnahme an den pfeilmarkierten Stellen ebenfalls erkannt werden. Die
Aufnahmen zeigen die gleichen Lokalisationen fiir die Proteine wie die Einzelfarbung
von iiberexprimiertem Ataxin-1Q82 (Abbildung 3.14) ohne LMB.

Bei Uberexpression der Ataxin-1-Formen Ataxin-1Q30 und Ataxin-1Q82 hat die Blo-
ckade des Crm1-abhingigen Kernexports durch LMB keinen Einfluss auf die Lokalisa-
tion des Ataxin-2 oder der Ataxin-1-Formen. Zum Einen bestitigt dies erneut die Crm1-
unabhangigkeit des Ataxin-2 und zum Anderen zeigt es, dass die Ataxin-1-Formen lo-
kalisationsinvariant auf die Blockade des Crm1-abhéngigen Kernexports reagieren.

In vorangegangenen Arbeiten konnte fiir das Huntingtin-Protein gezeigt werden, dass
es ein nukledres Exportsignal (NES) besitzt und trotz Abwesenheit eines nukledren Lo-
kalisationssignals (NLS) in der Lage ist in den Zellkern {iberzutreten [XLT*03]. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass HDQ72 bei Uberexpression Akkumulate sowohl im Zell-
kern als auch in der Peripherie des Zellkerns bildet und Ataxin-2 in diese Akkumulate
rekrutiert (siehe 3.2.3). Auf Grund des Vorhandenseins eines nukledren Exportsignals
im Huntingtin-Protein wire es denkbar, dass die Blockade des Crm1-abhéngigen Kern-
exports dazu fiihrt, dass das Huntingtin-Protein nur noch im Zellkern, aber nicht mehr
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Abbildung 3.23: Studien zur Uberexpression von Ataxin-1Q82 mit LMB-
Behandlung in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit pcDNA1/SCA1Q82 trans-
fiziert und fiir 24 Stunden inkubiert. AnschliefSend wurden die Zellen fiir 18 Stun-
den mit 5ng/ml LMB behandelt und im Anschluf fiir die Inmunfluoreszenzmik-
roskopie mit spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefarbt.
Die Pfeile markieren Aggregate von Ataxin-1 und Ataxin-2.
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Abbildung 3.24: Studien zur Uberexpression von HDQ72 mit LMB-Behandlung
in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden pTL-FlagC/HDQ?72 transfiziert und fiir 24
Stunden inkubiert. AnschlieSend wurden die Zellen 18 Stunden mit 5ng/ml LMB
behandelt und im Anschlufs fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit spezifi-
schen Antikérpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefarbt. Die Fiarbung des
Zellkerns erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile zeigen Akkumulate von HDQ72 und
Ataxin-2.

in der Peripherie des Zellkern lokalisieren kann. Diese Hypothese sollte im Nachfol-
genden untersucht werden.

Dazu wurden HeLa-Zellen auf Deckgldschen ausgesidt und mit pTL-FlagC/HDQ72
transfiziert. Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen fiir 18 Stunden mit
5ng/ml LMB inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und fiir die Imm-
unfluoreszenzmikroskopie in einer Einzelfarbung mit spezifischen Antikorpern gegen
den Flag-Tag (Flag-HD) und in einer Doppelfarbung mit spezifischen Antikdrpern ge-
gen Ataxin-2 und den Flag-Tag (Flag-HD) gefarbt.

Die Doppelfarbung (Abbildung 3.24, b) zeigt in der HDQ72-Farbung zwei HDQ?72-
Akkumulate in der Peripherie des Nukleus, welche mit weifsen Pfeilen markiert wur-
den. Die Merge-Aufnahme zeigt an den pfeilmarkierten Stellen, durch die gelbliche
Farbung, die Kolokalisation von Ataxin-2 und HDQ72 nochmals deutlich. Dieser Be-
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fund spiegelt die Verhiltnisse in der Einzelfarbung zur Uberexpression von HDQ72
ohne LMB ohne signifikante Unterschiede wieder (Abbildung 3.19).

Bei Uberexpression des HDQ72-Proteins hat die Blockade des Crm1-abhingigen Kern-
exports durch LMB keinen Einfluss auf die Lokalisation von Ataxin-2 oder HDQ72.
Obwohl das Huntingtin-Protein ein nukleédres Exportsignal besitzt und somit auf dem
Crm1l-abhidngigen Weg aus dem Kern transportiert werden kann, zeigt die Lokalisa-
tion des HDQ72-Akkumulats in der Peripherie des Kerns bei Verwendung von LMB,
dass das HDQ72-Protein auch auf anderen Wegen als dem Crml-abhédngigen aus dem
Kern transportiert werden kann. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass die Huntingtin-
Proteinakkumulate wahrscheinlich schon vor der LMB-Behandlung gebildet wurden
und somit die LMB-Behandlung keinen Einfluss auf diese Struktur nehmen kann.

3.2.5 Die Bildung von Stress Granules unter oxidativem Stress

Ataxin-2 verdndert unter Stressbedingungen seine Lokalisation und akkumuliert in
Stress Granules [NRW™07]. Des Weiteren wurden in den Studien zur Lokalisation von
Ataxin-2 bei Uberexpression des Ataxin-1-Proteins Aggregate des Ataxin-1 im Zell-
kern nachgewiesen, welche Ataxin-2 in den Zellkern rekrutieren (siehe 3.2.1). Diese
beiden Einzelfakten fiihrten zur Fragestellung, ob die Akkumulation des Ataxin-2 in
Stress Granules einen Einfluss auf die Rekrutierung des Ataxin-2 durch die Ataxin-1-
Aggregate hat bzw. die Bildung von Aggregaten im Zellkern bei Uberexpression von
Ataxin-1 einen Einfluss auf die Bildung von Stress Granules nimmt.

Hierfiir wurden HeLa-Zellen mit pcDNA1/SCA1Q30 und pcDNA1/SCA1Q82 trans-
tiziert. Nach hinreichender Inkubationszeit wurden die Zellen einer einstiindigen Stress-
phase mit Arsenit ausgesetzt und im Anschluss fixiert. Fiir die Inmunfluoreszenzmik-
roskopie wurden die Zellen anschlieffend mit spezifischen Antikdrpern gegen Ataxin-2
und den Flag-Tag (Flag-Ataxin-1) angefdrbt. Um die Auswirkung von Ataxin-1 auf die
Bildung von Stress Granules noch weitergehend zu untersuchen, wurden zwei weitere
Ansidtze von HeLa-Zellen mit den gleichen Plasmiden vorbereitet, von denen nur einer
der beiden Ansétze mit Arsenit behandelt wurde. Diese Ansidtze wurden fiir die Imm-
unfluoreszenzmikroskopie mit spezifischen Antikorpern gegen TIAR und den Flag-Tag
(Flag-Ataxin-1) angefarbt.

Die Ataxin-2-Farbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-1Q30 (Abbildung 3.25)
weist flir Ataxin-2 eine Lokalisation in Stress Granules auf. Zusatzlich sind im Zellkern
Akkumulationen von Ataxin-2 zu erkennen. Diese Akkumulationen wurden exempla-
risch mit weifsen Pfeilen markiert. Die Ataxin-1Q30-Farbung zeigt eine nukleére Vertei-
lung des Ataxin-1Q30 mit Aggregatbildung. Die pfeilmarkierten Stellen sind lagegleich
mit den in der Ataxin-2-Farbung markierten Akkumulaten und zeigen an diesen Stel-
len Aggregate von Ataxin-1Q30. Dies wird auch in der Merge-Aufnahme noch einmal
deutlich. Die TIAR-Farbung ohne Arsenitbehandlung zeigt fiir TIAR sowohl eine nu-
kledre, als auch eine zytoplasmatische Verteilung. Die TIAR-Farbung unter Arsenitbe-
handlung zeigt, zusétzlich zur nukledren und zytoplasmatischen Verteilung des TIAR,
Akkumulationen in Stress Granules. Die Farbung des Ataxin-1Q30 zeigt sowohl unter
normalen als auch unter Stressbedingungen nukledre Akkumulationen des Proteins.
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Abbildung 3.25: Studien zur Uberexpression von Ataxin-1Q30 nach Arse-
nitstress in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit pcDNA1/SCA1Q30 transfi-
ziert und fiir 24 Stunden inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen fiir eine Stun-
de mit 0,5 mM Arsenit behandelt und im Anschluss fiir die Inmunfluoreszenzmik-
roskopie mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefarbt.
Zwei weitere Ansétze von HeLa-Zellen wurden unter Verwendung des gleichen
Plasmids vorbereitet, von denen nur einer der beiden Ansitze fiir eine Stunde
mit Arsenit behandelt wurde. Beide Ansédtze wurden fiir die Inmunfluoreszenz-
mikroskopie mit spezifischen Antikérpern gegen TIAR und den Flag-Tag gefarbt.
Die Farbung des Zellkerns erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile zeigen die Ataxin-1-
Aggregate.
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An den TIAR-Farbungen und der Ataxin-2-Farbung bei Uberexpression von Atax-
in-1Q30 (Abbildung 3.25) kann erkannt werden, dass die Behandlung mit Arsenit zur
Bildung von Stress Granules fiihrt. Es konnen aus dem Vergleich der TIAR-Farbung mit
der Ataxin-1Q30-Farbung keine Kolokalisationen erkannt werden. Daraus lasst sich
schliefen, dass die Bildung von Stress Granules durch die Uberexpression von Atax-
in-1Q30 nicht beeintrachtigt wird. Die nukledr lokalisierten Akkumulationen in der
Ataxin-2-Farbung, welche exemplarisch mit weiflen Pfeilen markiert wurden, zeigen
Kolokalisationen mit Ataxin-1Q30-Aggregaten. Dies zeigt, dass weder die Bildung von
Stress Granules noch die Aggregation von Ataxin-1Q30 und Ataxin-2 beeinflusst wird,
wenn Ataxin-2 durch Ataxin-1 in den Zellkern rekrutiert wird.

Die Ataxin-2-Farbung im Falle der Uberexpression von Ataxin-1Q82 (Abbildung 3.26)
weist fiir Ataxin-2 eine Akkumulation in Stress Granules auf. Zusétzlich sind im Zell-
kern Akkumulate von Ataxin-2 zu erkennen. Diese Akkumulate wurden exemplarisch
mit weifsen Pfeilen markiert. Des Weiteren zeigt die Ataxin-1Q82-Farbung eine nukle-
dre Verteilung des Ataxin-10Q82 mit Aggregatbildung. Die pfeilmarkierten Stellen sind
lagegleich mit den in der Ataxin-2-Farbung und zeigen an diesen Stellen Aggrega-
te von Ataxin-1Q82 und Ataxin-2. Die TIAR-Farbung ohne Arsenitbehandlung zeigt
fir das TIAR sowohl eine nukledre, als auch eine zytoplasmatische Verteilung. Die
TIAR-Farbung mit Arsenitbehandlung zeigt, zusdtzlich zur nukledren und zytoplas-
matischen Verteilung des TIAR, eine Akkumulation des TIAR in Stress Granules. Die
Ataxin-1Q30-Farbungen, zeigen fiir das Ataxin-1Q30 unabhingig davon, ob die Zellen
mit Arsenit behandelt wurden oder nicht, eine nukledre Verteilung mit Aggregaten.

An den TIAR-Farbungen im Falle der Uberexpression von Ataxin-1Q82 (Abbildung
3.26) kann erkannt werden, dass die Behandlung mit Arsenit zur Bildung von Stress
Granules fiihrt. Aus dem Vergleich der Farbung mit TIAR und Ataxin-1Q82 kénnen
keine Kolokalisationen der zytoplasmatisch lokalisierten Stress Granules mit den nu-
kledr lokalisierten Ataxin-1Q82-Aggregaten ermittelt werden. Daraus ldsst sich beob-
achten, dass die Bildung von Stress Granules durch die Uberexpression von Ataxin-
1Q82 nicht beeintrachtigt wird. Die nukledr lokalisierten Akkumulationen in der Atax-
in-2-Farbung, welche exemplarisch mit weiflen Pfeilen markiert wurden, zeigen Kolo-
kalisationen mit Ataxin-1Q82-Aggregaten. Das zeigt, dass die Bildung von Stress Gran-
ules die Aggregation von Ataxin-1Q82 im Kern und die Rekrutierung von Ataxin-2 in
den Kern nicht beeinflusst.

Die Uberexpression der Ataxin-1-Formen Ataxin-1Q30 und Ataxin-1Q82 in gestress-
ten Zellen nimmt demzufolge keinen Einfluss auf die Bildung von Stress Granules. Des
Weiteren nimmt die Bildung von Stress Granules in Zellen mit {iberexprimiertem A-
taxin-1 keinen Einfluss auf die Bildung von nukledren Ataxin-1-Aggregaten oder die
Rekrutierung von Ataxin-2 in den Kern.

In den Studien zur Lokalisation von Ataxin-2 bei Uberexpression des Huntingtin-Pro-
teins wurde eine Akkumulatbildung des HDQ72 im Zellkern und in der Peripherie des
Zellkern beschrieben, welche Ataxin-2 in die Akkumulate rekrutiert (siehe 3.2.3). In
analoger Weise zum Ataxin-1 stellte sich die Frage, ob die Uberexpression des HDQ72
einen Einfluss auf die Bildung von Stress Granules hat bzw. die Bildung von Stress
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Abbildung 3.26: Studien zur Uberexpression von Ataxin-1Q82 nach Arse-
nitstress in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit pcDNA1/SCA1Q82 transfi-
ziert und fiir 24 Stunden inkubiert. AnschliefSend wurden die Zellen fiir eine Stun-
de mit 0,5 mM Arsenit behandelt und im Anschluss fiir die Inmunfluoreszenzmik-
roskopie mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefarbt.
Zwei weitere Ansédtze von HeLa-Zellen wurden unter Verwendung des gleichen
Plasmids vorbereitet, von denen nur einer der beiden Ansitze fiir eine Stunde
mit Arsenit behandelt wurde. Beide Ansidtze wurden fiir die Inmunfluoreszenz-
mikroskopie mit spezifischen Antikérpern gegen TIAR und den Flag-Tag gefarbt.
Die Farbung des Zellkerns erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile zeigen die Ataxin-1-
Aggregate.
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Granules einen Einfluss auf die Rekrutierung des Ataxin-2 durch die HDQ72-Akkumu-
late nimmt.

Dazu wurden HeLa-Zellen mit pTL-FlagC/HDQ72 transfiziert. Nach 24 stiindiger
Inkubationszeit wurden die Zellen einer einstiindigen Stressphase mit Arsenit ausge-
setzt und im Anschluss fixiert. Fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie wurden die Zel-
len anschliefsend mit spezifischen Antikérpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag an-
gefarbt. Um die Bildung von Stress Granules noch mit einem weiteren Markerprotein
fiir Stress Granules zu verifizieren, wurden zwei weitere Ansitze von HeLa-Zellen mit
den gleichen Plasmiden vorbereitet, von denen nur einer der beiden Ansitze mit Ar-
senit behandelt wurde. Diese Ansdtze wurden fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie
mit spezifischen Antikérpern gegen TIAR und den Flag-Tag (Flag-HD) angefarbt.

Die Ataxin-2-Farbung im Falle der Uberexpression von HDQ72 (Abbildung 3.27)
zeigt fiir das Ataxin-2 eine zytoplasmatische Verteilung mit Akkumulaten. Diese Akku-
mulate wurden exemplarisch mit weifSen Pfeilen markiert. Die HDQ72-Farbung zeigt
Akkumulate des HDQ72. Die pfeilmarkierten Stellen sind lagegleich mit den in der
Ataxin-2-Farbung markierten Ataxin-2-Akkumulaten und zeigen an diesen Stellen Ak-
kumulate von HDQ72. Die TIAR-Farbung ohne Arsenitbehandlung zeigt fiir das TIAR
sowohl eine nukleédre, als auch eine zytoplasmatische Verteilung. Die TIAR-Farbung
mit Arsenitbehandlung zeigt, zusitzlich zur nukledren und zytoplasmatischen Vertei-
lung des TIAR, Akkumulate des TIAR im Zytoplasma. Die HDQ72-Farbungen, zu se-
hen neben den TIAR-Farbungen, zeigen fiir das HDQ72 unabhéngig davon, ob die Zel-
len mit Arsenit behandelt wurden oder nicht, Akkumulate von HDQ72.

Aus dem Vergleich der TIAR-Farbung mit der HDQ72-Farbung koénnen keine Ko-
lokalisationen der zytoplasmatisch lokalisierten Stress Granules mit den HDQ72-Ak-
kumulaten ermittelt werden. Daraus ldsst sich schlieffen, dass die Bildung von Stress
Granules durch die Uberexpression von HDQ?72 nicht beeintrdchtigt wird. Die Ataxin-
2-Akkumulate in der Ataxin-2-Farbung, welche exemplarisch mit weifien Pfeilen mar-
kiert wurden, zeigen Kolokalisationen mit HDQ72-Akkumulaten. Das zeigt, dass die
Bildung von Stress Granules die Akkumulation von HDQ72 im Kern und dessen Peri-
pherie und die Kolokalisation von Ataxin-2 in diesen Akkumulaten nicht beeinflusst.

Die Uberexpression des Huntingtin-Proteins HDQ72 in gestressten Zellen nimmt
demzufolge keinen Einfluss auf die Bildung von Stress Granules. Des Weiteren nimmt
die Bildung von Stress Granules in Zellen mit iiberexprimiertem HDQ?72 keinen Ein-
fluss auf die Bildung von HDQ72-Akkumulaten oder die Kolokalisation von Ataxin-2
in diesen Akkumulaten.
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Abbildung 3.27: Studien zur Uberexpression von HDQ72 nach Arsenitstress in
HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit pTL-FlagC/HDQ?7?2 transfiziert und fiir 24
Stunden inkubiert. AnschlieSend wurden die Zellen fiir eine Stunde mit 0,5 mM
Arsenit behandelt und im Anschluss fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit
spezifischen Antikorpern gegen Ataxin-2 und den Flag-Tag gefdrbt. Zwei weitere
Ansitze von HeLa-Zellen wurden unter Verwendung des gleichen Plasmids vor-
bereitet, von denen nur einer der beiden Anséitze fiir eine Stunde mit Arsenit be-
handelt wurde. Beide Ansétze wurden fiir die Inmunfluoreszenzmikroskopie mit
spezifischen Antikérpern gegen TIAR und den Flag-Tag gefdrbt. Die Farbung des
Zellkerns erfolgte mit Hoechst. Die Pfeile zeigen Huntingtin-Akkumulate.
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Mittels datenbankanalytischer Methoden konnte in S. cerevisiae ein Interaktionsnetz-
werk des Pabl-Bindeproteins Pbpl dargestellt werden, welches unter anderem eine
Interaktion zwischen Pbpl und Crml zeigt. Interessanter Weise zeigt das Pbpl eine
strukturelle und funktionelle Verwandtschaft mit humanem Ataxin-2. Zudem konnten
bereits Interaktionen des Hefeinteraktionsnetzwerkes auf das humane System tibertra-
gen werden [RAN™05]. In dieser Arbeit konnte eine Interaktion von Crm1 und Ataxin-2
mittels Koimmunoprézipitation nachgewiesen werden.

Das Crm1-Protein (chromosome maintenance 1 oder auch exportinl bzw. XPO1 ge-
nannt) gehort zur Importin B-Superfamilie und interagiert mit dem vorherrschenden
nukledren Exportsignal (NES), dem sogenannten leucinreichen NES, welches in einer
breiten Auswahl zwischen Nukleus und Zytoplasma pendelnder Proteine zu finden
ist [CGR*03, MAY"06]. Des Weiteren fungiert Crm1 als ein wichtiger Exportfaktor fiir
diverse RN A-Molekiile, wie zum Beispiel virale mRNA (messenger) [Cul03], rRNA (ri-
bosomale) [HCW06], U-sn-RNA (spliceosomale U) [OSB*00, BV]*04], SRP RNA (si-
gnal recognition particle) [CB00, GDHS01, APL*04] und mRNA fiir spezielle zellulédre
Prozesse [SCST06, CTS™06].

Das Be- und Entladen des Crm1 mit Proteinen wird durch die kleine GTPase Ran
kontrolliert, welche vornehmlich im Nukleus lokalisiert ist und mit Karyopherinen
wie Crm1 in ihrer GTP-gebundenen Form interagiert. Fiir den nukledren Export stellt
RanGTP einen integralen Bestandteil des Transportkomplexes dar, welcher Ladung
und Rezeptor des Karyopherins vom Nukleus ins Zytoplasma begleitet. Im Gegensatz
dazu fungiert RanGTP beim nukledren Import als Dissoziationsfaktor, da Importine
Ladung und RanGTP nicht gleichzeitig binden kénnen. Ein Gradient des RanGTP ent-
lang der Kernmembran, welcher aus der Aktivitdt des nukledren RCC1 (chromatin-
associated nucleotide exchange factor regulator of chromosome condensation 1) und
des zytoplasmatischen GTPase-aktivierenden Proteins RanGAP resultiert, wird als trei-
bende Kraft fiir den nukledren Transport in beide Richtungen betrachtet [FK03, Mac01].

Der Crm1-abhingige Kernexport kann mit Hilfe von Leptomycin B (LMB) blockiert
werden. LMB ist eine ungesattige, verzweigte Fettsaure [KSCT06], dessen ungesattig-
tes y-Lacton mit der Sulfhydrylgruppe des Cyss,9 des Crm1 eine Michaelreaktion voll-
zieht und somit die Bindung des Crm1 an Proteine mit einem leucrinreichen NES ver-
hindert [KMT*99].

In der Arbeit konnte eine zytoplasmatische Verteilung von Ataxin-2 und Crm1 be-
obachtet werden. Bei Blockade des Crm1-abhédngigen Kernexports durch LMB konnte
eine deutliche Kolokalisatione in der Peripherie der Kernmembran beobachtet werden.
Das Ataxin-2 seine Lokalisation bei Unterdriickung der Kernexportfunktion des Crm1
nicht dndert, zeigt die Unabhingigkeit des Ataxin-2 vom Crml-abhédngigen Kernex-
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port. Somit ist der Interaktionsmechanismus zu diesem Zeitpunkt noch nicht geklart.
In der Arbeit von Albrecht und Lengauer [AL04] konnte jedoch eine Assoziation von
LSm16 mit Crm1 und eine Interaktion von LSm16 mit Pbp1 gezeigt werden. Die LSm-
Domine des Pbpl kann ebenfalls mit LSm12 interagieren [FWM™06]. Die Interaktion
der LSm-Doméne mit LSm12 konnte auch fiir das humane Homolog Ataxin-2 gezeigt
werden (unverdffentlichte Daten von Ralser und Schnaars). Aufgrund der Homologie
von Ataxin-2 und Pbp1 liegt es Nahe anzunehmen, dass Ataxin-2 ebenfalls mit LSm16
interagieren kann und somit das LSm16 das Bindeglied in der Interaktion von Ataxin-
2 und Crml darstellt. Der Ort der Wechselwirkung beider Proteine ist wahrscheinlich
zytoplasmatisch lokalisiert, da beide Proteine dort nachgewiesen werden konnten.

Im Rahmen der Arbeit wurde zusitzlich gezeigt, dass die Uberexpression von Ataxin-
1 und Huntingtin die Lokalisation von Crm1 nicht beeinflussen. Der ENTREZ GENE-
Datenbank zufolge besitzen sowohl Ataxin-1 [Ent08a] als auch Huntingtin [Ent08c] im
Gegensatz zu Ataxin-2 [Ent08b] keine LSm-Doméne, was ein weiterer Hinweis auf die
mogliche Interaktion von Crm1 und Ataxin-2 tiber die LSm-Domaéne sein konnte.

Ein Einfluss auf die zelluldre Lokalisation bzw. Konzentration des Crm1 durch Atax-
in-2 wurde in der Arbeit durch Stressinduktions- und RNAi-Experimente untersucht,
konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Es wurde bereits veroffentlicht, dass Ataxin-2 mit hoher Wahrscheinlichkeit einen
Einfluss auf die Translation besitzt [CDP04]. Im Zusammenhang mit Crm1 konnte es
einen Einfluss auf den Protein- und RNA-Kernexport besitzen. Der Transport von mR-
NA-Molekiilen aus dem Kern ist meist Crm1-unabhdngig und daher nicht durch Ataxin-
2 zu beeinflussen [NLL*07]. Andere RNA-Molekiile, wie zum Beispiel die RNA der
ribosomalen Untereinheiten (rRNA) werden jedoch Crm1-abhédngig aus dem Zellkern
exportiert. Vielleicht kann Ataxin-2 diesen Transport beeinflussen, was eine Auswir-
kung auf die Zusammenlagerung der Ribosomen oder den Transport der RNA der
ribosomalen Untereinheiten hitte und somit auch einen Einfluss auf die Translation
bedeuten wiirde.

Schon in der Einleitung wurde dargelegt, dass Ataxin-2 modulierende Eigenschaften
beziiglich der Pathogenitédt anderer Polyglutaminerkrankungen zugeschrieben werden.
Im D. melanogaster-Modell konnte gezeigt werden, dass eine erhohte zelluldre Konzen-
tration von Ataxin-2 zur verstdrkten Pathogenitdt des Ataxin-1 fithrt und im umge-
kehrten Falle eine Verringerung der zelluldren Ataxin-2-Konzentration zu einer ver-
ringerten Pathogenitdt des Ataxin-1 fithrt. Des Weiteren wurde in der Untersuchung
beobachtet, dass die Uberexpression einer expandierten Form des Ataxin-1 zu einer Re-
krutierung des normalerweise zytoplasmatisch lokalisierten Ataxin-2 in den Nukleus
fiithrt und dort zu Kolokalisation mit Ataxin-1. Die Rekrutierung in den Nukleus wur-
de als ursichlich fiir die Modulation der Pathogenitit vermutet [ARPL*07]. In dieser
Arbeit konnte die Rekrutierung von Ataxin-2 in den Nukleus sowohl bei Uberexpres-
sion einer expandierten Form des Ataxin-1, als auch bei der nicht expandierten Form,
im humanen System beobachtet werden.

Die Funktion des Ataxin-1-Protein ist bisher weitestgehend ungeklart. In frithen Ar-
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beiten wurde entdeckt, dass Ataxin-1 mit sich selbst assoziieren kann, wobei eine hoch-
gradig konservierte Doméne in den Aminosduren 495-605 des Ataxin-1-Proteins be-
teiligt ist, welche nicht den poly(Q)-Strang enthélt [BDD*97]. Diese Selbstassoziation
wurde als Grundlage fiir die in Nuklei gefundenen Aggregate des Ataxin-1 postuliert.
Ataxin-1 besitzt ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) und ist daher vorwiegend im
Nukleus lokalisiert. Durch Versuche mit transgenem Ataxin-1 ohne NLS, konnte die
Lokalisation des Ataxin-1 im Nukleus als pathologischer Faktor der SCA1-Erkrankung
erkannt werden. Des Weiteren kann Ataxin-1 RN A-Molekiile binden, wobei die RNA-
Bindeaktivitit in umgekehrtem Zusammenhang zur Lange des poly(Q)-Strangs steht
[YSZOO01]. Neben der Fahigkeit an RNA-Molekiile zu binden wurde festgestellt, dass
Ataxin-1 an Chromosomen binden kann und Transkriptionsrepression vermitteln kann,
wenn es an DNA gebunden ist, was zur Hypothese fiihrte, dass Ataxin-1 ein Chroma-
tinbindefaktor ist [TKM™04]. Interessanter Weise wurde entdeckt, dass Ataxin-1 Kern-
export von RNA-Molekiilen betreiben kann, wahrend das expandierte Ataxin-1 diese
Fahigkeit nicht besitzt. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Kernexport nicht iiber
Crml1 funktioniert und nicht durch Leptomycin B blockiert werden kann. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass die Bildung von Aggregaten im Zellkern durch Ataxin-1 vom Vor-
handensein von RNA abhédngt, wobei vermutet wurde, dass die Aggregation gezielt
um RNA-Molekiile geschieht, die durch Ataxin-1 exportiert werden kdnnen. Des Wei-
teren konnte gezeigt werden, dass die Aggregate mit der Regulation der Proteinfaltung
und Interaktion mit molekularen Chaperonen verbunden sind. In diesem Zusammen-
hang wurde vermutet, dass die pathogenen Effekte des expandierten Ataxin-1 darauf
beruhen, dass der Kernexport nicht mehr funktioniert [IVP*05]. Beztiglich Ataxin-1
wurde gezeigt, dass Ataxin-2 eine starke physikalische Interaktion vollzieht [LHS™06].

Wie bereits erwiahnt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Uberexpres-
sion von Ataxin-1Q30 bzw. Ataxin-1Q82 zur Aggregatbildung im Nukleus und der
Rekrutierung von Ataxin-2 in diese Aggregate fiihrt. Grundlage fiir diese Rekrutie-
rung konnte die starke physikalische Interaktion zwischen Ataxin-1 und Ataxin-2 sein.
Im D. melanogaster-Modell wurde die Rekrutierung des Ataxin-2 als der pathogenitats-
modulierende Faktor in Bezug auf die SCA1-Erkrankung vermutet. Nimmt man diese
Vermutung als Grundlage, so hétte es fiir das humane Modell weitreichende Folgen.
In Zellen die Ataxin-2 enthalten miisste sowohl eine Uberexpression der expandierten
Ataxin-1-Form Ataxin-1Q82 als auch der nicht expandierten Form Ataxin-1Q30 zu ver-
starkter Pathogenitdt der SCA1-Erkrankung fithren.
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