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1 Einleitung

1.1 Von der DNA zum Protein - RNA-Splicing und Translation

1.1.1 Organisation eukaryotischer DNA: Introns und Exons

Die fiir die Aufrechterhaltung der Funktion einer Zelle benétigte Information ist in Form
von Basenpaaren auf dem DNA-Doppelstrang enthalten. Ein Triplet der Purinbasen
Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin bilden dabei den spezifischen Code fiir die
jeweiligen Aminosduren. Aus diesen entstehen die Proteine, welche die funktionellen
Bausteine jeglicher biochemischer Reaktionen sind.

Am Anfang des Informationsflusses steht die Transkription vom DNA-Matrizenstrang
zum einzelstrangigen RNA-Molekdil durch die RNA-Polymerase. Diese bindet an den
zu transkribierenden DNA-Abschnitt durch Transkriptionsfaktoren, welche den
Initiatorkomplex bilden. Dann erst folgt die Translation der RNA zum Protein.

Eines der Hauptcharakteristika eukaryotischer DNA ist die Organisation in Introns und
Exons. Introns sind die nicht codierenden Abschnitte eines Gens, Exons die
codierenden. Die Exons eines Gens codieren mit ihrer Basenabfolge jeweils fiir ein

spezifisches Protein.

1.1.2 Transkription und RNA-Splicing

DNA kann nicht aus dem Zellkern ins Zytosol transportiert werden. Hierzu muss die
Information zundchst in mRNA umgeschrieben werden. Diese kann im Zytosol in
funktionelle Proteine tibersetzt werden.

Die Introns eines DNA-Doppelstrangs miissen nach der Transkription aus dem pra-
mRNA-Strang entfernt werden. Dieser enzymatische Schneidevorgang heifst ,Splicen”.
Durch das Splicen kénnen mRNA-Einzelstrange unterschiedlicher Lange entstehen, die
Splicevarianten. Die Erklarung hierfiir liegt darin, dass die Exons nach Entfernung der
Introns in unterschiedlicher Anordnung wieder zusammengesetzt werden kénnen. Uber
ein Drittel der menschlichen Gene haben mehrere Splicevarianten, wodurch aus nur
einem pra-mRNA-Strang mehrere mRNA-Molekiile und damit verschiedene Proteine
aus ein und demselben Gen gebildet werden konnen (Brett 2000). Dies ermoglicht eine

Vielzahl posttranskriptioneller Regulierungsmechanismen (Nilsen 2010, Zheng 2013).



1.1.3 Translation

Fir die Proteinbiosynthese ist ein eigenes Organell notwendig, das Ribosom. Die
verschiedenen Aminosduren sind mit einem spezifischen Transfer-RNA-Molekdl (tRNA)
verbunden, welches an das jeweilige Triplet des mRNA-Einzelstrangs bindet. Es
entsteht so auf lineare Weise eine Kette von Aminosduren, die sich in Abhdngigkeit
vieler Faktoren, wie dem Anteil hydrophober und hydrophiler Aminosduren, zu einem
funktionellen Protein mit definierter dreidimensionaler Struktur faltet. Ein Startcodon
(das Basentriplett AUG) signalisiert dabei den Anfang des zu iibersetzenden mRNA-
Einzelstrangs, ein Stopcodon (die Basentripletts UAG, UAA, UGA) dessen Ende.
Zwischen der Transkription der DNA und einer moglichen Proteinsynthese liegen eine
Vielzahl von Regulationsmechanismen, die die Aufgabe haben, die Genauigkeit der
Genexpression auf verschiedenen Ebenen zu gewdhrleisten. Einer dieser Mechanismen

wird als nonsense-mediated mRNA decay (NMD) bezeichnet.

1.1.4 Nonsense-mediated mRNA decay (NMD)

Bereits vor 30 Jahren wurde beobachtet, dass ,nonsense”’-Codons der ura3 mRNA in
Saccharomyces cerevisiae eine drastisch verringerte Halbwertszeit aufwiesen (Losson
1979). Gleiches zeigte sich fiir homozygote f°-Thalassaemie-Patienten, bei denen eine
nonsense-Mutation auf dem B-Globulin-Gen vorlag (Maquat et al 1981). In beiden
Féllen ist NMD fiir den beschleunigten Abbau der jeweiligen mRNA-Einzelstrange
verantwortlich. Manche Autoren gehen davon aus, dass bei nahezu einem Viertel der
vererbten, genetischen Storungen NMD eine Rolle spielt (Holbrook 2004).

Durch das Splicen kénnen vorgezogene Stopcodons entstehen, sogenannte ,Premature
Termination Codons” (PTC), wenn zum Beispiel das Leseraster verschoben wird (,frame
shift’). mRNA-Einzelstrdnge, die ein PTC enthalten, unterliegen in der Regel dem
nonsense mediated mRNA-decay (NMD), wenn das PTC mindestens 50 Basenpaare
vom 3’-Ende des Exons entfernt liegt (Nagy 7998). Von wesentlicher Bedeutung sind
hierbei die ,exon junction complexes” (EJCs), die wahrend der Prozessierung der pra-
mRNA vom Spliceosom an die Stellen der entfernten Introns, also den Exon-Exon-
Verbindungen, angebracht werden. Diese Proteine werden wahrend der ersten Runde
der Translation durch die Ribosomen vom mRNA-Einzelstrang entfernt. Bricht das
Ribosom jedoch die Translation wegen des PTCs vorzeitig ab, bleibt ein Rest des

mRNA-Einzelstrang mitsamt seiner EJCs Ubrig (Abbildung 1). Dieser mRNA-Einzelstrang
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wird von schneidenden Enzymen (,decapping enzymes”) erkannt und deutlich
schneller abgebaut als Splicevarianten, die kein PTC enthalten (/shigaki 2001, Lykke-
Andersen 2000). Dieser Vorgang soll die Zelle vor potentiell schadlichen Proteinen
schitzen, die durch die neuen mRNA-Versionen codiert werden (Lewis, 2003, Green

2003; Nicholson et al 2009).
A B

Exon Intron Exon _Intron Exon Intron Exon Exon Intron Exon _Intron Exon Intron Exon

@ Splicing @ Splicing
T 8iaaaa | | I @’F'@‘!AAAA
@ Translation @ Translation

W AAAA

‘1
W AAAA

Abbildung 1 Nonsense-mediated mRNA decay (NMD). (A) Kein NMD an der Full-Length Variante. Das
Ribosom liest den mRNA-Strang bis zum Stop-Codon (rotes Stopschild) ab. Die EJCs (schwarze
Dreiecke), die vom Spliceosom am mRNA-Strang angebracht wurden, werden vom Ribosom wieder
gelost (Le Hir 2001). AAA= Poly-A-Schwanz. (B) NMD an der Splicevariante mit PTC. Das Ribosom liest
den mRNA-Strang bis zum vorgezogenen, durch frame shift entstandenen Stop-Codon ab. Der
verbleibende EJC markiert den Strang, das dann abgebaut wird.

Diese einfache Funktion, gewissermafien die ,Qualitdtskontrolle” und ,Reinigung” der
Zelle von sinnlosen Genprodukten, scheint aus heutiger Sicht jedoch nicht der einzige
Sinn von NMD zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass ein Drittel aller Splicevarianten,
teilweise unabhdngig von der Funktionstiichtigkeit der durch sie codierten Proteine,
durch NMD reguliert werden (Green 2003, Wollerton 2004). Damit scheint klar, dass
alternatives  Splicen in  Verbindung mit NMD ein wichtiger Weg zur
translationsabhdngigen, posttranskritptionalen Regulierung der Genexpression st

(Stalder 2008; Neu-Yilik 2004; Hillman 2004, Lewis 2003, Lamba 2003).



1.2 PEX19: Essentielles Protein der peroxisomalen Biogenese

1.2.1 Das Peroxisom

Alle eukaryontischen Zellen zeigen als charakteristische Eigenschaft eine Unterteilung
in spezialisierte Kompartimente, die jeweils eine bestimmte Rolle in der Zellphysiologie
spielen und meist durch eine eigene Lipidmembran umgeben sind. Eine dieser
Organellen ist das Peroxisom. Peroxisomen sind Zellorganellen, die in allen Zellen
aulBer reifen Erythrozyten und Spermien vorkommen (Luers et al. 2006). lhre Grole
bewegt sich abhdngig vom jeweiligen Gewebe zwischen 0,5-1,0 ym Durchmesser in
Leber und Niere bzw. 0,05-0,2 ym in Hefezellen (Abbildung 2) (De Duve 1966).
Peroxisomen haben (im Gegensatz zu Mitochondrien) keine eigene DNA und sind
nicht in der Lage, ihre spezifischen Enzyme und Proteine selber zu synthetisieren.
Entstehung und Proteinimport sind daher von grundlegender Bedeutung, will man die

Funktion der Peroxisomen verstehen.

Abbildung 2 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Hefezelle Yarrowia
lipolytika. ER = Endoplasmatisches Retikulum; L = Lysosom; M = Mitochondrium; N
= Zellkern; P = Peroxisom. Quelle: Titorenko & Rachubinski 2001
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Zellkompartimente sind von besonderer Bedeutung, da die hier stattfindenden
Reaktionen bei Ablauf im freien Zytosol der Zelle schaden wiirden und haufig ein
spezifisches chemisches Milieu bendtigen. Das Innere von Peroxisomen oder
Mitochondrien wird als Matrix bezeichnet. Enzyme bestimmter Stoffwechselreaktionen
kommen ausschliellich in der Matrix der jeweiligen Organellen vor. Aullerdem finden
sich hier erhthte Konzentrationen von Enzymen, die toxische Metabolite eliminieren
kénnen.
De Duve hat als erster die wichtige Rolle des Peroxisoms bei einer Vielzahl von
Stoffwechselreaktionen, an denen Oxidasen und Katalase beteiligt sind, beschrieben.
So findet in Peroxisomen unter anderem die B-Oxidation (iberlangkettiger Fettsauren
und die Entgiftung durch Abbau des hierbei anfallenden H,O, statt. Ein Uberblick tiber

die Funktionen ist in Tabelle 1 zusammengestellt.

Hefe Pilze Pflanzen Sdugetiere Menschen
Biosyn- Lysin Penizillin Ether- Ether-
these Phospholipide Phospholipide
Cholesterol Cholesterol
Gallensduren Gallensduren
Mehrfach Mehrfach
ungesattigte ungesattigte
Fettsauren Fettsauren
Abbau H,0, H,0O, H,0, H,O, H,0O,
Glyoxylat- Glyoxylat- Glyoxylat- Prostaglandine
zyklus zyklus zyklus
Aminosauren Aminosauren
Methanol Photo- Polyamine
respiration
Purine Purine Purine
a-Oxidation a-Oxidation
B-Oxidation B-Oxidation B-Oxidation B-Oxidation B-Oxidation

Tabelle 1 Peroxisomale Stoffwechselfunktionen verschiedener Spezies, Quelle: Mayerhofer, P.U.

Storungen der peroxisomalen Funktionen fithren zu klinischen Bildern schwerer
Ausprdgung, deren gravierenste Erscheinungsform das cerebro-hepato-renale Syndrom

ist, besser bekannt als Zellweger Syndrom (Bowen 1964, Wanders 2004).



1.2.2 Peroxisomale Stoffwechselkrankheiten

Genetische Erkrankungen, die eine Fehlfunktion oder die ausbleibende Synthese von
Peroxisomen zur Folge haben, fallen durch eine Vielzahl schwerwiegender
Fehlbildungen auf. Peroxisomal bedingte Storungen treten mit einer Haufigkeit von ca.
3-4/ 100 000 auf (Applegarth 2000).

Man unterscheidet peroxisomale Stoffwechselkrankheiten ~mit  Stérung der
peroxisomalen Biogenese und Krankheiten mit fehlerhafter Funktion einzelner
peroxisomaler Proteine (Tabelle 2). Letztere konnen den drei peroxisomalen
Fettstoffwechsel-Syntheseschritten (a- und g-Oxidation und Etherphospholipidsynthese)
zugeordnet werden. Zudem finden sich Stérungen der Mevalonat-Kinase, der Katalase
und der AGT (Glyoxylat-Aminotransferase), wie auch des Trim37p-Gens (Wanders
2004).

Storungen der peroxisomalen Biogenese werden phdnotypisch unterteilt in das
Kontinuum  des  Zellweger-Spektrums  (Zellweger ~ Syndrom,  Neonatale
Adrenoleukodystrophie,  Infantile  Refsum-Erkrankung) und die  Rhizomele
Chondrodysplasia punctata. 80% der Patienten fallen in die Gruppe des Zellweger-
Spektrums mit der schweren Form des Zellweger-Syndroms (auch zerebro-hepato-
renales Syndrom), das erstmals 1964 von Bowen et al. beschrieben wurde. Grund der
Krankheit sind autosomal rezessiv vererbte, genetische Storungen eines oder mehrerer
Proteine, die fiir die friihe Biogenese der Peroxisomen notwendig sind (Peroxine)
(Kelley 1986, Brul 1988). In knapp einem Prozent der Faille wird der Phanotyp des
Zellweger-Syndroms mit schwerer klinischer Auspragung durch eine PEX19-Defizienz
verursacht (Ebberink et al 2011). Die Neugeborenen fallen durch Gesichtsanomalien
mit Hypoplasie der Orbitabogen, Epikanthus, Mikrognathie, rechteckigem Gesicht und
breiter Nasenwurzel (Abbildung 3) und ferner durch extreme Muskelhypotonie,
fehlende Muskeleigenreflexe, epileptische Anfdlle und schwere psychomotorische

Retardierung auf (Schutgens 1984). Die Uberlebenszeit ist meist kiirzer als ein Jahr.



Bifunktionelles Enzym Mangel (3°)

2-Methylacyl-CoA-Racemase Mangel (8°)

Rhizomele Chondrodyplasia II (E°)
Rhizomele Chondrodyplasia Il (E°)
Refsum-Syndrom (a°)
Hyperoxalurie |

Glutarazidurie Typ 3
Mevalonatkinase-Mangel
Akatalasdmie

Mulibrey-Kleinwuchs

D-BP deficiency

Racemase
deficiency
RCDP type 2
RCDP type3
ARD

PH1

GA3
MK-deficiency

MUL

Storung Abkiirzung Betroffenes Protein
Stérungen der peroxisomalen Biogenese
Zellweger Syndrom ZS Peroxine
Neonatale Adrenoleukodystrohphie NALD Peroxine
Infantiles Refsum-Syndrom IRE Peroxine
Hyperpipecolische Aziddmie HPA Peroxine
Rhizomele Chondrodysplasia | RCDP type 1 Pex7p
Storungen einzelner peroxisomaler Enzyme oder Proteine
X-linked Adrenoleukodystrophie (3°) X-ALD ALDP
Acyl-CoA-Oxidase Mangel (°) ACOX1- SCOX/ ACOX 1
deficiency

D-BP/MF2/MFEI/D-
PBE
AMACR

DHAPAT
ADHAPS
PAHX
AGT

?

MVK
Catalase

Trim37p

Tabelle 2 Peroxisomale Stoffwechselkrankheiten. $°= Storungen der p-Oxidation, E°= Stérungen der

Etherphospholipid Biosynthese, a°= Stérungen der a-Oxidation Quelle: Wanders 2004.




Abbildung 3 Bild eines Patienten mit Zellweger-
Syndrom. Quelle: Rosewich, H.

Zur Diagnostik der peroxisomalen Biogenesestdrungen werden einerseits Metabolite
der peroxisomalen Dysfunktion wie die Akkumulation tiberlangkettiger Fettsauren und
Phytansdure, eine verminderte Etherlipidbiosynthese und abnorme
Gallensduremetabolite nachgewiesen (Bezman 2001, Aubourg 1985, Aubourg 1986).
Andererseits zeigen morphologische Untersuchungen an kultivierten Fibroblasten der
Patienten hdufig das Vorhandensein so genannter peroxisomal ghosts, residuale
peroxisomale Membran-Strukturen ohne Matrixproteine (Santos 1988).

Eine kausale Therapie fiir Patienten mit peroxisomalen Biogenesestdrungen existiert
leider nicht. Einzig durch allgemeine Mafnahmen wie die Senkung toxischer
biochemischer Parameter wie Bilirubin, die Zufuhr von fettloslichen Vitaminen oder

der Verzicht auf Kuhmiclprodukte kann zu einer Abschwdchung und Verzogerung des
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Krankheitsprozesses fiihren (Steinberg 2003). Die Patienten versterben im frithen

Sauglingsalter.

1.2.3 Peroxisomale Biogenese

Membranbiogenese, Bedeutung von PEX19 und PEX3

Da Peroxisomen im Gegensatz zu Mitochondrien keine DNA beinhalten und im
Inneren der Organelle keine Translation stattfinden kann, miissen alle peroxisomalen
Proteine nach der Synthese an freien Polyribosomen aus dem Zytosol importiert
werden. Im Rahmen der Erforschung peroxisomaler Stoffwechselerkrankungen war die
Beschreibung der am Anfang der Biosynthese stehenden Peroxine von besonderer
Bedeutung. Wenn eine peroxisomale Stoffwechselerkrankung durch Mutation der Gene
PEX3, PEX16 oder PEX19 verursacht wird, konnte gezeigt werden, dass keine
peroxisomal ghosts nachzuweisen sind und demnach bereits die initialen Schritte der
Biogenese gestort sein missen (Purdue 2001; Muntau 2000). Darlber hinaus konnte
gezeigt werden, dass in diesen Zellen nach Transfektion mit den entsprechenden PEX-
Genen wieder importfahige Peroxisomen entstehen (Kunau 2005), was eine Beteiligung
der Peroxine PEX3, PEX16 und PEX19 an der frilhen Membransynthese bestatigt
(Abbildung 4).

Ein wesentlicher Schritt am Anfang der Biogenese ist der Einbau peroxisomaler
Memranproteine (PMP) in die peroxisomale Membran. Man unterscheidet PMP der
Klasse | und PMP der Klasse Il. PMP der Klasse | werden von freien Ribosomen im
Zytosol synthetisiert und missen anschliefend in die Membran importiert werden. Man
geht heute davon aus, dass PEX3 hierbei die Rolle eines Andock-Faktors fiir PEX19 an
der peroxisomalen Membran (ibernimmt. Fiir die Funktion von PEX19 gibt es
verschiedene Modelle. Es konnte in der Hefezelle gezeigt werden, dass fast alle
untersuchten PMP mit Pex19p spezifisch tiber den membrane peroxisomal targeting
signal (mPTS) interagieren: Pex3p, Pex10p, Pex11Bp, Pex12p, Pex13p, Pex14p,
Pex16p, Pex26p, ABCD1, ABCD2, ABCD3, PXMP2, PXMP3 und SCL25A17 (BioGRID,
HPRD Datenbank). Ob PEX19 ein Rezeptor im freien Zytosol ist, der als Transporter die
PMP in stabiler, gebundener Form zum membranstindigen PEX3 bewegt (Sacksteder
2000; Jones 2004, Fujiki 2006, Agrawal 2013; Yagita 2013) oder ob PEX19 ebenfalls

membranstdndig ist, sei es an der peroxisomalen Membran (Snyder 2000, Fransen
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2001; Fransen 2004) oder am endoplasmatischen Retikulum (Hoepfner 2005), kann
noch nicht mit Sicherheit beantwortet werden (Theodoulou 2013).
PMP der Klasse Il (z.B. PEX3 und PEX16) werden durch einen anderen, bis jetzt noch
nicht vollstindig aufgeklarten Vorgang in die Membran des Peroxisoms eingebaut
(Heiland 2005, Schliebs 2004; Snyder 1999). In der Hefezelle konnte gezeigt werden,
dass Pex19p auch hier eine essentielle Rolle spielt, da es mit neu synthetisiertem Pex3p
einen |6slichen Komplex im Zytosol bildet und das Peroxin dann direkt zum Peroxisom
transportiert. Pex16p fungiert hierbei als spezifischer, membranstandiger Rezeptor fir

den Pex3p-Pex19p-Komplex (Matsuzaki, 2008; Van Ael, 2006, Fujiki, 2012).

Import von Matrixproteinen

Im weiteren Verlauf der Biogenese werden Matrixproteine tiber die PMP ins Innere der
Zellorganelle eingeschleust (Fransen 2004). Der Proteinimport in die Matrix des
Peroxisoms ist ein essentieller Schritt im weiteren Prozess der peroxisomalen Biogenese
und Reifung (Wanders 2004, Heiland 2005). Proteine, die fiir den Transport vom freien
Ribosom in die Matrix des Peroxisoms bestimmt sind, tragen spezifische
Signalsequenzen. Man unterscheidet Matrixproteine, die durch ,peroxisomal targeting
signals” (PTS) 1 und PTS 2 markiert werden. Im Zytosol bindet PEX5 an PTS 1 und PEX7
an PTS 2 (Olsen 1998; Subramani 2000; Thoms 2006). Die durch diese
Transportperoxine gebundenen Proteine docken an membranstandige Peroxine an
(Albertini 1997; Erdmann 1996). AnschlieRend werden die Proteine (ber
transmembrands liegende Peroxine in das Innere der Organelle transportiert (Chang
1999). Fir PEX5, das im Rahmen seiner Funktion als Transporter ins Peroxisom gelangt
ist, konnte gezeigt werden, dass es wieder in das Zytosol zuriicktransportiert wird, um

dem nédchsten Proteinimport zur Verfligung zu stehen (Thoms 2006).

Modelle , Wachstum und Teilung” und , de novo Synthese”

Die Diskussion tiber die Entstehung von Peroxisomen beinhaltet kontroverse Modelle.
So vermuteten Lazarow und Fujiki (Lazarow 1985), dass Peroxisomen ausschlief8lich
durch Wachstum und Teilung entstehen. Bestdtigung sahen die Autoren in der
Tatsache, dass peroxisomale Proteine an freien Ribosomen synthetisiert werden und
nach der Translation in die Zellorganelle transportiert werden. Diese Eigenschaft teilen

sie sich mit den Mitochondrien und Chloroplasten (Purdue 2001; Lazarow 2003).
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DeDuve nahm an, Peroxisomen seien nur zu primitiven Stoffwechselschritten in der
Lage und hielt es daher fiir moglich, dass es sich wie bei den Mitochondrien um
autonome Organellen endosymbiontischer Herkunft handle, was aber heute wohl
ausgeschlossen werden kann (DeDuve 1996). Die im Rahmen genetisch bedingter,
peroxisomaler Storungen hdufig mikroskopisch nachgewiesenen peroxisomal ghosts,
leere Membranstrukturen ohne Matrix-Proteine, (Santos 7988), legen eine de novo
Synthese nahe, an deren Anfang die Membransynthese steht und in deren Verlauf die
Proteine in ein Praperoxisom transportiert werden (Subramani 2000).
Neuere Erkenntnisse stiitzen eine These, nach der der erste Schritt der peroxisomalen
Biosynthese die Einlagerung von PEX3 in die Biomembran des ER ist. PEX3 wiederum
fahrt zur Einlagerung von PEX19, was zu einer Ausstiilpung der Membran aus dem ER
fahrt. Demnach wiirde sich das Praperoxisom von der Biomembran des ER ableiten
(Abbildung 4) (Hoepfner D. 2005, Tabak, 2003, Kunau 2005; Titorenko V.I. 2006).
In jedem Fall wird die physiologische Relevanz einer de novo Synthese im Gegensatz
zum Modell Wachstum-und-Teilung weiterhin kontrovers diskutiert (Schrader M.
2008). Es gibt Anhaltspunkte, dass in Hefezellen, in denen es bereits Peroxisomen gibt,
die de novo Synthese zu Gunsten dem Modell Wachstum und Teilung fast vollstindig
in den Hintergrund tritt, da sie im Falle eines vermehrten Bedarfs an Peroxisomen
schlichtweg langsamer erfolgt (Motley A.M. 2007; Jourdain 1. 2008), wohingegen
Hefezellen ohne Peroxisomen durchaus zur Neubildung der Organellen im Stande sind
(Changle M. 2009). In Sadugetierzellen scheint es jedoch unabhdngig von bereits
existierenden Peroxisomen stets neben Wachstum und Teilung auch zur de novo
Synthese zu kommen (Kim P.K. 2006). Unabhdngig davon ist PEX19 fir jeden
Biogeneseweg von essentieller Bedeutung, da es im Falle einer de novo Biogenese
durch die Interaktion mit PEX3 beteiligt ist und im Falle von Wachstum und Teilung
sowohl fiir den Einbau neuer Membranproteine in das wachsende Peroxisom
verantwortlich ist, als auch bei der Teilung der Peroxisomen eine wichtigere Rolle als
urspriinglich angenommen spielt (Agrawal 2013). So ist hFis1 ein Membranprotein, das
fur die Teilung von Peroxisomen wie auch Mitochondrien benétigt wird, und als Klasse
| PMP nur tGber PEX19 und PEX3 in die Membran importiert werden kann (Delille,
2008).
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Abbildung 4 Modell der peroxisomale Biogenese in der Hefezelle. Links ist das Endoplasmatische
Retikulum dargestellt, aus dessen Biomembran sich durch Interaktion mit den PMP der Klasse II
Pex3p und Pexl16p, sowie moglicherweise Pex19p (Kasten oben links) die peroxisomale
Biomembran rekrutieren konnte. Anschliefend erfolgt der Einbau der PMP der Klasse | durch
Bindung an Pex19p im freien Zytosol und Transport an den ,Docking-Komplex” aus Pex3p und
Pex16p (Kasten unten links). Uber die PMP | werden die Matrixproteine in das Peroxisom
transportiert. Vermittelt durch Pex30p, Pex31p und Pex32p kommt es zum Wachstum des reifen
Peroxisoms. Die Teilung des Peroxisoms geschieht unter Einwirkung von Pex11p, Pex25p und
Pex27p, die Trennung durch Vps1, Dnm1, Fis1, Pex28p und Pex29p. Das neu entstandene

Peroxisom nimmt anschliefend an dem Kreislauf wieder Teil, beginnend mit Proteinimport durch
die PMP I. Quelle: Platta, H. W.

124 Genetische Organisation und molekulare Charakterisierung von

PEX19

Fiir PEX19 konnten durch Analyse in der ProDom Datenbank und Testung durch das
NCBI-BLASP-Programm drei Domédnen nachgewiesen werden (Kammerer 1997). Eine
Domidne ist ein Bereich innerhalb der Aminosduresequenz, dem mittels

bioinformatischer Analyse durch Sequenzvergleich bestimmte funktionelle oder
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strukturelle Eigenschaften zugewiesen werden konnen. Die erste Domdne D1 reicht
vom N-Terminus bis Aminosdure 87, Domadne D2 reicht von Aminosdure 88 bis 272
und Domdne D3 reicht von Aminosdure 272 bis zum C-Terminus. Die Bindestelle fiir
PEX3, die zum Andocken an die peroxisomale Membran benétigt wird (Fransen 2001),
reicht vom N-Terminus bis Aminosdure 51, liegt also in Domidne D1. Die
Bindungsstelle fir PEX14, einem fir den Import peroxisomaler Matrixproteine
essentiellen Peroxin wird durch die Aminosauren 60-91 kodiert, also durch Teile der
Doméne D1 und D2. Die Bindungsstelle fir zahlreiche weitere PMP (PEX11, PEX16,
PEX26), die im Rahmen der peroxisomalen Membranbiogenese gebunden werden,
finden sich zwischen Aminosdure 124 und 299, also Doméane D2 und D3 (Fransen
2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass das Protein am C-Terminus nach der
Translation farnelysiert wird. Eine Farnelysierung ist eine posttranslationale
Modifikation, bei der es zu einer Bindung einer Farnesylgruppe an die Cysteinylreste
des Proteins kommt. Dadurch entsteht an PEX19 eine hydrophobe Gruppe, welche eine
effizientere Bindung und Verankerung der PMP in die Zellmembran ermdglicht
(Rucktédschel 2009).

Es existieren vier verschiedene Splicevarianten von PEX19. Neben der in der Regel am
haufigsten vorkommenden Volllinge Variante PEX19-all (Isoform 1; Synonym: PXF-all;
SWISSPROT-Nr.: P40855-1) die alle acht Exons des Gens enthdlt, gibt es noch eine
zweite regelmalig nachweisbare Variante, der das zweite Exon und damit die Domane
D1 fehlt: PEX1942 (Isoform 2; Synonym PEX19-delta-2, PXFA2, PXF lacking exon 2;
SWISSPROT-Nr.: P40855-2). Hinzu kommt eine Splicevariante ohne Exon 4, PEX1944
(Isoform 3, SWISSPROT-Nr.: P40855-3), die als Protein bisher nicht in vivo
nachgewiesen werden konnte, und PEX7948 (Isoform 4, SWISSPROT-Nr.: P40855-4),
der nur ein 52 Basenpaare langer Teil des achten Exons und damit Teile der Doméne
D3 sowie die Farnelysierung fehlen und die in etwa der gleichen Menge vorhanden ist

wie PEX1942 (Abbildung 5) (Kammerer 1997).
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Abbildung 5 Schematische Darstellung der natiirlich vorkommenden PEX19-
Splicevarianten. Oben PEXT9 in vollstindiger Lange. Es folgen die Splicevarianten
PEX19A2, PEX19A4 und PEX19A8. Die mit E1 — E8 beschrifteten Boxen stehen fiir
die Exons, wobei die griine Farbung die Abschnitte kennzeichnet, die im Rahmen
der Translation abgelesen wurden. Die so synthetisierten Proteine werden durch die
gepunkteten Balken dargestellt. Die blauen Sterne entsprechen den durch frame
shift nach dem Splicen neu entstehenden Stopcodons. Die gekringelte schwarze
Linie stellt die Farnelysierung dar. Quelle: S. Kammerer.

1997 konnte im Rahmen der Untersuchung verschiedener Gewebe hinsichtlich des
Vorkommens der Splicevarianten mittels RT-PCR und DNA-Gelelektrophorese gezeigt
werden, dass PEX1942 in allen Geweben in relevanter Menge vorkommt, im Uterus
konnte sogar ein umgekehrtes Verhaltnis mit einem hoheren Anteil der Splicevariante
festgestellt werden (Abbildung 6) (Kammerer 1997). Betrachtet man PEX1942 genauer,
so fallt auf, dass hier durch frame shift ein vorgezogenes Stopcodon (,PTC”) vorliegt,
das diese Splicevariante als potentiellen Kandidaten fiir einen besonders schnellen

Abbau durch NMD kennzeichnet.
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Abbildung 6 Horizontale DNA-Gelelektrophorese. Es wurden
verschiedene menschliche Gewebe und Zellen analysiert. Die
Auswertung erfolgte in einem einprozentigen Agarosegel. Die
obere Bande entspricht jeweils PEX79, die untere PEX7942. In der
ersten Spalte (M) wurde ein 1-kb GréBenmarker aufgetragen; 1:
Kolon; 2: Plazenta; 3: Lunge; 4: Leber; 5: HepG2; 6: Fibroblasten;
7: Niere; 8: Uterus; 9: Thymus. Quelle: Kammerer, S.

Auflerdem konnte flir PEX19-defiziente Fibroblasten nach Transfektion mit PEXT9
gezeigt werden, dass diese wieder zur Biogenese funktionsfahiger Peroxisomen fahig
waren, es jedoch nach Transfektion mit der Splicevariante PEX7942 nicht zur
funktionellen Komplementation kam und sich daher keine volle Funktionsfahigkeit fiir

PEX1942 vermuten l3sst.

1.3 Zielsetzung

PEX19 codiert flir ein essentielles Protein der peroxisomalen Biogenese, bei dessen
Verlust es zu dem schwerwiegenden und bislang nicht therapierbaren Krankheitsbild
des Zellweger Syndroms kommt. Um einen Beitrag zur Entwicklung neuer
Therapiestrategien leisten zu kdnnen, ist es unabdingbar, PEX79 und seine Funktionen
besser verstehen zu lernen. Neben dem Volllange-Protein wurde insbesondere die
Splicevariante PEX19A2 beschrieben und in relevanten Mengen nachgewiesen, dabei
konnte fiir sie jedoch keine volle Funktionsfahigkeit gezeigt werden. Es stellt sich daher
die Frage, welche Bedeutung der Splicevariante zukommt: Tragt sie nur teilweise
Funktionen von PEX19 und falls ja, werden diese durch NMD der Splicevariante

reguliert? Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, durch Quantifizierung der Splicevariante
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zu bestdtigen, dass PEX1942 als mRNA in signifikanten Mengen vorkommt und zu
tberpriifen, ob und in welchem AusmafS PEX7942 einem NMD unterliegt.

Die bekannte Funktion von PEX19 ist bislang (iber seine Interaktion mit PMP
beschrieben. Um nun weiter zu analysieren, ob die Splicevariante einzelne Funktionen
des Volllange-Proteins mittragt, war das zweite Ziel dieser Arbeit die Untersuchung des
Interaktionsmusters der Splicevariante im Vergleich zum Volllange-Protein PEX19.

Um diese Ziele zu erreichen, sollte ein experimentelles Verfahren etabliert werden, um
RNA aus Gewebeproben verschiedener Organe von Probandinnen zu isolieren und in
cDNA zu transkribieren. Diese sollte anschliefend mittels quantitativer Real-Time PCR
ausgewertet werden. Um eine Aussage zur absoluten Menge der jeweiligen
Splicevarianten machen zu koénnen, sollte zudem die Effizienz der Primerpaare mittels
Verdlinnungsreihen bestimmt werden. Des weiteren sollte eine Methode zur effektiven
Hemmung und Messung von NMD durch Protein-Biosynthese-Inhibitoren, Markierung
mit S”*-Methionin und anschlieRender Uberpriifung mit dem Betacounter etabliert
werden. Schlieflich sollte eine auf Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET)
basierende Methode angewendet werden, um die Interaktionen von PEX19 und der

Splicevariante mit verschiedenen PMP in der lebenden Zelle zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 RNA-Isolierung und Reverse Transkription

2.1.1 RNA-Isolierung aus Gewebeproben

Alle Gewebeproben wurden uns in Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. K. Anslinger vom
Institut fir Rechtsmedizin der LMU Minchen zur Verfligung gestellt. Es handelt sich um
Organproben, die wahrend der Obduktion von vier Frauen im gebdrfihigen Alter
entnommen wurden. Der Todeszeitpunkt lag jeweils nicht langer als wenige Stunden
zuriick.

RNA hat eine wesentlich kiirzere Halbwertszeit als DNA, da sie von den ubiquitar
vorkommenden RNAsen schnell abgebaut wird. Dementsprechend ist bei der Arbeit
mit RNA auf Sterilitdt der verwendeten Gerdte und Vermeidung von Kontaminationen
mit RNAsen geachtet worden. Der Arbeitsplatz und die Arbeitsgerdte wurden mit
unvergdlltem EtOH und anschliefend mit einem RNAse-Hemmer (RNAse Zap,
Ambion, Darmstadt) gereinigt. Die Proben wurden unmittelbar nach Erhalt in RNAlater
(QUIAGEN, Hilden) gegeben und auf Eis gelagert. Die Zeit zwischen Erhalt der
Gewebeproben und Isolierung der RNA wurde moglichst kurz gehalten. RNA wurde
moglichst schnell in haltbare cDNA transkribiert. Nicht verarbeitete RNA wurde vor
Licht geschiitzt bei -20°C aufbewahrt, die Gewebeproben wurden lichtgeschiitzt bei
-80°C aufbewahrt.

Zur Gewinnung der gesamten RNA aus Gewebeproben wurde das RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Hilden) verwendet, die Vorgehensweise entsprach dem Arbeitsprotokoll des
Herstellers. Ca. 30 mg schwere (ca. 3 mm’) Gewebestlicke wurden in 350 pl RLT-Puffer
mit einem Gewebeschredder (POLYTRON von KINEMATIKA AG, Luzern)
homogenisiert und anschliefend zentrifugiert und der Uberstand an RLT-Puffer
abpippetiert. Das Lysat wurde nun mit einem gleichen Teil 70% EtOH vermischt und
bis zu 700 pl unmittelbar danach auf die Sdule (Rneasy Mini Spin Columns)
aufgetragen. Anschliefend wurde fiir 15 sek. bei 8000 g zentrifugiert. Zur Reinigung
der Filtermembran wurden dann zuerst 700 pyl RW1-Puffer aufgetragen, dann zweimal
je 500 pl RPE-Puffer mit jeweiliger Zentrifugation bei 8000 g. In einem letzten Schritt
wurde die in der Memran gebundene RNA mit 50 pl RNA-freiem Wasser durch
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Zentrifugieren ausgewaschen und mittels Ultraviolett Absorptionsspektrometrie

vermessen.

2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren mittels Ultraviolett

Absorptionsspektrometrie

Die Konzentration geloster DNA und RNA kann mit der Ultraviolett
Absorptionsspektrometrie bestimmt werden. Die zu vermessene Probe wurde mit UV-
Licht im Photometer (FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH, Offenburg) durchleuchtet
und der Extinktionswert ermittelt. Hierzu wurde zweimal der Nullwert mit 495 pl
destilliertem Wasser ermittelt, bevor 5 pl der RNA-haltigen Losung zur Vermessung
hinzugefiigt wurden.

Fir Nukleinsduren wird die Extinktion bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen.
Eine OD-Einheit entspricht einer Konzentration von 50 pg pro ml doppelstrangiger
DNA beziehungsweise 40 pg pro ml RNA. Im Rahmen dieser Arbeit lagen die
Konzentrationen der RNA nach Extraktion zwischen 0,4 und 7,72 pg/ml.

Um die Reinheit der jeweiligen Nukleinsdure beurteilen zu kénnen, bestimmten wir
ebenfalls den Extinktionswert bei 280 nm. Dieser ldsst Riickschlisse auf die
Konzentration von Aminosduren zu. Der Quotienten der beiden Werte (OD 260

nm:OD 280 nm) lag bei allen Proben im Sollbereich zwischen 1,65 und 1,9.

2.1.3 Reverse Transkription

Vor der PCR (siehe 2.2) muss die isolierte Gesamt-RNA mithilfe einer retroviralen
Reverse-Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Als Primer dient hierbei ein
Poly-dT-Primer, der selektiv an mRNA bindet, da diese mit dem fiir die Proteinsynthese
charakteristischen Poly-A 3°-Ende versehen sind. So bleibt die ribosomale RNA, welche
den groleren mengenmdligen Anteil der isolierten Total-RNA einnimmt,
untranskribiert. Bei der quantitativen Auswertung der Splicevarianten ist zu beachten,
dass solche Genabschnitte, die niher am Poly-A 3°-Ende liegen, verhdltnismaRig
starker transkribiert werden als Genabschnitte, die ndher am 5™-Ende liegen. Dies liegt
daran, dass das Enzym Reverse Transkriptase den Umschreibevorgang gelegentlich
spontan abbricht, bevor der vollstindige Strang Ubersetzt ist. Als Konsequenz hieraus
mussten die beiden zu vergleichenden Genabschnitte der jeweiligen Splicevarianten

ungefdhr gleich weit vom Poly-A 3-Ende entfernt liegen.
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Fur die Reaktion wurde das iScript cDNA Synthesis Kit (BIORAD, Hercules, USA)
verwendet. In einem Ansatz von 20 pl wurde hier 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt und auf

die im Protokoll des Herstellers angegebene Art transkribiert.

iScript® Ansatz
Volumen
5x iScript Reaction Mix 8yl
iScript reverse Transcriptase 2yl
RNA-Template 1 pg total RNA
Bidestilliertes Wasser Auf 40pl Gesamtvolumen

Wegen der kurzen Halbwertszeit der RNA wurde der Zeitraum zwischen RNA-
Isolierung und cDNA Synthese moglichst kurz gehalten. Um eine bessere Haltbarkeit
zu erreichen, wurde die cDNA nach der Trasnkriptions-Reaktion bei —20°C

lichtgeschiitzt aufbewahrt, fiir langere Lagerzeiten bei -70°C.

2.2 Etablierung einer Real-Time-quantitativen RT-PCR-Methode zur

quantitativen Bestimmung der Splicevarianten

Ziel der Polymerasekettenreaktion (PCR) ist die effiziente, vollautomatische,
exponentielle Vervielfdltigung von DNA-Sequenzen innerhalb kurzer Zeit, wie sie
Mullis erstmals unter Nutzung der Thermostabilitit der DNA-Polymerase des
thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus (Taq) gelang (Mullis, 1986, Mullis, 1987)
Hierbei konnen in Linge und Sequenz definierte Nukleinsdaureabschnitte in vitro
selektiv aus einem Gemisch von Nukleinsauremolekiilen angereichert werden. Ein
DNA-Abschnitt wird von zwei Oligonukleotid-Primern an jeweils spezifischen,
gegenldufigen Stellen eines DNA-Einzelstrangs gebunden. An den beiden Primern
bindet thermostabile DNA-Polymerase, die einen komplementdren Einzelstrang
synthetisiert. Die PCR-Reaktion verlduft in verschiedenen Reaktionsschritten bei
unterschiedlichen Temperaturen und fiihrt durch stindige Wiederholungen zur
exponentiellen Vermehrung des gewiinschten DNA-Abschnittes.

Im ersten Zyklus, der ,Denaturierung” wird die als Template eingesetzte DNA-

Doppelhelix auf 95°C erhitzt, damit sie schmilzt, sich trennt und so zwei Einzelstrange
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ergibt. Im zweiten Zyklus wird die Reaktionstemperatur soweit gesenkt, dass die Primer
an den DNA-Einzelstrang binden konnen (,Annealing”). Durch die Wahl der
Annealingtemperatur kann die Spezifitit der PCR-Reaktion bestimmt werden. Sie ist
direkt abhdngig von der Sequenz und der Lange des verwendeten Primerpaares.
AnschlieBend wird der Reaktionsansatz bei der optimalen Reaktionstemperatur der
verwendeten, thermostabilen DNA-Polymerase inkubiert, die nun den komplementaren
Strang synthetisieren kann (,Elongation”). Je nach Menge des eingesetzten Templates
und Konzentration des gesuchten Genabschnittes werden die Amplifikationszyklen 20

bis 50 mal wiederholt.

2.2.1 Bestimmung spezifischer Primerpaare

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Firma
Metabion International AG, Martinsried, Deutschland HPLC-gereinigt und synthetisiert.
Es wurde eine einheitliche Primerlinge von ca. 20 Basen angestrebt, die
Schmelztemperatur lag fiir alle Primer im engen Bereich zwischen 55,9°C und 58,8°C.
Der Anteil der Basen Guanin und Cytosin lag zwischen 50% und 60%. Das so
flankierte Amplifikat zeigte jeweils eine Lange von 100-120 Basen und ebenfalls einen

Anteil von Guanin und Cytosin von 50% bis 60%.

Primer Sequenz Tm

PEX19wtEx1/3 for 5°-TTC TGG AAA GTG CTC TTG ATG-3~ 55,9°C
PEXT9WtEx1/3 rev 5"-GAG GGC ATC TTT GGC AGT G-3~ 58,8°C
PEX19AEX2 for 5°-CTT CTG GAA AGA TGC CCT-3~ 56,7°C
PEXT9AEX2 rev 5°-GGT GGG GTT CTT CCT CCT CAG-3” 58,2°C
GAPDH for 5°-CCA CCC AGA AGA CTG TGG-3~ 58,2°C
GAPDH rev 5°-CTT CCC GTT CAG CTC AGG-3” 58,2°C

Tabelle 3 Verwendete Primer fir die prdparative und Real-Time RT-PCR. Tm zeigt die
Schmelztemperatur

Um eine spezifische Amplifikation der Splicevarianten und von PEX19 zu erreichen
banden die Primer direkt tiber der Verbindungsstelle der spezifischen Exons (Abbildung
7). PEX19wt1/3-for markierte einen DNA-Abschnitt, der auf Exon 1 und 2 liegt,
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PEX19wt1/3-rev markierte Exon 2 und 3. Damit konnten beide nicht an PEXT9A2
binden. Primer PEX19AEx2-for lag sowohl auf Exon 1 als auch auf Exon 3 und konnte
so nicht an eine der anderen Splicevarianten binden, da bei diesen Exon 1 immer in

Exon 2 lbergeht.

for
Primer wt 1/3 |E1 | E2 ES_“ E4 || E5 || E6 || E7 || E8 |
rev
for
Primer A2 [E1 |[E3 |[E4 |[ E5 [ E6 |[E7 |[E8 |
rev

Abbildung 7 Schematische Darstellung der verwendeten Primerpaare. Die
grinen Boxen entsprechen den Exons von PEX19-all und PEX19A2. Die
blauen Pfeilboxen stehen fiir die Primer (forward und reverse). Die Primer
sind exonflankierend und liegen dabei auf den Verbinungsstellen der
jeweiligen Exons. So wird spezifisch die jeweilige Splicevariante erkannt.

Die Primer waren zudem alle etwa gleich weit vom 5°-Ende des DNA-Einzelstrangs
entfernt, um durch Strukturunregelmafigkeiten der mRNA verursachte Fehler und

durch Transkription bedingte quantitative Schwankungen moglichst gering zu halten.

Agarose-Gelelektrophorese

Um die Spezifitdt der Primerpaare wie auch die Fragmentldnge des PCR-Produktes zu
uberprifen, wurde im Vorfeld sowie nach jeder quantitativen Auswertung mittels Real-
Time RT-PCR eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Drei Gramm Agarose (Biozym)
wurden hierzu in 100 ml TBE-Puffer (SERVA) aufgekocht und mit zwei Tropfen
Ethidiumbromid versehen. Anschliefend wurde das Gel ausgehartet und mit jeweils 10
pl  post-PCR-Produkt und 2 pl Ladepuffer (Sigma-Aldrich) beladen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120 Volt iber 75 min. Die Fragmentldange
konnte Anhand eines 500-bp-DNA-GrolRenmarkers an der Markerbande fiir 120

Basenpaare abgelesen werden.
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2.2.2 Real-Time PCR

Um die cDNA-Transkripte quantitativ darzustellen, wurde die Methode der Real-Time
PCR angewandt. Wie bei der herkémmlichen PCR werden die durch die spezifischen
Primer markierten DNA-Abschnitte enzymatisch amplifiziert. Die Menge des so
entstehenden PCR-Produktes wird hier jedoch schon wahrend der Reaktion, also in
Echtzeit (Real-Time), bestimmt. Mdglich macht dies der Farbstoff SYBR® Green (SYBR
Green® Supermix, BIORAD), der nach Interkalierung in die DNA-Doppelhelix
fluoresziert. Dies wird von einem Detektor, der das Fluoreszenzsignal erkennt (iCycler)
mit hoher Sensitivitit erkannt und wadhrend der Elongationsphase gemessen.
Ausschlaggebend ist der Zeitpunkt, an dem die Intensitit des Leuchtstoffes einen
bestimmten Schwellenwert (ibersteigt. Der jeweilige Zyklus, wdhrend dem der
Fluoreszenz-Schwellenwert erreicht wird, heifst Threshold Cycle (Schwellenwert-
Zyklus, Ct-Wert). Dieser wird von der Software des Gerdtes errechnet, da er je nach
Hintergrundstrahlung der einzelnen Proben und Effizienz des jeweiligen Ansatzes
betrdachtlich schwanken kann.

Die Menge des eingesetzten Templates betrug 0,2 pl (bei 10 pg/ml cDNA) bei den
vorausgehenden Messungen zur Ermittlung der Optimierung der PCR, 2 pl bei der
Auswertung der Gewebeproben (0,25 pg/ml cDNA), 1 pl bei der Auswertung der
human first strand cDNA (0,05 pg/ml) und 0,5 pl bei der Auswertung der Fibroblasten
(0,5 pg/ml). Die optimale Konzentration wurde in separaten Ansdtzen jeweils mittels
Verdiinnungsreihen ermittelt, in den zu vergleichenden Ansdtzen wurde stets die

gleiche Menge cDNA eingesetzt.

Real-Time PCR-Ansatz

Konzentration Volumen
SYBR Green® Supermix 10 pl
Primer forward 0,1 pg/ml 0,2 pl
Primer reverse 0,1 pg/ml 0,2 pl
Matrize 0,05 - 0,5 pg/ml 0,5-2 pl
Bidestilliertes Wasser 7,6-9,4 pl
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Real-Time PCR-Programm

Schritt Temperatur Dauer

Vordenaturierung 95,0°C 5 min

Amplifikation (35 Zyklen) Denaturierung 95,0°C 30 sek
Annealing 61,2°C 30 sek
Elongation 72,0°C 45 sek

Nachelongation 72,0°C 10

min
Schmelzkurve 95,0 - 4,0°C
HOLD 4,0°C

Am Ende des Programms wurde eine Schmelzkurve erstellt. Die Schmelzkurve dient
der Uberpriifung der Spezifitit des jeweiligen Laufes. Die Reaktionstemperatur wird,
beginnend bei 95°C, jeweils in Schritten von 0,5°C bis 1°C gesenkt. Die Temperatur,
bei der sich der DNA-Einzelstrang wieder zu einem Doppelstrang zusammenlegt, wird
durch einen starken Anstieg der Fluoreszenzsignals registriert, da sich nun wieder SYBR
Green in die Doppelhelix einlagern kann. Auf diese Art wurde jedem Amplifikat eine
spezifische Schmelztemperatur zugeordnet und nach jeder Messung erfolgte so

automatisch die Uberpriifung der Spezifitit der abgelaufenen Messung.

2.2.3 Absolute Quantifizierung

Da in diesem Versuch die Expression unterschiedlicher Gene aus verschiedenen
Gewebeproben untersucht wurde, mussten die jeweiligen Primer hinsichtlich ihrer
Effizienz verglichen werden, um eine absolute Quantifizierung zu ermoglichen
(Tricarico 2002). Hierzu wurden Verdiinnungsreihen der linearen cDNA-Abschnitte
angesetzt, um  Standardkurven fir jedes Primerpaar zu erstellen. Die
Verdiinnungsstufen reichten von 1x10*#" bis 1x10"**¥" was den Anforderungen an
eine Standardkurve von mindestens flinf Zehner-Potenzen in fiinf Schritten entsprach.
Die Software des iCyclers ermittelt automatisch den Korrelations-Koeffizienten, welcher
entsprechend der Forderung zwischen 0,988 und 0,997 lag.

Anhand der Steigung der so ermittelten Geraden ldsst sich die Effizienz des PCR-
Ansatzes mit dem jeweiligen Primer ablesen. Die Effizienz einer PCR-Reaktion besagt

bei Messungen mit der Real-Time Methode, wann der jeweilige Ct-Wert bei einer
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bekannten Konzentration von Primer und cDNA erreicht wird. Beeinflusst wird sie vor
allem durch die unterschiedlichen Anteile von Guanin und Cytosin im Verhdltnis zu
Adenin und Thymin. Wird die Effizienz in die anschliefende, quantitative Auswertung
mit einbezogen, so kann das Ergebnis durch Unterschiede in der Effizienz nicht mehr
verzerrt werden und so kann anhand des Ct-Werts auf die urspriingliche Kopienzahl
der Splicevariante geschlossen werden.

Zur Bestimmung der Kopienzahl wurde zuerst errechnet, wieviele Kopien in den drei
Ansdtzen zur Ermittlung der Standardkurven eingesetzt wurden. Hierzu wurde das
durch Ultraviolettabsorptionsspektrometrie  ermittelte Gewicht der eingesetzten
Gesamt-DNA durch das anhand von Datenbanken ermittelte spezifische Gewicht der
jeweiligen Splicevariante dividiert, da nur ein Teil der Plasmid-cDNA die zu
untersuchende Gen-Sequenz enthdlt. Bei der Auswertung der human first strand cDNA
wie auch der aus den Gewebeproben gewonnenen cDNA wurde darauf geachtet, dass
die verschiedenen Ansitze jeweils die gleiche Menge Template enthielten. Folgend war
es dann moglich, Uber den Ct-Wert anhand der Standardkurve Angaben zur

eingesetzten Kopienzahl pro pl zu machen.

224 Relative Quantifizierung

Die relative Quantifizierung eignet sich besonders zur Darstellung einer Veranderung
der Konzentration eines Genabschnittes. Anwendung findet dieses Verfahren, wenn
Gewebeproben behandelt werden und die Wirkung der Behandlung auf das Zielgen
tberpriift wird. Im Rahmen dieser Arbeit bietet sich dieses Auswertungsverfahren vor
allem zur Beurteilung einer effektiven NMD-Hemmung an. Bei jeder Messreihe muss
hierbei ein Standard-Gen mituntersucht werden.

Hierzu werden so genannte housekeeping genes verwendet, da man bei diesen Genen
davon ausgeht, dass sie in jeder Zelle konstant exprimiert werden und damit die Menge
an exprimierter Gesamt-mRNA widerspiegeln. In der vorliegenden Arbeit wurde dafiir
Glycerinaldehyd-3-Phosphat- Dehydrogenase (GAPDH) verwendet.

Ausgewertet wurde nach der von Livak und Schmittgen entwickelten 244 -Methode
(Livak 20071). Hierbei wurden die Differenzen der Ct-Werte der vor und nach
Behandlung zu vergleichenden Proben in die Formel, also in die Potenz von 2

eingesetzt, nachdem jeweils auch der Ct-Wert fir das mitbestimmte CAPDH



25
subtrahiert wurde. Das errechnete Ergebnis gibt den Faktor an, um den sich der

untersuchte Genabschnitt verandert hat.

2.25 Klonierung der Plasmid-DNA fiir die Verdiinnungsreihen

PEX19 und PEXT9A2 waren im Rahmen der Arbeiten von S. Kammerer bereits kloniert
worden und lagen als Plasmid-DNA vor (Kammerer 1997). CGAPDH musste fir die

Anlage der Verdiinnungsreihen als Plasmid-DNA kloniert werden.

Praparative PCR

Die Prdparative PCR dient zur Synthese bestimmter Genabschnitte, die anschlielfend
fir weitere Arbeitsschritte benétigt werden. In dieser Arbeit wurde sie zur Klonierung
von GAPDH eingesetzt. Fiir den Reaktionsansatz wurde Template der Leberprobe 285
in Taq Puffer mit Taq Polymerase (Accu Prime Tag DNA-Polymerase High Fidelity und
Supermix, Invitrogen, Karlsruhe) in einem Reaktionsansatz von 50 pl angesetzt. Die

Annealingtemperatur betrug 61,2°C, die Annealingzeit 30 sek bei 25 Zyklen.

Ansatz praparative PCR

Konzentration Volumen
Taqg-Puffer 5l
Tag-Polymerase 0,75 yl
Primer GAPDH forward 0,1 pg/ml 1 pl
Primer GAPDH reverse 0,1 pg/ml 1 pl
Matrize 0,25 pg/ml 2 pl
Bidestilliertes Wasser 40,25 pl

PCR-Purification und Ligation

Das Produkt einer praparativen GAPDH-PCR wurde mit dem PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) von (Uberschiissigen Nukleotiden und Primern gemds dem
Arbeitsprotokoll des Herstellers gereinigt und in Wasser eluiert. 10 pl der gereinigten
Probe wurden auf ein 3% Agarose Gel aufgetragen und nach Elektrophorese auf
Reinheit und Ldnge Uberpriift. Die anschliefende Ligation dient der enzymatischen

Verbindung der gereinigten DNA-Abschnitten mit einem Plasmidvektor. 5 pl des PCR-
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Produktes wurden mit 1 ul pGEM-T-easy Vekor (Promega, Mannheim) 1 pl Ligase und

7 pl Ligase-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) bei 14°C tiber 12 std ligiert (Abbildung 8).

fe21,10

“Rs¢11,16

1SR 1,22

: Neo 1,37

ot 1,42

Z1Sac 11,46

=z EcoRIL92

Sac 11,111
Bs ¢ X1,155

EcoR1,206
Not 1,212
Pst1,220
: Sal } ,226

Abbildung 8 Schematische Darstellung des
pGEM-T-easy Vektors. Der Vektor ist 3153
Baasenpaare lang. Die Gene des mit "Amp"
codierten Abschnittes codieren fiir die zur
Amplifizierung ~ notwendige  Ampicillin-
resistenz.

Transformation

50 pl chemisch kompetente, Ampicillin resistente Escherichia coli-Zellen wurden auf
Eis aufgetaut, mit dem Plasmidvektor suspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach
einem 90 sek Hitzeschock bei 42°C wurde nochmals 2 min auf Eis inkubiert, bevor die
Bakterien mit 500 pl Psi-broth-Ndhrl6sung (Sigma, Hannover) fiir 90 min im Schiittler
inkubiert wurden. Die Bakterien wurden mit 3,5 g fir 5 min pelletiert und auf ein

Festmedium mit Ampicillin ausgestrichen und anschliefend tiber 12 std bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.
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PCR und Restriktionsverdau

12 Klonstimme wurden von der Agarplatte genommen, lysiert und in 20 pl H,O gelost.
5 pl wurden in einem Ansatz mit je 0,2 pl SP6-Primer, T7-Primer, Tag-Polymerase, 2 pl
Puffer mit dNTPs und 12,4 pl H,O angesetzt. Nach 25 Zyklen bei 51°C
Annealingtemperatur wurde das Produkt auf 3% Agarosegel hinsichtlich Lange und
Reinheit beurteilt.

Ein geeigneter Klon wurde anschlieBend erneut mit Ampicillin-haltigem Medium tber
Nacht bei 37°C bebriitet. Die Plasmid-DNA wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep-Kit
(Qiagen, Hilden) extrahiert, pelletiert und dann dem Restriktionsverdau zugefihrt und

bei 37°C uber 12 std inkubiert.

Restriktionsverdau Ansatz

Volumen
Plasmide 3l
Puffer H (Metabion, Martinsried) 1,5 pl
EcoR1 (Metabion, Martinsried) 0,5 pl
Notl (Metabion, Martinsried) 0,5 pl
Bidestilliertes Wasser 40,25 pl

Die Konzentration des so erhaltenen, linearen DNA-Abschnittes wurde mittels
Ultraviolettabsorptionsspektrometrie bei 260 nm ermittelt. Es folgte die Auftragung auf

ein 1% Agarosegel zur Gelelektrophorese.

Nicht-radioaktive Sequenzierung mittels Cycle Sequencing

Die Sequenzierung dient der Analyse der DNA-Primarstruktur, also der Gensequenz
des linearen DNA-Abschnittes (GAPDH). Es soll die korrekte Sequenz des generierten
Plasmids tberpriifen, da jede Polymerase einer bestimmten Fehlerquote unterliegt. Sie
beruht wie die radioaktive Sequenzierung auf der Kettenabbruch-Methode (Sanger
1977). Vier mit Fluorescein-Farbstoffen markierte Didesoxynukleotide (Terminatoren)
werden verwendet. Der Einbau der markierten Nukleotide erfolgte in nur einem
Sequenzier-Ansatz mittels PCR. Der Ansatz wurde gemiR dem Protokoll des BigDye®

Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems/Perkin Elmer, Weiterstadt) verarbeitet.



Sequenzier-Ansatz

Plasmide

Primer SP6

Big Dye Mix

Notl (Metabion, Martinsried)

Bidestilliertes Wasser

Volumen
2 pl

1 pl

2 pl

0,5 pl

40,25 pl
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PCR-Programm

Schritt
Vordenaturierung

Amplifikation
(25 Zyklen)

HOLD

Denaturierung

Annealing

Elongation

Temperatur
95,0°C
95,0°C
55,0°C
60,0°C

4,0°C

Dauer
2 min
30 sek
10 sek

4 min

Die folgende Alkoholprazipitierung diente der Trennung

von DNA von nicht

eingebauten Nukleotiden. Zur Prazipitierung wurde DNA-haltige Flussigkeit mit 2,5

Teilen Ethanol und 0,1 Teilen Natrium-Acetat 3 M auf Eis vermischt. Dann wurde bei

4°C 20 min mit 15000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert, das Prézipitat

mit 3 Teilen 70% Ethanol resuspendiert und nochmals bei 4°C mit 15000 rpm

zentrifugiert. Anschlieffend wurde der Alkohol mit der Pipette entfernt und die gefdllte

DNA fiir 3-4 std im Brutschrank getrocknet.

Die prazipitierten Proben wurden durch die Firma Medigenomix GmbH (Martinsried)

auf einem ABI PRISM 377 DNA Sequencer elektrophoretisch aufgetrennt. Die

Auswertung der DNA-Sequenzen erfolgte mit der ABI PRISM Sequence Navigator 1.0.1

Software.
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2.3 Bestimmung von NMD

2.3.1 Hemmung der Proteinsynthese in vivo

Die Hemmung der Proteinsynthese und damit des NMD wurde an primdren humanen
Fibroblasten durchgefiihrt. Fiir die sterile Kultivierung der Zellen war es notwendig, alle
Arbeitsschritte unter der Sterilbank durchzufiihren (laminar flow). Durch sorgfdltiges
Reinigen der Arbeitsflichen und Werkzeuge mit 70% EtOH wurde einer eventuellen
Kontamination vorgebeugt. Die Zellen wurden bei 37°C und 5,0% CO2 in Cell+-
Petrischalen mit 3,8 cm’ Fliche in 2 ml Medium (Basal Medium Eagle,
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), welches alle zwei bis drei Tage erneuert wurde, kultiviert.
Um die Fibroblasten vom Boden der Schale abzulésen, wurde das Nahrmedium
entfernt und die Zellen mit 4 ml PBS gespiilt. AnschlieBend wurde 1 ml einer
Trypsinlosung (0,2 mg Trypsin pro ml) gleichmdlig auf den Zellen verteilt. Das Trypsin
|6st die Zellen nach einer Inkubation von 5 min im Brutschrank vom Boden der
Petrischale ab, ohne die Zellwande zu zerstoren. Anschliefend wurden 2 ml Serum
oder Nahrmedium hinzugefiigt, um das Trypsin in seiner Wirkung aufzuhalten und die
Zellen in eine gut weiter zu verarbeitende L6sung zu bringen.

Im Rahmen der Versuche zur NMD-Hemmung wurden die Fibroblasten bis zum
Erreichen eines konfluenten Stadiums parallel in drei Kulturschalen herangezogen. Zu
Beginn der Versuche wurde das Nahrmedium entfernt und die Zellen mit 1 ml PBS
Puffer gewaschen. Zur Hemmung der Proteinsynthese wurden die Hemmstoffe
Puromycin und Cycloheximid (CHX) (Endkonzentrationen 100 pg/ml bzw 29 pg/ml)
verwendet. Puromycin ist ein Nukleosid-Antibiotikum, das die Protein-Biosynthese und
damit auch den NMD in Prokaryoten wie in Eukaryoten auf Ebene der Translation und
des Proteinimports hemmt. CHX, ebenfalls ein Antibiotikum, erreicht den gleichen
Effekt auf ribosomaler Ebene. Es wurden 40 pl Puromycin-Stammlosung bzw. 11,6 pl
CHX-Stamml6sung (10 pg/pl geldst in H,O) mit 3,96 ml bzw 3,984 ml Nahrmedium
vermischt. Die Zellen zweier Kulturschalen wurden darin tber 6 std mit dem
Puromycin haltigen bzw Uber eine, zwei und 4 std mit dem CHX-haltigen Nahrmedium
inkubiert. Als Negativkontrolle wurden Zellen in einer dritten Kulturschale in 4 ml
unbehandeltem Ndhrmedium fiir den gleichen Zeitraum inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationsdauer wurden die Zellen jeweils zweimal mit 2 ml PBS Puffer gespiilt und

anschliefend mit Trypsin nach fiinf-minitiger Inkubation vom Boden der Schale gel6st.
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Die zweite behandelte Schale wurde nach Entfernung des Nahrmediums und
zweimaliger Spilung mit 1 ml PBS Puffer wieder mit 2 ml normalem Nahrmedium
gefillt und fiir weitere 3 std im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen dieser
Probe auf gleiche Art und Weise trypsinisiert wie die ersten beiden.
Zur Gewinnung der RNA aus adhdrenten humanen Fibroblasten wurden die Zellen
nach Trypsinierung bei 350 g fir 5 min zentrifugiert und zweimal peletiert.
AnschlieBend wurden sie mit 500 pl Lysepuffer (i.a. Shredder Kit, QIAGEN, Hilden)
versetzt und nach Herstellerangaben weiterverarbeitet. Die anschliefende RNA-
Isoierung erfolgte wie unter 2.1.1 beschrieben nach dem Herstellerprotokoll des
RNeasy Mini Kits. Nach der RNA-Extraktion erfolgte zeitnah die Transkription in cDNA
und Auswertung mit Real-Time RT-PCR.

2.3.2 Translationbestimmung durch S”*-Markierung und Bestimmung der

Radioaktivitit

Zur Bestdtigung der Proteinsynthesehemmung wurde der Einbau von SP*-markiertem
Methionin in neu synthetisiertes Protein wadhrend der Hemmphase gemessen
(Vekeman, 1993). Eine Stunde vor der Trypsinierung und der anschliefenden
Auswertung wurde das Zellmedium durch ein Mangelmedium ersetzt, welches kein
Methionin enthdlt. Nach einer halben Stunde wurde dies dann wieder durch Medium
ersetzt, welches ausschlieRlich S””-markiertes Methionin enthielt (3 pl SP*-Methionin
Losung von 10 mCi/ml in 300 pl Nahrmedium).

AnschlieBend wurden die Zellen in der Kulturschale zweimal mit PBS Puffer
gewaschen, mit Methanol je zweimal fiir 5 min inkubiert, mit Aqua dest. gewaschen,
mit Trichloressigsaure gesplilt, dreimal mit Aqua dest. gewaschen, mit 0,3 M NaOH fir
15 min lysiert und der Uberstand mit der Pipette abgenommen. 5 pl des so
gewonnenen Zelllysats wurden mit 5 ml H,O und 5 ml Fluoreszenzfliissigkeit versetzt.
Die Radioaktivitit des in Zellprotein eingebauten S"*-Methionin wurde anschlieRend
mit einem B-Counter (Firma Beckman Coulter, Krefeld) bestimmt und in Relation zur

gesamten Proteinmenge der Zellen (gemessen nach Bradford) gesetzt.

2.3.3 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Bei dieser Methode werden Proteinkonzentrationen photometrisch quantitativ

bestimmt. Der Proteinprobe wird der Farbstoff Coomassie brilliant blue G250
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zugesetzt, der an das Protein bindet und konzentrationsabhdngig in seinem
Absorptionsspektrum von 470 nm auf 595 nm umschldgt. 1 pl der Proben mit 9 pl
Aqua dest. wurden mit 8 ml 20% Bradford-Losung vermischt und ausgewertet.
Aullerdem wurden Proteinstandards von 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25 und 0,125 mg/ml
vermessen. Anhand der so ermittelten Geraden konnte der Proteingehalt der Proben

errechnet werden.

2.4 Detektion von Protein-Protein-Interaktionen in vivo mittels BRET

Bioluminiszenz-Resonanz-Energie-Transfer (BRET) ist eine biophysikalische Technik zur
Detektion von Protein-Protein-Interaktionen (PPI) in der lebenden Zelle (Pfleger und
Eidne, 2006). Dabei macht man sich die strahlungsfreie Energieiibertragung zunutze,
die von einem Donorprotein (z.B. Renilla Luciferase) auf ein Akzeptorprotein (z.B.
Yellow Fluorescent Protein) in Abhingigkeit von deren Abstand (< 100 A) abgegeben
wird (Wu und Brand, 1994). Die zu untersuchenden Proteine werden hierzu entweder
mit dem Donorprotein oder dem Akzeptorprotein markiert, indem die cDNA,
kodierend fiir die zu untersuchenden Proteine, in einem Plasmidvektor genetisch mit
der cDNA, kodierend fiir die Markerproteine, fusioniert wird. Kommt es nach
erfolgreicher Co-Transfektion der Plasmidvektoren und Expression der Fusionsproteine
zu einer Interaktion der zu untersuchenden Proteine und einer damit einhergehenden
Verringerung des Abstands zwischen den Markerproteinen, kann nach Oxidation eines
Donor-spezifischen Substrates (z.B. Coelenterazin fiir Renilla Luciferase) die Energie in
einem strahlungslosen Ubergang von dem Donorprotein auf das Akzeptorprotein
Ubertragen werden (Resonanz-Energietransfer). Das Donorprotein emittiert durch
Substratumsatz Licht (Biolumineszenz), das Akzeptorprotein emittiert Licht nur nach
erfolgtem Resonanz-Energietransfer. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Renilla Luciferase
(Rluc) als Energie-Donor, Yellow Fluorescent Protein (YFP) als fluoreszierenden
Akzeptor und Coelenterazin als Rluc-spezifisches Substrat verwendet. Um die Anzahl
falsch negativer Interaktionen durch eine rdumliche Behinderungen der Interaktion
oder eine Konformationsianderungen der zu untersuchenden Proteine durch die
Markerproteine moglichst gering zu halten, wurden die beiden zu untersuchenden
Proteine jeweils sowohl am N- wie auch C- Terminus mit Rluc bzw. YFP verbunden.

Somit wurden fiir jedes zu untersuchende Protein vier verschiedene BRET-
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Expressionsvektoren  generiert, die in acht moglichen zu untersuchenden
Markerprotein-Kombinationen fiir jedes Proteinpaar resultierten.
Die jeweilige cDNA von PEX19-all und PEX1942 wurde mit dem Gateway® Vector
Conversion System (Invitrogen, Paisley, GroRbritannien) per rekombinanter Klonierung
in Expressionsvektoren integriert. Diese tragen die BRET-tags, die fiir die
Fusionsproteine (Rluc und YFP) codieren, die sich dann am N- oder C-Terminus der zu

untersuchenden Proteine befinden.

2.4.1 Gateway®-Klonierung

Einfiihrung in die Methode

Die zur Untersuchung von PPl mittels BRET verwendeten Plasmidvektoren wurden mit
der Gateway®-Technologie (Invitrogen, Paisly, GroRbritannien) generiert. Diese basiert
auf dem Rekombinationssystem des Bacteriophagen Lambda (A), das DNA-Molekdile in
das E. coli-Chromosom einfligt, damit diese von dem Bakterium kloniert werden.
Anschliefend wird das Plasmid wieder aus dem E. coli-Chromosom herausgeschnitten
und steht somit zur weiteren Verwendung zur Verfligung.

In einem ersten Schritt werden hierbei die kodierenden Sequenzen der zu
untersuchenden Proteine mittels konventioneller PCR amplifiziert und am 5°- und 3’-
Ende mit spezifischen Bindungsstellen (attachement (att) sites) versehen. Diese dienen
in der folgenden ersten Rekombinationsreaktion (BP) der Erkennung durch das A-
Rekombinationssystem.

Hierbei erfolgt im Rahmen der ,Lysogenic”-Reaktion (Abbildung 9) der Lambda-
Rekombination das Einfligen der cDNA in einen Donor-Vektor: attB, und attB, flankiert
die beiden Enden des PCR-Produkts, attP, und attP, die Enden des Donor-Vektors (z.B.
pDONR™ 221). Hier bindet das Rekombinationsprotein (BP Clonase™ enzyme mix).
Die A-Integrase fiihrt die Zielregionen zueinander, zerschneidet sie und bindet sie
schlieSlich kovalent aneinander. Die Gen-Sequenz des Donor-Vektors, die dabei durch
das PCR-Produkt ersetzt wird (ccdB-Sequenz), kodiert fiir ein Protein, das mit der
bakteriellen Gyrase interferiert und damit im Sinne einer negativen Selektion das
Wachstum derjenigen Klone hemmt, die ungeladene Vektoren aufgenommen haben.
Der Donor-Vektor (pDONR™ 221) tragt zudem Resistenzen gegen Kanamycin und

Chloramphenicol, um eine selektive Zellkultur zu erméglichen.
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= PCR-Produkt : E;

pDONR-Vektor

PN

Abbildung 9 Lysogenic Reaktion mit dem
pDONR-Vektor. Das mit attB; und attB,
flankierte  PCR-Produkt wird durch die
,Lysogenic”-Reaktion kovalent an den
Donor-Vektor  gebunden und ersetzt
gleichzeitig die ccdB-Sequenz, die die
Resistenz des E. coli aufheben wirde.
Produkt der Reaktion ist der Entry-Clone
(Quelle: Invitrogen).

Durch BP-Reaktion wurden Entry-Clones fiir alle zu untersuchenden Gene kloniert.
Diese weisen die attachment sites attL, und attL, auf, die als Bindungsstellen fiir den
nachsten Schritt, die ,Lytic“-Reaktion (LR Clonase™ enzyme mix) dienen, bei der der
Ziel-Strang mittels Excisionase (Xis) herausgeschnitten und mit den attachment sites
attR, und attR, des Destinations-Vektors verbunden wird (Abbildung 10). Dieser
Destination Vektor enthilt bereits die kodierende Sequenz der BRET Markerproteine
(Rluc oder YFP N- oder C-terminal), so dass BRET-Expressionsvektoren resultieren. Die

BRET-Destination Vektoren lagen bereits vor (Gersting, 2012)
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% PCR-Produkt % cch-Sequenz%

Destination-Vektor,

% PCR-Produkt E

Expressions-Vektor,

Abbildung 10 Darstellung der Lytic-
Reaktoin. Durch die ,Lytic”-Reaktion wird
der Zielstrang aus dem Entry-Clone
geschnitten und an den Destinations-
Vektor mit den Bindungsstellen fiir die
BRET Markerproteinen gebunden. Produkt
der Reaktion ist der Expressionsvektor
(Quelle: Invitrogen).

In folgender Arbeit wurden die Sequenzen von PEX19-all, PEX1942, ABCD3
(BC009712), PXMP2 (BC073997), ABCD1 (BCO15541), PEX26 (NM_001127649.1) und
ABCD2 (BC104903) zundchst mittels PCR amplifiziert und per BP-Reaktion in pDONR-
Vektor221 kloniert. Die kodierenden Sequenzen von PEX16 (BC004356), PXMP4
(BCO01147), SCL25A17 (BCO05957), PEX12 (BC031085), PEX3 (BCO15506), PEX14
(BCO06327), PEXT18 (BCO11963), PEXT0 (NM_002617.3), PXMP3 (BCO05375 ), PEX13
(BC067090) und FIST (BCO03540) konnten bereits als Entry-Vektoren aus einer Kopie
der Mammalian Gene Collection (MGC) oder aus der PlasmID Database (Harvard

Medical School ) bezogen werden.

Protokoll der Klonierung

Die Primer, die zur Amplifizierung der fir die Gateway*-Klonierung verwendeten
Gensequenz benutzt wurden (Tabelle 4), enthielten jeweils die erforderlichen

Attachments attB, und attB, (25 bp) sowie 18-25 bp der Sequenz des Templates.
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Primer Sequenz

PEX19-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACACCATGG
CCGCCGCTG AGGAAG-3”

PEX19-attB2-rev 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCATGATCA
GACACTGTT CACCACTG-3"

PEX19deltaExon2-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACACCATGA
AGGAGTTGG CT GAGGAAGAAC-37

PEX19deltaExon2-attB2-rev 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCATGATCA
GACACTGTTC AC CACTG-3”

ABCD1-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGACATGCC
GGTGCTCTCCA GGCC-3”

ABCD1-attB2-rev 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAATTCCGG
TGGAGGCACCC TGGAGG-3”

ABCD2-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACCATGA
CACATATGCTAA ATGCAG-3~

ABCD2-attB2-rev 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATGCCACA
AAATTTTTCCAA GTACC-3~

PEX26-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGAAGA
GCGATTCTTCGA CCTCTGCAGCC-3

PEX26-attB2-rev 5-GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTCACGGAT
GCGGAGCTGG TAG-3”

ABCD3-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACCATGG
CGGCCTTCAGC AAG-3”

ABCD3-attB2-rev 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAAGATGTCT
CATCTTCATTTTT AATTG-3~

PXMP2-attB1-for 5"-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACCATGG
CGCCGGCCGC GTCCAG-3”

PXMP2-attB2-rev 5"-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTTCCCCA
AGGAGGCCAGG TAGGC-3”

Tabelle 4 Verwendete Primer fiir die praparative und Real-Time RT-PCR. Tm zeigt die
Schmelztemperatur

Die Amplifizierung der cDNA erfolgte mittels konventioneller PCR mit der KAPA Hifi
Polymerase (Peqglab). Hierbei wurde entsprechend dem Protokoll und den
Empfehlungen des Herstellers vorgegangen. Die Konzentrationen der linearen attB-

Substrate wurden mittels Ultraviolettabsorptionsspektroskopie (Nanotrop) bestimmt.
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Fir die anschliefende BP-Reaktion wurden bei einem Reaktionsvolumen von 5 pl 150
ng des pPDONR™-Vektors mit 50 fmol des PCR-Produkts eingesetzt.
Mit folgender Formel wurde die jeweilige Menge in Nanogramm ermittelt:
DNA-Menge [ng] = Ziel-Menge [fmol] x Basenldnge x (660 fg / fmol) x (1 ng / 10° fg)
Die verschiedenen Komponenten wurden in einem 0,2 ml Reaktionsgefdls bei

Zimmertemperatur suspendiert.

Komponenten Probe
attB-PCR-Produkt (50 fmol) Nach Formel
pDONR™-Vektor (150 ng/ul) 1l

H20 Auf 4 pl

AnschlieBend wurde 1 ul BP Clonase™ Il enzyme-mix zu den Proben gegeben und bei
25°C fiir 2 std inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde 1 pl Proteinase-K-Losung
hinzugefiigt und der Ansatz fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Es folgte die Transformation
in chemisch kompetente E. coli (DH5a-Zellen).

Hierzu wurden 12,5 pl chemisch kompetente E. coli (DH5a-Zellen) in 0,2 ml-
Reaktionsgefdllen auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 1 pl des BP-
Rekombinationsansatzes vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden nun fiir 90 sek einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und anschlielfend 2
min auf Eis gekiihlt. Zu jedem Reaktionsgefals wurden 50 pl LB (37°C) gegeben, dann
wurde vorsichtig fiir eine Stunde bei 37°C mit 225 rpm horizontal geschiittelt. 50 pl
jeder Transformation wurden nun auf einem Well auf einer vorgewdrmten, selektiven
12-well Agar-Platte mit Kanamycin 50 pg/ml verteilt und bei 37°C {liber Nacht
inkubiert.

Die anschlieBende DNA-Isolierung und Purifikation erfolgte gemals dem Protokoll des
mini prep Kits (QUIAGEN, Hilden) und des Purifikation-Kits (QUIAGEN, Hilden). Zur
Kontrolle fiihrten wir folgend eine Sequenzanalyse bei Eurofins MWG operon
(www.eurofinsdna.com) mit im Vektor bereits enthaltenen Standard-Primern M13uni
und M13rev durch.

Im Anschluss folgte die Rekombination der in den Entry-Vektoren enthaltenen Gene in

die jeweiligen BRET-Expressionsvektoren. Hierbei wurde jedes Gen in vier
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unterschiedliche BRET-Vektoren rekombiniert, die jeweils am 5°- oder 3°-Ende der
Rekombinationsstelle die kodierende Sequenz von Rluc oder YFP enthalten.

Zur Herstellung der BRET-Expressionsvektoren mittels der LR-Rekombinations-Reaktion
wurden die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Komponenten ebenfalls bei

Zimmertemperatur in einem 0,2 ml Reaktionsgefdls suspendiert, das Reaktionsvolumen

betrug 4 pl.
Komponente Probe
Entry-Klon (150 ng/pl) 1 pl
DEST-Vektor (150 ng/pl) 1 pl
H,O 2 pl

LR Clonase™ enzyme mix wurde auf Eis aufgetaut. Jeder Probe wurde 1 pl zugefugt
und erneut gevortext. Die Reaktion wurde 1 std bei 25°C inkubiert. 1 pl Proteinase K
Losung wurde dazugegeben und der Ansatz fiir 10 min bei 37°C erneut inkubiert. Die
Transformation der LR-Reaktion in chemisch kompetente Zellen (DH5alpha) erfolgte
erneut entsprechend dem vorbeschriebenen Protokoll. Im Anschluss an die
Aufreingung der DNA mittels Mini Prep Kit (Qiagen) wurde der Erfolg der LR-Reaktion
mittels Restriktionsverdau durch das Enzym Sall (Fermentas) verifiziert. Nach
erfolgreicher LR-Reaktion wurden nun nochmals Bakterienkulturen aus den
Glycerinstocks angesetzt (in 300 ml LB-Medium bei 37°C {ber Nacht), um so
entsprechend hohe DNA-Mengen zu gewinnen. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit
dem Maxi-Kit von Promega (Pure-Yield Maxi-Prep Kit, Promega, Madison, USA) mit
anschliefender Konzentrationsbestimmung. Die Konzentrationen lagen

durchschnittlich bei 1 pg/pl mit einer Ausbeute von jeweils 600 pg.

242 Zellkultur und Transfektion

Die Co-Transfektion der Plasmidvektoren in HEK293 Zellen fiir die BRET-Experimente
erfolgte durch Elektroporation mittels des 96-well Nucleofector Il Device (Lonza, Koln).
Die Nucleofektion ist eine besonders effektive Form der Elektroporation, wobei die
Zellmembran durch Spannungspulse fiir die DNA permeabel gemacht wird und somit

DNA nicht viral direkt in den Zellkern transportiert wird (Gresch, 2004, Hamm 2002).
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Hierzu wurden zunichst zehn Millionen HEK293-Zellen bei 37°C und 5% CO, (ber
eine Woche in einer HYPERFlask (Corning, New York, USA) Zellkulturflaschen
kultiviert. Als Medium diente DMEM (PAA, Pasching, Osterreich), das mit 10% fetalem
bovinen Serum (FCS GOLD, PAA, Pasching, Osterreich) und 1% antibiotisch-
antimykotischer Losung (ensprechend 100 Units/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin
und 0,25 pl/ml Amphotericin B, PAA, Pasching, Osterreich) erginzt wurde. Die
Transfektion erfolgte nach Trypsinisierung und Zellzdhlung (Neubauer-Zahlkammer) im
Amaxa 96-well Nucleofection device (Lonza, Koln) mit jeweils 4 x 10° Zellen, 0,8 pg
Plasmid-DNA und 20 pl Nukleofektionslésung aus dem SE Cell Line 96-well
NucleofectorTM Kit (Lonza, Ko&ln). Das Verhdltnis der Expressionsvektoren von
Akzeptor (YFP) zu Donor (Rluc) bei zwei zu untersuchenden Proteinen lag bei 3:1, also
0,6 pg und 0,2 pg pro well. Hierbei wurden jeweils alle 8 Tag-Kombinationen in
Duplikaten und zwei unabhdngigen Experimenten untersucht. Zudem wurden auf jeder
Platte folgende Kontrollen jeweils in doppeltem Ansatz durchgefiihrt: Als Positiv-
Kontrolle ein Plasmidvektor kodierend fiir ein Fusionsprotein von Akzeptor (YFP) und
Donor (Rluc), als Negativ-Kontrolle der Expressionsvektor kodierend fiir das Donor-
(Rluc)-Fusionsprotein ohne den Expressionsvektor kodierend fir den Akzeptor (YFP)
und schlieflich nicht-transfizierte Zellen als Kontrolle fiir das Hintergrundsignal.
Hierzu wurde in einem ersten Schritt die DNA in 96-well V-Bodenplatten vorgelegt:
0,2 pg des Donor-Vektors und 0,6 pg des Akzeptor-Vektors unter Einhaltung eines
Faktors 1,33 fir das Totvolumen x 2 fiir Duplikate. Folgend wurden die trypsinierten
Zellen bei 200 g fur 5 min pelletiert und anschliefend in der Nukleofektionslosung
resuspendiert. In entsprechender Anzahl wurden dann Losungen mit Zellen (4 x 10°
Zellen, multipliziert x 2 fiir Duplikate sowie dem Totvolumen-Faktor von 1,33) zur
DNA gegeben und gemischt. Hiervon wurden anschliefend je 20 pl in ein well der
Nukleofektionsplatte tibertragen. Es folgte die Nukleofektion im Amaxa Shuttle mit dem
Programm DS-130. Nach Beendigung des Programms wurden je 80 yl DMEM ohne
Phenolrot (PAA, Pasching, Osterreich) dazugegeben und hiervon 50 pl in eine weife

96-well Platte Gbertragen und bei 30°C und 5% CO, inkubiert.

24.3 Detektion des BRET-Signals

48 Stunden nach der Transfektion wurde das BRET-Signal in einem Luminometer

(LUMIstar OPTIMA, BMG LABTECH, Offenburg) detektiert. Hierzu wurde
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Coelenterazin wie folgt vorbereitet: 1 mg Coelenterazin wurde in 1 ml Methanol
aufgelost, anschliefend wurde die 300 pM Coelenterazin-Lésung mit 127 pl
Coelenterazin native (PJK, Kleinbittersdorf) und 1000 pl Renilla assay Puffer (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) angelegt und direkt vor der Messung mit 6,6 ml PBS ( PAA,
Pasching, Osterreich) verdiinnt. Aus der 96-well-Platte wurden pro well 165 pl Medium
abgenommen. Die Messung erfolgte nach Injektion von 70 pl Coelenterazin-Losung
sowie nach 2 min Inkubation je tber 10 sek bei 485 nm (Rluc-Signal) und bei 535 nm

(BRET-Signal).

244 Berechnung der BRET-Ratio

Die BRET-Ratio beschreibt das Verhaltnis von detektiertem Resonanz-Energie-Transfer
(535 nm) zu detektiertem Lumineszenzsignal der Luciferase (485 nm). Eine Berechnung
der BRET-Ratio erfolgte nur bei Rluc-Signalen, die lber dem Neunfachen der
Standardabweichung vom Mittelwert der nicht transfizierten Zellen lagen. Die
Berechnung der BRET-ratio erfolgte nach der Formel:
R = I/l -cf

R ist die BRET-Ratio, 1, die Stirke der Licht-Emission bei 535 nm, I, die Starke der
Licht-Emission bei 485 nm und cf der Korrelationsfaktor (535..,u0/485.m0) fur die

Nullproben (Transfektionen mit Donor-Fusions-Protein ohne Akzeptor-Protein).

Die Positiv-Kontrolle mit dem YFP-Rluc-Fusionsprotein sollte eine BRET-Ratio von
ungefdhr 1,0 erreichen. Eine Interaktion zwischen zwei Proteinen kann angenommen
werden, wenn zumindest eine der 8 untersuchten tag-Kombinationen eine BRET-Ratio

ergibt, die Giber dem spezifischen Schwellenwert von 0,094 liegt (Gersting, 2012).
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3 Ergebnisse

3.1 Quantifizierung der Splicevarianten PEX19 und PEX19A2 mittels
Real-Time RT-PCR

Die Splicevarianten PEX19 und PEX19A2 wurden aus cDNA und aus Patientenproben
quantifiziert, um zu untersuchen, ob und in welcher Menge die Splicevarianten in

relevanter Menge in den verschiedenen Organen vorkommen.

3.1.1 Uberpriifung der Spezifitit der Primerpaare

Als Voraussetzung fiir eine zuverldssige Quantifizierung der Splicavarianten wurde die
Spezifitit der verwendeten Primerpaare (PEX19wtEx1/3 for/rev; PEX19AEX2 for/rev;
GAPDH for/rev) nach jeder in dieser Arbeit durchgefiihrten Real-Time PCR Gberpriift.
Der realtime Cycler bietet die Moglichkeit, nach jedem analytischen Versuch eine
Schmelzkurve des PCR-Produkts anzufertigen. Diese wird vom Programm in Form
eines Graphen dargestellt. Der Wendepunkt, der durch eine Gerade markiert wird,
zeigt den Reaktionszeitpunkt an, an dem die Fluoreszenzstirke maximal zunimmt.
Dieser Zeitpunkt ist gleichzusetzen mit der Reaktionstemperatur, bei der sich die
amplifizierten DNA-Einzelstringe wieder zu Doppelstrangen zusammenlagern. Diese
Schmelztemperatur ist je nach Lange und Guanin/Cytidin-Anteil unterschiedlich und
damit relativ spezifisch fir das jeweilige Amplifikat.

Die Software des verwendeten Gerites erlaubt eine Darstellung der ersten Ableitung
des Graphen der Schmelzkurve, was die Bestimmung des Wendepunktes erleichtert.
Die errechneten Schmelztemperaturen lagen bei 88,0°C fir GAPDH for/rev, 86,0°C fiir
PEX19wtEx for/rev und 84,0°C fiir PEX19AEx2 for/rev. Die Spezifitit der Primerpaare
wurde jeweils dadurch angezeigt, dass die Maxima (Wendepunkte in der
urspriinglichen Funktion) steil und allein stehend waren und den errechneten
Temperaturwerten entsprachen. In Abbildung 11 werden die Schmelzkurven von
jeweils 36 Replikaten pro Primerpaar aus den zur Berechnung der Standardkurven
erfolgten Messungen dargestellt. Als Template diente die von S. Kammerer zur

Verfligung gestellte cDNA bzw die im Rahmen dieser Arbeit klonierte Plasmid-DNA.
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Abbildung 11 Durch den iCycler errechnete erste Ableitungen der
Schmelzkurven der Primerpaare (A) GAPDH for/rev, (B) PEX19wtEx1/3
for/rev und (C) PEX19AEx2 for/rev . Angezeigt werden auf der X-Achse die
Temperatur in °C und auf der Y-Achse die Verdnderung der
Fluoreszenzstarke als Funktion der Zeit. Die jeweilige Schmelztemperatur
wird mit der gelben, senkrechten Linie durch das Maximum der Graphen
markiert.
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Die PCR-Produkte wurden anschliefend alle zusatzlich mittels Agarosegel DNA-
Elektrophorese ausgewertet. Dabei wird ihre Lange analysiert und Verunreinigungen
durch zusatzlich synthetisierte DNA-Strange detektiert. Es wurde im Vorfeld in
vierfachem Ansatz die von S. Kammerer zur Verfiigung gestellte PEX79-cDNA mit den
Primerpaaren PEX19wtEx1/3 for/rev und PEXT9AEX2 for/rev analysiert. Das Primerpaar
GAPDH for/rev. wurde mit der von der Firma Stratagene bezogenen cDNA
menschlicher Leber analysiert. Die Auswertung erfolgte in einem dreiprozentigen
Agarosegel. In der ersten Spalte wurde ein 500-kb GroRenmarker aufgetragen. Die
jeweiligen Banden entsprachen den zu erwartenden Grolen (PEX19wtEx1/3: 136
Basenpaare; PEX19AEx2: 134 Basenpaare; GAPDH: 132 Basenpaare). In allen
Ansdtzen fanden sich keine Verunreinigungen des Agarosegels als Zeichen weiterer,
unspezifischer Produkte. Somit kann von einer spezifischen Bindung der Primerpaare

ausgegangen werden (Abbildung 12).

A

0,5 kb e

0,25 kb e

0,12 kb e

0,5kb e
0,5 kb e

0,25 kb e
0,25 kb e

0,12 kb e 0,12 kb e

Abbildung 12 Fotos der horizontalen DNA-Gelelektrophorese der mit dem Primerpaar PEX19wtEx1/3
for/rev (A), PEXT9AEx2 for/rev (B) und GAPDH for/rev (C) quantifizierten Produkte. In der linken
Spalte ist der Grolkenmarker angegeben, die mit den Ziffern 1-4 bzw 1-3 angegebenen Banden
entsprechen den jeweiligen PCR-Produkten.
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3.1.2 Effizienz der Real-Time PCR

Um die Ergebnisse der absoluten Quantifizierung miteinander vergleichen zu konnen,
wurde die Effizienz der Real-Time PCR fiir jedes Primerpaar in sechs parallelen
Versuchsansdtzen in den Verdiinnungsstufen 1 x 10* bis 1 x 10” pg der jeweiligen
cDNA pro ml in dreifachem Ansatz ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit der Software
des iCyclers ausgewertet und als Standardkurve dargestellt (Abbildung 13).

Die Korrelationskoeffizienten lagen bei 0,998 fiir GAPDH for/rev, bei 0,991 fiir PEX19
for/rev und bei 0,997 fir PEX19A2 for/rev. In der Literatur werden Werte tber 0,990
flr aussagekrdftige Standardkurven als Zeichen fiir die Genauigkeit der
Verdiinnungsreihe und der Versuchsanordnung verlangt (Bustin 2000). Die errechneten
Funktionen zu den Graphen lauten:

GAPDH for/rev:y = -3,827 x + 0,079
PEX19wtEx1/3 for/rev:y = -4,322 x — 2,587
PEX19AEX2 for/rev:y = -3,686 x + 2,015

Die Funktion der Kurven erlaubt es, Rickschlisse auf die PCR-Effizienz der
Versuchsanordnung zu ziehen, die durch das iCycler-Programm ebenfalls errechnet
wurden: GAPDH for/rev: 82,5%, PEX19wtEx1/3 for/rev: 70,4%, PEXT9AEX2 for/rev:
86,8%. Somit zeigten alle drei Real Time-PCR-Ansdtze einen guten
Korrelationskoeffizienten und gute und vergleichbare Effizienz. Die Real Time-PCR-
Ansdtze fur PEX19wtEx1/3 for/rev und fiir PEX19AEX2 for/rev konnten folgend zur
absoluten Quantifizierung verwendet werden, der Real Time-PCR-Ansatz fiir GAPDH

for/rev diente als housekeeping gene zur relativen Quantifizierung.
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Abbildung 13 Graphische Darstellung der Standardkurven der in dieser Arbeit verwendeten
Primerpaare (A) GAPDH for/rev, (B) PEX19wtEx1/3 for/rev und (C) PEX19AEx2 for/rev.
Angezeigt werden auf der X-Achse die Verdiinnungsstufe in Zehnerpotenz-Schritten
aufsteigend von links nach rechts, auf der Y-Achse der entsprechende Ct-Wert. Die blauen
Kreise entsprechen den sechs einzelnen Messwerte (Standards) pro Verdiinnungsstufe und
Primerpaar. Der Graph der Funktion ist als rote Gerade abgebildet.

3.1.3 Absolute Quantifizierung aus human first strand cDNA

Anhand von RT-PCR-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Splicevariante
PEX1942 relevant in allen untersuchten Geweben nachgewiesen werden konnte, im
Uterus konnte dabei eine Umkehr des quantitativen Verhdltnisses zu Volllange-PEX19
gefunden werden (S. Kammerer, 1997). Ziel dieser Arbeit war es, die Kopienzahl der
Splicevariante im Vergleich zur Volllange-PEX19 in verschiedenen Geweben zu
quantifizieren, um moglicherweise Riickschliisse auf spezifische

Regulationsmechanismen der Expression von PEX1942 und damit auf eine mogliche
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Funktion in der frilhen peroxisomalen Biogenese ziehen zu kénnen. Hierzu wurden
Real-Time PCR-Analysen an einer human first strand cDNA-Datenbank von Organen
kaukasischer Probanden der Firma Stratagene (Amsterdam) durchgefiihrt und die
Kopienzahl von PEX19-all und PEX1942 absolut quantifiziert. Zur absoluten
Quantifizierung der Kopienzahl wurden die jeweils ermittelten Ct-Werte fiir PEX19-all
bzw. PEX1942 in die Funktion der entsprechenden Standardkurve eingesetzt (siehe
Abschnitt 3.1.2). Die so ermittelte Menge an eingesetztem Template konnte dann auf
die Kopienzahl umgerechnet werden (Abbildung 14).

Beide Varianten konnten in allen ausgewerteten Organen (Uterus, Lunge, Leber, Niere,
Hirn, Cervix) nachgewiesen werden. PEX19-all war in allen Organen in hoherer
Kopienzahl nachweisbar, zeigte jedoch signifikante Unterschiede zwischen den
untersuchten Organen. Sie kam in der cDNA-Probe aus dem Uterus mit einer absoluten
Kopienzahl von 1,296E+008 vor. Entsprechende Kopienzahlen zeigten sich in der
cDNA-Probe der Leber (1,422+E008). Signifikant geringere Kopienzahlen von PEX19-all
im Vergleich zur Uterus-Probe wurden dagegen in den cDNA-Proben von Niere
(1,128E+008, P < 0,05), Lunge (7,102E+007, P < 0,001) und Hirn (7,973E+007, P <
0,001) gefunden. Auch in der cDNA-Probe der Cervix (1,128E+008) wurde PEXT19-all in
geringerem Mal%e als im Uterus exprimiert, aufgrund der grélleren Standardabweichung
der einzelnen Messwerte konnte dies jedoch nicht als signifikant gewertet werden.
PEX1942 wurde in den cDNA-Proben der verschiedenen Organe in folgenden Mengen
nachgewiesen: Im Uterus (5,643E+007) fanden sich signifikant hohere Kopienzahlen
als in Leber (3,860E+007, P < 0.001), Lunge (4,420E+007, P < 0.01), Hirn
(3,280E+007, P < 0.001) und Cervix (3,756E+007, P < 0.001). Eine dem Uterus
entsprechende Kopienzahl der Splicevariante fand sich in der cDNA-Probe der Niere

(6,463E+007).
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Abbildung 14 Absolute Quantifizierung von PEX19-all und PEX1942 an humaner first strand cDNA.
First strand human cDNA wurde mit dem iCycler vermessen. Abgebildet sind die absoluten
Kopienzahlen der Splicevarianten: (A) PEX19-all (dunkle Sdulen) und PEX7942 (helle Sdulen), sowie in
weiteren Diagrammen jeweils einzeln die Kopienzahlen von PEX19-all (B) bzw. PEX1942 (C). Der
breite Balken zeigt hier den Median der Messungen an, die beiden schmalen die jeweilige 25. und 75.
Perzentile. Bei signifikant verminderter Kopienzahl entsprechen die mit * gekennzeichneten Balken
einer Signifikanz von P < 0,05, fiir ** gilt P < 0,01 und fir *** P < 0,001.

Betrachtet man nun das Verhaltnis von Volllange-PEX19 zur Splicevariante PEX1942,
zeigte sich eine geringere Expression von PEX1942 in allen Organen. Bei einem
Verhaltnis von PEX19-all/PEX1942 von 1,66 bzw. 1,75 errechnete sich fiir Lunge und
Niere der hochste relative Anteil der Splicevariante. In der cDONA-Probe vom Uterus lag
das Verhdltnis bei 2,29, fir das Hirn bei 2,32. Dagegen haben wir beobachtet, dass
insbesondere in der Leber (3,6) und in der Cervix (3,06) ein deutlich geringerer Anteil

der Splicevariante exprimiert wird (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Verhdltnis der Splicevarianten PEX19-
all  und  PEX1942 in den verschiedenen
Organproben der human first strand cDNA. Es wird
der Faktor der Kopienzahlen nach absoluter
Quantifizierung  von  PEX19-all zu PEX1942
angegeben.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass sowohl der PEX79-Wildtyp als
auch die PEX1942-Splicevariante in diversen Geweben in unterschiedlicher Menge
vorkommt. Fir den Uterus konnte gezeigt werden, dass PEX1942 hier in
verhdltnismdBig hohen Mengen exprimiert wird, allerdings nicht in dem nach der
Arbeit von S. Kammerer bisher angenommenen héherem Mafle als PEX19-all. Darlber
hinaus wird PEX1942 in Lunge, Niere und Hirn ebenfalls in recht hoher Menge

exprimiert.

3.14 Absolute Quantifizierung aus Gewebeproben

In einem weiteren Schritt wurden die Splicevarianten in Gewebeproben quantifiziert.
Hierbei wurde von vier Probandinnen jeweils mRNA aus den Organen Uterus, Leber,
Lunge, Niere und Colon isoliert und mittels Real-Time RT-PCR mit dem iCycler
ausgewertet. Entsprechend der Auswertungen aus der human first strand cDNA erfolgte

eine absolute Quantifizierung anhand der ermittelten Standardkurven (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Absolute Quantifizierung von
PEX19-all und PEX1942 aus den Organproben
der  Probandinnen. Abgebildet sind die
gemittelten Werte der absoluten Kopienzahlen
der Splicevarianten PEX19-all (graue Sdule) und
PEX1942 (weilRe Saule) aus den Organen der
vier Probandinnen. Signifikant geringere Werte
flir PEX1942 in den Organen Leber, Lunge,
Niere und Colon im Vergleich zum Uterus
werden mit ** (P < 0,01) markiert, ,ns” steht fir
nicht signifikant (P > 0,05) bei zu hoher
Standardabweichung der Messwerte.

In allen untersuchten Gewebeproben konnten beide Splicevarianten nachgewiesen
werden. PEX19-all war unabhdngig von den Probandinnen die in hoherer Menge
vorkommende Variante. In dem zusammenfassenden Diagramm aller vier
Probandinnen zeigt sich eine entsprechende Verteilung von PEX19-all in den Organen
Uterus (1,672E+008), Leber (1,090E+008), Lunge (1,489E+008) und Niere
(1,495E+008) (P > 0,05).

Werden die Kopienzahlen von PEX71942 der verschiedenen Probandinnen betrachtet,
so fallt auf, dass sich die Splicevariante im Uterus (2,569E+007, P<0,01) signifikant
haufiger nachweisen ldsst als in den Proben von Leber (1,022E+007), Niere
(6,799E+006) und Colon (6,440E+006). Die hohe Streuung der Werte fiir die Lunge
(1,667E+007) ldsst keine Aussage (iber einen signifikanten quantitativen Unterschied im
Vergleich zum Uterus zu.

Betrachtet man das organspezifische, quantitative Verhaltnis der beiden Splicevarianten
in den Gewebeproben der Patientinnen, so konnten folgende Aussagen getroffen
werden: Im Uterus konnte ein mittleres Verhaltnis von PEX19-all zu PEX1942 von 4,56

(SD 2,38) errechnet werden. Mit einem mittleren Verhaltnis von 20,05 (SD 0,59) zeigte
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sich in der Niere ein signifikant héheres Verhdltnis von PEX19-all zu PEX1942 im
Vergleich zum Uterus (P < 0,0125). Auch im Colon zeigte sich im Vergleich zum
Uterus ein hoheres Verhdltnis mit einem mittleren Wert von 10,84 (SD 1,047, p <
0,0166). Der Quotient der Leber betrug 12,16 (SD 11,89), im Vergleich zum Uterus
bedeutet das keinen signifikanten Unterschied (P > 0,025). Gleiches gilt fiir die Lunge
mit einem Verhdltnis von 10,63 (SD 6,575), was im Vergleich zum Uterus nicht
signifikant ist (P > 0,025). Lunge und Leber zeigten jedoch eine hohe Streuung der
Werte als moglichen Hinweis auf eine hohe Variabilitit der mRNA-Expression in

diesen stoffwechselaktiven Organen (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Verhiltnis der Splicevarianten PEX19-
all  und  PEX1942 in den verschiedenen
Organproben der vier Patientinnen. Es wird der
gemittelte Faktor der Kopienzahlen nach absoluter
Quantifizierung  von  PEX19-all zu PEX1942
angegeben.

Zusammenfassend wird die Splicevariante PEX1942 im Verhdltnis zu PEX19-all aus
den Organproben der Probandinnen geringer exprimiert als in den human first strand
cDNA-Proben, wobei der hochste Anteil von PEX1942 im Verhaltnis zu PEX719-all im

Uterus und nicht in der Niere nachweisbar ist.

3.2 Untersuchung der Regulierung von PEX71942 mittels NMD

PEX1942 ist aufgrund des vorgezogenen Stopcodons (,Premature Termination Codon”,
PTC) fiir eine Regulation durch NMD (,Nonsense Mediated RNA-Decay) pradestiniert.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Splicevariante in verschiedenen Geweben jeweils
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zu einem hohen Anteil exprimiert wird. Um zu untersuchen ob, und wenn ja, in
welchem Ausmall die Splicevariante einem NMD unterliegt, wurde die
Proteinbiosynthese und damit der NMD in primaren, humanen Fibroblasten gehemmt
und folgend mittels Real-Time RT-PCR die cDNA-Mengen von PEX1942 zu PEX19-all
relativ quantifiziert. Von einer teilweisen Regulation durch NMD ist auszugehen, wenn
es nach Hemmung der Proteinbiosynthese zu einem signifikanten Anstieg der cDNA
der Splicevariante kommt oder diese im Verhdltnis zum Volllange-Protein signifikant

ansteigt.

3.2.1 Translationshemmung mit Puromycin

In einem ersten Schritt wurde Uberpriift, ob eine ausreichende Hemmung der
Proteinbiosynthese als Voraussetzung fir die korrekte Versuchsdurchfiihrung vorlag. In
der Abbildung wird die Translationsaktivitdit der unbehandelten Zellen mit 100%
angegeben. Nach Behandlung der Zellkultur mit Puromycin fiel dieser Wert auf 1% des
Ausgangswertes ab. Somit konnte von einer effizienten Hemmung der Proteinsynthese

und damit einer effizienten Hemmung des NMD ausgegangen werden (Abbildung 18).

100% 1
10% 4
1%+ -
0% ¥ - -
keine Puromycin-
Hemmung Hemmung

Abbildung 18  Translation-Hemmung  mit
Puromycin. Die Halfte der im NMD-
Hemmversuch verwendeten Fibroblasten wurde
mit  S®.Cystein in cysteinfreiem Medium
markiert und mit dem Betacounter ausgewertet,
parallel wurde die Proteinmenge pro pl nach
Bradford bestimmt

Vor und nach der Hemmung der Proteinbiosynthese wurde mit der aus den
Fibroblasten isolierten RNA jeweils eine Real-Time RT-PCR durchgefiihrt. Die durch
den iCycler ermittelten CT-Werte vor der Hemmung wurden als Bezugswert fir die

relative Veranderung der Expression von PEX1942 nach der Delta-Delta-Ct-Methode
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(Livak 20071) auf 1 festgelegt. Hierbei diente das housekeeping gene GAPDH als
interner Standard. Fiir den Real Time-PCR-Ansatz von GAPDHfor/rev konnte zuvor
mittels Verdiinnungsreihe eine vergleichbare Effizienz und Korrelation wie fir
PEX19Ex1/3for/rev und fiir PEX19AEx2for/rev nachgewiesen werden. Es zeigte sich
nach einer Hemmung mit Puromycin Uber 6 Stunden ein relativer Anstieg der
ermittelten CT-Werte auf 1,6, umgerechnet auf den Bezugswert (Abbildung 19). Das
bedeutet, dass PEX1942 vor der Translationshemmung in 1,6-fach hoherer Kopienzahl

exprimiert wurde als danach.
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Abbildung 19 Relative Quantifizierung
von PEX1942 nach Translations-
hemmung mit Puromycin in humanen
Fibroblasten durch relative Quantifi-
zierung nach der Delta-Delta-Ct-
Methode (Livak 2007).

3.2.2 Translationshemmung mit Cycloheximid

Zur Bestdtigung der mit Puromycin als Hemmstoff erhaltenen Werte erfolgte eine
erneute Durchfiihrung des Versuchs mit Hemmung der Proteinbiosynthese durch
Cycloheximid (CHX) tiber eine, zwei und vier Stunden. Es zeigte sich nach einer
Stunde ein Anstieg der Expression von PEX1942 auf 1,4, nach zwei Stunden auf 1,6

und nach vier Stunden ein erneuter Riickgang auf 1,4 (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Relative Quantifizierung
von PEX1942 nach
Translationshemmung mit CHX in
humanen Fibroblasten. Die Auswertung
erfolgte entsprechend der
Versuchsanordnung ~ mit  Puromycin
jeweils nach einer, zwei und vier
Stunden.

In einem weiteren Schritt haben wir das Verhaltnis von PEX19-all zu PEX1942 nach
Translationshemmung mit Cyclohesimid untersucht. Hier zeigte sich eine deutliche
relative Zunahme der Splicevariante, insbesondere nach einer Hemmung Gber zwei
Stunden verringerte sich das urspriinglich deutlich zugunsten der Volllange-Variante
PEX19-all ~ liegende Verhdltnis auf 25%, was einer relativen Zunahme der
Splicevariante PEX1942 um den Faktor 3 bezogen auf die Negativ-Probe und um den
Faktor 2 bezogen auf die CHX-Nullprobe entsprach (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Darstellung des Faktors PEXT19-all/
PEX1942 nach Translationshemmung mit CHX. In
dieser zweiten Auswertung des vorangegangenen
Versuchs (siehe Abbildung 20) wird das Verhiltnis
von PEX19-all zu PEX19A2 in Abhangigkeit der Dauer
der Translationshemmung mit CHX angegeben. Der
Bezugswert 1,0 beschreibt das Verhdltnis der
Splicevarianten vor der Translationshemmung.

In den Versuchen zur NMD-Hemmung konnte damit gezeigt werden, dass sich die
Expression von PEX1942 durch Translationshemmung effektiv beeinflussen ldsst.
Sowohl in den Versuchen mit Puromycin als auch mit Cycloheximid konnte die
Splicevariante in hoherem Malse nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis konnte durch
eine relative Quantifizierung des Verhaltnisses PEX19-all/PEX1942 bestdtigt werden.
Dies deutet darauf hin, dass die Splicevariante zumindest zu einem Teil, wenn auch

nicht in hohem Malle, dem NMD unterliegt.

3.3 Untersuchung der Protein-Protein-Interaktionen von PEX19 und

PEX19A2 mittels BRET

Die bekannte Funktion von PEX19 beschreibt seine Rolle als Targeting- und
Transportprotein fiir peroxisomale Membranproteine zum Peroxisom (Fujiki 2006,
Platta 2007). Um zu untersuchen, ob das Protein der Splicevariante PEX1942 ebenfalls
peroxisomale Membranproteine bindet und somit voll oder zumindest teilweise
funktionsfahig ist, wurde mittels Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer die
Protein-Protein-Interaktion von PEX19 wie auch seiner Splicevariante PEX1942 und
den bisher beschriebenen PEX19-Interaktionspartnern der peroxisomalen Membran
(ABCD3, PEX16, PXMP4, PXMP2, SLC25A17, PEX12, PEX3, ABCD1, PEX14, PEX11B,
PEX10, PXMP3, PEX13, PEX26, ABCD2, FIS1) in der lebenden Zelle untersucht. Hierzu
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wurden PEX19 und die Splicevariante mit der codierenden DNA der jeweiligen
Interaktionspartner jeweils am N- und am C-Terminus mit YFP oder Rluc getagged und

somit in 8 moglichen Kombinationen kotransfiziert.

3.3.1 Interaktionen des Volllinge-PEX19-Proteins mit peroxisomalen

Membranproteinen

Fir PEX19 konnte eine Interaktion mit allen 16 getesteten PMP gezeigt werden
(Abbildung 22), das heifst, mindestens eine aus acht getesteten Kombinationen zeigte
eine BRET-Ratio tber dem cutoff flir eine positive Protein-Protein-Interaktion (PPI) von
0,094 fir PEX19-kotransfiziert mit ABCD3 (BRET ratio 0,338), PEX16 (BRET ratio
0,388), PXMP4 (BRET ratio 0,296), PXMP2 (BRET ratio 0,251), SCL25A17 (BRET ratio
0,252), PEX12 (BRET ratio 0,109), PEX3 (BRET ratio 0,218), ABCD1 (BRET ratio 0,153),
PEX14 (BRET ratio 0,179), PEX11B (BRET ratio 0,386), PEX10 (BRET ratio 0,115),
PXMP3 (BRET ratio 0,136), PEX26 (BRET ratio 0,248), PEX13 (BRET ratio 0,093),
ABCD?2 (BRET ratio 0,441) und FIST (BRET ratio 0,141). Diese Ergebnisse bestdtigen die
bekannten Interaktionen zwischen PEX19 und seinen Interaktionspartnern. Eine BRET-
Ratio leicht unter dem cutoff fiir eine positive PPl zeigte sich fiir die Interaktion

zwischen PEX19 und PEX13 (BRET ratio 0,093).
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Abbildung 22 Protein-Protein-Interaktionen des Vollldnge-
PEX19-Proteins. Die in der Ordinate angegebene BRET-Ratio
zeigt fur 15 der 16 getesteten Interaktionspartnern von PEX19
eine Interaktion mit PEX19 (gelbe S&dulen). Fir PEX13 (graue
Saule).lasst sich keine Interaktion mit PEX19 nachweisen, die
BRET-Ratio liegt mit 0,093 knapp unter dem cutoff. Die grau
gestrichelte Linie gibt den cutoff von 0,0943 an.
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3.3.2 Interaktionen der Splicavariante PEX19A2 mit peroxisomalen

Membranproteinen

PEX19A2 zeigte eine Interaktion mit 13 der 16 getesteten Interaktionspartnern. HEK293
kotransfiziert mit PEX19A2 und ABCD3 (BRET ratio 0,203), PEX16 (BRET ratio 0,140),
PXMP4 (BRET ratio 0,235), PXMP2 (BRET ratio 0,184), SCL27A17 (BRET ratio 0,171),
PEX12 (BRET ratio 0,136), PEX3 (BRET ratio 0,128), ABCD1 (BRET ratio 0,209), PEX11B
(BRET ratio 0,238), PXMP3 (BRET ratio 0,268), PEX26 (BRET ratio 0,298), ABCD2
(BRET ratio 0,280) oder FIST (BRET ratio 0,140) zeigten jeweils eine BRET-Ratio Uber
dem cutoff von 0,094 in einer aus acht untersuchten Tag-Kombinationen. Keine aus
acht getesteten Tag-Kombinationen zeigte dagegen eine BRET-Ratio tiber dem cutoff fiir
PEX19 mit PEX14 (BRET-Ratio 0,054), PEX19 mit PEX10 (BRET-Ratio 0,056) und PEX19
mit PEX13 (BRET-Ratio 0,002). Diese Ergebnisse zeigen ein distinktes
Interaktionsmuster zwischen PEX19 und seiner Splicevariante, die nicht mit PEX14,

PEX10 und PEX13 interagiert (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Protein-Protein-Interaktionen der Splicevariante. Die
gelben Sdulen zeigen eine positive Interaktion. Die dunkelblauen
Saulen zeigen eine fehlenden Interaktion von PEX19A2 mit PEX14,
PEX10 und PEX13. Die gestrichelte Linie zeigt den cutoff von 0,094
an.
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4 Diskussion

4.1 Quantifizierung der Splicevarianten

PEX19 ist ein fir die peroxisomale Biogenese essentielles Protein. Bei einem
genetischen Defekt von PEXT19 kommt es zu einer Storung der peroxisomalen
Biogenese mit der schweren Form des Zellweger-Syndroms. Neben dem Vollldnge-
PEX19-Protein  wurden in S. Kammerers Untersuchungen zur genomischen
Organisation und molekularen Charakterisierung von PEX19 drei Splicevarianten
detektiert, darunter PEX7942, die als mRNA signifikant in allen menschlichen Geweben
vorkommt und in vitro fir ein funktionsfihiges Protein kodiert, allerdings keine
Komplementationsfunktion aufweist (Kammerer 1997, Kammerer 1998, Mayerhofer
2002). In vorliegender Arbeit wurde die Hypothese gepriift, ob die Splicevariante
PEX1942 in menschlichem Uterus-Gewebe vermehrt exprimiert wird. Die Ergebnisse
dieser Arbeit konnten die Hypothese, PEXT9A2 sei im Uterusgewebe eine in erhohtem
Male vorkommende PEXT19-Splicevariante, bestdtigen. In den Messungen der human
first strand cDNA lieRen sich signifikant hohere Kopienzahlen als in Leber, Lunge, Hirn
und Cervix nachweisen, in der Niere fanden sich dem Uterus entsprechende
Kopienzahlen. Eine Umkehr der Verhdltnisses von PEX19-all zu PEX1942 im Uterus
konnte jedoch nicht gezeigt werden. Es konnten zudem signifikante quantitative
Unterschiede von PEX19-all in Abhdngigkeit vom Gewebe gezeigt werden,
insbesondere in Uterus und Leber waren die Kopienzahlen hoher als in den anderen
Organen. Dies konnte auf einen vermehrten Bedarf an den durch Peroxisomen
vermittelten Stoffwechselwegen sein. Fiir die Leber ist eine erhohte Zahl und GroRe
von Peroxisomen bekannt. Erklart wird dies durch die zentrale Rolle der Leber im
Fettstoffwechsel, der Gallensduresynthese, dem Ethanol-Abbau und weiterer
Reaktionen, die zumindest teilweise in Peroxisomen ablaufen. Fiir welche spezifischen
Funktionen im Uterus ein vermehrter Bedarf an Peroxisomen besteht, bedarf weiterer
Untersuchungen. Moglich ware eine Beteiligung an der Embryogenese, da hier nach
Einnistung der Zygote durch die nun folgende Versorgung des Fetus eine Vielzahl neuer
Stoffwechselfunktionen in der Uterusschleimhaut ablaufen. So ware es denkbar, dass
sich in allen Zyklusphasen erhohte Expressionen peroxisomaler Proteine in den

Uteruszellen finden lassen, welche jedoch durch den hohen Anteil der Splicevariante



57
nicht zu funktionellen Peroxisomen fiihren. Erst bei Bedarf kann dieser ,Standby-
Modus” durch vermehrte Expression des Volllange-PEX19-Proteins aufgehoben werden,
was zur raschen Steigerung der de novo Synthese wie auch von Wachstum und Teilung
der Peroxisomen fiihren wiirde.

Die Auswertung der cDNA, die im Rahmen dieser Arbeit aus menschlichen
Gewebeproben nach  mRNA-Isolierung gewonnen wurde, zeigte teilweise
Diskrepanzen zu den Ergebnissen, die mit human first strand cDNA ermittelt wurden.
Wieder konnte PEX19-all in allen Organen in hohen Kopienzahlen nachgewiesen
werden, die vorbeschriebenen organspezifischen Schwanknungen waren hier jedoch
nicht signifikant. PEXT9A2 kam in deutlich niedrigeren Kopienzahlen vor als in der
human first strand cDNA, wodurch das Verhaltnis von PEX19-all zu PEXT19A2 hier stets
zu Gunsten von PEX19-all verschoben war. Fiir den Uterus zeigte sich erneut ein hoher
Anteil an PEXT9A2.

Méogliche Ursache fiir den geringeren Anteil an PEXT9A2 bei den Untersuchungen
mittels Real-Time RT-PCR konnte ein beschleunigter Abbau der Splicevariante sein. Die
Zeit zwischen Todes-Zeitpunkt der Probandin und Entnahme der Probe konnte nicht
exakt bestimmt werden, lag aber in jedem Fall im Bereich von mehreren Stunden. Die
mRNA wird sehr schnell von ubiquitdr vorkommenden RNAsen abgebaut, wobei Lange
und Sequenz des Genabschnittes zu bevorzugtem, also schnellerem Abbau flihren
konnen, was die Ergebnisse beeinflussen kann. Die Ldnge von PEXT19-all (3661 bp
lineare RNA) und PEXT9A2 (3584 bp lineare RNA) ist weitgehend identisch, weshalb
eine spezifische posttranskriptionale Regulierung, wie NMD, wahrscheinlich ist, da
unspezifische Regulierungsmechanismen beide Varianten in gleichem Male betrife.
Dafiir sprechen zudem die Ergebnisse einzelner Probandinnen, die bei vergleichsweise
niedrigen  PEX19-all-Kopienzahlen  durchschnittliche, also mit den anderen
Probandinnen vergleichbare PEX19A2-Werte zeigten. Erklart man das niedrige Level
der PEX19-all-Kopienzahlen allein mit unspezifischem RNA-Abbau, wie er durch
RNAsen vermittelt wird, so hatten sich auch erniedrigte PEX79A2-Kopienzahlen finden

lassen miissen, da die beiden Varianten in Struktur und Lange zu dhnlich sind.

4.2 Regulierung durch NMD

Wir konnten zeigen, dass PEX1942 tatsachlich auf mRNA-Ebene in allen untersuchten

Organen nachzuweisen ist, allerdings in geringerem Mafe als die Volllange-PEX-19-
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Variante. Dies konnte unter anderem durch nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
der Splicevariante erklart werden, da diese ein vorgezogenes Stop-Codon aufweist, das
eine Regulierung durch NMD wahrscheinlich werden ldsst. Es ist bekannt, dass durch
NMD etwa ein gutes Drittel aller Splicevarianten reguliert werden (Lewis 2003), wobei
man davon ausgeht, dass 95% der menschlichen Gene mit mehreren Exons
alternativem Splicing unterliegen (Pan Q et al 2008) und dabei durchschnittlich etwa
3,5 verschiedene Varianten entstehen (Kim H 2004). Dies zeigt auch klar, dass
alternatives Splicen die wichtigste Quelle fir NMD-Substrate darstellt. Die Zelle
reguliert demnach unter anderem die Genexpression mittels unproduktivem,
alternativem Splicen, dem so genannten ,regulated unproductive Splicing and
Translation” (RUST) (Isken 2008; Mc Glincy 2008).
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass zahlreiche physiologische Transkripte ebenfalls
einer Regulierung durch NMD unterliegen (Alonso 2005). Somit muss davon
ausgegangen werden, dass NMD eine weitaus wichtigere Rolle in der
posttranskriptionellen Regulierung einnimmt als bisher angenommen (Frischmeyer
1999). Zudem werden immer wieder Gene beschrieben, die ihrer molekularen
Organisation nach NMD unterliegen missten, jedoch in hoher Kopienzahl vorkommen
(Brocke 2002; Denecke 2004). Die Ursache daflr konnte bisher nicht eindeutig geklart
werden (Silva 2009).
Wir konnten zeigen, dass PEX19A2 einer Regulierung durch NMD unterliegt. Die
Ergebnisse belegen, dass eine effiziente NMD-Hemmung einen vermehrten Nachweis
von PEXT19A2-Splicevarianten zur Folge hatte. Dies spricht fiir eine NMD-abhdngige
Regulierung. Allerdings wohl nicht in vollem AusmafS, wie auch die Tatsache zeigt,
dass PEXT9A2 in der quantitativen Untersuchung der human first strand cDNA stets in
hohen Kopienzahlen nachgewiesen werden konnte, so dass von einer stattfindenden
Translation ausgegangen werden muss, wie durch die in vitro-Experimente zur
Translationshemmung  ebenfalls  bestitigt werden konnte. Da in friiheren
Untersuchungen jedoch keine funktionelle Komplementation von PEX19-defizienten
Fibroblasten durch PEX19A2 nachgewiesen werden konnte (Mayerhofer et al., 2002)
liegt nun die Vermutung nahe, dass PEX19A2 einzelne Funktionen von PEX19 in der
Zelle mittragt, bzw sogar weitere Funktionen hat, die durch alternatives Splicen und

NMD reguliert werden.
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4.3 Bestimmung der Protein-Protein-Interaktion mittels BRET

Die wichtigste Funktion von PEX19 ist die Bindung und der Transport von PMP zur
peroxisomalen Membran. Um die Frage zu beantworten, ob auch die PEXT9A2-
Splicevariante PMP bindet bzw. sich hier ein Unterschied zu der Volllainge-PEX19-
Variante zeigt, wurde mittels Bioluminiszenz-Resonanz-Energie-Transfer (BRET)
untersucht, ob die Splice-Variante im Vergleich zur Full-Length Variante ein
unterschiedliches Interaktionsmuster zeigt. Werden nun im Vorfeld die jeweiligen
Domdanen von PEX19 und PEX19A2 betrachtet, so fallt auf, dass sich sowohl die
Bindungsstelle fir PEX14 wie auch die fir PEX13 in Domdne D1 und teilweise in
Domidne D2 befindet, die dem Protein der Splicevariante PEX19A2 ganz oder zu
grofBen Teilen fehlen, weshalb wir hier nicht von einer Interaktion ausgingen. Die
Bindungsstellen der zahlreichen anderen untersuchten PMP liegen in der Doméne D3,
welche weiterhin voll translatiert wird, weshalb hier ein Interaktion wahrscheinlicher
schien.

Anhand dieser Untersuchung wurde bestdtigt, dass PEX19 mit 16 bekannten
peroxisomalen Memranproteinen interagiert und bei einer leicht unter dem Cutoff
liegenden BRET ratio von 0,093 fiir PEX19-PEX13 zwar die Gefahr einer falsch
positiven Interaktion steigt, aber dennoch von einer PPl ausgegangen werden kann. Das
Protein der Splicevariante PEXT9A2 zeigt eine Interaktion mit ABCD3, PEX16, PXMP4,
PXMP2, SCL25A17, PEX12, PEX3, ABCD1, PEX11B, PXMP3, PEX26, ABCD2, FIST,
kann hingegen nicht an PEX14, PEX13 und PEX10 binden. Da sich PEX13 und PEX 14
in Domédne D1 befinden, welche der Splicevariante PEXT9A2 fehlt, stimmen die von
uns ermittelten Daten zur fehlenden Interaktion hier mit den nach den aktuellen
Erkenntnissen zu erwartenden Ergebnissen tiberein.

PEX14 ist ein fiir den Import von Matrixproteinen in das Peroxisom essentielles Peroxin
(Williams, 2005). Es wird durch PEX19 wie alle PMP der Klasse | im freien Zytosol
gebunden (ltoh, 2006) und dann in die peroxisomale Membran eingebaut, wo es als
wichtiger Teil das Docking-Komplexes mit PEX5 interagiert, welches seinerseits die
Matrixproteine bindet und transportiert. Fehlt PEX14, so ist der Import peroxisomaler
Matrixproteine gestort und es zeigt sich der Phanotyp des Zellwegerspektrums. Ist die
Interaktion von PEX19 und PEX14 nun gestort, so liegt nahe, dass folglich kein Import
von Matrixproteinen stattfinden kann, was erklaren konnte, warum eine Transfektion

mit PEXT9A2 nicht zur Komplementierung von Peroxisomen-defizienten Zellen fihrt.
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Gleiches trifft fir die fehlende Interaktion mit PEX10 zu, welches ebenfalls am
Matriximport beteiligt ist. Die Splicevariante ist jedoch weiterhin in der Lage, mit den
13 anderen untersuchten PMP zu interagieren, wie fir PEX3, ABCD1, ABCD2 und
ABCD3 bereits von Mayerhofer gezeigt wurde. Somit tragt sie weiter einzelne
Funktionen des Full-Length Proteins. Eine Interaktion zu den PMP der Klasse Il (PEX3
und PEX16) konnte im Rahmen der Arbeit auch fiir die Splicevariante gezeigt werden,
weshalb der Einbau gezielter peroxisomaler Membranproteine im Rahmen der
peroxisomalen Biogenese theoretisch auch mit PEXT19A2 stattfinden kann.
Bedenkt man nun, dass eine Regulierung der Splicevariante PEX19A2 durch NMD
stattfindet, so bietet dies der Zelle die Moglichkeit, das Ausmals der peroxisomalen
Stoffwechselfunktionen durch deren Anzahl und Funktionalitit den gegebenen
Anspriichen bereits zum Zeitpunkt der peroxisomalen Biogenese nach Bedarf NMD-
vermittelt anzupassen. So st bekannt, dass in Abhdngigkeit der aktuellen
Stoffwechsellage und des jeweiligen Organs Peroxisomen in Zahl und Grolle stark

variieren (Schrader, 2008).

4.4 Diskussion der Methoden

Aspekte zur Messung mit dem realtime Cycler

Um das quantitative Verhaltnis der Splicevariante PEX19A2 und der Volllange-Variante
PEX19 zu untersuchen, bietet sich die Etablierung einer Real-Time RT-PCR mit
Standardkurve an, da hier im Gegensatz zur RT-PCR sehr gut genaue, quantitative
mRNA-Messungen durchgefiihrt werden kénnen (Vandenbroucke 2001). Dabei gilt es,
diverse Voraussetzungen und Umsetzungsbedingungen zu beachten, um sie in die
Interpretation der Ergebnisse mit einbeziehen zu kénnen.

Da die Ergebnisse des Messgerates (iber ein Softwareprogramm angezeigt werden, sind
sie nach dem Versuch auf verschiedene Art und Weise zu betrachten, aber auch zu
modifizieren. Als erstes muss beachtet werden, dass der Ct-Wert anhand eines
Schwellenwertes errechnet wird, den das Softwareprogramm nach jeder Messung neu
angibt und der automatisch der Effizienz des jeweiligen Versuches angepasst wird
(Rutledge 2004). So gibt jedes der gleichzeitig untersuchten Versuchsgefdlle, in denen
sich ein 20 pl Ansatz befindet, eine andere Grundfluoreszenz ab. Diese schwankt
unabhangig von der Ausgangsmenge der Amplifikate und muss angeglichen werden,

will man verschiedene Ansdtze miteinander vergleichen (larionov 2005). Die Software
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des Gerdtes bietet einen ,background subtracted” Anzeigemodus an, der die
Schwankungen ausgleicht. Werden jedoch, wie im Rahmen der absoluten
Quantifizierung hdufig geschehen, sehr viele unterschiedliche Proben mehrerer
Ansdtze ausgewertet, so sind die durch die Software errechneten Ct-Werte hoher als bei
der Auswertung weniger Proben eines einzelnen Ansatzes, wie im Rahmen der
relativen Quantifizierung. Die Ursache fiir die falsch hohen Ct-Werte liegt unter
anderem an Fluoreszenz-Schwankungen wahrend der sehr spaten Phase des Versuchs
(Uber 35 Zyklen). Sie werden durch Primer-Dimere verursacht, die mit in die
Auswertung einbezogen werden. Da die Gesamtintensitat der Fluoreszenz erhoht ist,
wird der errechnete Schwellenwert, an dem der Ct-Wert errechnet wird, ebenfalls
erhoht. Dieser Messfehler wurde ausgeglichen, indem alle Reaktionsansitze tber den
gleichen, fir alle Ansdtze giiltigen Schwellenwert abgelesen wurden. Dieser fiel in die
Phase der exponentiellen Vermehrung, welche im Falle einer verminderten Ausgangs-
Kopienzahl verfriiht aufhort, da dann die Substrate zuvor verbraucht werden,
Produktfragmente miteinander hybridisieren und die Tag-Polymerase wie auch die
Nukleotide durch die Erhitzung zerstért werden.

Ist der zu untersuchende und quantitativ zu bestimmende mRNA-Abschnitt im
Verhdltnis zur Gesamt-RNA nur in geringer Menge vorhanden (z.B. eine seltene
Splicevariante), so wird dieser Mengenunterschied durch den Transkriptions-Vorgang
zusatzlich verstarkt, da die Oligo-T-Primer unverhdltnismdRig seltener an diesen
Einzelstrang binden und er somit auch in kleinerem Anteil in cDNA umgeschrieben
wird. Einen dhnlichen Effekt kann man auch bei der Real-Time PCR beobachten. Hier
spricht man vom ,Monte Carlo Effect” (Bustin 2000; 2002). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte PEXT9A2 in den meisten Organen in ausreichend hoher Menge nachgewiesen
werden, so dass man nur in den wenigen Organproben mit auffillig niedrigen
PEX19A2-Kopienzahlen von einer relevanten Verzerrung des Ergebnisses durch diesen
Effekt ausgehen muss.

GAPDH bildet im Rahmen dieser Arbeit das geeignete housekeeping gene als internen
Standard fir die Auswertung der relativen Quantifizierung nach der 244“-Methode (Bas
2004) (Huggett 2005). Einige Autoren halten die Umrechnung auf die gesamt mRNA
einer Gewebeprobe mittels solcher Gene fiir selbverstandlich und unproblematisch.
Andere Arbeiten weisen ausdriicklich auf starke Schwankungen der ,Standards”,

abhangig von der untersuchten Gewebeart hin (Tricarico 2002), was in dieser Arbeit
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kein Problem darstellte, da ausschlieflich mRNA aus Fibroblasten fir die
Auswertungen verwendet wurde. Es werden jedoch Expressionunterschiede des
housekeeping-Gens im Rahmen bewusst beeinflusster Stoffwechselvorgdnge, in
Abhdngigkeit der Zellkulturparameter und des jeweiligen Zellzyklus beschrieben
(Thellin 1999). Da die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fibroblasten im gleichen
Medium und unter gleichen Bedingungen gezogen wurden und zum gleichen

Zeitpunkt ausgewertet wurden, konnte dieses Problem umgangen werden.

Aspekte zur Detektion der BRET-Signale

Die BRET-Methode bietet im Gegensatz zum klassischen Hefe-Zwei-Hybrid-System die
Méoglichkeit, Interaktionsmessungen in der lebenden, menschlichen Zelle in Echtzeit
durchzufithren und eignet sich zudem sowohl zur Untersuchung von Matrixproteinen
als auch insbesondere von Membranproteinen verschiedener Zellorganellen, was die
Methode zur Untersuchung der PEX19-Interaktionen in besonderem Malle geeignet
erscheinen lasst (Hamdan 2006; Mercier 2002).

Die Effizienz des Energietransfers des BRET-Ansatzes hangt von der genauen
Ausrichtung und des Abstandes des Donors und des Akzeptors ab. So kénnen zwei
untersuchte Proteine durchaus interagieren, ohne dass ein BRET-Signal detektiert wird,
wenn der Donor oder der Akzeptor in einer ungiinstigen Konstellation zueinander
stehen, die den Energie-Transfer behindert. Dies tritt insbesondere dann auf, wenn es
sich um grofe Proteine handelt, welche an einer umschriebenen Sequenz so
miteinander reagieren, dass Donor und Akzeptor weiterhin zu weit auseinander liegen.
Es ist daher wichtig, die Proteinpaare stets an den unterschiedlichen Enden (also dem
N- und dem C-Terminus) mit jeweils dem Donor und dem Akzeptor, also jeweils in
acht Kombinationen, miteinander zu fusionieren. Auflerdem kann es durch die
Fusionierung zu behindernden riumlichen Anderungen des untersuchten Proteins
kommen oder selten auch zu Anderungen der physiologischen Funktion. Demnach
sollten bei ausbleibendem BRET-Signal weitere Versuchsanordnungen durchgefihrt
werden um das negative Ergebnis zu bestdtigen. Andererseits bedeutet ein besonders
starkes BRET-Singal nicht zwangsldufig, dass das Proteinpaar in besonders hohem
Malle im Sinne einer stirkeren Affinitit oder hoheren Anzahl an Komplexen
miteinander interagiert sondern kann lediglich ein Hinweis darauf sein, dass der
Abstand zwischen Donor und Akzeptor innerhalb des Proteinkomplexes nach

Interaktion besonders gering ist.
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Durch die zufdllige Kolokalisation zweier nicht miteinander interagierender Proteine
kann es zu unspezifischen BRET-Signalen kommen (,bystander BRET”), welche von
den spezifischen Signalen abgegrenzt werden missen. Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit durch den validierten Cut-Off fur die BRET-ratio (0,094) erreicht.
Eine weitere mogliche Einschrankung bei der Auswertung der BRET-Untersuchungen ist
die Tatsache, dass sich die Methode auf die Darstellung von dimeren Interaktionen
beschrankt und somit mogliche polymere Interaktionen nicht abgegrenzt werden
konnen und lberdies die Messung beeinflussen kénnen (Hamdan, 2006). Wir konnten
eine Protein-Interaktion von PEX19 mit 16 Interaktionspartnern in getrennten Ansdtzen
jeweils nachweisen, weshalb eine mogliche polymere Interaktion mit mehreren der
Interaktionspartnern nicht zu einer Verfalschung des Ergebnis fiihrt.
Da die Substrate der BRET-Untersuchung die Zellmembranen durchdringen kénnen,
lassen sich Protein-Interaktionen unabhdngig von den Zellkompartimenten und
Organellen, in denen sie stattfinden darstellen. Eine Lokalisierung ist jedoch nicht
moglich. Aufgrund der geringen Lichtmenge, die durch die BRET-Reaktion emittiert
wird ist eine Darstellung unter dem Mikroskop, wie bei Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET), zur Lokalisierung derzeit noch nicht mit ausreichender
Sensitivitit moglich (Hamdan, 2006). Die Interaktionen von PEX19 finden
bekanntermafien sowohl im freien Zytosol als auch an der peroxisomalen Membran
statt wobei der jeweilige Interaktionsort mit den jeweiligen Interaktionspartnern im

Einzelnen noch nicht genau beschrieben ist.
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5 Zusammenfassung

Das peroxisomale Protein PEX19 ist an wesentlichen Schritten der frithen Biogenese
beteiligt und fiir die Entstehung der peroxisomalen Biomembran essentiell. Bei einem
Defekt des PEX19-Gens kommt es zum Zellweger Syndrom, dem bekanntesten und im
Verlauf schwersten Vertreter der klinischen Krankheitsbilder, die durch Stérungen der
peroxisomalen Biogenese und des peroxisomalen Stoffwechsels verursacht werden. Da
diese immer noch nicht therapiert werden kodnnen, ist eine genaue Erforschung und ein
besseres Verstandnis von PEXT19 von wesentlicher Bedeutung.

Die genomische Organisation und die molekulare Charakterisierung des Gens wurden
durch S. Kammerer durchgefiihrt. Dabei fiel ein relevantes Vorkommen der
Splicevariante PEXT9A2 auf, welche in vitro translatiert wird, aber PEXT19-defiziente
Zellen nicht komplementieren kann.

Mittels quantitativer Real-Time PCR konnten wir zeigen, dass PEXT9A2 neben PEX19-all
in allen untersuchten Geweben nachzuweisen war. Dabei zeigten sich signifikante
Unterschiede in der absoluten Kopienzahl sowohl der Splicevariante wie auch der Full-
Length Variante in Abhdngigkeit vom untersuchten Gewebe mit einem hdochsten
absoluten Anteil der Splicevariante in Uterus und Niere und einem hochsten relativen
Anteil in Niere und Lunge.

Wir konnten zudem zeigen, dass PEXT9A2 dem nonsense-mediated mRNA decay
(NMD) unterliegt. Dies ist vermutlich auf das vorgezogene Stop-Codon
zuriickzufiihren, welches die Splicevariante aufweist. Allerdings ist der NMD im Falle
von PEXT9A2 nicht vollstindig, was erklart, dass die Splicevariante sowohl in allen
untersuchten Geweben nachzuweisen war, als auch in vitro translatiert wird.

Die essentielle Funktion von PEX19 ist der Transport von peroxisomalen
Membranproteinen (PMP) durch direkte Interaktion mit diesen. Obwohl der
Splicevariante  PEX19A2 in den Komplementationsversuchen keine volle
Funktionsfahigkeit nachgewiesen werden konnte, stellt sich aufgrund der hohen
mRNA-Kopienzahlen in den untersuchten Geweben, dem unvollstindigen NMD und
der bekannten in vitro Translation die Frage, ob nicht doch Interaktionen mit PMP
bestehen, die auf eine besondere Rolle von PEX79A2 schliefen ldsst. Daher wurde das
Interaktionsmuster beider Varianten mittels Bioluminiszenz-Resonanz-Energie-Transfer

(BRET) untersucht. Es konnte dabei gezeigt werden, dass PEX19 mit allen 16
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untersuchten Membranproteinen interagiert, wie es in der Literatur vorbeschrieben ist.
PEX19A2 zeigt ein distinktes Interaktionsmuster: Es interagiert nicht mit PEX14, dem
Docking-Peroxin, das als Teil des Kargo-Translokon-Komplexes des Importomer-
Komplexes eine essentielle Rolle beim Import peroxisomaler Matrixproteine spielt.
Aullerdem interagiert es nicht mit PEX10 und PEX13, beides ebenfalls Peroxine des
Importomer-Komplexes. Dies konnte erkldaren, warum PEX19-defiziente Zellen durch
die Splicevariante nicht komplementiert werden konnen.

PEX19A2 kommt als mRNA in signifikanten Mengen vor, unterliegt inkomplett dem
NMD, zeigt jedoch ein eingeschranktes Interaktionsmuster mit den PMP, was zu der
Hypothese fiihrt, dass durch die Splicevariante Funktionen in der peroxisomalen

Biogenese Gibernommen werden, welche durch NMD reguliert werden.



6 Abkiirzungsverzeichnis

A

A Adenin

B

bp Basenpaare

BRET Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer
C

C Cytosin

cDNA komplementdare DNA
CHX Cycloheximide

COS7 Cv-1 (Nierenzellen der griinen Meerkatze) in Origin, carrying SV40
Ct Threshold

D

A delta

DNA Desoxyribonukleinsdure

E

E Exon

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraacetat
EJC Exon Junktion Complex

ER Endoplasmatisches Retikulum

EtOH Ethanol

F

for forward

G

G Guanin

8 Druck in bar
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat- Dehydrogenase
K

kDA Kilodalton
M

M molar

ug Mikrogramm
min Minute

ml Milliliter

pl Mikroliter
pm Mikrometer

mm Kubikmillimeter
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mMRNA

NacCl
NALD
NaOH
nm
NMD

PBS
PCR
PEX
Pex
PEX
PMP
PTC
PTS

rev
RNA
rpm
rRNA
RT-PCR

sek

std

Taq
TBS

wit

X-ALD

ZS

messenger-RNA

Natriumchlorid

Neonatale Adrenoleukodystrophie
Natriumhydroxid

Nanometer

Nonsense mediated RNA decay

Phosphate-Buffered-Saline
Polymerasekettenreaktion
Peroxin

Peroxin der Hefezelle
peroxisomales Gen
peroxisomale Membranproteine
Premature Termination Codon
peroxisomal targeting signals

reverse
Ribonukleinsdure

Umdrehungen pro Minute (“Round per minute”)
Ribosomale RNA

Reverse-Transkriptions-PCR

Schwefel
Sekunde
Stunde

Thymin
Thermus aquaticus
Tris Buffered Saline

Wildtyp

X-linked Adrenoleukodystrophie

Zellweger Syndrom
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