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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Neurodegenerative amyloide Erkrankungen

1.1.1 Spinozerebellare Ataxie 3 und andere Polyglutamin(polyQ)-Erkrankungen

Die Spinozerebellare Ataxie 3 (SCA3), auch Machado-Joseph-Erkrankung (MJD) genannt, ist
eine autosomal dominant vererbte neurodegenerative Erkrankung. Sie tritt meist in einem
Alter von 30 - 40 Jahren auf und endet tddlich nach einer Krankheitsdauer von etwa 10
Jahren. Zu dem Krankheitsbild gehoren zerebellare Ataxie (Stérung der Bewegungs-
koordination, z.B. des Gangs) mit progredientem Verlauf, Dysarthrie (Sprachstérung),
Ophthalmoplegie (Augenmuskelldhmung), Nystagmus (Augenzittern), Dysmetrie (falsche
Abmessung von Zielbewegungen), Spastik, Rigor (Starre), Dystonie (Tonusstérung),
Muskelatrophie, verstarkte bzw. abgeschwéchte Reflexe, Schluckstérung, Intentionstremor
(zittern bei zielgerichteter Bewegung), faziolinguale Faszikulationen (blitzartige
Kontraktionen von Muskelbundeln der Zungen- und mimischen Muskulatur ohne
Bewegungseffekt) und selten Demenz. Die Pravalenz aller Spinozerebellaren Ataxien wird
auf 1 bis 4 pro 100.000 geschatzt (SCA3 < 1/100.000) (Andrew et al., 1997).

Als Ursache der SCA3 (MJD) wurde die Verlangerung eines repetitiven (CAG),-Bereichs im
Gen MJD1 auf dem Chromosom 14 identifiziert. Der repetitive Trinukleotid-Bereich im
MJD1-Gen kodiert einen ununterbrochenen Polyglutamin-(polyQ)-Bereich im Protein
Ataxin3. Die Erkrankung SCA3 manifestiert sich, wenn der repetitive CAG-Bereich eine
Lange von mindestens 61 Wiederholungen aufweist, wobei die Lange des polyQ-Bereichs mit
dem Alter bei Erkrankungsbeginn (age of onset) negativ korreliert. Bei 64 CAG-
Wiederholungen findet man einen Ausbruch der SCA3 mit etwa 62 Jahren, 82Q resultieren in
einem Krankheitsbeginn mit circa 14 Jahren (Durr et al., 1996; Maruyama et al., 2002). Bei
SCAS3-Patienten findet man auRerdem einen mit zunehmender Lénge des polyQ-Bereichs
zunehmenden Schweregrad der klinischen Symptome. Bei gesunden Menschen wurde eine
polyQ-Lénge von 12 - 42 Glutaminen nachgewiesen. Eine intermedidre polyQ-L&nge von 53 -
54Q st selten und resultiert im restless legs-Syndrom mit Faszikulationen, Tremor,
Gangstorungen und einer sensomotorischen axonalen Polyneuropathie (van Alfen et al.,
2001).

Es wird angenommen, dal} die Expansion der CAG-Wiederholungen durch ein Verrutschen
der DNS-Polymerase auf der Matritzen-DNS (gene slippage) oder durch eine Ausbildung von
DNS-Sekundarstrukturen wahrend der Meiose verursacht wird (Sinden, 1999). Sie resultiert
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in einem als Antizipation bezeichneten Phdnomen, welches durch eine friilhere Manifestation
und einen schwereren Verlauf der SCA3 in nachfolgenden Generationen gekennzeichnet ist
(Durr et al., 1996).

Neuropathologisch ist SCA3 durch neuronalen Zellverlust und Gliose (Proliferation von
Gliazellen) in den Basalganglien, Kleinhirn (Cerebellum), Hirnstamm und Rlckenmark,
insbesondere im Nucleus subthalamicus (Basalganglien), Nucleus dentatus (Kleinhirn),
Tractus spinocerebellaris (Kleinhirnseitenstrang), Substantia nigra (Hirnstamm), Hinterstrang,
in den pontinen Hirnnervenkernen inklusive Nuclei vestibulari, und durch Neuropathie der
peripheren Motor- und Sensoraxone gekennzeichnet (Rosenberg, 1992; Takiyama et al., 1994;
Sudarsky and Coutinho, 1995; Soong et al., 1997; Evert et al., 2000).

Das MJD1-Gen wird ubiquitar im menschlichen Kérper exprimiert und kommt in mindestens
vier alternativen Spleil3-Varianten vor (Ichikawa et al., 2001). Zusatzliche Stop-Codon-
Polymorphismen resultieren in unterschiedlichen C-Termini (Goto et al., 1997). Verschiedene
Untersuchungen zeigen, daR Ataxin3 sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert
ist (Paulson et al., 1997a; Wang et al., 1997; Trottier et al., 1998; Tait et al., 1998; Evert et al.,
1999).

Die Verlédngerung eines exprimierten CAG-Bereichs wurde in einer wachsenden Gruppe von
uberwiegend dominant vererbten neurodegenerativen Krankheiten identifiziert (Tabelle 1-1).
Diese Trinukleotide Repeat-Erkrankungen wurden unter dem Begriff Polyglutamin-
Erkrankungen zusammengefalit. Zu ihnen gehoren aufler der SCAS3, die Huntington-
Erkrankung (HD, Chorea (griech.= Tanz) / Morbus Huntington, auch Veitstanz genannt,
Review: (Bates, 2005)), Dentatorubrale Pallidolysische Atrophie (DRPLA), Spinobulbére
Muskulare Atrophie (SBMA, auch Kennedy-Erkrankung genannt) und weitere
Spinozerebellare Ataxien (SCA1L, 2, 6, 7, 17). AuBerhalb des polyQ-Bereichs weisen die
pathologischen Proteine keine bzw. nur geringe Sequenz-Ahnlichkeiten auf. Die Expression
eines 79Q-Peptids bzw. die Einfuhrung eines verlangerten polyQ-Bereichs in ein Protein,
welches normalerweise nicht mit einer neurodegenerativen Erkrankung in Verbindung steht,
fihrt zu neuronaler Pathologie bei transgenen Mausen (lkeda et al., 1996; Ordway et al.,
1997), weshalb angenommen wird, dal’ der polyQ-Bereich durch Ausiibung einer toxischen
Funktion die Ursache der Erkrankungen darstellt. Ebenfalls fir den polyQ-Bereich als
Erkrankungsursache spricht die inverse Korrelation zwischen polyQ-Lénge und Alter bei
Krankheitsbeginn sowie die Korrelation zwischen polyQ-Lange und Schwere der
Manifestation. Auflerdem sterben Maéuse, die eine gezielte Unterbrechung im murinen

Huntingtin (Htt)-Gen besitzen, wahrend der frihen Embryonalentwicklung (Nasir et al.,

10
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1995), was darauf hindeutet, daB es sich bei der neurodegenerativen Erkrankung HD nicht um
einen Htt-Funktionsverlust sondern um einen Hinzugewinn einer neuen Funktion (gain of
function) handelt. Ataxin3 ist mit Ausnahme des Transkriptionsfaktors TBP das kleinste der
in Tabelle 1-1 aufgelisteten polyQ-Proteine. Im Gegensatz zur SCA3 manifestieren sich die
meisten anderen polyQ-Erkrankungen, wenn ein Schwellenwert von etwa 40 Glutaminen im
entsprechenden Protein erreicht ist (Tabelle 1-1), mit Ausnahme der SCAG6, bei der im
Vergleich zu den (brigen polyQ-Erkrankungen uUber einen anderen Pathogenitats-
mechanismus diskutiert wird (Tarlac and Storey, 2003). Ataxin3 besitzt einen C-terminalen
polyQ-Bereich, wohingegen die meisten anderen Proteine aus Tabelle 1-1 einen N-terminalen
polyQ-Bereich haben.

Tabelle 1-1: Name der verschiedenen polyQ-Erkrankungen, verantwortliches Gen / Protein, Molekilmasse des

Wildtyp-Proteins in Kilo-Dalton, Glutamin-Anzahl bei gesunden (Wildtyp) und kranken Menschen.
*(Andrew et al., 1997)

polyQ- Gen / Protein Protein | Q, (Wildtyp) | Qn(pathogen)
Krankheit (kDa)
SCA 3=MJD | MJD1 / Ataxin3 42 12 -42 61 - 86
HD Huntingtin (Htt) 350 6-41 36 — 80
DRPLA Atrophinl 124 3-36 49 — 88
SBMA Androgen-Rezeptor (AR) | 99 9-36 38 — 62
SCA1l Ataxinl 87 6-44 39-88
(unterbrochen | (nicht
durch 1-3 H)* | unterbrochen)
SCA 2 Ataxin2 140 14 - 34 32-77
SCA6 CACNA1A 160-250 | 4-18 21-33
(Calciumkanal alA)
SCA7 Ataxin7 95 4-35 37-300
SCA 17 TATA-Bindeprotein (TBP) | 37 25-42 47 - 63
1.1.2 Amyloide Proteinablagerungen (Aggregate)
In histologischen Schnitten von humanen SCA3-Gehirnen konnten intrazellulére

Proteinablagerungen oder EinschluBkorperchen (Einschlisse = inclusions) bestehend aus
mutiertem Ataxin3 gefunden werden. Diese Proteinprazipitationen lagen vorwiegend in
neuronalen Zellkernen betroffener Gehirnareale vor (Paulson et al., 1997b). Ahnliche
Proteinablagerungen und neuronale Zellverluste konnten bei den anderen polyQ-
Erkrankungen identifiziert werden, man findet jedoch spezifisch fiir die jeweilige Erkrankung

unterschiedliche betroffene Gehirnbereiche (DiFiglia et al., 1997; Skinner et al., 1997,

11
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Schmidt et al., 1998; Evert et al., 2000; Ross and Poirier, 2004), wobei die Gehirnregionen
mit Proteinablagerungen den Regionen, die neuronale Degeneration zeigen, grob entsprechen.
In Zellkulturexperimenten konnte durch Expression von Ataxin3 oder von anderen polyQ-
Proteinen mit verldngertem polyQ-Bereich die Bildung von nukleédren Einschliissen induziert
werden (lkeda et al., 1996; Butler et al., 1998; Cooper et al., 1998; Evert et al., 1999; Chai et
al., 1999b; Stenoien et al., 1999). In vitro wurde gezeigt, dal poly-Glutamin-Peptide in
Wasser hochgradig unléslich sind, und dal3 die Aggregation von polyQ-Proteinen von der
Lange des polyQ-Bereichs abhéngt (Perutz et al., 1994; Scherzinger et al., 1997; Scherzinger
et al., 1999; Tanaka et al., 2001; Chen et al., 2002a).

Vergleicht man die polyQ-Erkrankungen mit anderen neurodegenerativen Krankheiten, fallt
auf, dall auch bei der Alzheimer-, der Parkinson-Erkrankung und den Prion-Krankheiten
(spongiforme Encephalopathien) neuronaler Zellverlust sowie Proteinablagerungen in Form
von intrazelluldren Einschlissen oder extrazellularen Plaques zu finden sind (Abb.1-1).
Sogenannte neuronale amyloide Ablagerungen, die definitionsgemall extrazellular
vorkommen, wurden zundchst fur das Ap-Peptid (= Amyloid-beta) der Alzheimer-
Erkrankung charakterisiert, heute spricht man jedoch auch bei Prion-Ablagerungen und bei
intrazellularen Einschlissen der Parkinson- und polyQ-Erkrankungen von amyloiden bzw.
amyloid-ahnlichen Aggregaten (Scherzinger et al., 1997; Scherzinger et al., 1999; Rochet and
Lansbury, 2000; Soto, 2003). Der Begriff Amyloid (griech.= Starkemehl, da mit lod intensive
Blaufarbung entsteht wie bei Amylose) wurde in der Medizin flr sich ablagernde Protein-
Polysaccharid-Komplexe verwendet, die unter krankhaften Umstdnden im Organismus
(Amyloidosen) entstehen (z.B. Tuberkulose, chronische Eiterungen, Syphilis, maligne
Tumoren) und besonders Milz, Leber, Nieren, aber auch die Haut befallen (Pschyrembel,
1982). Neuere Namensgebungen beinhalten das Serum-Amyloid-A, das sich im Serum bei
akuten und chronischen Infektionen, Tumoren und in hoherem Lebensalter findet, das
Amyloid-L, welches aus leichten Immunglobulinketten gebildet wird (light chain-associated
amyloidosis) und das Amyloid-B aus Beta-2-Mikroglobulin (Pschyrembel, 1994). Amyloid
der senilen, familidren und hereditdren Systemischen Amyloidosen (familiare Amyloid-
Polyneuropathien) besteht aus Transthyretin oder Lysozym, Amyloid bei Diabetes mellitus
Typ Il aus Islet Amyloid Polypeptide (IAPP) (Lansbury, 1999; Rochet and Lansbury, 2000;
Dobson, 2001; Horwich, 2002).

Charakteristisch fur amyloide Aggregate ist ihre fibrillire Form (Elektronenmikroskopie,
siche Abb.1-1), erhohter p-Faltblatt-Gehalt der sonst eher «-helikalen Proteine

(Circulardichroismus-Spektroskopie) sowie eine ,,cross-beta“-Struktur in Rontgenstruktur-
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analysen (Rontgenbeugungsanalysen) mit 4,75 A-meridionaler und 10 A-&quatorialer
Reflexion, die auf eine Fibrillen-Struktur aus aufeinander gestapelten B-Faltblattern hindeutet.
Aulerdem binden amyloide Aggregate ThioflavinT und Kongorot, wodurch sie sich anférben
lassen, und zeigen verstarkte Fluoreszenz bzw. einen typischen Spektralshift sowie griine
Doppelbrechung (green birefringence) im polarisierten Licht (Scherzinger et al., 1997,
Serpell, 2000; Morozova-Roche et al., 2000; Tanaka et al., 2001; Dobson, 2001; Chen et al.,
2002a; Dobson, 2004; Nelson et al., 2005). Amyloide Aggregationen lassen sich in vitro mit
Kongorot inhibieren, die Huntingtin (Htt)-Aggregation aufferdem mit ThioflavinS und anti-
polyQ-Antikérpern (Heiser et al., 2000; Sanchez et al., 2003).
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Abbildung 1-1: Proteinaggregation in neurodegenerativen Amyloid-Erkrankungen (veréndert nach (Soto,
2003)).

Interessanterweise zeigen amyloide Aggregate ahnliche Strukturen und Eigenschaften,
obwohl sie aus sehr unterschiedlichen Proteinen gebildet werden (Sunde et al., 1997,
Lansbury, 1999; Horwich, 2002; Kayed et al., 2003; Ross and Poirier, 2004). Daruber hinaus
konnte fir einige Proteine wie Fibronektin Typelll-Modul, Acylphosphatase, SH3-Doméne
der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase, Myoglobin und Insulin, die nicht in Erkrankungen
involviert sind, gezeigt werden, dal3 sie unter partiell denaturierenden Bedingungen Amyloid
bilden konnen (Litvinovich et al., 1998; Chiti et al., 2001; Guijarro et al., 1998; Fandrich et
al., 2001; Jimenez et al., 2002; Rochet and Lansbury, 2000; Dobson, 2001; Dobson, 2004).
Auch humanes Ataxin3 mit nur 26 oder 36Q bzw. die Josephin-Domane alleine (siehe unten)

bilden in vitro Amyloid bei Erhitzen auf 80-90°C (Marchal et al., 2003; Shehi et al., 2003;
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Masino et al., 2004). Es wird daher von einer Eigenschaft des Polypeptidrickgrats und nicht
der Seitenketten ausgegangen, die zur Bildung von Amyloid fuhrt. Somit ist die Eigenschaft
der Amyloidbildung allen Polypeptiden gemein und nicht nur einigen wenigen pathogenen
Proteinen vorbehalten, die Rate und Neigung dazu sind jedoch von der Aminosauresequenz
abhangig (Dobson, 2001).

Amyloide Fibrillogenesen sind generell nukleationsabhéngig, wobei ein ,,Nukleus* (seed =
Aggregationskeim) als Startmolekil benétigt wird, an dem sich weitere Proteine anlagern
koénnen und schlielilich eine Fibrille bilden. Typisch flr nukleationsabhangige Aggregationen
ist eine Abhangigkeit von der eingesetzten Proteinkonzentration und eine Lag-Phase, die
durch Zugabe von zuvor gebildeten Aggregaten (seeding) verkirzt werden kann (Scherzinger
et al., 1999; Rochet and Lansbury, 2000; Wanker, 2000; Dobson, 2001; Chen et al., 2002a;
Chen et al., 2002b; Horwich, 2002; Soto, 2003).

In ersten Struktur-Untersuchungen von polyQ-Fibrillen wurde eine stabile ,,ReilBverschluf3*-
Struktur (polar zipper) aus [-Faltblattern vorgeschlagen (Perutz et al., 1994). Da bei
D»Qis5K,-Aggregaten die Amyloid-typische 4,75 A -Reflexion in Roéntgenbeugungsanalysen
gefunden wurde, jedoch keine 10 A -Reflexion, wurde in einem verfeinerten Modell eine
zylindrische, helikal angeordnete B-Faltblatt-Struktur  (circular parallel  S-helix)
angenommen, bei der ~20 Glutamine einer Umdrehung der Helix entsprechen (Perutz et al.,
2002). Eine einzige Umdrehung sei unstabil, 2 Umdrehungen aus ~40Q sollten jedoch
ausreichend stabil sein, um als Aggregations-Nukleus zu wirken. Andere Autoren schlugen
ebenso vor, dal3 es sich bei dem polyQ-Nukleus um ein Monomer handeln sollte (Chen et al.,
2002b). Neueste Ergebnisse (molecular dynamics simulations) untermauern dies und
behaupten, dal3 ein einziges 54Q-Protein bzw. ein Dimer aus zwei 36Q-Proteinen als
Aggregationskeim ausreicht (Stork et al., 2005). Dieses Modell geht nicht von einer
wassergefillten zylindrischen parallelen B-Helix-Struktur (Perutz et al., 2002) sondern von
einer dreieckigen (triangular) parallelen B-Helix aus, die bei einem 54Q-Protein aus 3
kompletten Umdrehungen bestehen soll und nicht wassergefullt ist (Stork et al., 2005).
Andere Autoren beobachteten in ahnlichen Simulationen zylindrische parallele 3-Helices, die
ebenfalls nicht wassergefllt sind und aus 18 + 2 Glutaminen pro Helixumdrehung bestehen
(Khare et al., 2005). Die hier vorgestellten Modelle beruhen auf der Annahme, daf} die
amyloide Fibrillisation ausschlieRlich auf nicht-kovalenten Bindungen beruht, was kiirzlich
durch die atomar-aufgeldste Struktur von Fibrillen eines Glutamin-/Asparagin-reichen Sup35-

Peptids bestatigt wurde (Nelson et al., 2005). Einige Autoren schlagen jedoch eine polyQ-
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Aggregation aufgrund von kovalenten Bindungen vor, die durch das Enzym Transglutaminase
katalysiert werden soll (Kahlem et al., 1996; Kahlem et al., 1998; Dedeoglu et al., 2002;
Lesort et al., 2003). Dies erscheint jedoch unwahrscheinlich, da eine Aggregation von polyQ-
Proteinen in vitro ohne Zugabe von Transglutaminase stattfindet, und da sich Aggregate aus
Zellextrakten mit Ameisensédure auflosen lassen (Hazeki et al., 2000), was auf nicht-kovalente

Bindungen hindeutet.

1.1.3 Neuronale Toxizitatsmechanismen

Verschiedene Modelle versuchen die Toxizitéat der polyQ-Proteine zu erklaren. Als Grund fur
die Neuronenspezifitdt der Erkrankungen wird eine fehlende Ausdinnung von
Proteinablagerungen und beschédigten zelluldaren Komponenten in diesen post-mitotischen
Zellen des menschlichen Korpers angenommen. Experimentell ist die beobachtete polyQ-
Toxizitat jedoch nicht auf neuronale Saugetierzellen beschrankt, sondern mit vielen anderen
Zelltypen in Zellkultur sowie bei Fliegen (Bonini, 1999), Nematoden (Satyal et al., 2000) und
sogar Hefe (Meriin et al., 2002) reproduzierbar.

Entgegen der Annahme, Proteinablagerungen seien cytotoxisch und die direkte Ursache der
Erkrankungen (Bates, 2003), haufen sich die Hinweise darauf, dal die Aggregation einen
Schutzmechanismus der Zellen darstellen kénnte, indem toxische polyQ-Monomere und
polyQ-Oligomere rekrutiert und damit von anderen Proteinen in der Zelle abgetrennt werden
(Klement et al., 1998; Saudou et al., 1998; Sisodia, 1998; Tobin and Signer, 2000; Orr, 2001,
Rubinsztein, 2002; Taylor et al., 2002; Soto, 2003; Bowman et al., 2005). Beispielsweise
konnte man in einer mikroskopischen Studie, die das Uberleben einzelner Zellen analysierte,
zeigen, dalR das Mortalitatsrisiko der Zellen mit der Menge von diffusem Huntingtin (Htt)
korrelierte, jedoch nicht mit der Menge der Htt-Proteinablagerungen (Arrasate et al., 2004).
Bei HD-transgenen symptomatischen Mausen wurde Apoptose im Striatum beobachtet,
obwohl die Aggregationsfrequenz dort <1% betrug (Reddy et al., 1998). In anderen
Mausmodellen fir HD, SCA1 und SCA7 wurde neuronale Dysfunktion zeitlich vor der
Bildung von Einschlissen detektiert, was darauf hindeutet, dal3 nicht die Aggregate sondern
die monomeren Proteine bzw. frilhe Aggregationsintermediate die Pathogenese verursachen
(Hodgson et al., 1999; Menalled et al., 2002; Watase et al.,, 2002; Yoo et al., 2003).
Dartiberhinaus war bei transgenen SCA1-Méusen in den am stérksten degenerierten Neuronen
die Loslichkeit von Ataxinl am hochsten, und Aggregate wurden erst in einem

fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung gebildet (Watase et al., 2002). Ahnlich wurde
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apoptotischer Zelltod in Neuronen von Parkinson-Patienten ohne Proteinablagerungen (Lewy
bodies) nachgewiesen (Tompkins and Hill, 1997). Die extrazelluldre Zugabe von amorphen
HypF-N-Aggregaten zu Sdugerzellen resultierte in Toxizitat, wohingegen Fibrillen keinen
negativen EinfluR hatten (Bucciantini et al., 2002). Auch fiir das extrazellulare AB-Peptid geht
man von einer Toxizitat des loslichen Peptids bzw. der frilhen Aggregationsintermediate
(Oligomere, Protofibrillen) aus (McLean et al., 1999; Lambert et al., 1998; Hartley et al.,
1999; Zhu et al., 2000). Obwohl in humanen SCA7- und HD-Gehirnen Einschlisse in nicht-
degenerierten Zellen beobachtet wurden (Ross and Poirier, 2004), wird angenommen, daf
Aggregate den ErkrankungsprozeR reflektieren und mit der Pathogenese in Verbindung stehen
(Ross et al.,, 2003). So resultierte die Unterdrickung der Htt-Exonl-Expression bei
symptomatischen transgenen HD-M&usen in einem Verschwinden der Aggregate sowie in
einer Verringerung der motorischen Dysfunktion (YYamamoto et al., 2000; Diaz-Hernandez et
al., 2004).

Es wird angenommen, daR die Erkrankungen aus hinzugewonnenen, dominierenden toxischen
Funktionen (gain of function) der fehlgefalteteten Proteine resultieren, welche letztendlich
aggregieren. Die Fehlfaltungen oder partiellen Entfaltungen werden durch Mutationen in den
entsprechenden Proteinen a-Synuclein (Parkinson-Erkrankung), Prion-Protein (Creutzfeldt-
Jakob-Erkrankung, Gerstmann-Strauller-Scheinker-Syndrom, tddliche familidare Insomnie)
Tau (Tauopathien), Transthyretin / Lysozym (systemische Amyloidosen) bzw. durch
Verlédngerung des polyQ-Bereichs in polyQ-Proteinen hervorgerufen. Diese Krankheiten
werden daher auch zu der Gruppe der Fehlfaltungserkrankungen (conformational diseases,
protein folding diseases) gezahlt. Zusétzlich zu den genannten neurodegenerativen
Krankheiten z&hlen auch die zystische Fibrose, Phenylketonurie, o;-Antitrypsin-Defizienz
und die Sichelzellenandmie zu den Proteinfaltungserkrankungen (Lansbury, 1999; Dobson,
2001; Horwich, 2002; Soto, 2003; Kimura and Kakizuka, 2003; Dobson, 2004).

Die Veranderung der Wechselwirkung dieser fehlgefalteten Proteine mit anderen zelluldren
Proteinen wird als Ursache der Erkrankungen angenommen. So konnte die Htt-induzierte
Neurodegeneration im Drosophila-Modell durch Expression eines Htt-bindenden Polypeptids
reduziert werden (Kazantsev et al., 2002).

In polyQ-Aggregaten von humanen Gehirnen konnten auller dem jeweiligen polyQ-
verldngerten Protein auch andere, nicht pathogene polyQ-Proteine wie Ataxin2, Ataxin3,
polyQ-enthaltende Transkriptionsfaktoren wie TBP, CBP sowie molekulare Chaperone,

Ubiquitin und Proteasom-Bestandteile identifiziert werden (Paulson et al., 1997b; DiFiglia et
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al., 1997; Perez et al., 1998; Chai et al., 1999b; Evert et al., 2000; McCampbell et al., 2000;
Uchihara et al., 2001; Zander et al., 2001; Nucifora et al., 2001; Sakahira et al., 2002; Schmidt
et al., 2002; Diaz-Hernandez et al., 2004). Zellulare Komponenten des Proteinfaltungs- und
Degradations-/Abbau-Apparats wurden ebenfalls in intrazelluldren Einschliissen bei
Parkinson- und Alzheimer-Erkrankten (Tau-Aggregate) gefunden (Sherman and Goldberg,
2001).

Ein Modell geht von einer transkriptionellen Dysregulation durch die Inaktivierung von
Transkriptionsfaktoren, die hdufig selbst polyQ-Bereiche besitzen, aus (Ross, 2002; Sugars
and Rubinsztein, 2003). Zusétzlich zur Inaktivierung durch polyQ-abhangige Koaggregation
(Kazantsev et al., 1999; Uchihara et al., 2001; Nucifora et al., 2001; Chai et al., 2002) wird
eine direkte Inaktivierung von TBP und Spl / TAF;;130 durch Interaktion der polyQ-Bereiche
in den monomeren Proteinen angenommen (Schaffar et al., 2004; Dunah et al., 2002; Freiman
and Tjian, 2002). Fir polyQ-verlangertes Htt-Exonl wund Ataxin3 wurde eine
Transkriptionshemmung durch Inhibition der Histonacetyltransferase-Aktivitat von
p300/CBP-associated factor (P/CAF) vorgeschlagen (Steffan et al., 2001; Li et al., 2002).
Eine Beeintrachtigung der CRE- (CBP-) vermittelten Transkription wurde gezeigt (Nucifora
et al., 2001; Wyttenbach et al., 2001; Sugars et al., 2004). Transgene Maduse mit polyQ-
verlangertem Ataxinl zeigen eine veranderte Genexpression im Cerebellum (Lin et al., 2000).
Ein Vergleich der Expression verschiedener Gene bei transgenen DRPLA- oder HD-Mausen
mittels Microarray zeigte Ubereinstimmend eine verringerte Expression von Neuropeptiden
sowie Proteinen, die in Signaltransduktion (Neurotransmitter-Rezeptoren, Wachstumfaktor-
signalling) involviert sind (Sugars and Rubinsztein, 2003). In Zellkultur resultierte die
Ataxin3-(Q70)-Expression in einer verdnderten Genexpression wie z.B. einer verstarkten
Transkription von inflammatorischen  Genen, wobei Ataxin3-(Q23) selbst eine
transkriptionsregulierende Aktivitdt besitzen soll, die im pathologischen Protein mit
verlangertem polyQ-Bereich veréndert ist (Evert et al., 2003). Somit findet man bei der SCA3
zusatzlich zum toxischen Funktionsgewinn (gain of function) des pathologischen Proteins
einen Verlust der normalen Ataxin3-Funktion (loss of function), was ebenfalls zur
Pathogenese beitragen konnte.

In einem anderen Modell geht man davon aus, daf} polyQ-Aggregate nicht durch Proteasomen
abgebaut werden kénnen, jedoch zu diesen transportiert werden und sie inaktivieren (Evert et
al., 2000; Tobin and Signer, 2000; Ross, 2002; Ross and Poirier, 2004). Verminderter Abbau
zelluldrer Proteine und somit verringerte regulatorische Funktionen, aber auch die

Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen, sollen schlieBlich zu zellularer Dysfunktion und
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Neurodegeneration fiihren. Die Tatsache, daR man Ubiquitin sowie Bestandteile von
Proteasomen in Aggregaten nachweisen konnte (Fujigasaki et al., 2000; Schmidt et al., 1998),
spricht fur dieses Modell. In Zellkultur konnte eine partielle Inhibition des Ubiquitin-
Proteasom-Systems durch Expression eines 79Q-Proteins (Nishitoh et al., 2002) bzw. durch
das Vorhandensein von polyQ- oder CFTR-Aggregaten gezeigt werden (Bence et al., 2001).
Andere Autoren schlielen jedoch eine Proteasomenhemmung bei transgenen SCA7-Mausen
sogar im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium aus (Bowman et al., 2005). Eine verringerte
Proteasom-Aktivitat in der Alzheimer-Erkrankung wurde gezeigt (Ding and Keller, 2003).
Zusatzlich zur Proteasom-Inhibition wird die Induktion von ER-StreR als Grund der
Neurodegeneration vorgeschlagen. ER-Strel} wird durch die Akkumulation von ungefalteten
Proteinen im Lumen des ER (Endoplasmatisches Retikulum) ausgeldst, was bei einer
Inhibition des ER-assoziierten Proteinabbaus (ERAD = ER-assoziierte Degradation) der Fall
ist. Genauso wie der Proteasom-Inhibitor MG132 induzierte die 79Q-Expression ER-Stref3,
was in Aktivierung der IRE1-TRAF2-ASK1-JNK-Signalkaskade und neuronalem Zelltod
resultierte (Nishitoh et al., 2002). Eine Rolle von ER-Strel? wurde ebenfalls bei der Parkinson-
und Alzheimer-Erkrankung, sowie beim Diabetes mellitus postuliert (Katayama et al., 2004;
Schroder and Kaufman, 2005).

Zusammenfassend kann man feststellen, daR die hier vorgestellten Modelle, die neuronalen
Toxizitdtsmechanismen betreffend, sich nicht gegenseitig ausschlieen, sondern gemeinsam

zur Pathogenese der polyQ-Erkrankungen betragen konnten.

1.1.4 Eigenschaften des Ataxin3-Proteins

Die Proteinsequenz des in dieser Studie verwendeten Ataxin3 (MJD1) wurde im
menschlichen Gehirn identifiziert und besteht bei einem polyQ-Bereich von 22 Glutaminen
aus 360 Aminoséauren (Abb.1-2). Der N-Terminus (1-198) bildet eine globuldre Domane, die
Josephin-Doméne genannt wird, und konserviert ist (Homo sapiens, Mus musculus,
Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana) ((Albrecht et al., 2003), InterPro/Pfam-
Datenbank). Nach AbschlulR der hier dargestellten Arbeit wurden NMR-spektroskopische
Daten veroffentlicht, welche die atomare Struktur der isolierten Josephin-Domane aufklarten
(Nicastro et al., 2005; Mao et al., 2005). Die Josephin-Domaéne besteht aus zwei Subdomaénen,
die durch eine Spalte voneinander getrennt sind. Sie liegt tiberwiegend als Monomer vor und
hat eine negativ geladene Oberflache (Nicastro et al., 2005). Die identifizierten a-Helices an
den Positionen 14-22, 31-47, 56-62, 78-85 und 147-158 bestétigen die in dieser Arbeit zu
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Rate gezogenen, relativ groben Sekundarstrukturvorhersagen (Abb.1-2). Der polyQ-Bereich
(296-317) des Proteins liegt im C-Terminus und kommt mit einer Lange von 12-86Q nur
beim Mensch vor. Bei anderen S&ugetieren wie Maus und Ratte existieren anstelle des polyQ-
Bereichs nur 3-6 Glutamine ((Schmitt et al., 1997), Proteindatenbank von
www.ncbi.nlm.nih.gov), was ebenfalls fiir das Huntingtin (Htt)-Protein zutrifft. Ein Vergleich
verschiedener Spezies zeigt, dall beim Mensch Proteine mit einer bestimmten polyQ-Léange
haufiger vorkommen als bei der Maus, und dal} im Laufe der Evolution die maximale polyQ-
Lange zunahm (Alba et al., 2001). Experimentelle Daten deuten darauf hin, daf im Gegensatz
zur globuléren Josephin-Doméne der C-Terminus von Ataxin3 relativ unstrukturiert ist
(Masino et al., 2003; Chow et al., 2004). Ein putatives Kernlokalisationssignal (NLS) mit der
Sequenz RKRR wurde an Position 282-285 gefunden, ebenso wie ein putatives
Kernexportsignal (NES) mit der Sequenz ADQLLQMIRYV an Position 174-183 (Tait et al.,
1998; Albrecht et al., 2004).

220 260 280 320

1 coiled coil  coiled coil 360
cce cec—¢C cC—C CC cce
JOSEPHIN | [um][um] 22Q)
a a_g &_3 ;1 g ¢ = random coil (unstrukturiert)
e = extencled strand (P-Strang)
coiled coil = umeinander gewundene u-Helices

Abbildung 1-2: Aufbau des humanen Wildtyp-Ataxin3-Proteins. Die Josephin-Domane, beide UlIMs
(Ubiquitin-Interaktions-Motive), das putative Kernlokalisations-Signal mit der Sequenz RKRR und der polyQ-
Bereich mit 22 Glutaminen sind dargestellt. Uber dem Balkendiagrumm wurden die in Sekundarstruktur-
vorhersagen als unstrukturierte (c) sowie als B-Strang-dhnliche Regionen (e) gedeuteten Bereiche aufgelistet.
Ebenfalls sind die beiden coiled coil-Doméanen dargestellt. Unter dem Diagramm sind die flinf, mittels NMR
identifizierten a-Helices a1-5 (Positionen 14-22, 31-47, 56-62, 78-85 und 147-158) der isolierten Josephin-
Domane dargestellt (Nicastro et al., 2005).

Die hier verwendete Ataxin3-Isoform besitzt zwei Ubiquitin-Interaktionsmotive (UIM) (223-
240 und 243-260), die zwischen der Josephin-Domdne und dem polyQ-Bereich liegen
(Abb.1-2), und die einer von zwei fir Ataxin3 vorhergesagten coiled coil-Strukturen
(superspiralisierte a-Helices) (~220-260) entsprechen (Albrecht et al., 2003; Albrecht et al.,
2004). In einer alternativ gespleiliten Ataxin3-Isoform existiert zusétzlich eine dritte UIM C-
terminal des polyQ-Bereichs (Albrecht et al., 2003). UIMs sind kurze konservierte
Sequenzmotive, die in vielen Proteinen vorkommen, welche eine Rolle im

Ubiquitinylierungs- und Ubiquitinerkennungs-system spielen. Eine UIM-abhé&ngige Bindung
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von Poly-Ubiquitin-Ketten durch Ataxin3 sowie eine Bindung von ubiquitinylierten Proteinen
wurde gezeigt (Donaldson et al., 2003; Burnett et al., 2003; Chai et al., 2004; Shoesmith
Berke et al., 2005). Die zweite vorhergesagte coiled coil-Struktur von Ataxin3 schliel3t den
polyQ-Bereich ein und soll sich an Position ~280-320 befinden (BCM Search Launcher,
InterPro, Pole Bioinformatique Lyonnais, siehe Abb.1-2). Ein 3-Helix-Blndel (~173-342)
wurde ebenfalls vorgeschlagen, welches mit einer polyQ-Lénge bis zu 41Q stabil sein soll
(Albrecht et al., 2003). Diese Stabilisierung des polyQ-Bereichs konnte der Grund dafir sein,
dal? die SCA3-Erkrankung erst bei >61Q ausbricht, im Gegensatz zu den anderen polyQ-
Krankheiten, die einen Schwellenwert von etwa 40Q haben. Experimente mit dem anti-
polyQ-Antikorper 1C2 deuten auf ein unterschiedliches AusmaR der Exposition von polyQ-
Bereichen in verschiedenen Proteinen hin, was die Unterschiede in den Schwellenwerten der
verschiedenen Erkrankungen (Tabelle 1-1) bestimmen konnte (Tanaka et al., 2001).

Ubiquitin ist ein 8 kDa-Protein, welches mit Hilfe von Ubiquitin-aktivierenden Enzymen
(E1), Ubiquitin-konjugierenden Enzymen (E2) und Ubiquitin-Ligasen (E3) am C-terminalen
Glycin kovalent mit Lysin-Resten von Substraten verknupft wird. Polyubiquitin-Ketten
entstenen durch wiederholte Verknlpfungen des zuletzt addierten Ubiquitins mit einem
weiteren Ubiquitin. Ubiquitin-Ketten-Assemblierungsfaktoren (E4) sollen fiir die Bildung von
Polyubiquitin-Ketten bestimmter Substrate bendtigt werden (Matsumoto et al., 2004). Die
Poly-Ubiquitinylierung genannte posttranslationale Modifikation dient u.a. der Erkennung der
Substrate, die abgebaut werden sollen, durch die Proteasom-Degradationsmaschinerie. Das
Anhéngen eines einzelnen Ubiquitins jedoch dient als Signal fur Endocytose oder gezielten
Proteintransport (protein sorting, membrane trafficking). Deubiquitinylierende Enzyme
katalysieren das Entfernen von Ubiquitin von Ubiquitin-Protein-Konjugaten oder
Polyubiquitin-Ketten (Kim et al.,, 2003a). Mittels Bioinformatik wurde Ataxin3 als
Cysteinprotease mit Papainfaltung und deubiquitinylierender Aktivitat vorausgesagt (Scheel
et al., 2003), was experimentell bestatigt werden konnte (Burnett et al., 2003; Nicastro et al.,
2005). Ataxin3 weist geringe Homologien zu Mitgliedern der UCH (Ubiquitin C-terminal
hydrolase)- und UBP (Ubiquitin-specific processing protease)-Familien auf (Burnett et al.,
2003), die katalytische Triade aus Cystein (C14), Histidin (H119), Aspartat/Asparagin (N134)
sowie weitere Aminosauren sind jedoch konserviert (Scheel et al., 2003; Burnett et al., 2003).
Die Reste C14, H119 und N134 befinden sich in der Helix oy bzw. in den B-Faltbléattern 3
und B4 (Nicastro et al., 2005; Mao et al., 2005). Zusétzlich zur Tatsache, dal3 diese drei
Aminosauren konserviert sind, weist deren rdumliche Né&he in der NMR-Struktur der

Josephin-Domane auf deren Kkatalytische Funktion hin (Mao et al., 2005). Burnett und
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Kollegen zeigten, daR die Aminoséure Cysl14 essenziell fir die deubiquitinylierende Aktivitat
von Ataxin3 in vitro ist (Burnett et al., 2003) und lieferten aulerdem Hinweise darauf, dal}
Ataxin3 inklusive Cys14 und UIMs fur die Bildung von Aggresomen aus mutiertem CFTR
(Transmembranprotein, Modell-ERAD-Substrat) in vivo benétigt wird (Burnett and Pittman,
2005). Bei Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, dal Ataxin3 die polyQ-
induzierte Aggregation verzogerte und die Neurodegeneration des Fliegenauges hemmte, was
von der zellularen Proteasomaktivitdt und vom Vorhandensein des katalytischen Cys14 und
den UIMs abhéngig war (Warrick et al., 2005).

In einem Yeast Two-Hybrid Screen wurde eine Interaktion von Ataxin3 mit humanem
HHR23A und HHR23B, Homologe von RAD23 aus Hefe, gezeigt. Diese Interaktion findet
zwischen der Josephin-Doméane und der N-terminalen UBL-Doméne (Ubiquitin-like) von
HHR23A/B statt (Wang et al., 2000; Nicastro et al., 2005). Ein weiterer Interaktionspartner
von Ataxin3 in Saugetierzell-Extrakten ist p97, welches auch VCP (valosin-containing
protein) genannt wird, und dessen Hefehomolog CDC48 ist (Hirabayashi et al., 2001; Doss-
Pepe et al., 2003; Matsumoto et al., 2004). Das AAA-(ATPases associated with various
cellular activities) Protein p97 soll, wie Ataxin3, an der Bildung von Aggresomen beteiligt
sein (Wojcik et al., 2004). RAD23 und p97 assoziieren, wie Ataxin3 (Doss-Pepe et al., 2003),
mit dem Proteasom und mit polyubiquitinylierten Substraten. Es wird ihnen eine Rolle im
Ubiquitin-Proteasom-System und im ER-assoziierten Degradationssystem (ERAD)
zugesprochen (van Laar et al., 2002; Woodman, 2003; Dreveny et al., 2004; Wang et al.,
2004). Die Vermutung liegt nahe, dafl Ataxin3 ebenfalls in Prozesse des Ubiquitin-
Proteasom-Systems und in ERAD involviert sein konnte. Ataxin3 als Ubiquitin-Protease

kdnnte Substrate partiell deubiquitinylieren und so deren proteasomalen Abbau verhindern.

1.2 Molekulare Chaperone und deren Einfluf3 auf amyloide Erkrankungen

1.2.1 Aufgaben der molekularen Chaperone in der Zelle

Proteine missen, um biologisch aktiv zu sein, in eine bestimmte 3-dimensionale Struktur
gefaltet werden. Theoretisch kdnnen sie eine Vielzahl von Konformationen annehmen,
generell entspricht jedoch nur eine von ihnen dem nativen Zustand des Proteins. Die notige
Information zum Erreichen des nativen Zustands ist in der Aminosauresequenz selbst kodiert.
Trotzdem ist die Faltung groRRerer Proteine mit mehreren Domanen ineffizient, und die

Proteine bilden teilweise oder vollstandig fehlgefaltete Zustande aus, die aggregieren kénnen.
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Falschfaltung resultiert aus Exposition und Interaktion von hydrophoben und unstrukturierten
Bereichen der Polypeptidkette, die normalerweise innerhalb des Proteins verborgen liegen.
Von hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoff-Briicken-Bindungen angetrieben,
assoziieren die Proteine und bilden ungeordnete Aggregate. Die zellulare Maschinerie der
molekularen Chaperone (franz.= Anstandsdamen) wirkt der Aggregationstendenz von nicht-
nativen Proteinen sowohl wahrend der Proteinneusynthese als auch wahrend zellularer
StreRbedingungen (oxidativer Stre} / erhohte Temperatur, deshalb ,,Hitzeschockproteine®),
die in Entfaltung von Proteinen resultieren, entgegen. Chaperone unterstiitzen den
Faltungsprozel? oft durch wiederholtes Binden und Freilassen der Substrate, was durch
ATPase-Aktivitat und verschiedene Kofaktoren reguliert wird. Generell erkennen Chaperone
hydrophobe Aminosdureseitenketten und / oder unstrukturierte Regionen, die eine
Eigenschaft von nicht-nativen Proteinen sind. Verschiedene Chaperon-Proteine kooperieren
miteinander in lebenden Zellen und sind zusétzlich zur Proteinneufaltung und -riickfaltung in
zellulédren Prozessen wie Oligomer-Assemblierung, Transport zu bestimmten zelluldren
Kompartimenten  (targeting, trafficking), Sekretion, Degradation (Abbau) und
Signaltransduktion involviert (Reviews: (Hartl, 1996; Hartl and Hayer-Hartl, 2002; Barral et
al., 2004)).

Die Chaperonine sind zylindrische Komplexe, die einen zentralen Hohlraum besitzen,
welcher nach Einschlielen des Substratproteins zu dessen Faltung beitragt. Am besten
charakterisiert ist das Gruppe I-Chaperonin GroEL (Hsp60) mit seinem Kofaktor GroES
(Hsp10) von Escherichia coli. GroEL bildet einen homooligomeren Doppelring aus 7
Untereinheiten pro Ring. GroES ist ein einzelner heptamer Ring aus ~10 kDa-Untereinheiten
und stellt einen Deckel auf dem Kreiszylinder dar. Die GroES-Bindung resultiert in
Konformationsédnderungen des GroEL, was hydrophobe Wechselwirkungen des GroEL mit
dem Substrat innerhalb des zentralen Hohlraums unterbindet und somit die Faltung des
Substrats beglnstigt. Nach Hydrolyse von 7 ATP-Molekilen im cis-Ring werden 7 ATP am
trans-Ring gebunden, was die Offnung des cis-Rings und dadurch die Freilassung des
Substrats verursacht. Zur Gruppe Il der Chaperonine zahlen das eukaryotische TriC (TCP-1
ring complex), auch CCT genannt (Chaperonin containing TCP-1), und das bei Archaea
vorkommende Thermosom, die beide keinen GroES-ahnlichen Kofaktor bendtigen. Die
wichtigsten TriC-Substrate sind die Cytoskelettproteine Aktin und Tubulin.

Die Hsp70-Chaperone spielen eine Rolle bei der Stabilisierung von nicht-nativen
Polypeptidketten (wahrend Proteinneusynthese, StreRbedingungen), wahrend Protein

targeting, bei Membrantranslokationen sowie wahrend des Proteinabbaus. Im Cytosol héherer
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Eukaryoten existieren Stre3-induzierbare Hsp70-Proteine (heat shock protein von ~70 kDa =
Hsp72) sowie homologe Formen, die konstitutiv exprimiert werden (Hsc70 = Hsc73). Es
bestehen desweiteren verschiedene Kofaktoren, z.B. die Hsp40-Proteine. Am besten
untersucht ist das Hsp70-Homolog DnaK aus E. coli mit seinem Hsp40-Kofaktor DnaJ,
welcher die ATP-Hydrolyse durch DnaK beschleunigt und somit zur Stabilisierung des
Chaperon-Substrat-Komplexes im ADP-Zustand beitragt. Der Nukleotidaustauschfaktor GrpE
induziert die Dissoziation des ADP von DnaK, was zu erneuter ATP-Bindung und
Substratfreilassung fuhrt. Alle Hsp40-Proteine besitzen wie DnaJ eine sogenannte J-Doméne,
die mit Hsp70 interagiert. Die meisten Hsp40-Proteine konnen Substrate binden und an
Hsp70 weiterreichen. Einige der Hsp40-Proteine wirken nur als Kofaktoren fiir Hsp70
(humanes Hdjl), andere zeigen jedoch wie DnaJ aus E. coli eine eigene Chaperonaktivitét
(Ydjl aus S. cerevisiae, humanes Hdj2), die abhdngig vom Vorkommen einer Glycin-
/Phenylalanin-reichen Region und einer Cystein-reichen Zink-Finger-Domane ist. Hsp40-
Chaperone sollen neben der Proteinfaltung am Proteinabbau via Ubiquitin-Proteasom-System,
an Exo-/ Endocytose und an Hsp90-vermittelter Signaltransduktion beteiligt sein (Reviews:
(Hartl, 1996; Cheetham and Caplan, 1998; Hartl and Hayer-Hartl, 2002; Barral et al., 2004)).
Hsp90-Chaperone sind Homodimere und besitzen unter nicht-Stre3-Bedingungen bestimmte
Substrate wie z.B. Steroid-Hormonrezeptoren, protoonkogene Kinasen, Zellzyklus-
regulatoren und andere Signaltransduktionsproteine. Substrattransfer zwischen Hsc70 und
Hsp90 erfolgt mittels Tetratricopeptide repeat (TPR)-Doménen enthaltenden Proteinen. Das
Kochaperon CHIP soll mittels TPR-Domane mit Hsc/Hsp70 und Hsp90 interagieren, deren
Substrate mittels Ubiquitin-Ligase-Domane ubiquitinylieren, und sie so zum proteasomalen
Abbau markieren, was eine Verbindung zwischen Chaperon-assistierter Proteinfaltung und
proteasomaler Proteindegradation, den beiden Hauptkomponenten der Proteinqualitéts-
kontrolle im Cytoplasma, darstellt (Reviews: (Young et al., 2001; Young et al., 2003; Murata
et al., 2003; McDonough and Patterson, 2003)).

Ein Mitglied der Hsp100/Clp-Familie von AAA-(ATPases associated with various cellular
activities) Proteinen ist das zylinderférmige hexamere Hsp104-Chaperon in Saccharomyces
cerevisiae, welches die Fahigkeit besitzt, Proteine zu entfalten, aber auch Proteinaggregate
aufzulosen (Disaggregation) (Parsell et al., 1994; Shorter and Lindquist, 2004). Ein weiteres
AAA-Protein ist das zylinderformige Homohexamer p97 / VCP (siehe 1.1.4), welches
zusammen mit verschiedenen Kofaktoren eine Rolle bei Membranfusionen, bei

Transkriptionsaktivierung und Replikation, im Ubiquitin-Proteasom-System und im ER-
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assoziierten Degradationssystem (ERAD) spielt (Reviews: (Wang et al., 2004; Dreveny et al.,
2004; Woodman, 2003)).

Im Endoplasmatischen Retikulum (ER) existieren eine Vielzahl von Chaperonen, die an der
Faltung, Disulfidbruckenbildung, Reifung von Glykoproteinen und Oligomerisierung von
sekretorischen sowie Membranproteinen beteiligt sind. Eine Qualitatskontrolle (ER quality
control) stellt sicher, daB nur korrekt gefaltete und assemblierte Proteine aus dem ER
exportiert werden. Fehlgefaltete Proteine und inkomplette Oligomere werden im ER erkannt
und mittels Retrotranslokation ins Cytoplasma zurtickbefordert, wo sie nach
Ubiquitinylierung durch Proteasomen abgebaut werden (ERAD = ER-assoziierte
Degradation). AuBer Hsp70 (BiP) und Hsp90 (GRP94)-Chaperonen sollen an ERAD-
Prozessen die bereits erwahnten Proteine p97 / VCP und RAD23 / HHR23 beteiligt sein
(siene 1.1.4).

1.2.2 Modulation der polyQ-Aggregation und Toxizitat durch molekulare

Chaperone

Einige Chaperone modulieren die polyQ-Aggregation und unterdriicken dessen Toxizitét.
Dies deutet darauf hin, dall ein Ungleichgewicht zwischen neuronaler Chaperon-Kapazitét,
Proteinabbau und der Produktion von potentiell geféahrlichen polyQ-Proteinen den Beginn der
Erkrankungen auslosen konnte (Reviews: (Sakahira et al., 2002; Kimura and Kakizuka, 2003;
Barral et al., 2004)). Eine Kolokalisation von molekularen Chaperonen mit polyQ-Aggregaten
in humanen Gehirnen konnte gezeigt werden (Chai et al., 1999b; Schmidt et al., 2002),
allerdings belegen Experimente mit FLIP- und FRAP-Technik (fluorescence loss in
photobleaching, fluorescence recovery after photobleaching) an lebenden Zellen, daR
Chaperone nicht in polyQ-Aggregate hineingezogen werden, sondern (berwiegend transient
mit ihnen interagieren (Kim et al., 2002). Die Interaktion von molekularen Chaperonen sowie
die Kolokalisation von Proteasom-Bestandteilen mit zelluldren Einschlissen belegt, dall es
sich bei den polyQ-Erkrankungen um Fehlfaltungserkrankungen (conformational diseases,
protein folding diseases) handelt.

Eine Inhibition der Huntingtin (Htt)-Exonl-Aggregation wurde in vitro mit gereinigten
Hsp70/40-Chaperonen beobachtet (Muchowski et al., 2000). Die Uberexpression von
Ssal/Ydjl (Hsp70/40-Hefehomologe) verringerte die SDS-resistente Htt-Aggregation in S.
cerevisiae (Muchowski et al., 2000). Hsp70/40-Uberexpression verminderte die polyQ-

induzierte Toxizitat in einem Hefemodell (Schaffar et al., 2004). Die Uberexpression von
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Hsp70 und / oder Hsp40 (humanes Hdj1/2) hemmte die Aggregation von Ataxinl, Ataxin3,
AR und Htt in COS-7, PC-12, HeLa und Neuroblastoma-Zellen (Cummings et al., 1998; Chai
et al., 1999a; Stenoien et al., 1999; Jana et al., 2000; Kobayashi et al., 2000; Bailey et al.,
2002). Eine Induktion der Hitzeschockantwort (heat shock response) durch Geldanamycin
inhibierte die polyQ-Aggregation in COS-1-Zellen genauso wie eine Hsp70/Hdj1-
Uberexpression (Sittler et al., 2001). Die Hsp70/90-Induktion durch Geldanamycin
verringerte ebenfalls die Fibrillisation von mutiertem Tau-Protein in Zellkultur, wohingegen
die Hsp70/90-Reduktion durch siRNA (small interfering RNA) die Tau-Aggregation verstarkte
(Dou et al., 2003). Die Expression von konstitutiv aktiven Mutanten des Hitzeschock-
Transkriptionsfaktors HSF1 resultierte in partieller Reduktion der Ataxinl-Aggregation in
HeLa-Zellen (Rimoldi et al., 2001).

Hsp70/40-Uberexpression verringerte die polyQ-Neurotoxizitat in Drosophila melanogaster
(Warrick et al., 1999; Chan et al., 2000; Kazemi-Esfarjani and Benzer, 2000) sowie bei
transgenen SCA1-Méusen (Cummings et al.,, 2001). Die Drosophila-Homologe dHdj1,
dTPR2 und dHsp70 konnten als aktive Komponenten identifiziert werden (Kazemi-Esfarjani
and Benzer, 2000; Fernandez-Funez et al., 2000). Die Expression einer dominant-negativen
dHsp70-Mutante erhohte die Toxizit4t (Warrick et al., 1999). Die Uberexpression von Hsp70
konnte ebenfalls die von a-Synuclein induzierte Toxizitdt in einem Drosophila-Modell der
Parkinson-Erkrankung reduzieren (Bonini, 2002; Auluck et al., 2002).

Interessanterweise resultierte sowohl die Uberexpression als auch die Deletion von Hsp104 in
einer Reduktion der polyQ-Aggregation in Hefe (Krobitsch and Lindquist, 2000; Meriin et al.,
2002; Kimura et al., 2001). Dies entspricht den Effekten auf das Glutamin/Asparagin-reiche
Hefe-Prion Sup35, wobei Uberexpression oder Deletion von Hsp104 den [PSI*]-Prionzustand
eliminiert (Lindquist, 1997; Chernoff et al., 1995; Patino et al., 1996). In Caenorhabditis
elegans verminderte die Koexpression von Hsp104 die Q82-GFP-Aggregation und die polyQ-
induzierte Entwicklungsverzégerung (Satyal et al., 2000).

Zusétzlich zu den bisher erwdhnten direkten Chaperon-Effekten wie Modulation der polyQ-
Aggregation und Unterdriickung der polyQ-Toxizitét ist ein indirekter Effekt der molekularen
Chaperone mdglich, der in einer Verringerung von Zelltod und Neurodegeneration resultieren
kdnnte. Hsp70 soll z.B. die Ausbildung von Apoptosomen verhindern (Beere et al., 2000), die
Aktivierung von Caspase-3 und -9 inhibieren (Mosser et al., 2000) und die JNK-Aktivierung
verringern (Volloch et al., 1998), die zu programmiertem Zelltod fuhren.
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1.3 Proteolytische Spaltung der pathogenen Proteine als Krankheitsausloser

1.3.1 Proteolyse von pathologischen Proteinen im menschlichen Gehirn

Fur die Alzheimer-Erkrankung ist bekannt, da das membrangebundene Volllangenprotein
namens Amyloid-Vorldauferprotein (Amyloid Precursor Protein =APP) durch die - und y-
Sekretasen genannten Proteasen geschnitten werden muf3, um aggregationskompetentes Ap-
Peptid (maximal 42 Aminosduren) zu generieren (Review: (Haass, 2004)). Familidre Formen
der Alzheimer-Erkrankung weisen Mutationen in APP oder Presenilin-1/-2 (y-Sekretase) auf,
die zu einer um 2 Aminosauren-verschobenen Spaltung des APP und verstarkten Aggregation
fuhren. Fur die amyloiden Erkrankungen Familial British Dementia und Aortic Medial
Amyloid sollen das ABri-Peptid (34 Aminosauren) bzw. das Medin-Peptid (50 Aminosauren)
verantwortlich sein, wobei bei letzterem die proteolytische Spaltung in einer Exposition von
normalerweise verborgenen [B-Strdngen resultieren soll (Review: (Rochet and Lansbury,
2000)).

Neuronale Proteinablagerungen in humanen HD-Gehirnen konnten ausschlie3lich mit einem
Antikorper gegen den N-Terminus des 350 kDa-Htt-Proteins detektiert werden, nicht jedoch
mit einem Antikorper gegen den Bereich 585-725 (DiFiglia et al., 1997). Aggregate in
SBMA-Gehirnen wurden ebenso nur mit Antikérpern gegen N-terminale Epitope des AR
nachgewiesen (Li et al., 1998). Da sich in Htt und AR der polyQ-Bereich im N-Terminus
befindet, deutet dies auf eine Aggregation von polyQ-enthaltenden Fragmenten hin.
Intranukleédre Einschlusse in humanen SCA3-Gehirnen konnten nur schlecht mit einem
Antikdrper gegen einen internen Bereich des Ataxin3, gut jedoch mit einem Antikorper gegen
den C-Terminus, in dem sich der polyQ-Bereich befindet, detektiert werden (Schmidt et al.,
1998). Diese Daten sprechen dafur, dal die VVolllangenproteine nicht aggregationskompetent
sind, sondern die durch proteolytische Spaltung entstehenden polyQ-Fragmente aggregieren.
Es wird angenommen, dal’ die Konformationsanderungen zur Ausbildung einer ,,cross-beta“-
Struktur im Volllangenprotein nicht stattfinden und daher kein Nukleus als Startpunkt der
Aggregation gebildet werden kann (siehe 1.1.2). Experimente mit Htt-Exonl zeigten, daf die
Abspaltung des Fusionspartners GST von Htt (siehe 3.1.1) zu einer Konformationsanderung
des Htt-Exonl fihrte (intramolekulare FRET-Analysen), welches mit zeitlicher Verzdgerung
aggregierte (intermolekularer FRET) (Schaffar et al., 2004). In diesen Experimenten
ubernahm der Fusionspartner GST die Rolle der N- bzw. C-terminalen Sequenz im polyQ-
Volllangenprotein und muBte durch Proteolyse entfernt werden, um Aggregation zu

ermoglichen. Es wird demnach angenommen, dafl die proteolytische Spaltung der
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Volllangenproteine zu Fragmenten fiihrt, die polyQ-Bereiche mit veranderter Konformation
enthalten. Diese Fragmente initiieren den Aggregationsprozel3, welcher mit der Bildung von
Proteinablagerungen und neuronaler Dysfunktion (Toxizitat) assoziiert ist. Da also die
proteolytische Spaltung eine Voraussetzung fir Toxizitat ist, spricht man von der toxic
fragment-Hypothese (Rubinsztein, 2002; Tobin and Signer, 2000; Wanker, 2000; Ross, 2002;
Ross and Poirier, 2004; Ferrigno and Silver, 2000). Wie in Abschnitt 1.1.3 dargestellt geht ein
Modell zur Erklarung der polyQ-Pathogenese von einer veranderten Wechselwirkung der
fehlgefalteten polyQ-Proteine mit Transkriptionsfaktoren aus. Dies konnte mit Hilfe eines
Luciferase-Reporter-Experiments in primaren Neuronen gezeigt werden, wo nur mit einem
Fragment des Atrophinl, nicht jedoch mit dem Volllangenprotein, die CBP-abhangige
Transkription inhibiert wurde (Nucifora et al., 2001).

In Western Blot Analysen mit humanem HD- bzw. SCA3-Gehirnmaterial konnten tatsachlich
N-terminale Htt-Fragmente von etwa 40-50 kDa bzw. Ataxin3-Fragmente von etwa 35 kDa
identifiziert werden, die in Gehirnen gesunder Personen nicht vorkamen und demnach von
mutiertem Htt bzw. Ataxin3 stammen sollten (DiFiglia et al., 1997; Tobin and Signer, 2000;
Mende-Mueller et al., 2001; Sun et al., 2002; Toneff et al., 2002; Goti et al., 2004). Western
Blot Analysen mit humanem SCA7-Gehirnmaterial detektierten polyQ-enthaltende 55 kDa-
Fragmente, die nicht in Gehirnen einer Kontrollgruppe auftraten und daher wahrscheinlich

vom pathogenen Ataxin7 stammen (Garden et al., 2002).

1.3.2 Fragmentierung von polyQ-Proteinen bei transgenen Mausen und in
Zellkultur

Fur HD existieren mehrere transgene Mausmodelle, die verschiedene Fragmente bzw. das
Htt-Volllangenprotein unterschiedlich stark exprimieren (Lin et al., 1999; Rubinsztein, 2002;
Sugars and Rubinsztein, 2003). Bei der Linie R6/2 und bei 150Q-HD-knock-in-Mausen findet
man ein Expressionsniveau des Transgens, das dem Niveau des endogenen Htt entspricht. Bei
den R6/2-Mdusen, die das Htt-Fragment Exonl mit 140Q exprimieren, wurden nukleére
Einschlisse in den meisten Gehirnregionen sowie ein ausgepragter Phénotyp mit
Bewegungsstorungen (Chorea), Tremor, epileptischen Anféllen, Gewichtsverlust und
vorzeitigem Tod im Alter von 10-13 Wochen beobachtet (Mangiarini et al., 1996; Cha et al.,
1998). Bei HD-knock-in-Mdusen, bei denen das endogene Maus-Htt-Gen mit einem
verlangerten polyQ-Bereich (150Q) versehen wurde, wurden nukledre Einschlisse sowie

Verhaltensabnormitaten, motorische Stérungen und Gliosis, jedoch kein fruherer Tod

27



Einleitung

detektiert (Lin et al., 2001). Diese Daten zeigen, dal} bei einer bestimmten polyQ-Léange
dessen Vorkommen in einem kleinen Protein toxischer ist als in einem groReren
Sequenzkontext, und bekraftigen somit die toxic fragment-Hypothese (siehe 1.3.1).

Ein nukledres N-terminales 43 kDa-Fragment konnte bei Htt-Volllangenprotein-
exprimierenden HD-knock-in-Mausen mit 72-80Q (Shelbourne et al., 1999) aus dem Striatum
isoliert werden (Li et al., 2000). Entsprechend wurden polyQ-enthaltende 70-80 kDa-
Fragmente in kortikalen Gehirnlysaten von Htt-150Q-knock-in-Mausen identifiziert (Gafni et
al., 2004). Bei YAC-Htt-72Q-Mé&usen (YAC = Yeast Artificial Chromosome) konnten polyQ-
enthaltende Fragmente (90 kDa) bereits in einem Alter von 2 Monaten detektiert werden,
wohingegen Neurodegeneration erst im 6. Monat auftrat (Wellington et al., 2002). Die Hit-
Spaltung fand demnach zeitlich vor der Entstehung von Verhaltens- und neuropathologischen
Veranderungen statt, was darauf hindeutet, dal die Fragmentierung eine Voraussetzung fur
die Pathogenese sein konnte.

In Zellkultur wurden Fragmente von (berexprimiertem Huntingtin (Htt) unabhé&ngig von
dessen polyQ-Lénge detektiert, was zeigt, dal auch das Wildtyp-Protein proteolytisch
gespalten wird (Kim et al., 1999; Sun et al., 2002). Aggregation wurde bei der transienten
Expression von Htt-Volllangenprotein mit pathologischem polyQ nicht beobachtet, jedoch bei
Expression von N-terminalen Htt-Fragmenten (Cooper et al., 1998). Beim humanen AR-
Volllangenprotein (50Q) entsprach eine Hemmung der proteolytischen Spaltung einer
Inhibition der Aggregation, was wie bei Htt fir eine Abhangigkeit der Aggregation von der
Proteolyse spricht (Ellerby et al., 1999a). Daruberhinaus flhrte die Expression eines AR-
Fragments (65Q), nicht jedoch die des AR-Volllangenproteins, zu einer Stérung der StreR-
Antwort (Cowan et al., 2003) und unterstiitzt daher die toxic fragment-Hypothese.

Daten von transgenen SCA3-Mdusen deuten - dhnlich wie bei HD-Mdusen - darauf hin, dal3
die Proteolyse des pathogenen polyQ-Volllangenproteins eine Voraussetzung fir die
Ausbildung von Toxizitat ist. Transgene Mause, die das C-terminale Ataxin3-Fragment
290cQ79 unter einem Purkinjezell-spezifischen Promotor exprimierten, zeigten im Alter von
4 Wochen ataktische Haltung, Gangstorungen (breitbeinig) und haufiges Umfallen (lkeda et
al., 1996). Transgene Mause fir das Volllangenprotein (Q79) oder fiir das Fragment mit
normaler polyQ-Léange (290cQ35) zeigten keinerlei Erkrankungsmerkmale bis zum Alter von
23 - 32 Wochen (lkeda et al., 1996). In einem anderen Mausmodell wurde eine ubiquitare
Expression von humanem Volllangen-MJD1-Gen unter Kontrolle seiner eigenen
regulatorischen Elemente in Form von YAC-Konstrukten benutzt (Cemal et al., 2002). Im
Gegensatz zu MJD1-Q15 entwickelten die MJD1-Q76/Q84-Mé&use einen breiteren Gang,
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tiefere Beckenhaltung, Tremor, limb clasping (Zusammenschlagen der Beine bei Hochheben
am Schwanz), jedoch keinen vorzeitigen Tod. Neuronaler Zellverlust und intranukledre
Einschlisse wurden detektiert, Ataxin3-Fragmente jedoch nicht (Cemal et al., 2002). In einem
dritten Mausmodell, in dem Volllangen-Ataxin3 (Q71) mittels Prion-Promotor exprimiert
wurde, wurde ein Phénotyp ab einem Alter von 2 - 8 Monaten mit Tremor, abnormer
Korperhaltung / Gang (Buckel, klammernde Pfoten, erniedrigtes Becken), Ataxie, Epilepsie,
Gewichtsverlust und vorzeitigem Tod beobachtet (Goti et al., 2004). Kontrolltiere mit 20Q
aber auch einige heterozygote Q71-Linien waren selbst mit einem Alter von 15 Monaten
identisch zum Wildtyp. Intranukledre Einschlusse wurden in Gehirn und Riickenmark von
kranken Q71-Mdusen gefunden. Bei gesunden Q71-Heterozygoten zeigte eine Linie keine
Einschlusse, wéhrend sie bei einer anderen Linie in einem Alter von 13 Monaten auftraten. Es
konnte ein nukledres polyQ-Fragment von 36 kDa identifiziert werden, das mit Antikérpern
gegen die Ataxin3-Epitope 221-224 und 320-334 detektiert wurde, nicht jedoch mit
Antikorpern gegen 202-219. Eine Protease-Schnittstelle liegt demnach vermutlich im
Ataxin3-Protein bei Position ~220. Das spezifische Vorkommen von 36 kDa-Fragmenten und
Aggregaten im Gehirn (jedoch nicht in anderen Geweben) und bei kranken Tieren (selten bei
gesunden Q71-Madusen) deutet darauf hin, dal} die Pathogenese tatsachlich von der Ataxin3-
Proteolyse abhéngt. Vom Volllangenprotein, welches in Muskel, Herz und Gonaden detektiert
wurde, ging kein toxischer Effekt aus (Goti et al., 2004).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dall die bisher erwéhnten Daten wie die
Detektion von polyQ-Fragmenten in Gehirnen von Patienten, bei transgenen M&usen und in
Zellkultur sowie die Korrelation der Fragmentierung mit der Pathogenese die toxic fragment-

Hypothese unterstiitzen. Die verantwortliche(n) Protease(n) wurden bisher nicht identifiziert.

1.3.3 Involvierung von Caspasen in der Spaltung

Da flr polyQ-Proteine die Induktion von Apoptose angenommen wird (lkeda et al., 1996;
Paulson et al., 1997b; Miyashita et al., 1999; Ona et al., 1999; Sanchez et al., 1999; Chen et
al., 2000; Zander et al., 2001; Soto, 2003; Tsai et al., 2004), wird eine Rolle von
apoptotischen Proteasen, den Caspasen, in der Proteolyse von polyQ-Proteinen diskutiert
(Evert et al., 2000; Zoghbi and Orr, 1999; Paulson et al., 2000; Tarlac and Storey, 2003).

Der programmierte Zelltod (Apoptose, Zellselbstmord) ist ein aktiver ProzelR3, der letztendlich
in einer Phagocytose der toten Zellen durch benachbarte Zellen oder Makrophagen resultiert

und keine entzundlichen Reaktionen nach sich zieht. Im Gegensatz dazu steht der Prozel3 der
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Nekrose, der passiv ist und zur Lyse der Zellen sowie zu Inflammation fiihrt. Friiher ging man
von verschiedenen Initiationsmechanismen der beiden Prozesse aus, heute weill man jedoch,
dal z.B. oxidativer StreR in Abhangigkeit von der Dosis beide Prozesse ausldsen kann (Brunk
et al., 2001). Apoptotische Zellen sind durch Zellschrumpfung, cytoplasmatische Vakuolen,
Plasma- / Kernmembranblasen, Chromatinkondensation und Kernfragmentierung charakteri-
siert. Eine entscheidende Rolle in der Apoptose spielen die Caspasen. Diese Cysteinproteasen
werden in einer Proform exprimiert und durch Abspaltung der Pro-Sequenz aktiviert. Eine
Kaskade von verschiedenen Caspasen, die sich gegenseitig aktivieren (upstream activators /
initiators), fihrt letztendlich (executioner caspases) zur Zerstérung der DNS und des
Cytoskeletts. Die Aktivierung dieser Kaskade geschieht generell Uber einen Rezeptor-
vermittelten oder mitochondrialen Weg, wobei Caspase-8 bzw. die Freisetzung von
CytochromC aus den Mitochondrien und Caspase-9 eine zentrale Rolle spielen.
Substratproteine einschlieBlich der Caspasen selbst werden anhand von Tetrapeptid-
Konsensussequenzen erkannt und hinter einem Aspartat geschnitten, weshalb man ihnen den
Namen C(ystein)ASPasen gab (Reviews: (Zimmermann et al., 2001; Zimmermann and
Green, 2001; Stennicke and Salvesen, 2000)).

Eine Spaltung von in vitro-translatiertem Htt, Atrophinl und AR mit gereinigten Caspasen
wurde nachgewiesen (Wellington et al., 1998; Gafni and Ellerby, 2002). Htt(1-969)-
exprimierende X57-Zellen zeigten Fragmente, die in MCF-7 (ACaspase-3)-Zellen nicht
auftraten (Kim et al., 2001). Behandlung von Htt-exprimierenden X57-Zellen, differenzierten
SH-SY5Y-Zellen oder primdren Neuronen mit den Caspase-Inhibitoren Z-DEVD-FMK / Ac-
DEVD-CHO reduzierte die Anzahl von zellularen EinschluBkorperchen bzw. die Anzahl
apoptotischer Zellen, genauso wie die Koexpression des antiapoptotischen Faktors BclX.
(Kim et al., 1999; Saudou et al., 1998; De Pril et al., 2004). Staurosporin-Behandlung von
COS-7-Zellen resultierte in Fragmentierung von endogenem und uberexprimiertem humanen
Ataxin3 und wurde mit dem Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK unterdrickt (Berke et al., 2004).
Die Mutation der Caspase-Schnittstelle D109 in Atrophinl verhinderte dessen proteolytische
Spaltung (Ellerby et al., 1999a). Die Mutation der Caspase-Schnittstelle D146 im AR (Q50)
reduzierte dessen Aggregation in Tamoxifen-behandelten HEK293T-Zellen und verringerte
die Anzahl apoptotischer Zellen (Ellerby et al., 1999b). Ein Antikorper, der nur mit an
Position 552 geschnittenem Htt reagiert, detektierte Htt552-Fragmente in humanen HD- und
Kontrollgruppen-Gehirnen, was auf eine Caspase-Spaltung des Htt hindeutet (Wellington et
al., 2002).
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1.3.4 Mogliche Rolle von Calpainen als polyQ-Protein schneidende Proteasen

Neben Caspasen werden auch Calpaine als mogliche polyQ-prozessierende Proteasen in der
Literatur diskutiert (Tarlac and Storey, 2003). Calpaine sind eine Familie von Calcium-
abhangigen, ATP-unabhangigen Cysteinproteasen, die verschiedene Cytoskelett-,
membranassoziierte und regulatorische Proteine schneiden. Bis jetzt sind tber 100 Calpain-
Schnittstellen in verschiedenen Substraten bekannt, die jedoch zu keiner Konsensus-Sequenz
fihrten. Am haufigsten waren L/T/V/(C) an P2-Position, K/Y/R/(F)/(T) an P1-Position und
S/(T)/(A)/(R) an P1'-Position (Tompa et al., 2004). An P3- sowie P2'-, P3'-, P4'-Position
scheint Prolin bevorzugt zu werden. Es ist davon auszugehen, daR zusatzlich zur
Aminosauresequenz strukturelle Merkmale bei der Erkennung der Substrate eine Rolle
spielen. So wurde vorgeschlagen, dal} Calpaine in relativ ungeordneten Segmenten von
Proteinen schneiden (Tompa et al., 2004). Ubiquitér exprimiert werden die beiden Isoformen
Calpain | (p-Calpain) und Calpain Il (m-Calpain), welche Heterodimere aus einer
katalytischen 80 kDa-Untereinheit, die unterschiedlich fir Calpain 1 und 1l ist (60%
Homologie), und einer identischen regulatorischen 30 kDa-Untereinheit sind. Beide
Untereinheiten besitzen Calmodulin-&hnliche Calcium-bindende EF-H&nde. Die Aktivitat von
Calpainen wird durch die cytoplasmatische Ca®*-Konzentration, durch Translokation zu
Membranen, durch den endogenen Polypeptid-Inhibitor Calpastatin, durch Modifikation der
Substrate und evtl. durch Autoproteolyse reguliert (Johnson and Guttmann, 1997; Nixon,
2003). AuRer den ubiquitdren Calpainen | und Il wurden bis heute 14 weitere Calpain-
ahnliche Gene in Saugern identifiziert. Einige von ihnen haben keine Calmodulin-ahnlichen
Domaénen (atypical calpains), weshalb man von einer Calcium-Unabhéangigkeit ausgeht.
Andere wiederum scheinen proteolytisch inaktiv zu sein, da die katalytische Triade (Cys, His,
Asn) fehlt (Huang and Wang, 2001; Goll et al., 2003).

Man findet eine gegenseitige Beeinflussung der Caspasen- und Calpain-Systeme. Caspasen
kdénnen Calpaine durch Modifikation oder Spaltung des Calpain-Inhibitors Calpastatin
aktivieren (Wang et al., 1998; Porn-Ares et al., 1998; Neumar et al., 2003). Calpaine kdnnen
die Caspase-Kaskade sowohl negativ als auch positiv modulieren. Einerseits kdnnen Calpaine
die Caspasen-3, -7, -8, -9 durch Spaltung inaktivieren, andererseits die Procaspasen-7, -3, -12
sowie proapoptotisches Bid durch Spaltung aktivieren und zu einer Abnahme des
antiapoptotischen Faktors Bcl-2 beitragen (Ruiz-Vela et al., 1999; Chua et al., 2000;
Nakagawa and Yuan, 2000; Lu et al., 2002; Gil-Parrado et al., 2002; Neumar et al., 2003).
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In Experimenten zur Proteolyse von polyQ-Proteinen wurde eine Spaltung von in vitro-
translatiertem Htt mit gereinigtem Calpain | und Il gezeigt, sowie eine Spaltung von
endogenem Htt aus Mausgehirn-Homogenaten oder Zelllysaten mit Calpain Il (Gafni and
Ellerby, 2002; Kim et al., 2001; Goffredo et al., 2002). Eine Behandlung von Htt(1-969)-
exprimierenden X57-Zellen mit den Calpain-Inhibitoren ALLN, ALLM oder Calpeptin
resultierte in einem Verschwinden der Htt-Fragmente (Kim et al., 2001). Mutagenese-Studien
erbrachten Hinweise auf Caspase- und Calpain-abhangige Prozessierungen des Htt(1-1212) in
HEK293T-Zellen (Gafni et al., 2004). Die Behandlung von priméren Ratten-Neuronen mit
dem Calcium-lonophor A23187 zeigte eine deutliche Spaltung des endogenen Htt-Proteins,
welche durch Calpeptin unterdriickt wurde (Goffredo et al., 2002). Auch fur das Prion-Protein
wurde eine Calpain-abhdngige Fragmentierung gezeigt, wobei eine Calpain-Inhibition die
PrP*-Propagation in Zellkultur inhibierte (Yadavalli et al., 2004).

Ratten zeigten 1-7 Tage nach Ischdmie verstarkte Fragmentierung von endogenem Hitt in
Striatum und Cortex, wobei dasselbe N-terminale 55 kDa-Fragment durch Behandlung von
Kontrollgruppen-Gehirnextrakten mit gereinigtem Calpain | oder Il induziert werden konnte
(Kim et al., 2003b). Ahnlich resultierte zerebrale Ischamie bei Htt-92Q-knock-in-Mausen in
Calpain-Aktivierung und Htt-Fragmenten, die der in vitro-Spaltung von Kontrollgruppen-
Gehirnextrakten mit Calpain | entsprachen, nicht aber der in vitro-Spaltung mit Caspase-3
(Namura et al., 2002). Eine Calpain-Inhibition unterdriickte die Ausbildung von
lokomotorischen Defiziten in einem Mausmodell der Parkinson-Erkrankung (Crocker et al.,
2003).

In humanen HD-, Parkinson- und Alzheimer-Gehirnen gibt es Hinweise auf eine gesteigerte
Calpain-Expression bzw. -Aktivitat (Gafni and Ellerby, 2002; Crocker et al., 2003; Saito et
al., 1993; Karlsson et al., 1995). In Lymphoblasten von HD-Patienten sowie im Gehirn von
transgenen HD-72Q-Mé&usen wurde eine verringerte Resistenz der Mitochondrien in Bezug
auf Ca®*-Stimulation detektiert sowie ein Effekt von polyQ-verlangertem Htt auf die
Aktivierung von Glutamatrezeptoren und die Stimulation von Calcium-Kanélen, was in einem
erhéhten Ca®*-Einstrom resultierte (Bezprozvanny and Hayden, 2004). Eine Uberlastung der
Mitochondrien mit Ca** kann letztendlich tber CytochromC-Freigabe zur Induktion von
Apoptose und Neurodegeneration fiihren (Samara and Tavernarakis, 2003).

Trotz weitverbreiteter Expression der meisten polyQ-Proteine im Korper findet man selektive
erkrankungsspezifische Gehirnbereiche, die bevorzugt der Neurodegeneration unterliegen
(siehe 1.1.1-1.1.2). Verschiedene Faktoren konnten zu dieser Zellspezifitat beitragen, wobei

fir SCA3 eine verstarkte Transkription des MJD1-Gens in betroffenen Gehirnregionen
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ausgeschlossen wurde (Schmitt et al., 1997). Uber eine Interaktion mit unterschiedlichen
Proteinen oder eine Proteolyse durch bestimmte Proteasen, deren Expression raumlich oder
zeitlich beschrankt ist, wird diskutiert. So ist trotz vieler Gemeinsamkeiten durchaus moglich,
dafl3 der Ausbruch jeder polyQ-Erkrankung durch ein anderes Ereignis, welches spezifisch fir

die Sequenz aulRerhalb des polyQ-Bereichs ist, ausgeldst wird.

1.4 Einfluld des Alterns

Einer der Griinde, warum sich die Amyloid-Erkrankungen erst in hohem Alter manifestieren,
konnte die Nukleationsabhéngigkeit (siehe 1.1.2) der amyloiden Aggregationen sein. So wird
angenommen, daf die Bildung eines Nukleus thermodynamisch kontrolliert ist, und sich das
Gleichgewicht auf Seiten des monomeren Proteins befindet. Die Lag-Phase der in vitro-
Aggregationsreaktionen entspricht somit der Zeit, die bis zum Ausbruch der Erkrankung
vergeht (Horwich, 2002; Chen et al., 2002b).

Als ein weiterer Grund fiir das Ausbrechen der amyloiden Erkrankungen in hohem Alter wird
eine Verdnderung der zellularen Prozesse mit zunehmendem Alter angesehen. Die amyloide
Aggregation von Islet Amyloid Polypeptide (IAPP), welche mit Diabetes mellitus Typ II
assoziiert ist, findet man berwiegend bei hohem Alter der Patienten. Auch Transthyretin, das
in mutierter Form familidre Amyloidosen auslost, findet man in der Wildtyp-Form bei vielen
alteren Menschen in amyloiden Strukturen im Herz (senile cardiac amyloidosis). Mit
zunehmendem Alter scheinen sich also Situationen in der Zelle einzustellen, die einer
partiellen Denaturierung durch z.B. milde Sdurebehandlung in vitro entsprechen (Dobson,
2001; Horwich, 2002). AuBer in den bisher diskutierten Amyloiderkrankungen ist
Neurodegeneration auch eine wesentliche Komponente bei Epilepsie, Schlaganfall,
Hypoglykamie und Hirntrauma (Samara and Tavernarakis, 2003).

Altern ist ein natirlicher Prozess, der genetisch und durch Umweltfaktoren bestimmt und von
zunehmendem Versagen zellularer Homoostase begleitet wird. Dies resultiert unter anderem
in der Akkumulation von oxidierten, miteinander kovalent verknipften, denaturierten
Proteinen in Saugetierzellen (Sherman and Goldberg, 2001; Macario and Conway de Macario,
2002). Daher wird angenommen, dal} die Ursache fur Altern eine verringerte Funktion der
zellularen Proteolyse-Mechanismen ist. In verschiedenen humanen und Rattengeweben
wurden mit zunehmendem Alter verringerte Proteasom-Aktivitaten festgestellt, ebenso in C.

elegans (Chondrogianni et al., 2002; Samara and Tavernarakis, 2003). Verringerter Abbau der
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polyQ-Proteine sollte zu einer erhdhten Konzentration von toxischen Monomeren fiihren, was
in Nukleation (Keimbildung), Aggregation und Pathogenese resultieren sollte.

Einige Studien zeigten, daR lysosomale Aktivitdten ebenfalls mit zunehmendem Alter
abnehmen, wahrend andere Studien von einer verstarkten Cathepsin E- und D-Expression in
Neuronen von gealterten Sdugergehirnen ausgehen (Nakanishi et al., 1997; Sherman and
Goldberg, 2001; Nixon, 2003; Samara and Tavernarakis, 2003).

Abgesehen davon sollen lysosomale Membranen von gealterten Gehirnen durchlassiger sein,
was zu einem Auslaufen (leakage) von lysosomalen Enzymen wie Cathepsin D und -
Glukuronidase ins Cytoplasma fuhrt, und in Féallen von Herz- und Gehirn-lschdmie detektiert
wurde (Samara and Tavernarakis, 2003). Partielles Aufbrechen der Lysosomen (lysosomal
rupture) z.B. durch oxidativen StreR mit Relokalisation lysosomaler Proteasen (Cathepsin B,
L, D) ins Cytosol kann zu Caspase-Aktivierung und Apoptose bzw. zu nekrotischem Zelltod
fuhren (Brunk et al., 2001). Wie bereits erwahnt, geht man von der Akkumulation oxidierter
Proteine mit zunehmendem Alter aus, was fur verstarkten oxidativen Strel3 spricht. Andere
Agonisten, die zu partiellem Lysosomenaufbrechen filhren kénnen, sind lysosomotrope
Detergenzien wie Sphingosin (Grundbaustein von Phospholipiden) (Kagedal et al., 2001),
Wachstumsfaktor-Mangel oder die Aktivierung von FAS- bzw. TNF-Rezeptoren durch
Bindung von FAS-Ligand bzw. TNFa (Brunk et al., 2001). Auch Calpaine sollen die
Stabilitat von lysosomalen Membranen beeintrachtigen (Huang and Wang, 2001; Samara and
Tavernarakis, 2003). Eine mit dem Alter zunehmende Konzentration von lysosomalen
Proteasen und aktivierten Caspasen im Cytoplasma sollte in einer verstarkten Spaltung von
polyQ-Volllangenproteinen und anschlieBender Neurodegeneration resultieren.

Verschiedene Studien zeigen auflerdem eine mit zunehmendem Alter abgeschwaéchte
Induktion von molekularen Chaperonen z.B. durch Hitzeschock, Hypoxie oder oxidativen
Strel} (Heydari et al., 1994; Shamovsky and Gershon, 2004; Nardai et al., 2002). Daher wird
davon ausgegangen, daR die zellularen Chaperon-Konzentrationen fir Dekaden ausreichen,
um polyQ-Aggregation und Toxizitdt zu unterdricken, die mit zunehmendem Alter
verringerte Chaperon-Kapazitat jedoch zum Ausbruch der polyQ-Erkrankungen fhrt
(Sherman and Goldberg, 2001; Sakahira et al., 2002; Macario and Conway de Macario,
2002). Die Akkumulation ungefalteter, oxidierter Proteine (s. oben) koénnte zu diesem
Ph&dnomen beitragen, indem die Konzentration freier Chaperone durch Bindung dieser
oxidierten Proteine reduziert wird. Andererseits konnte das Auftreten der oxidierten Proteine
das Resultat einer verminderten Chaperon-Kapazitdt sein. Nach dieser Theorie wirden

langere polyQ-Bereiche eine groRere Chaperon-Kapazitat bendétigen, was die negative
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Korrelation zwischen Ausbruchsalter der polyQ-Erkrankungen und Ldange des polyQ-
Bereichs erklaren konnte.

Im Gegensatz zu den verringerten proteasomalen, lysosomalen und Chaperon-Aktivitaten
findet man mit zunehmendem Alter erhdhte Calpain-Aktivitaten. Dies ist wahrscheinlich nicht
auf erhohte Calpain-Expression, sondern auf verstarkten Calcium-Einstrom (Influx),
verringerte Calpastatin-Konzentration sowie verdnderte Modifikationen von Substraten
zurlickzufuhren. Eine Calpain-Aktivierung in verschiedenen, teilweise altersbedingten
Erkrankungen wie z.B. Alzheimer-, Parkinson-Erkrankung, Kataraktbildung, Bluthochdruck,
Arthritis, zerebrale Ischdmie (bei Schlaganfall, Herzstillstand), Hirntrauma und
Exzitotoxizitat (neuronaler Zelltod durch Uberstimulierung mit exzitatorischen
Neurotransmittern wie z.B. Glutamat) sowie ein EinfluR von Calpainen auf die Erythrozyten-
Lebensdauer (erythrocyte senescence) wurden postuliert (Huang and Wang, 2001; Nixon,
2003; Samara and Tavernarakis, 2003; Namura et al., 2002).

1.5 Zielsetzung

Neurodegenerative Polyglutamin(polyQ)-Erkrankungen, welche durch eine Verldngerung des
polyQ-Bereichs in den krankheitsassoziierten Proteinen verursacht werden, sind durch
neuronalen Zellverlust und die Bildung von neuronalen intrazellularen Proteinablagerungen
(EinschluRkérperchen) charakterisiert. Da man davon ausgeht, da eine veranderte
Konformation (Fehlfaltung) der pathologischen polyQ-Proteine sowohl in einer verénderten
Interaktion mit anderen zelluldaren Proteinen als auch in Aggregation resultiert, werden
Aggregate als Marker des Erkrankungsprozesses angesehen.

Die toxic fragment-Hypothese postuliert, daf eine proteolytische Aufspaltung der
pathologischen Proteine in polyQ-enthaltende Fragmente deren Aggregation initiiert, welche
mit der Bildung von Proteinablagerungen und neuronaler Dysfunktion assoziiert ist. In der
Literatur findet man mehrere experimentelle Resultate, die diese Hypothese unterstltzen
(siehe 1.3.1 - 1.3.2). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Aggregationsverhalten des
Ataxin3-Proteins zu untersuchen, welches mit verlangertem polyQ-Bereich die
Spinozerebellare Ataxie 3 (SCA3) verursacht. Sowohl das Volllangenprotein als auch
verschiedene polyQ-enthaltende Fragmente sollten in vitro und in Zellkultur in Bezug auf ihre
Aggregationsfahigkeit analysiert werden. Bei Hinweisen zur Bekréftigung der toxic fragment-
Hypothese sollte eine spaltungsabhéngige Aggregation von Ataxin3 in Neuroblastomazellen

gezeigt werden, sowie Experimente zur ldentifizierung der verantwortlichen Protease, die das
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pathogene Ataxin3-Protein schneidet, durchgefuhrt werden. Da einige Autoren eine
Abhangigkeit der polyQ-Pathogenese vom Vorkommen des aggregierenden Proteins im
Zellkern postulieren (siehe 3.5), sollte die Ataxin3-Aggregation bei einer verdnderten
zelluldren Lokalisation (Anhangen von Kernlokalisations- oder Kernexportsignalen)
untersucht werden. Eine putative endogene Kernlokalisationssequenz sollte ebenfalls
analysiert werden.

Da gezeigt wurde, daB die intrazellularen EinschluBkérperchen aus dem jeweiligen
pathologischen polyQ-Protein sowie anderen Proteinen wie Transkriptionsfaktoren,
Ubiquitin, Proteasom-Untereinheiten und Chaperonen bestehen, wird als eine Ursache der
Toxizitat eine Rekrutierung dieser normalen Proteine in die amyloiden Proteinablagerungen
(Koaggregation) angesehen (siehe 1.1.3). Bisher wurde vorwiegend eine Inaktivierung von
Transkriptionsfaktoren gezeigt, die polyQ-Bereiche in nicht-pathologischer Lange aufweisen.
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine mogliche Inaktivierung und
Rekrutierung von normalem Ataxin3, welches bei heterozygoten Patienten zusétzlich zum
pathologischen Ataxin3 exprimiert wird, zu untersuchen. Diese Inaktivierung des normalen
Ataxin3 konnte zu einem partiellen Ataxin3-Funktionsverlust fihren und somit zusétzlich zu
dem postulierten Funktionsgewinn des polyQ-verlangerten Ataxin3 (veranderte Interaktionen
und Aggregation) zur SCA3-Erkrankung beitragen.

Man geht davon aus, daR die polyQ-Krankheiten zu den Proteinfehlfaltungserkrankungen
gehodren, was durch das Vorkommen von Komponenten des Proteinfaltungs- und
Degradationsapparats in neuronalen EinschluBkorperchen unterstiitzt wird. In der Literatur ist
bereits eine Reduktion der polyQ-Aggregation und Toxizitat durch Uberexpression von
molekularen Chaperonen in Zellkultur sowie in transgenen Tieren beschrieben (siehe 1.2.2).
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt der molekularen Chaperone
Hsp70, Hsp40, Hspl04 und p97 auf die Ataxin3-Aggregation in vitro und in Zellkultur zu

untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Bakterien- und Hefestamme, Zelllinien

2.1.1 Escherichia coli-Stamme

Stamm | Genotyp Referenz
SURE | el4- (McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac | Stratagene
recB recJ shcC umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F' proAB lacl®Z4M15 Tn10 (Tet")]
BL21 E. coli B F- dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal Stratagene
2.1.2 Saccharomyces cerevisiae-Stamme
Stamm | Genotyp Referenz
JN54 MATa his3-11,3-15 leu2-4,2-112 ura3-52 trp1-Al lys2 (Nelson et al.,
1992)
YPHA499 | MATa ura3-52 lys2-8012Mber ade2-1010CNTe trp1A63 his3A200 leu2a1 | (Sikorski and
Hieter, 1989)
2.1.3 Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Referenz
Neuro-2a Maus-Neuroblastomazellen ATCC CCL-131
(N2a)
N2a-Tet-off | Stabile N2a-Linie, die das Tet-Off-Regulator-Plasmid (Clontech) | (Schaffar et al., 2004)
beherbergt und somit den Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator
(tTA) exprimiert
SH-SY5Y Humane Neuroblastomazellen aus Knochenmark-Tumor ATCC CRL-2266
HEK?293T Humane, epitheliale Nierenzellen
Hela Humane, epitheliale Cervix-Karzinomazellen ATCC CCL-2
COS-7 Epitheliale Affen-Nierenzellen (Cercopithecus aethiops) ATCC CRL-1651
NIH 3T3 Maus-Fibroblasten ATCC CRL-1658
CHO E36 Chinese Hamster-Ovar-Zellen (Oricetulus griseus)

2.2 Vektoren und Oligonukleotide

2.2.1 Vektoren

Vektor Beschreibung Referenz
pGEX-6P-1 | E.  coli-Expressionvektor ~ fir ~ Glutathion-S-Transferase ~ (GST)- | Amersham
Fusionsproteine mit einer PreScission Protease-Schnittstelle zwischen der
GST und dem Fusionspartner
pProEX E. coli-Expressionvektor fiir Hisg-Fusionsproteine Invitrogen
HTa
pcDNA3.1/ | Expressionvektor fiir Sdugetierzellen mit CMV-Promotor, der in E. coli | Invitrogen
Hygro+ vervielféltigt (Ampicillin-Resistenz) und mittels Plasmidpréparation isoliert
werden kann
PTRE-2hyg | Expressionvektor fir S&ugetierzellen mit minimalem CMV-Promotor, der | Clontech
das Tetracycline Response Element enthdlt, zur Doxyzyklin-regulierbaren
Proteinexpression (in E. coli: Ampicillin-Resistenz)
pSI215 S. cerevisiae-Expressionvektor mit CUP1-Promotor und TRP1-Markergen | Katja Siegers
(in E. coli: Ampicillin-Resistenz)
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pSI216 S. cerevisiae-Expressionvektor mit CUP1-Promotor und HIS3-Markergen | Katja Siegers
(in E. coli: Ampicillin-Resistenz)
YEp105 S. cerevisiae-Expressionvektor mit CUP1-Promotor und N-terminalem | (Ecker et al.,
myc-Epitop, TRP1-Markergen, (in E. coli: Ampicillin-Resistenz), Bglll- | 1987)
Schnittstelle downstream des myc-Epitops ist nicht in frame, daher wurde
das mutierte Plasmid YEp105mutl hergestellt
2.2.2 Oligonukleotide
Name des Oligo- Oligonukleotide zur Genamplifikation und —klonierung: Name des
nukleotids Sequenz klonierten
Konstrukts
BamHI-FLAG- GTGACGCGGATCCATGGACTACAAAGACGATGACGATAA | AT3Qn,
5'hSCA3-2 AGCTGGAGAATTCATGGAGTCCATCTTCCACGAGAAACAA | N256
GAAGGC
BamHI-hSCA3-N- | GTGACGCGGATCCATGGTTATAAGCAATGCCTTGAAAGTT | 79cQ71
term TGGGG
BamHI-hSCA3- GTGACGCGGATCCATGATATTTGTTGTTAAGGGTGATCTGC | 162cQ71
mitte C
BamHI-hSCA3- GACGCGGATCCATGCATCGACCAAAACTTATTGG 186cQ71
MHRPK
BamHI-hSCA3- GACGCGGATCCATGTTAGACGAAGATGAGG 221cQ71
MLDEDE
BamHI-hSCA3- GACGCGGATCCATGGAAGATGAGGAAGCAGATC 242cQ71
MEDEEA
BamHI-Cterm GTGACGCGGATCCATGCAAGGTAGTTCCAGAAACATATC 257¢cQn,
5'hSCA3-2 257-321 (71Q)
BamHI-SCAS3- GACGCGGATCCATGCTTCGGAAGAGACG 281cQ71
281cterm
BamHI-SCAS3- GACGCGGATCCATGCGGGACCTATCAGGAC 318c
RDLSG
Xhol-myc- GTGACGCCTCGAGTTACAAGTCTTCTTCAGAAATGAGCTTT | AT3Qn,
3'hSCA3 TGTTCACATGTCAGATAAAGTGTGAAGGTAGCG ...cQn, 318c
BamHI-5"hSCA GACGCGGATCCATGGAGTCCATCTTCCACGAGAAAC AT3Qn tagless

full-I

Xhol-3"hSCA3-rev

CCGCTCGAGTTATGTCAGATAAAGTGTGAA

AT3Qn tagless

rev

BamHI-pProEx- GACGCGGATCCATGTCGTACTACCATCACC (pcDNA3.1-)
His His-AT3Q71
SCA3-257-Xhol- GTGACCGCTCGAGTTAACTTAGCTGAATAGCCCTGCGG N256

QRDLS-myc- CACCGCTCGAGTTACAAGTCTTCTTCAGAAATGAGCTTTTG | 257-321 (71Q)

Xhol-rev TTCACATGATAGGTCCCGCTG

Smal-NES- CCCGGGATGTTAGCTTTGAAATTAGCCGGACTAGACATCG | NES-AT3Qn

BamHI-Flag GATCCATGGACTAC

BamHI-5"Htt GACGCGGATCCATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATG Htt-Exon1-

51Q-myc

Htt-myc-Xhol-rev | CACCGCTCGAGTTACAAGTCTTCTTCAGAAATGAGCTTTTG | Htt-Exonl-
TTCACACGGTCGGTGCAGCGGCTCCTCAGC 51Q-myc

BamHI-Hdj1-f GACGCGGATCCATGGGTAAAGACTACTAC Hdj1

Xhol-Hdj1-r GACCGCTCGAGCTATATTGGAAGAACCTGC Hdjl

Als Vorlagen-DNS fir die PCRs (siehe 2.5.6) wurden PSG5-Ataxin3 (humane cDNA) mit 22,
43, 71 und 121 CAG-Wiederholungen (Accession Number AAB33571, erhalten von Erich
Wanker) sowie pBluescript-human Hdj1 (Ohtsuka, 1993) eingesetzt.

Name des Oligonukleotids

Oligonukleotide als Linker-Sequenz

NLS-1

GATCCATGCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAA

NLS-2

GATCTTACCTTTCTCTTCTTTTTTGGCATG
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Name des Oligo-

Oligonukleotide fur zielgerichtete Mutagenesen:

Name des klonierten

nukleotids Sequenz Konstrukts
Tsel-mutag-1 CGTTTTTACAGCAACCTTCTGG Tsel-mutagl
Tsel-mutag-2 CCAGAAGGTTGCTGTAAAAACG Tsel-mutagl
NDGSGMQGSS AAGCAAATGATGGCTCAGGAATGCAAGGTAGTTC | AT3Qn AUIM
CAGAAAC (n=22,71)
NDGSGMQGSS-rev | GTTTCTGGAACTACCTTGCATTCCTGAGCCATCATT | AT3Qn AUIM
TGC (n=22,71)
YEpl05mutag-1 GAAGACTTGGTGATGAGATCTTCGTCAAG YEp105mutl
YEpl05mutag-2 CTTGACGAAGATCTCATCACCAAGTCTTC YEp105mutl

SCAS3-NLS-mutl

ACTTCAGAAGAGCTTCATAACCACCACGAAGCCTA
CTTTGAA

257¢Q71-HNHH

SCA3-NLS-mut2

TTCAAAGTAGGCTTCGTGGTGGTTATGAAGCTCTT
CTGAAGT

257cQ71-HNHH

SCA3-deltaRKRR-1

ACTTCAGAAGAGCTTGAAGCCTACTTTGAA

257cQ71-ARKRR

SCA3-deltaRKRR-2

TTCAAAGTAGGCTTCAAGCTCTTCTGAAGT

257cQ71-ARKRR

BstBI-SCA3-mut-1

CGAGAAGCCTACTTCGAAAAACAGCAGCAA

SCAS-BstBI-mut

BstBI-SCA3-mut-2

TTGCTGCTGTTTTTCGAAGTAGGCTTCTCG

SCAS-BstBI-mut

Smal-SCAmut-neul | CGGGACCTATCAGGCCCGGGTTCACATCCATGTG SCA mut
Smal-SCAmut-neu2 | CACATGGATGTGAACCCGGGCCTGATAGGTCCCG SCA mut
Htt-Smal-1 CCGCCACCACCTCCCGGGCCACCCCCACC Htt-Smalmut
Htt-Smal-2 GGTGGGGGTGGCCCGGGAGGTGGTGGCGG Htt-Smalmut
Htt-BstBl-mutagl GGCCTTCGAGTCCTTCGAAAGCTTCCAAC Httg103mut
Htt-BstBl-mutag? GTTGGAAGCTTTCGAAGGACTCGAAGGCC Httq103mut
SCA3- GCAACAACGGGACCTATCTGGACAGAGTTCACATC | 100RDLrep
RDLSGQSrep-forw CATG

SCA3- CATGGATGTGAACTCTGTCCAGATAGGTCCCGTTG | 100RDLrep
RDLSGQSrep-rev TTGC

SCA3-KQQQKrep- CGAGAAGCCTACTTCGAAAAACAACAGCAGAAGC | KQsKrep (87+3Q)
forw AGC

SCA3-KQQQKrep- GCTGCTTCTGCTGTTGTTTTTCGAAGTAGGCTTCTC | KQsKrep (87+3Q)

rev

G

Die zielgerichteten Mutagenesen Htt-Smalmut und Httq103mut wurden nacheinander mit
dem Plasmid pgl03 (pcDNA3.1his-Htt-Exonl mit 103Q) von George Lawless (Hereditary
Disease Foundation) durchgefihrt.

Name des Oligo- Oligonukleotide zur Sequenzierung Primer-Bindungsstelle
nukleotids

Flag GACGATGACGATAAAGCTGG FLAG-tag

mjd500 TCTATATTTGTTGTTAAGGG AT3-Sequenz SIFVVK
MJD-vor-CAG TTCGGAAGAGACGAGAAGCC AT3-Sequenz RKRREA
pSl-vor-MCS CCTTGTCTTGTATCAATTGC vor MCS in pSI215
pSI-400rev CTTCGCTATTACGCCAGC hinter MCS in pS1215 (rev)
Yepl05neu AAGTCATCGAAATAGATATTAAG Promotor von YEp105
pcDNA3.1+-rev CTAGAAGGCACAGTCGAGGC hinter MCS in pcDNA3.1 (rev)

2.3 Gereinigte Proteine und Antikorper

2.3.1 Gereinigte Proteine (aufler GST-Ataxin3-Fusionsproteine siehe 2.8.5)

Gereinigtes Protein

Herkunft

Referenz bzw. gereinigt von

Hisg-AT3Q22 (human)

rekombinant aus E. coli

Nadine Strippel (siehe 2.8.6)

Hise-Ataxin3 (Rattus norvegicus)

rekombinant aus E. coli

Nikolay Tzvetkov (siehe 2.8.6)

DnaK (E. coli) rekombinant aus E. coli Rosemarie Schiebel
DnaJ (E. coli) rekombinant aus E. coli Manajit Hayer-Hartl
GrpE (E. coli) rekombinant aus E. coli Manajit Hayer-Hartl
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Hsc/Hsp70 (konstitutive Form und Gereinigt aus Rinderhirn Gregor Schaffar
Hitzeschockprotein)
Hisg-Hdj1 (human) rekombinant aus E. coli Gregor Schaffar

Hdj2 (human)

rekombinant aus SF9-Zellen

Winfried und Rosemarie
Schiebel

Hisg-p97 (human)

rekombinant aus E. coli

Nikolay Tzvetkov (siehe 2.8.6)

Hisg-Hsp104 (S. cerevisiae)

rekombinant aus E. coli

Nikolay Tzvetkov (siehe 2.8.6)

GroEL-SRI (= Single Ring-Mutante
von GroEL aus E. coli) mit zusatzlicher

D87K-Mutation

rekombinant aus E. coli

Dirk Wischnewski

Aktin gereinigt aus Kaninchen- Sigma A2522
Muskel
Hise-HA-TBP-38Q (human) rekombinant aus E. coli Gregor Schaffar

Calpain Il (Ratte)

rekombinant aus E. coli

Calbiochem #208718

2.3.2 Primarantikérper

Antikorper

Spezies

Referenz

Anti-Ataxin3

Kaninchen, polyklonal

diese Arbeit (siehe 2.8.7)

Anti-myc (9E10)

Maus, monoklonal

Santa Cruz sc-40

Anti-FLAG (M2) Maus, monoklonal Sigma F3165
Anti-FLAG Kaninchen, polyklonal Sigma

Anti-Hisg Maus, monoklonal Roche 1922416
Anti-polyQ (1C2) Maus, monoklonal Chemicon MAB1574
Anti-GST Ziege, polyklonal Amersham 27-4577
Anti-TBP Maus, monoklonal Abcam ab818-100

Anti-Aktin (N350)

Maus, monoklonal

Amersham

Anti-Hsp70 (C92)

Maus, monoklonal

Stressgen SPA-810

Anti-GAPDH (Kaninchen)

Maus, monoklonal

Chemicon MAB374

Anti-GAPDH (Hefe)

Kaninchen, polyklonal

Sigma A9521

Anti-Caspase-3 (H-277)

Kaninchen, polyklonal

Santa Cruz sc-7148

Anti-CathepsinD (C-20)

Ziege, polyklonal

Santa Cruz sc-6486

Anti-Ubiquitin (FK2)

Maus, monoklonal

Biomol PW8810

Anti-SUMO-1 (Anti-GMP-1)

Maus, monoklonal

Zymed 33-2400

2.3.3 Sekundarantikorper

Antikdrper Spezies Referenz
Anti-Maus-1gG-HRP-Konjugat Ziege Sigma A4416
Anti-Maus-1gG-AP-Konjugat Ziege Sigma A3562
Anti-Maus-CY3 Ziege Dianova
Anti-Maus-FITC Ziege Dianova
Anti-Kaninchen-1gG-HRP-Konjugat Ziege Sigma A9169
Anti-Kaninchen-1gG-AP-Konjugat Ziege Sigma
Anti-Kaninchen-CY3 Ziege Dianova
Anti-Kaninchen-FITC Ziege Dianova
Anti-Ziege-HRP-Konjugat Kaninchen Sigma

2.4 Puffer und Medien

2.4.1 Puffer und Reagenzien

1x TAE (Agarose-Gel- 1mM EDTA

Elektrophorese-Puffer)

40mM Tris / Essigsaure pH 8
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1x SDS-PAGE-Laufpuffer

2x SDS-PAGE-Proben-
Puffer

SDS-Gel-Farbeldsung

SDS-Gel-Entfarbelésung

Western Blot-Puffer

Stripping-Puffer

1x PBS-T

ECL-L6sung 1

ECL-LOsung 2

25mM Tris
192mM Glycin
1% SDS (Natriumdodecylsulfat)

63mM Tris / HCI pH6,8
2% SDS

10% Glycerin

0,7M B-Mercaptoethanol

1,29/l Coomassie-Brilliant-BlueR-250
50% Ethanol
10% Essigséure

10% Ethanol
10% Essigséure

50mM Tris
192mM Glycin
20% Methanol
0,08% SDS

63mM Tris / HCI pH 6,7
2% SDS
100mM B-Mercaptoethanol

8mM Dinatrium-Hydrogenphosphat
2mM Natrium-Dihydrogenphosphat
70mM NaCl

0,08% Tween-20

1ml 3-Aminophthal-Hydrazid (250mM in DMSO)
444l p-Kumarinséure (90mM in DMSO)

10ml Tris / HCI (1M pH 8,5)

auf 100ml mit Wasser auffillen

61pl Wasserstoffperoxid (30%)
10ml Tris / HCI (1M pH 8,5)
auf 100ml mit Wasser auffillen

2.4.2 Medien fiur die Bakterienkultur

Luria-Bertani (LB)-Medium

Terrific Broth (TB)-Medium

10g/l Trypton (BD Biosciences)

5¢/l Hefeextrakt (BD Biosciences)

10g/l NaCl (Merck)

(fiir Agarplatten wurde 159/l Agar (Fluka) zugegeben)

47,5¢9/1 Fertigmedium (Fluka)
+ 8ml/l Glycerin

Die Antibiotika Ampicillin, Kanamycin und Tetracyclin wurden in Endkonzentrationen von
85ug/ml (geldst in Wasser), 50pug/ml (in Wasser) bzw. 50ug/ml (geldst in Ethanol) eingesetzt.
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2.4.3 Medien fur die Hefekultur

YPD-Medium 209/l Pepton (BD Biosciences)
109/l Hefeextrakt (BD Biosciences)
2% Glukose (spater eingestellt mit 20%igen separat
autoklavierten Losung)
(fiir Agarplatten wurde 20g/l Agar zugegeben)

SC-Drop-out-Medium 6,79/l Hefe Nitrogen Base ohne Aminoséauren (Difco)
(SC = synthetic complete) 29/l Drop-out-mix (s. unten)

2% Glukose

pH 5,8 — 6,0 (mit NaOH eingestellt)

(far Agarplatten wurde 209/l Agar zugegeben)

Drop-out-mix (Aminosédurenmischung) 0,5g Adenin

0,2g para-Aminobenzoesédure
Je 2g L-Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartat, Cystein, Glutamin, Glutamat, Glycin, Inositol,
Isoleucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tyrosin, Valin
(zu Selektionszwecken wurden die Aminosduren Histidin, Leucin, Tryptophan und Uracil
weggelassen, und wenn bendtigt zugegeben: je 80mg/l Histidin, Tryptophan, Uracil bzw.
380mg/I Leucin)

2.4.4 Reagenzien fur die Zellkultur

Medium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (= DMEM) (BiochromAG)
10% fetales Kélberserum (= FCS)
2mM Glutamin (Gibco)
100 U/ml Penicillin (Gibco)
100pg/ml Streptomycin (Gibco)

Tet-System getestetes FCS  (BD Biosciences Clontech) — bei N2a-Tet-off-Zellen

G418 0,5mg/ml (Clontech) — bei N2a-Tet-off-Zellen
1x PBS (steril) (Gibco)

OptiMEM Optimum Minimal Eagle’s Medium (Invitrogen)
Trypsin-EDTA-LAsung (Gibco)

Einfriermedium Medium + 10% DMSO

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Plasmidpraparationen

Einzelne Bakterienkolonien bzw. kleine Mengen von Glycerol stocks (siehe 2.6.1) der bereits
sequenzierten Plasmide wurden in 5ml bzw. 100ml LB-Medium (mit jeweiligem
Antibiotikum) N bei 37°C und 240Upm inkubiert.

Fur Praparationen von Plasmiden wurden Qiagen Mini- und Midi-Prep-Kit nach
Herstellerangaben verwendet.

2.5.2 Konzentrationsbestimmung von Plasmiden

Die Konzentration waéssriger Plasmid-Lésungen wurde photometrisch durch Messung der
Extinktion bei einer Wellenlange von 260nm (Gene Quant pro RNA/DNA calculator von
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Amersham oder Beckman DU640 Spectrophotometer) bestimmt. Eine OD5go von 1 entspricht
einer Konzentration von 50ug/ml doppelstrangiger Plasmid-DNS (Sambrook et al., 1989).
Mittels Quotienten der Wellenldngen 260nm/280nm wurde die Reinheit der
Plasmidpraparationen festgestellt.

2.5.3 DNS-Restriktionsverdau

Alle verwendeten Restriktionsenzyme stammten von New England Biolabs (NEB) mit
Ausnahme des Enzyms Ehel, das von Fermentas bezogen wurde. Plasmide bzw. PCR-
Produkte wurden mit den mitgelieferten Reaktionspuffern und wenn bend6tigt mit BSA
versetzt und mit den Enzymen fir 1-2 h nach Herstellerangaben inkubiert.

2.5.4 Dephosphorylierung von 5"-Phosphatgruppen

Um eine Religation von verdauten Plasmidvektoren zu verhindern, wurden die freien 5°-
Phosphatester durch CIP (calf intestine Alkalische Phosphatase von NEB) hydrolysiert. Dies
erfolgte parallel mit einem Restriktionsverdau, indem die Phosphatase in der letzten Stunde
zum Restriktionsansatz dazugegeben wurde.

2.5.5 Agarose-Gelelektrophorese von Plasmid-DNS

Plasmide bzw. Restriktionsansatze wurden mit 6x DNS-Auftragspuffer (6x Loading Dye
Solution von Fermentas) versetzt und mittels Agarose-Gelelektrophorese in 1XTAE
aufgetrennt. Die Apparaturen wurden von Biorad bezogen. Es wurde eine Spannung von
100V angelegt. Die Gele (1% Agarose in 1xTAE-Puffer) enthielten 30ug/100ml
Ethidiumbromid (Biorad) zum Anfarben der DNS. Als Groenmarker diente der Gene Ruler
1kb-DNA-Ladder (Fermentas).

Bei analytischen Gelelektrophoresen wurde die aufgetrennte DNS mit einem Gerat von MWG
AG Biotech im UV-Durchlicht fotographiert. Bei préparativen Ansatzen wurden die
Fragmentbanden erwarteter GroRen am UV-Schirm mit einem Skalpell ausgeschnitten und
mittels QIAquick Gel-Extraktions-Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben gereinigt.

2.5.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNS wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = polymerase chain
reaction) verwendet. Tag-Polymerase (Promega), Pfu-Polymerase (Promega oder Fermentas)
oder das Expand Long Template PCR System (Roche) wurden eingesetzt. Eine Standard-
PCR-Reaktion ist unten dargestellt.

50 — 200ng Vorlage (Template)-DNS 1 ZykKlus: 94°C 5 min

50 — 250uM dNTPs (jeweils) 30 Zyklen: 94°C 30 sec
0,1 -0,3uM Primer | 50-60°C 30 sec
0,1-0,3uM Primer 1l 68-72°C 1 min/kb
5ul 10x Reaktionspuffer 1 Zyklus: 68-72°C 7 min
(max. 4mM MgCl,, wenn Tag verwendet wurde) | Endtemperatur: 4°C

5ul DMSO

1 -2 U Polymerase

Steriles, destilliertes Wasser ad 50pl

Nachdem 10ul des PCR-Ansatzes in einem Agarosegel auf das Vorhandensein von PCR-
Produkten kontrolliert worden waren, wurde die DNS im restlichen Ansatz mit Hilfe des PCR
Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt.

Erfolgreiche PCR-Reaktionen wurden nach Ligation in Vektoren mittels DNS-Sequenzierung
identifiziert.

43



Material und Methoden

2.5.7 Zielgerichtete Mutagenese

Zur Herstellung von spezifischen Mutationen wurde die gesamte Plasmid-DNS inklusive dem
zu mutierenden Gen mit zueinander komplementaren, die Mutation tragenden Primern
amplifiziert. PCR-Reaktionen wurden wie in 2.5.6 beschrieben mit Pfu bzw. Pfu-Turbo
Polymerase (Stratagene) angesetzt, aber leicht verandert inkubiert:

1 Zyklus: 96°C 5 min
25 ZykKlen: 96°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 6 min
Endtemperatur: 4°C

Die PCR-Produkte wurden mit 10U Dpnl fir mindestens 2 h inkubiert, um methylierte
parentale Vorlage (Template)-DNS zu verdauen, und anschlieRend mittels PCR Purification
Kit oder nach Agarose-Gelelektrophorese mit QIAquick Gel-Extraktions-Kit (Qiagen)
gereinigt. 1-10ul wurden in SURE-Zellen transformiert. Erfolgreich mutierte Klone wurden
mittels Restriktionskartierung und DNS-Sequenzierung identifiziert.

Die zielgerichtete Mutagenese Tsel-mutagl (siehe 2.2.2) diente dazu, die einzige Tsel-
Restriktionsschnittstelle, die aulRerhalb des poly(CAG)-Bereichs vorkommt, aus der DNS-
Sequenz von Ataxin3 (AT3) zu entfernen. Nach erfolgreicher Mutagenese wurde die DNS mit
Tsel geschnitten, welches den poly(CAG)-Bereich in 3bp-Fragmente zerschnitt. Die 5'und 3"-
DNS-Fragmente wurden ligiert, wodurch AT3QA entstand.

2.5.8 Ligation von DNS-Fragmenten

Um mittels Restriktionsverdau erhaltene Vektor- und Insert-Fragmente zu ligieren, wurden
Ansédtze mit aufgereinigter Vektor- und Fragment-DNS im Verhdltnis 1:10 mit
Reaktionspuffer und 1ul (400U) T4-DNA-Ligase (NEB) UN bei 16°C oder fir 2 h bei RT
inkubiert. Es folgte eine Transformation in kompetente SURE Zellen.

2.5.9 DNS-Sequenzierungen

Alle Sequenzierungsreaktionen wurden nach der Kettenabbruchmethode (Didesoxyverfahren)
von Sanger angesetzt und von verschiedenen Firmen (Medigenomix, Martinsried und
Sequiserve, Vaterstetten) durchgefihrt. Die erhaltenen DNS-Sequenzen wurden mit Hilfe des
Expasy-Translate Tool (http://www.expasy.org/tools/dna.html) in Proteinsequenzen Ubersetzt
oder mittels GeneStream align (http://www2.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi) mit bekannten
Sequenzen verglichen.

2.5.10 Herstellung und Transformation von chemisch kompetenten E. coli

Zellen

Mit 5ml einer E. coli-uN-Kultur (SURE-Zellen: Kanamycin, Tetracyclin) wurden 200ml LB-
Medium angeimpft und fur 2-3 h bei 37°C und 240Upm inkubiert, bis eine ODggo VOn circa
0,4 erreicht wurde. Die Zellen wurden mit 4.000xg pelletiert, mit 30ml sterilen, kalten Tfbl
(100mM RbCI, 50mM MnCl, 30mM Kaliumacetat, 10mM CaCl,, 15% Glycerin, pH5,8 mit
Essigsdure eingestellt) gewaschen und in 4ml kalten Tfbll (10mM MOPS, 10mM RDbCI,
75mM CaCl,, 15% Glycerin, pH7,0 mit NaOH eingestellt) resuspendiert. Portionen aus 100l
wurden in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden 50-100ul der aufgetauten kompetenten Zellen mit 10pl
Ligationsansatz oder 1pg Plasmid-DNS versetzt und auf Eis fiir 15 min inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschock bei 42°C flr 2 min, kurzes Abkihlen auf Eis und eine Inkubation mit 0,8ml
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LB-Medium fir 1 h bei 37°C und 240Upm. Die Zellen wurden pelletiert und auf
Antibiotikum-enthaltenden LB-Platten ausplattiert.

2.5.11 Herstellung eines Ataxin3-Konstrukts mit alternierenden CAA CAG-

Trinukleotiden

Da CAG-Wiederholungen mit einer Lange von mehr als 70 Trinukleotiden in Hefezellen
instabil sind (Abb.3-4e), sollte ein Ataxin3-Konstrukt mit alternierenden CAA CAG-
Wiederholungen hergestellt werden, da alternierende Codons zu einer Verminderung der
Instabilitat fihren (Michalik et al., 2001). Der erste Versuch bestand aus dem
Aneinanderlagern  (Annealing) von (CAACAG)n-Oligonukleotiden (Sequenz  nicht
aufgelistet) und deren Ligation mit jeweils anderen Oligonukleotiden im selben Ansatz, was
zu langeren CAACAG-Fragmenten fiihren sollte. Die Fragmente wurden dann in die DNS-
Fragmente ligiert, die dem Ataxin3 N- und C-Terminus (,,Tsel-mutagl“ mit Tsel geschnitten)
entsprechen, dann in Plasmide ligiert und in SURE-Zellen transformiert. Es konnten jedoch
keine Kolonien auf den Antibiotikum-enthaltenden Platten gefunden werden. Eine
Elektrotransformation (nicht in Material und Methoden beschrieben) fuhrte zu demselben
Resultat. Der zweite Versuchsansatz bestand darin, diese Oligonukleotid-Ataxin3-Ligationen
blind aus einem 3%igen Agarosegel auszuschneiden, indem von einer Grélze von 1200-1500
bp ausgegangen wurde. Mittels PCR wurden diese Ataxin3-Konstrukte, die etwa 100Q
enthalten sollten, amplifiziert. Es konnte jedoch kein PCR-Produkt der erwarteten GrofRe
gefunden werden.

Als drittes Experiment wurde eine PCR mit Primern (Sequenz nicht aufgelistet), die jeweils
Schnittstellen flr Restriktionsenzyme trugen, und mit einer Vorlage-DNS flr Huntingtin-
Exonl, welches bereits alternierende CAA CAG-Codons trug (pgl03 (pcDNA3.1his-Htt-
Exonl mit 103Q) von George Lawless (Hereditary Disease Foundation), durchgefihrt. Der
Plan war, die alternierenden Codons zu amplifizieren und mittels der
Restriktionsschnittstellen in das Ataxin3-Gen hinein zu klonieren. Entweder wurden keine
PCR-Produkte erhalten oder nach Ligation mit den Ataxin3-Gen-Fragmenten konnten keine
Transformanden gefunden werden. Als vierter Ansatz wurden Linker-Oligonukleotide
(Sequenz nicht aufgelistet) so aneinandergelagert, dal sie auf der 5- bzw 3"-Seite
Uberhédngende Enden bildeten, die denen nach Restriktionsverdau mit einem bestimmten
Enzym entsprachen. Auf der zugehorigen 3"- bzw. 5°-Seite bildeten die Linker glatte (blunt)
Enden aus, die mit den aneinandergelagerten (CAACAG)n-Oligonukleotiden (siehe oben)
ligiert wurden. Diese Verbindung wurde wiederum in Ataxin3-Gen-Fragmente und Plasmide
ligiert.

Nach Fehlerfolg wurde als flinfte und letzte Malinahme geplant, die Restriktionsschnittstellen
BstBI und Smal im Ataxin3-Gen kurz vor und kurz hinter die CAG-Wiederholungen mittels
zielgerichteter Mutagenese einzufugen (siehe 2.2.2). Nach Erfolg wurden auf’erdem in das
vorhandene Huntingtin-Exonl kurz vor und kurz hinter die alternierenden CAA CAG-Codons
die Schnittstellen BstBI und Smal eingefligt (zielgerichtete Mutagenesen mit pq103-Plasmid,
siehe 2.2.2). Letztendlich wurden die CAG-Wiederholungen im Ataxin3-Gen durch die
alternierende  CAA CAG-Sequenz aus dem Huntingtin-Exonl ausgetauscht. Durch
Sequenzierung des erhaltenen Ataxin3-Konstrukts wurden die entstandenen Mutationen im
Gen sichtbar. Mittels zwei Ansdtzen von zielgerichteter Mutagenese wurde die Sequenz vor
und hinter den CAA CAG-Codons repariert und so die urspriingliche Ataxin3-Sequenz
wiederhergestellt (siehe 2.2.2). SchlieRlich endete die Arbeit mit einem FLAG-Ataxin3-myc-
Konstrukt mit einem polyQ-Bereich von Q3;KQg; (siehe Anhang).
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2.6 Hefekulturmethoden

Alle hier erwédhnten Ldsungen und Medien wurden vor Gebrauch autoklaviert oder steril
filtiert. Der verwendete Stamm Saccharomyces cerevisiae YPH499 besitzt die auxotrophe
Mutation ade2-101, weshalb alle fiir diesen Stamm verwendeten Fliissigmedien mit Adenin
(50mg/l) versetzt wurden.

2.6.1 Herstellung und Transformation kompetenter Hefen

Mit mehreren Hefekolonien wurden 50ml YPD oder SC-Drop-out-Medium angeimpft und fur
16-18 h bei 30°C und 200Upm inkubiert. 300ml Medium wurden mit dieser Kultur auf eine
ODgoo von 0,2-0,3 angeimpft und fir circa 3 h bis zu einer ODgo von 0,4-0,6 inkubiert. Die
Hefezellen wurden mit 1.000xg pelletiert, in 50ml Wasser gewaschen und in 1,5ml TE/LiAc-
Losung (10mM Tris/HCI, ImM EDTA, pH 7,5 + 100mM Lithiumacetat, pH 7,5 mit
Essigsdure) resuspendiert. Portionen von 100ul wurden bei -80°C gelagert oder sofort mit
Plasmid-DNS transformiert. Hierzu wurde 0,1mg erhitzte Herring-Testes-DNS mit 0,1-1ug
Plasmid-DNS gemischt und zu 100ul kompetenten Zellen gegeben. Nach Vortexen wurde
0,6ml PEG/LiAc-L6sung (TE/LiAc-L6ésung mit 40% PEG 4000) dazugegeben, gevortext und
bei 30°C und 200Upm fur 30 min inkubiert. Nach Zugabe von 70ul DMSO wurde vorsichtig
gemischt. Es folgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 15 min, danach Abkuhlen auf Eis fir 1-2
min, und die Zellen wurden mit 20.000xg fiir 5 Sekunden pelletiert. Die Hefen wurden in
100ul TE resuspendiert und vollstdndig oder in Verdinnungen auf SC-Drop-out-Platten
ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C inkubiert, bis Kolonien sichtbar wurden. Mit
Einzelkolonien wurde SC-Drop-out-Medium angeimpft und GN bei 30°C und 200 Upm
kultiviert. Zur Lagerung wurde 1ml der UN-Kulturen mit 0,3ml Glycerin versetzt und nach
Vortexen bei -80°C aufbewahrt (Glycerol stocks).

2.6.2 Proteinexpression in Hefe

Fur die Uberexpression von Proteinen in Hefe wurden Plasmide mit Kupfer-induzierbaren
Promotoren verwendet (siehe 2.2.1). Mit einer UN-Kultur wurde SC-Drop-out-Medium auf
eine ODggo von 0,2 angeimpft. Die Kulturen wurden etwa 3 h bis zu einer ODgg von 0,5
wachsen gelassen und die Expression mittels Zugabe von 100-400uM CuSQ;, induziert. Nach
einer Expression von 24h bei 30°C wurden die Hefen pelletiert und Hefe-Extrakte hergestellt.

2.6.3 Herstellung von Hefe-Extrakten unter denaturierenden Bedingungen

Hefen von 5ml Kultur wurden pelletiert und in 100ul TCA-Puffer (20mM Tris/HCI pHS,
50mM Ammoniumacetat, 2mM EDTA, 1mM PMSF, Protease Inhibitor Complete von Roche)
resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen (Sigma G-9268) und 100l 20% Tri-Chlor-
Essigsaure (TCA) wurden die Hefen durch viermaliges Vortexen / Kihlen auf Eis fir 1 min
aufgeschlossen. Der Glasperlen-Uberstand wurde entnommen und bei 20.000xg und 4°C fur
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Proteine im Pellet in 100pl
SDS-Probenpuffer resuspendiert, mit 1M Tris neutralisiert und bei 100°C fir 10 min erhitzt.
Fur SDS-PAGE und Western Blot Analysen wurden 5-15pl eingesetzt.

2.6.4 Herstellung von nativen Hefe-Extrakten

Die Zellpellets von je 5ml Kulturen wurden in 0,5ml nativem Lysis-Puffer (50mM Tris/HCI
pH8, 5% Glycerin, 100mM NaCl, 5mM MgCl, 1mM DTT, 1% TritonX100, 1mM PMSF,
Protease Inhibitor Complete von Roche) resuspendiert. Nach Zugabe von Glasperlen wurden
die Hefen durch viermaliges Vortexen fir 1 min / Einfrieren in Flissigstickstoff / Auftauen
aufgeschlossen. Der Glasperlen-Uberstand wurde entnommen und bei 400xg und 4°C fiir 10
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min zentrifugiert, um Zellwande und intakte Hefezellen zu entfernen. Das Pellet wurde
verworfen, und der Uberstand als Hefe-Extrakt weiterverwendet (siehe 2.8.3 und 2.9.3).

2.6.5 Plasmidisolation aus Hefe

Von einer UN-Kultur wurden 1,5ml abgenommen, die Hefen pelletiert und in 0,2ml
Aufschlupuffer (10mM Tris/HCI pH 8, 100mM NaCl, 1ImM EDTA pH 8, 2% TritonX100,
1%  SDS)  resuspendiert. Nach ~ Zugabe wvon  Glasperlen und  0,2ml
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) wurden die Zellen durch 5 min Vortexen
aufgeschlossen. Es folgte eine Zentrifugation fur 10 min bei 20.000xg und RT. Die wéfrige
obere Phase wurde entnommen und kompetente E. coli mit 1 pl transformiert.

2.6.6 Hefe-Vitalitatstest

Hefe-Flussigkulturen (psl215 oder Yepl05mutl) wurden auf eine ODgyo Von 1,0 abgeglichen
und anschlieBend mehrere, serielle Verdinnungen (1:4 bzw. 1:6) in Medium angesetzt. Davon
wurden 5-10ul mittels Pipette auf CuSOs-enthaltende SC-Drop-out-Platten getropft bzw. mit
einem sterilen Stempel, der in die Hefe-Verdunnungen getaucht worden war, aufgetupft. Die
Platten wurden bei 30°C bzw. 37°C inkubiert, bis Kolonien sichtbar wurden. Da sich bei
dieser Prozedur kein Unterschied im Wachstum der polyQ-exprimierenden Hefen zeigte,
wurde in weiteren Experimenten die Proteinexpression bereits in Flussigkultur mit CuSO, fur
24 h oder langer induziert und die Hefen zusatzlichem Strel? bei 37°C (200Upm) ausgesetzt
(siehe Abb.3-4f).

2.7 Kulturmethoden fir Saugetierzellen

2.7.1 Kultivierung von adharenten Zelllinien

Die verwendeten adharenten Zelllinien wurden in Kulturschalen (Falcon) oder Kulturflaschen
(Greiner) in einer wasserdampfgeséttigten 5%igen CO,-Atmosphére bei 37°C kultiviert. Nach
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit Trypsin-
EDTA-LGsung bei RT von dem Kulturgefal abgeldst. Durch Zugabe von frischem Medium
wurde die Protease Trypsin inaktiviert und die Zellen durch Pipettieren vereinzelt. Nach 1:5
bis 1:10-Verdinnung wurden die Zellen weiter kultiviert. Die Zelllinie N2a-Tet-off wurde
ausschliellich in Medium mit Tet-System getestetem FCS und G418 kultiviert.

Zellen nach 3 h Transfektion (siehe 2.7.3) bzw. untransfizierte Zellen wurden mit
verschiedenen Substanzen kultiviert. Staurosporin (Calbiochem #569397) wurde 1uM ins
Medium gegeben und fiir maximal 17 h mit den Zellen inkubiert. Leupeptin, Aprotinin bzw.
Pepstatin wurden in Endkonzentrationen von 0,2mM (in Wasser), 1,5uM (in Ethanol) bzw.
20uM (in Ethanol) ins Medium gegeben. Ammoniumchlorid wurde 20mM zum Medium
gegeben. MG132 wurde 20uM (in DMSO) fir maximal 5 h, Thapsigargin (Upstate
Biotechnology #19-145) wurde 10nM - 10uM fir 2,5 - 24h eingesetzt. Calpeptin (Calbiochem
#03-34-0051) wurde in DMSO gel6st und bis 200uM eingesetzt. Bei Inkubationen bis 72 h
wurde 50uM Calpeptin (direkt nach transienter Transfektion fir 3 h) ins Medium gegeben
und jeweils nach 24 h ausgetauscht. Bei Kultivierung der Zellen mit 0,5 - 5uM lonomycin (in
DMSO, Sigma 10634) wurde das Medium gegen OptiMEM + 2mM CacCl, ausgetauscht.

2.7.2 Kryokonservierung

Fur die Langzeitkonservierung wurden abgeldste Zellen von einer kleinen Kulturflasche in
Medium bei 1.000xg pelletiert und in 1ml frischem Medium, das 10% DMSO enthielt,
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aufgenommen. Nach Einfrieren UN bei -80°C wurden die Zellen in Flissigstickstofftanks
uberfuhrt und dort gelagert.

Wenn gefrorene Zellen wieder in Kultur genommen werden sollten, wurden sie in 5ml kaltem
Medium durch mehrmaliges Pipettieren aufgenommen, pelletiert und in frischem Medium wie
gewohnt kultiviert.

2.7.3 Transiente Transfektion

Zellen fir transiente Tranfektionen wurden am vorherigen Tag so ausgeséat, dass sie am Tag
der Transfektion zu 70% konfluent waren. Die Zellen wurden vor der Transfektion einmal in
PBS gewaschen. 3cm-Schalen (6-well-plates, Falcon) wurden mit je 2ug Plasmid-DNS (aus
Midi-Preps) und LipofectAMINE PLUS-Reagenz (Invitrogen) in OptiMEM nach
Herstellerangaben transfiziert. Nach 3 h Inkubation im Brutschrank wurde 2ml Medium zum
Iml OptiMEM-Transfektionsgemisch dazugegeben und die Zellen fur weitere 12 - 72 h
kultiviert. In einigen Experimenten wurden das Medium nach 24 - 48 h erneuert.

Bei Verwendung der Zelllinie N2a-Tet-off wurden die Zellen nach Transfektion mit und ohne
Doxyzyklin (1pg/ml) in Medium mit Tet-System getestetem FCS und G418 kultiviert. Durch
Zugabe von Doxyzyklin wurde die Expression von pTRE2hyg-Plasmiden inhibiert.

Zur Expression der TEV-Protease (Accession Number NP_734212) wurde ein pTRE2hyg-
Plasmid verwendet, in das eine FLAG-markierte TEV-Protease-cDNA (Tector and Hartl,
1999) Kloniert worden war (Nhel, Notl). Bei Transfektion mit humaner Volllangen-
Calpastatin-cDNA wurde das bereits publizierte pRK5-Expressionsplasmid (Yadavalli et al.,
2004) verwendet.

2.7.4 Herstellung von Zelllysaten

Nach Kaultivierung der transfizierten Zellen bzw. nach Inkubation von Zellen mit
verschiedenen Substanzen wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 0,5ml Lysis-
Puffer (20mM Tris/HCI pH8, 150mM NaCl, 10mM MgCl,, 0,2% TritonX100, Protease
Inhibitor Complete von Roche) mit einem Zellschaber abgeschabt. Wenn die Zellen nur noch
schwach an den Kulturschalen angeheftet waren oder sich bereits abgeldst hatten, wurden sie
mit dem Medium abgenommen, bei 1.000xg pelletiert und dann in Lysis-Puffer resuspendiert.
Nach Uberfilhrung in Eppendorf-2ml-GefaRe folgte eine 1-stiindige Inkubation mit 4pl
Benzonase (40U, Merck) bei 4°C. Die Zelllysate wurden anschlieRend weiterverwendet (siehe
2.8.3,2.9.3, 2.9.7) oder bei -20°C gelagert.

2.7.5 Herstellung von N2a-postnukledren Uberstanden zur Ataxin3-Spaltung in

vitro

NZ2a-Zellen wurden in 10 — 15 cm-Schalen fur 24 — 48 h kultiviert, bis sie anndhernd zu 100%
konfluent waren. Die Zellen wurden in der Schale mit 25mM HEPES/KOH pH 7,6 auf Eis
gewaschen und anschlielend mit 200mM Saccharose fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach dem
Quellen der Zellen wurde die Saccharose vorsichtig entfernt. Es wurden 0,5ml 250mM
Saccharose, 3mM Imidazol pH 7,4 auf die Zellen gegeben und diese mit einem Zellschaber
abgeschabt. In einem Dounce-Homogenisator (Glas-Col) wurden die Zellen durch 30 Hibe
aufgeschlossen. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 1.000xg und 4°C, bei der intakte
Zellen und Zellkerne pelletiert wurden. Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde auf
20mM Tris/HCI pH 8, 75 — 150 mM KClI eingestellt und als ,,postnuklearer Uberstand* fir in
vitro-Spaltungsexperimente von Ataxin3 eingesetzt. Zur Herstellung von 10.000xg- und
100.000xg-Uberstianden wurde der postnukledre Uberstand fir 10 min bei 10.000xg und 4°C
zentrifugiert und dessen Uberstand anschlieRend fiir 1h bei 100.000xg und 4°C. Nach einer
Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 2.8.4) wurden 100ug postnuklearer Uberstand
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bzw. 10.000xg- oder 100.000xg-Uberstand mit 50ng PP-geschnittenem (siehe 2.9.2) GST-
AT3Q22 versetzt und fur 1-2 h bei 30°C und 300Upm inkubiert. Die Uberstande wurden
immer frisch hergestellt, da Einfrieren und Auftauen zu einer Beschadigung der
Membranvesikel und damit zur Freisetzung von lysosomalen oder ER-Proteasen fiihren
wirde. Die 100ug-Ansatze wurden auf groRe SDS-PAGE-Gele aufgetragen und in Western
Blot Analysen (siehe 2.8.3) eingesetzt.

Wenn angegeben, wurde 1mM CacCl; eingesetzt. In Inhibitorstudien wurden 100uM ALLN,
2mM EGTA, 10uM E-64, 15uM Pepstatin, 0,2mM Leupeptin, 1,5uM Aprotinin, 40-100uM
Z-VAD-FMK (Calbiochem) und 20uM MG132 eingesetzt. Wenn gereinigtes Calpain I
zugegeben wurde, wurde der postnukledre Uberstand zusatzlich mit 1,5mM MgCl, versetzt.

2.7.6 Herstellung von HEK293T-Lysaten far in vitro-Caspase-

Aktivierungsassays

HEK293T-Zellen wurden in 10 - 15 cm-Schalen bis zu vollstandiger Konfluenz kultiviert, in
PBS gewaschen, mit einem Zellschaber abgeschabt und bei 400xg pelletiert. Nach Waschen
in 20mM HEPES/KOH pH 7,6, 10mM KCI, 1,5mM MgCl,, ImM DTT wurden sie nach
Zugabe von einem Volumen dieses Puffers resuspendiert. Es folgte eine Inkubation von 20
min auf Eis. Nach dem Quellen folgte der Zellaufschlul3, indem die Zellen 30mal in eine 1ml-
Spritze mit Kandile (25x) aufgesogen und wieder hinausgedriickt wurden. Danach wurde flr
10 min bei 16.000xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Lysat in die in vitro-
Caspase-Aktivierungsexperimente  eingesetzt (Bartke et al., 2004). Nach einer
Proteinbestimmung (siehe 2.8.4) wurden 50-100 pg des Lysats fur 1 h bei 30°C und 300Upm
inkubiert. Um Caspasen zu aktivieren, wurde 10uM Cytochrom C (Horse Heart, Sigma
C7752) und 1mM dATP zugegeben. Wenn erwéhnt, wurden 1mM CaCl,, 100uM ALLN,
2mM EGTA, 10uM E-64, 15uM Pepstatin, 200uM Leupeptin, 1,5uM Aprotinin, 50-100uM
Z-VAD-FMK, 100uM Z-DEVD-FMK, 100uM Ac-YVAD-CHO (Calbiochem #235429) und
20uM MG132 eingesetzt. Es folgte SDS-PAGE mit groRen Gelen und Western Blot Analysen
(siehe 2.8.3).

2.7.7 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Fur Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen wurden Zellen auf Deckgléschen
ausgesat und am néchsten Tag transfiziert. Nach 24-72 h wurden die Deckglaschen 3 mal fur
5 min mit RT-warmem PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch 5-minitige Inkubation mit
-20°C-kaltem Methanol fixiert. Danach wurden die Zellen nochmals 3x 5 min in PBS
gewaschen. Die Deckglaschen wurden verkehrt herum in PBS + 2% Gelatine mit
Primarantikorper (Verdinnung 1:20 — 1:400) fur 1 h bei RT inkubiert. Nach PBS-
Waschschritten folgte die Inkubation mit Fluoreszenz (CY3 oder FITC)-markierten
Sekundérantikorpern (5ug/ml in PBS + 2% Gelatine). Diesen wurde zur Zellkernfarbung
DAPI (4",6-Diamidino-2-Phenylindol, 0,25ug/ml) zugesetzt. Die Deckglaschen wurden
nochmals in PBS gewaschen, zum Entfernen von Salz kurz in Wasser getaucht und in
Antifade Reagent (Molecular Probes) verkehrt herum auf Objekttrdgern eingebettet. Nach
Trocknen N bei RT wurden die Praparate mit Nagellack versiegelt und im Dunkeln bei 4°C
aufbewahrt. Die Immunfluoreszenz-Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiovert 200M
durchgefunhrt.
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2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von gereinigten Proteinen oder Zellextrakten wurden
diskontinuierliche eindimensionale Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen
unter denaturierenden, reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Die Gele
bestanden aus einem 5%igen Sammelgel und dem eigentlichen Trenngel, das 10-18%ig
angesetzt wurde.

Sammelgel | 10% 12% 15% 18%
(5%) Trenngel Trenngel Trenngel Trenngel
0,5M Tris/HCI (pH6,8) 0,66ml | meemeeee | s e e
+ 1% SDS
1,5M Tris/HCI (pH8,8) | —------ 2ml 2ml 2ml 2ml
+ 1% SDS
30% Acrylamid / 0,45ml 2,6ml 3,2ml 4mi 4,8ml
0,8% Bisacrylamid
Agua dest. 1,6ml 3,4ml 2,8ml 2mi 1,2ml
TEMED (100%) 3ul 6ul 6ul 6ul 6ul
Ammoniumperoxodisulfat 30pl gopl 80ul gopl 80ul
(10%)

Vor der Elektrophorese wurden die Proteinproben mit 2x (oder 4x) SDS-PAGE-Probenpuffer
versetzt und bei 100°C fir 5 min erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-PAGE-
Laufpuffer in MiniProteanll-Apparaturen von Biorad (kleines Gel) bzw. in Apparaturen von
Hoefer (grofRes Gel) mit einer Spannung von maximal 200V bzw. 250V. Als GréRenmarker
diente Prestained Protein Marker (NEB P7708S), Page Ruler Protein Ladder (Fermentas
#SM0661) oder Full Range Rainbow Molecular Weight Marker (Amersham RPN800).

2.8.2 Coomassie-Farbung von SDS-PAGE-Gelen

Nach der Elektrophorese wurden SDS-PAGE-Gele in SDS-Gel-Férbeldsung fir 30 min bei
RT gefarbt. Der nicht an Proteine gebundene Farbstoff wurde anschlieBend in SDS-Gel-
Entfarbeldsung entfernt. Ausreichend entfarbte Gele wurden auf Papier unter Vakuum bei
70°C fir 50 min (Slab Gel Dryer von Savant) oder zwischen zwei Cellophan-Folien UN
(GelAirDryer von Biorad) getrocknet.

2.8.3 Western Blot Analyse von SDS-PAGE-Gelen

Zur Immundetektion elektrophoretisch aufgetrennter Proteine wurden diese mit Hilfe des
Semi-dry-Western-blotting-Verfahrens auf Membranen (bertragen. Hierzu wurde das SDS-
PAGE-Gel nach der Elektrophorese auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran,
Schleicher&Schuell) gelegt, die sich auf einer Lage ,,Whatman*“-Papier befand. Papier und
Membran waren zuvor in Western Blot-Puffer eingeweicht worden. Uber das Gel wurde noch
eine Lage Whatman-Papier in Western Blot-Puffer gelegt, und die Apparatur geschlossen.
Der Transfer erfolgte fir 1 h bei 100mA (kleines Gel) bzw. flr 4 h bei 400mA (grofes Gel).
Von Zelllysaten (siehe 2.7.4) wurden 80-150ug Protein auf groBe Gele aufgetragen, auf
kleine Gele wurde maximal 40ug der Hefe-Extrakte (siehe 2.6.4) aufgetragen.

Zur Uberpriifung der Transfereffizienz und als Auftragskontrolle wurden die Membranen mit
PonceauS-Losung (0,5% PonceauS in 1% Essigsaure) gefarbt. Fur die Antikdrper-Detektion
wurden sie anschlieBend mit 5% Magermilchpulver in PBS-T fur 1 h bei RT inkubiert, um
unspezifische Wechselwirkungen des Antikdrpers zu vermeiden. Es folgte eine schwenkende
Inkubation mit Primarantikdorper in 1% Magermilchpulver in PBS-T (2 h bei RT oder UN bei
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4°C). Nach Waschen in PBS-T, wurde die Sekundarantikdrper-Losung fir 1h bei RT auf die
Membranen gegeben. Nach PBS-T-Waschen erfolgte bei einem HRP-gekoppelten
Sekundarantikorpern die Detektion mittels ECL-L6sung (Mischung gleicher Mengen ECL-
Losung 1 und 2), indem Filme belichtet wurden oder die Membran im LAS-3000-Gerét
(Fujifilm  Image Reader LAS-3000) eingescannt wurde. Bei AP-gekoppelten
Sekundérantikorper wurde eine Detektion mit ECF-Lésung (Amersham) im Phosphoimager
(Fujifilm Image Reader FLA2000) bei 473 nm (Y520 Filter) durchgefihrt. Die Auswertung
erfolgte mit den Programm AIDA.

Vor der Detektion mit anderen Primarantikdrpern wurde die Membran von gebundenem
Antikorper entfernt. Dazu wurde sie fiir 1 h bei 50°C bzw. fiir 2 h bei RT in Stripping-Puffer
inkubiert und nach intensivem Waschen mit PBS-T erneut mit 5% Magermilchpulver in PBS-
T abgesattigt.

2.8.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen von Zellextrakten wurden photometrisch unter Verwendung von Bio-
Rad Protein Assay (#500-0006), welches Coomassie Brilliant Blue G250 enthalt, bei einer
Wellenldnge von 595nm bestimmt. Das Testprinzip beruht auf der Methode von Bradford
(Bradford, 1976). Eine Eichgerade wurde zuvor mit 2-16 pg BSA erstellt.

Konzentrationen gereinigter Proteine wurden mit demselben Verfahren grob abgeschétzt und
photometrisch mittels UV-Absorptionsmessung unter Verwendung des Lambert-Beerschen
Gesetzes (Extinktion E=g*c*d) und des jeweiligen theoretischen molaren Extinktions-
koeffizienten (&) bei 280nm bestimmt. Extinktionskoeffizienten wurden mit Hilfe des Expasy
Servers ermittelt (www.expasy.org/tools/protparam.html).

Da die gereinigten GST-AT3Qn-Fusionsproteine mehrere Degradationsbanden aufwiesen,
wurden die ermittelten Konzentrationen durch einen Vergleich dieser Proteine mit anderen
GST-AT3-Proteinen  mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung dberprift und
gegebenenfalls durch Abschatzung der entsprechenden Bandenstérken korrigiert.

2.8.5 Expression und Reinigung von GST-Ataxin3-Fusionsproteinen

Zur Reinigung von GST (Glutathion-S-Transferase)-Ataxin3-Fusionsproteinen mittels
Affinitatschromatographie wurden 1,5 | TB-Medium mit 85ug/ml Ampicillin und 50ml GN-
Kultur (BL21-pGEX-6P-Ataxin3) bei 37°C bis zu einer ODgo von 0,7 kultiviert. Durch
Zugabe von 0,1mM IPTG wurde die Expression induziert und die Zellen fur weitere 3 h bei
30°C kultiviert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation geerntet, in 40ml Puffer A
(50mM Natriumphosphatpuffer pH 8, 100mM NaCl, 10% Glycerin, 1mM DTT, 1mM PMSF)
resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Wahrend des Auftauens im Wasserbad wurde
Protease Inhibitor Complete (Roche), Benzonase, 80mg Lysozym sowie 1% TritonX 100
zugegeben. Es folgte eine schwenkende Inkubation von 30 min bei 4°C. Zur vollstandigen
Lyse wurde finfmal je 30 sec im Eisbad sonifiziert (Ultraschall mit Spitze in der
Bakteriensuspension). Nach Zentrifugation bei 30.000xg und 4°C fur 30 min wurde der
Uberstand mit 2-3ml in Puffer A aquilibriertem Glutathion-Agarose-Saulenmaterial (Sigma)
fur 30 min schwenkend bei 4°C inkubiert. Der Ansatz wurde in eine Sdule (& 1cm) uberfihrt,
mit 80ml Puffer A / 1M NaCl + 1% TritonX100 und anschliefend in 50ml Puffer A
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mit 20ml Puffer A + 20mM reduziertes
Glutathion (pH 8) in 2ml-Fraktionen eluiert. Mittels SDS-PAGE wurden je 15ul der
Elutionsfraktionen analysiert. Die Fraktionen, in denen ausreichend Protein vorhanden war,
wurden vereinigt und in Dialysepuffer (20mM Tris/HCI pH 8, 150mM KCI, 0,AmM EDTA,
10% Glycerin, 0,1mM DTT) 0N, in frischem Dialysepuffer tiber Tag, und nochmals UGN in
10K-Dialyseschlduchen (Spectra/Por) dialysiert. Bei einer Proteinkonzentration unter 3uM
wurden die Proteine mittels Centriprep-10/-30 oder Centricon-10/-30 (Amicon)
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ankonzentriert. Die gereinigten  GST-Fusionsproteine  wurden portionsweise in
Flussigstickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.8.6 Expression und Reinigung von Hisg-Fusionsproteinen

Mit einem Hisg-Epitop markierte Ataxin3-Proteine wurden in BL21::DE3 [pLysS] (pProEX
HTa-Ataxin3) exprimiert. Die Induktion mit ImM IPTG in TB-Medium erfolgte bei einer
ODgoo von 0,6. Die Zellen wurden fir weitere 4 h bei 30°C kultiviert. Die Zellen wurden
pelletiert und in 25mM Kaliumphosphatpuffer pH 8, 500mM KCI, 20mM Imidazol,
Complete-Protease-Inhibitor (ohne EDTA) resuspendiert. Nach Lysozym- und Benzonase-
Behandlung wurde sonifiziert. Die Reinigung erfolgte durch Bindung des 30.000xg-
Uberstandes an Ni-NTA-Agarose (Qiagen), Waschen in Resuspensionspuffer und Elution mit
500mM Imidazol. Nach Dialyse gegen 20mM Tris/HCI pH 7,5, 10mM NaCl folgte eine
Reinigung mittels lonenaustausch-Chromatographie mit Source 30Q (Amersham Pharmacia
Biotech). Ein Stufengradient von 0 — 1M NaCl in 30mM Tris pH 7,5 wurde angelegt, wobei
Hisg-Ataxin3 bei etwa 0,5M NaCl eluierte. SchlieRlich folgte eine Gelfiltration mit einer
Superdex-75 bzw. -200-Séule (Amersham Pharmacia Biotech) in 25mM HEPES/KOH pH
7,5, 5mM Mg-Acetat, 10mM K-Acetat.

Hisg-p97 und Hisg-Hsp104 wurden in denselben Zellen bei einer ODggo von 0,6-0,8 mit 1mM
IPTG fir 4 h bei 37°C induziert. Die Zellen wurden in Lysispuffer (50mM HEPES/NaOH
pH7,5, 100mM NaCl, 5mM MgCl,, 0,1mM ATP (nur bei p97), 10% Glycerin, ImM PMSF,
Complete-Inhibitor, 0,1% TritonX100) aufgeschlossen. Wéhrend der Affinitdtschromato-
graphie mit Ni-NTA-Agarose wurde mit 1M NaCl, 50mM Imidazol gewaschen und mit
Lysispuffer + 200mM Imidazol, 1mM DTT elutiert. Nach Ankonzentrieren mittels
Centriprep-30 folgte eine Gelfiltration mit einer Superdex-200-Sdule, wobei die Fraktionen
mit hexamerem Protein gesammelt wurden. Es folgte eine Dialyse in 50mM Tris pH8,
150mM KCI, 5mM MgCl;, 1ImM DTT, 0,2mM ATP, 10% Glycerin.

2.8.7 Aufreinigung von Antikdrpern aus Serum

Antiserum von einem Kaninchen gegen Hisg-Ataxin3 (Sequenz von Rattus norvegicus) wurde
mittels kovalent gebundenem GST-FLAG-Ataxin3-myc (humane Sequenz mit 22Q) an
Glutathion-Agarose gereinigt. Dazu wurde 1ml Glutathion-Agarose mit 1,2mg GST-AT3Q22
fir 30 min inkubiert, mit 40ml 0,2M Borat/NaOH pH 8,6 gewaschen, und nach Zugabe von
2ml DMS-Lo6sung (0,02M Dimethylsuberimidat in 0,2M Triethylmin/HCI pH 8,5) fiir 30 min
bei RT geschwenkt. Der Durchlauf wurde verworfen, und das Saulenmaterial mit 10ml 0,2M
Ethanolamin pH 8 fir 30 min inkubiert. Nach 3x Waschen mit je 2ml 0,1M Glycin/HCI pH
2,5, wurde 3x mit 10ml TBS (20mM Tris/HCI pH 7, 150mM NaCl) gewaschen. Nach
kovalenter Bindung des Antigens (GST-FLAG-Ataxin3-myc mit 22Q) am S&ulenmaterial
(Crosslink) wurde 1ml Antiserum gegen Hisg-Ataxin3 auf 1xTBS eingestellt, 15 min bei
3500xg zentrifugiert, und der Uberstand (iN mit dem Saulenmaterial bei 4°C inkubiert. Nach
Waschen mit 5x 10ml TBS und 2x 10ml 0,1xTBS wurde der gereinigte Antikdrper mit 3x
1ml 0,1M Glycin/HCI pH 2,5 eluiert. Der pH-Wert des Eluats wurde sofort mit 2M Tris-Base
auf pH 7 eingestellt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurde 0,05% BSA
zugegeben und der Antikorper bei -20°C gelagert. Das S&ulenmaterial wurde mit 6ml 0,1M
Phosphatpuffer pH 12 sowie mit 50ml TBS gewaschen und in TBS + 0,02% Natriumazid bei
4°C aufbewahrt.
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2.9 Biochemische und biophysikalische Methoden

2.9.1 Limitierte Proteolyse in vitro

Pro 50ul-Ansatz wurden 50ug His-AT3Q22 mit 0,0001-0,1 mg/ml ProteinaseK bzw. 0,0001-
1 mg/ml Subtilisin fur 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine PMSF-Zugabe, um die
Proteasen zu inaktivieren. Nach SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
mittels  Semi-dry-Western-blotting-Verfahren transferiert. Die Papierlagen auf der
Anodenseite sowie die Membran wurden mit 50mM Natriumborat pH 9, 20% Methanol
getrankt, das Papier auf der Kathodenseite mit 50mM Natriumborat pH 9, 5% Methanol.
AnschlieRend wurde die Membran in 0,1% Coomassie-Brilliant-BlueR-250 in 10%
Essigsaure, 40% Methanol gefarbt und danach in 10% Essigséaure, 30% Methanol entfarbt.
Nach Ausschneiden der Fragmentbanden wurden diese vom Aminoende her (N-terminal)
nach der Methode von Edman ansequenziert (Abteilung Lottspeich: Reinhardt Mentele).

2.9.2 In vitro-Aggregation

GST-Ataxin3-Fusionproteine besitzen zwischen der Glutathion-S-Transferase-Sequenz und
der Ataxin3-Sequenz die Aminosduresequenz LEVLFQGPLGS, die von der PreScission
Protease (Amersham #27-0843-01) erkannt und zwischen dem Q und dem G geschnitten
wird. Durch Zugabe der Protease wird Ataxin3 vom Fusionspartner getrennt und die
Aggregationsfahigkeit von Ataxin3 kann analysiert werden.

Gereinigte GST-Ataxin3-Fusionproteine wurden typischerweise in einer Konzentration von
3uM (in Dialysepuffer bzw. verdinnt in 20mM Tris/HCI pH 8, 150mM KCI) mit 48 U/ml
PreScission Protease versetzt und bei 30°C und 300 Upm inkubiert.

Selten wurde stattdessen eine Konzentration von 2uM GST-Ataxin3 benutzt.

Fir Koaggregationsexperimente wurden geringere Mengen (0,1-0,5uM) der rekrutierten
Proteine eingesetzt.

Aggregationsreaktionen mit den molekularen Chaperonen Hsp70/40 wurden generell mit
ATP-regenerierendem System angesetzt, welches aus 2mM ATP, 5mM MgCl,, 8mM
Kreatin-Phosphat (Roche) und 50ug/ml Kreatin-Kinase (rabbit muscle, Roche) bestand.

Fur die Macromolecular Crowding-Experimente wurde Ficoll-70 (Sigma) in 20mM Tris/HCI
pH 8, 150mM KCI geldst und in den entsprechenden Konzentrationen eingesetzt.

2.9.3 Filtertest der in vitro-Aggregation (filter retardation assay)

Zur Detektion von Aggregaten wurde ein Slot Blot Filtertest eingesetzt (Scherzinger et al.,
1997), wobei Proben unter Vakuum durch eine Zelluloseacetat-Membran (Porengréfie 0,2um,
Schleicher&Schuell OE66) filtriert wurden. Es folgte eine Immundetektion der auf dem Filter
zurlickgehaltenen SDS-resistenten Aggregate.

In vitro-Aggregationsansatze bzw. native Hefeextrakte (siehe 2.6.4) wurden mit gleichem
Volumen einer 4%igen SDS / 100mM DTT-L6sung versetzt und fir 5 min bei 100°C erhitzt.
In S&ugetierzellen gebildete Aggregate wurden mittels Zelllysaten (siehe 2.7.4) untersucht,
die mit 10mM Tris (pH 8) / 10mM MgCl, verdinnt worden waren und auf eine
Endkonzentration von 2% SDS / 50mM DTT eingestellt worden waren (insgesamt 1ml
Volumen). Bei in vitro-Aggregationsansatzen wurden mehrere, serielle 1:2-Verdinnungen
durch die einzelnen Slots durchgesaugt, die 5-75pmol des GST-Fusionsproteins entsprachen.
VVon den Hefeextrakten wurden 10-100pg eingesetzt, von den Zelllysaten 100-600pg pro Slot.
Nach dem Erhitzen wurden die Proteine durch eine in 0,1% SDS &aquilibrierte Membran
filtriert. Die sich in der Slot Blot Apparatur (Hoefer) befindende Membran wurde mehrmals
mit 0,1% SDS gewaschen und anschliel3end wie eine Western Blot-Membran abgesattigt und
mit Antikorper-Losung inkubiert (siehe 2.8.3). Wenn die Membran mit einem weiteren
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Antikorper behandelt werden sollte, wurde sie zuvor von gebundenem Antikdrper mittels
Stripping (siehe 2.8.3) befreit.

2.9.4 Elektronenmikroskopie

Zur morphologischen Untersuchung von Ataxin3-Aggregaten wurden diese nach Aggregation
(3uM UN) mit 10mM Tris/HCI pH 8 verdinnt und durch Ultrazentifugation bei 400.000xg
pelletiert. Die von Salz befreiten Aggregate wurden in Tris resuspendiert und auf Kupfer-
Netzchen, die vorher mit Kohlefilm bedampft worden waren, aufgetragen. Nach 5-minitiger
Inkubation wurde die Flussigkeit mit einem Filterpapier entfernt und das Netzchen mit einer
2%igen Uranylacetat-Losung Uberschichtet. Nach erneuter Inkubation wurde die Ldsung
entfernt und die Netzchen bei RT getrocknet. Alle Proben wurden im Elektronenmikroskop
Philips CM12 analysiert.

2.9.5 Proteinprazipitation iber GST-Epitope (pull down assay)

Zum Nachweis von Protein-Interaktionen zwischen Ataxin3 und Chaperonen in vitro wurden
3uUM GST-AT3-Proteine mit gereinigtem Hsp70 (1,5-3uM) und Hdjl (0,75-1,5uM) sowie
2mM ATP, 5mM MgCl; und 0,1% Ovalbumin in einem Gesamtvolumen von 50pul fir 30 min
bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,5U Apyrase wurden die Ansatze mit 10ul Glutathion-
Agarose-Saulenmaterial (Sigma) versehen. Nach 30 min Inkubation bei 4°C wurde das
Material in einer sehr kleinen Plastiksdule mit 20mM Tris/HCI (pH8), 150mM KClI
gewaschen. Gebundene Proteine wurden mit SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert. Die Detektion
von gebundenem Hsp70 erfolgte per SDS-PAGE und Coomassie-Farbung des Gels oder
Western Blot Analyse.

2.9.6 Affinitatsreinigung von Aggregaten mittels Ni-NTA-Agarose

Zur Reinigung von Koaggregaten, die Hisg-Ataxin3-Protein rekrutiert hatten, wurden in vitro-
Aggregationsreaktionen mit 50ul Ni-NTA-Agarose (Qiagen) fir 30 min inkubiert. Das
Saulenmaterial wurde 5mal mit 20mM Tris/HCI (pH8), 2% SDS, 1M NaCl, 6M Harnstoff fir
1 h schwenkend gewaschen. Gebundene Komplexe wurden mit 20mM Tris/HCI (pH8), 2%
SDS, 1M NaCl, 200mM Imidazol eluiert und im Filtertest oder fur das Auflosen mit
Ameisenséure verwendet.

2.9.7 Auflésen von Aggregaten mit Ameisensaure

Vorversuche hatten gezeigt, dal Ameisensaure die in vitro-gebildeten 257cQ71-Aggregate
auflost (Filtertest), ohne die Peptidbindungen im Protein zu hydrolysieren (Western Blot
Analyse).

Zelllysate (200-600pg) wurden nach Benzonase-Behandlung (siehe 2.7.4) mit 2% SDS
versetzt, 10 min bei RT inkubiert und SDS-resistente Aggregate bei 400.000xg und 30°C fur
1 h in S&ure-festen Polyallomer-Zentrifugenrohrchen pelletiert. Mittels Ni-NTA-Agarose
gereinigte Co-Aggregate (siehe 2.9.6), die sich in Elutionspuffer mit 2% SDS befanden,
wurden ebenso zentrifugiert. Die Uberstande wurde verworfen und die Pellets mit 100ul
100%iger Ameisensaure fur 3 h bei 37°C und 700Upm inkubiert (Hazeki et al., 2000). Durch
Vakuum und Erhitzen (Speedvac) wurden die Proben getrocknet, mit SDS-PAGE-
Probenpuffer versetzt und mit Tris-Base neutralisiert. Western Blot Analysen wurden
durchgefhrt.
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2.9.8 In vitro-Proteolyse mit Calpain Il

Gereinigte Ataxin3-Proteine wurden mit gereinigtem Calpain 11 (Ratte, rekombinant aus E.
coli, Calbiochem #208718) in 20mM HEPES/KOH pH 7,6, 10mM KClI, 1,5mM MgCl,, 1mM
DTT, 1mM CaCl, fir 5 - 30 min bei 22°C inkubiert. GST-AT3Q22 wurde, wenn erwahnt, flr
30 min mit PP bei RT vorinkubiert und dann erst zugegeben.

Zum N-terminalen Ansequenzieren (Edman-Sequenzierung von Proteinen, siehe 2.9.1) der
erhaltenen Fragmente wurden diese nach SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran transferiert
(2-3 h bei 60mA pro kleinem Gel). Kontrollexperimente wurden mit Aktin (Sigma A2522
rabbit muscle) sowie TATA-Bindungsprotein (Hiss-HA-TBP-38Q, rekombinant aus E. coli)
durchgefunhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse des Aggregationsverhaltens verschiedener Ataxin3-Fragmente

3.1.1 Ataxin3-Aggregation in vitro

Fur das Protein Huntingtin (Htt)-Exonl mit pathologischem polyQ-Bereich ist bekannt, dal}
es sich aufgrund seiner starken Aggregationsneigung nicht rekombinant aus E. coli reinigen
lakt. Wanker und Kollegen Iosten dieses Problem, indem sie Htt-Exonl als Glutathion-S-
Transferase (GST)-Fusionsprotein exprimierten (Scherzinger et al., 1997). Eine Protease-
Schnittstelle zwischen dem GST- und dem Htt-Fusionspartner ermoglicht es, Htt-Exonl nach
Reinigung des Fusionsproteins freizusetzen. Die gezielte Spaltung stellt somit den Anfang der
Aggregationsreaktion dar. Man geht dabei davon aus, dal? die in vitro gebildeteten Aggregate
mit denen aus Htt-transgenen Mausen und humanen HD-Gehirnen (Huntington-Erkrankung)
biochemisch vergleichbar sind (Filtertest, Elektronenmikroskopie) (Scherzinger et al., 1997,
Diaz-Hernandez et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Untersuchung des in
vitro-Aggregationsverhaltens von Ataxin3 (AT3) ebenfalls GST-Fusionsproteine hergestellt.
Volllangenproteine mit 22, 43 und 71 Glutaminen (AT3Qn) wurden mit einem N-terminalen
FLAG-Epitop und einem C-terminalen myc-Epitop versehen (Abb.3-1a). Eine ATS3-
Glutaminlédnge von 22 und 43Q liegt im normalen Bereich, 71Q jedoch im pathologischen
Bereich (siehe 1.1.1). Um zu uUberprifen, ob auf die polyQ-Erkrankung SCA3
(Spinozerebellare Ataxie 3) die toxic fragment-Hypothese zutrifft, die besagt, dal eine
Fragmentierung des polyQ-Volllangenproteins die Voraussetzung fiir dessen Aggregation ist
(siene 1.3.1), wurden GST-Fusionsproteine von C-terminalen AT3-Fragmenten (257cQn)
hergestellt. M(257)QGS wurde als Start der C-terminalen Fragmente ausgewahlt, da es in
Mensch, Maus, Ratte und Huhn konserviert ist und laut Sekundérstruktur-
Vorhersageprogramm (Internetseite: Pole Bioinformatique Lyonnais) am Ubergang einer
coiled coil-Doméne (superspiralisierte a-Helices) zu einer random coil-Region (vom Zufall
bestimmte Kn&uelkonformation) liegt. Die Fragmente (257c¢Qn) mit 22, 43 und 71
Glutaminen wurden mit einem C-terminalen myc-Epitop zur immunologischen Detektion
markiert (Abb.3-1a). Abbildung 3-2a zeigt ein Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel
der gereinigten GST-AT3-Fusionsproteine mit 22, 43 und 71Q. Konstrukte mit 121Q konnten
kloniert werden, die GST-Fusionsproteine AT3Q121 und 257cQ121 lielen sich aufgrund der
langen polyQ-Bereiche jedoch nicht als 16sliche Proteine reinigen (Daten nicht gezeigt). N-
terminale Abbauprodukte der GST-AT3Qn-Fusionen konnten in SDS-PAGE (Abb.3-2a) und
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in Western Blot Analysen mit anti-GST-Antikoérper (Daten nicht gezeigt) detektiert werden,
was erklart, warum sie zusammen mit den GST-AT3-Fusionsproteinen via Glutathion-

Agarose gereinigt wurden.
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Abbildung 3-1: a) Schematische Darstellung der verwendeten Ataxin3 (AT3)-Konstrukte.
Volllangenproteine (AT3Qn) besitzen ein N-terminales FLAG- sowie ein C-terminales myc-Epitop. C-terminale
Deletionsmutanten wurden mit der beginnenden Aminosdure und einem ,,c** benannt (z.B. 79¢) und besitzen ein
C-terminales myc-Epitop. Die Josephin-Domaéne, beide UIMs (Ubiquitin-Interaktions-Motive), das putative
Kernlokalisations-Signal mit der Sequenz RKRR und der polyQ-Bereich (Qn) mit einer Lange von 0, 22, 43
oder 71 Glutaminen sind dargestellt. Uber den Konstrukten wurden die in Strukturvorhersagen als
unstrukturierte (c) sowie B-Strang-&hnliche Regionen (e) gedeuteten Bereiche sowie die beiden coiled coils
aufgelistet. Die angegebene Aminosdurennummerierung bezieht sich auf das Wildtyp-Protein mit 22
Glutaminen. b) Limitierte Proteolyse mit Subtilisin und ProteinaseK. Zunehmende Mengen der beiden
Proteasen (siehe Kasten links, siehe Pfeile in der Abbildung) wurden mit His-AT3Q22 inkubiert, nach SDS-
PAGE auf eine PVDF-Membran (bertragen und mit Coomassie angefarbt. Einzelne AT3-Fragmentbanden
wurden ausgeschnitten, und deren Aminotermini mittels Sequenzierung identifiziert (siehe Kasten rechts).

Wie von anderen Gruppen bereits beschrieben (Preisinger et al., 1999), fand sich eine
reduzierte elektrophoretische Mobilitat der polyQ-Proteine bei der SDS-PAGE und somit ein
nicht der Molekilmasse entsprechendes Laufverhalten. Zum Beispiel betrug die errechnete
Molekiilmasse von GST-AT3Q71 etwa 77 kDa, das Protein lief aber im Vergleich zum
GrolRenmarker in der SDS-PAGE bei 90-100 kDa. Das Protein GST-257¢cQ71 war laut
Berechnung 46 kDa groB, lief aber bei 55 kDa (Abb.3-2a).

Zwischen den Fusionspartnern GST und AT3 befand sich die Erkennungsequenz der

PreScission Protease (PP). Zundchst wurde per SDS-PAGE die benétigte PP-Menge
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bestimmt, die zu einer >90%igen GST-AT3-Spaltung innerhalb von 30 min fuhrte. Die
ermittelte und in allen folgenden Experimenten eingesetzte PP-Menge (siehe 2.9.2) resultierte
in einer 50%igen Spaltung innerhalb von 10 min. Ohne PP-Zugabe waren die GST-AT3-
Fusionsproteine tber Nacht stabil (Daten nicht gezeigt). Eine typische Eigenschaft der in
vitro- und in vivo- gebildeten polyQ-Aggregate (Hefe, transgene Méause (Scherzinger et al.,
1997), humane HD-Gehirne (Diaz-Hernandez et al., 2004)) ist ihre Resistenz gegen das
denaturierende Detergens Natrium-Docecylsulfat (SDS). Daher wurden die gereinigten GST-
AT3-Proteine iber Nacht mit PP inkubiert und mittels Slot Blot Filtertest (filter retardation
assay) auf SDS-resistente Aggregation untersucht (Scherzinger et al., 1997). Die Detektion
der auf der Membran zuriickgehaltenen Aggregate erfolgte mit anti-myc-Antikorper. Die
Volllangenproteine AT3Qn zeigten unabhangig von der Lange des polyQ-Bereichs keine
Aggregation, ebenso die C-terminalen Fragmente 257¢Q22 und 257c¢Q43. Das 257c¢Q71-
Fragment aggregierte jedoch stark (Abb.3-2a). Eine Inkubation der ungeschnittenen Proteine
(ohne Zugabe von PP) fiihrte zu keiner Aggregation. SDS-PAGE zeigte, dal} die PP die
Erkennungsstelle zwischen GST und AT3 spezifisch spaltete, und nicht in der GST- oder
AT3-Sequenz schnitt (Daten nicht gezeigt). Demnach stimmt der fiir die in vitro-Aggregation
bestimmte Schwellenwert mit dem fiir die SCA3-Erkrankung beobachteten Schwellenwert
uberein: Menschen mit 22Q und 43Q zeigen keine Symptome, wahrend Menschen mit 71Q
im AT3-Protein erkranken (siehe Tabelle 1-1 in 1.1.1). Aullerdem stitzt die beobachtete in
vitro-Aggregation die toxic fragment-Hypothese (siehe 1.3.1), da das Volllangenprotein mit
pathologischem  polyQ-Bereich  nicht  aggregiert, ein  71Q-Fragment jedoch
aggregationskompetent ist.

Um zu klaren, wie kurz die 71Q-enthaltenden Fragmente sein missen, um noch aggregieren
zu konnen, sollten weitere C-terminale AT3-71Q-Fragmente hergestellt werden. Um
zusétzlich zu Sekundérstrukturvorhersagen (Pole Bioinformatique Lyonnais) Informationen
uber die AT3-Struktur zu bekommen, wurde eine limitierte Proteolyse mit Hisg-AT3Q22 und
Subtilisin bzw. Proteinase K durchgefiihrt (Abb.3-1b). Limitierte Proteolysen geben Auskunft
uber die Konformation von Proteinen wie z.B. tber das Vorkommen von Proteindoménen, da
die Schnittstellen vorwiegend in Proteinbereichen erhthter Flexibilitat liegen (Fontana et al.,
2004). Die N-terminale Ansequenzierung der entstandenen AT3-Spaltungsprodukte zeigte,
dall héaufig N-terminale AT3-Fragmente generiert wurden. Der C-Terminus von AT3 war
demnach von den Proteasen abgebaut worden, wohingegen N-terminale Fragmente der
Josephin-Domane relativ stabil waren. Diese Beobachtung wurde ebenfalls von anderen

Autoren gemacht, die zeigten, daR AT3 aus einer globulédren Josephin-Doméane sowie einem
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unstrukturierten C-terminalen Bereich besteht (Masino et al., 2003). Zusatzlich zu den sechs
Fragmenten mit AT3-N-Terminus konnten drei weitere Fragmente mit den N-terminalen
Sequenzen L(62)QQPS, V(79)ISNA und S(236)RQEI identifiziert werden (Abb.3-1b). In der
Strukturvorhersage liegt die Sequenz LQQPS am Ubergang einer Helix zu einer zufallig
verknduelten Region (random coil), die Sequenz VISNA befindet sich am Ende einer j-
Strang (extended strand)-ahnlichen Region und am Anfang einer Helix, und die Sequenz
SRQEI liegt zwischen zwei Helices, die den beiden UIMs (223-240 und 243-260)
entsprechen, welche als coiled coil-Struktur (~220-260) vorhergesagt wurden (Abb.3-1a,
sieche auch 1.1.4). Nach AbschluB der hier dargestellten Arbeit wurden NMR-
spektroskopische Daten verdffentlicht, welche die atomare Struktur der Josephin-Domaéne
aufklarten (Nicastro et al., 2005). Die identifizierten a-Helices (siehe Abb.1-2) bestatigen die

in dieser Arbeit zu Rate gezogenen, relativ groben Sekundarstrukturvorhersagen.
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Abbildung 3-2: Analyse der SDS-resistenten in vitro-Aggregation mittels Filtertest

a/b) oben: SDS-PAGE der gereinigten GST-AT3-Proteine (Coomassie geférbt). a/b) unten: Filtertest (anti-myc)
der Aggregationsansétze (3uM, Zugabe von PP, tber Nacht, 30°C). c) Quantifizierung der Filtertests (anti-myc)
von seriellen Verdlnnungen der Aggregationsansdtze. d) 257cQ71-Aggregation (siehe c; Mittelwert +/-
Standardabweichung von 4 Experimenten).
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Neben dem C-terminalen Fragment 79cQ71 mit Start Val79 wurden weitere AT3-710Q-
Fragmente konstruiert, die alle im Vergleich zu 257cQ71 schrittweise an deren N-Terminus
verlangert waren. 1(162)FVVK wurde als extended strand-Bereich vorhergesagt, und das
162cQ71-Fragment entspricht etwa der Halfte der AT3-Sequenz. Bei den Fragmenten
186¢cQ71, 221cQ71 und 242cQ71 konnte ein in der AT3-Sequenz enthaltenes Methionin als
Start-Codon verwendet werden (M(186)HRPK, M(221)LDEDE, M(242)EDEEA). Das
Fragment 221cQ71 beginnt kurz vor der coiled coil-Region (~220-260) und enthalt beide
UIMs, 242cQ71 enthalt nur die eine der beiden UIMs, wéhrend 257c¢Q71 keine UIM besitzt
(Abb.3-1a). An alle AT3-Fragmente wurde ein C-terminales myc-Epitop angehéngt.
Abbildung 3-2b zeigt ein Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel der gereinigten GST-
AT3-71Q-Fragmente. Im Filtertest zeigte zusatzlich zu 257cQ71 nur ein weiteres Fragment,
242c¢Q71, das 15 Aminoséuren langer war als das bisher getestete Fragment (257¢Q71), SDS-
resistente Fibrillen (Abb.3-2b). Bei allen anderen AT3-71Q-Fragmenten war keine
Aggregation im Filtertest nachweisbar. Selbst eine Erhéhung der Konzentration von 186¢cQ71
und 221cQ71 auf 24uM verstarkte die Aggregation nicht (Daten nicht gezeigt). Zur
Quantifizierung der Aggregation wurden serielle 1:2-Verdinnungen der Proben im Filtertest
eingesetzt, und die Phosphoimagersignale im linearen Bereich ausgewertet. Es zeigte sich,
dafl? 242cQ71 nur zu 20% im Vergleich zu 257¢cQ71 aggregierte (Abb.3-2c).

Die zeitliche Zunahme der fibrillaren Aggregate von 257c¢Q71 ist in Abb.3-2d dargestellt.
Nach 2 h waren erste SDS-resistente Fibrillen auf dem Filter detektierbar (Lag-Phase). Die
Aggregationskurve zeigte danach eine logarithmische Phase (2-8 h) und erreichte ihr Plateau
nach 9-10 h. Diese experimentell-bestimmte 257cQ71-Aggregationskurve ist typisch fiir
nukleationsabhangige Polymerisationen, wobei ein ,,Nukleus* (seed = Aggregationskeim) als
Startmolekul bendtigt wird, an den sich weitere Proteine anlagern und aggregieren kdnnen
(siehe 1.1.2). Typisch fir amyloide, nukleationsabhdngige Aggregationen ist eine
Abhangigkeit von der eingesetzten Proteinkonzentration und eine Lag-Phase, die hier
detektiert wurde.

Um zwischen der Bildung SDS-resistenter und SDS-I6slicher Aggregate zu unterscheiden,
wurden verschiedene AT3-Proteine mit PP versetzt und entweder sofort (Zeitpunkt to) mit
SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt oder fir 20 h inkubiert und anschlielend bei 20.000xg
zentrifugiert. Nach Trennung der Uberstand- und Pelletfraktionen wurden die Proben mit
SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt und eine Western Blot Analyse durchgefihrt. SDS-l6sliche
Aggregate sollten mit dieser Methode zun&chst pelletiert werden, dann jedoch durch SDS-

Zugabe in die monomeren Proteine dissoziiert werden. Man erwartet also eine Monomer-
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Bande in der Pelletfraktion. Ein Vergleich der Zeitpunkte t, mit Uberstand- und
Pelletfraktionen nach 20 h ergab, daB nur sehr wenig monomeres Protein in den
Pelletfraktionen detektierbar war, was darauf hindeutet, daR bei samtlichen AT3-Fragmenten
nach 20 h kaum SDS-l6sliche Aggregate vorhanden waren (Abb.3-3a).

|
3?120 - = Uberstand b
"E100 oOPellet
‘©
e
S 80
E o bh\-n. ,",_
g SR
o 40
B 20 162cQ71 | 186cQ71
r to 1h 20h [to 1h 20h
O o UPUPH UPUP
w N ™M ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™~

N ¥ NN NNNNKN

SEITFT T

N ~ KN o &N © = o N

TSINEENING

‘gé\’\ ,\N é\‘\
o SDS-resistente o i
) ' SDS-resistente
Monomere ——— Oligomere bzw. — Fiprillen

diinne Fibrillen

‘\“,\.\\. sDS-lssliche "

,\059 A~  Oligomere bzw. 3
& ,&  Fibrillen @
¥

Abbildung 3-3: SDS-Lo6slichkeit und Fibrillen-Bildung verschiedener AT3-Konstrukte in vitro.

a) Aggregationsansatze (3uM) wurden entweder sofort nach Zugabe von PP mit SDS-PAGE-Probenpuffer
erhitzt (to) oder nach einer 20 h-Inkubation fiir 10 min bei 20.000xg zentrifugiert, und die getrennten Uberstand-
und Pellet-Fraktionen mit SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt. In Western Blot Analysen (anti-myc) wurden die
Banden von ungeschnittenem GST-AT3 und freiem AT3 (= SDS-lésliches Protein) quantifiziert. Die AT3-
Menge zum Zeitpunkt t, wurde als 100% gesetzt. b) SDS-l6sliches GST-AT3 und freies AT3 (Pfeile) zum
Zeitpunkt to nach 1 h und 20 h Aggregation (siehe a). ¢) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von tber Nacht-
aggregierten AT3-Proteinen, welche (ohne Zugabe von SDS) bei 400.000xg pelletiert wurden. Balken stellen
100 nm dar. d) Aggregationsmodell fiir verschiedene 71Q-enthaltende AT3-Fragmente.

Interessanterweise waren die Fragmente 186cQ71, 221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71
gleichermallen nur noch zu circa 10% SDS-l6slich (Abb.3-3a). Dies legt nahe, daR die
Fragmente 186cQ71 und 221cQ71, die kein Signal im Filtertest zeigten (siehe Abb.3-2Db),
trotzdem zu SDS-resistenten Aggregaten (Oligomeren oder diinnen Fibrillen), die nicht mehr
in das SDS-Polyacrylamid-Gel hineinlaufen konnten, aggregierten. Durch den geringen
Grolenunterschied von 24 Aminosauren waren 162cQ71 und 186¢Q71 in der Western Blot
Analyse gut vergleichbar und zeigten bereits nach 1 h einen deutlichen Unterschied in der
SDS-Loslichkeit (Abb.3-3b). In einem Kontrollexperiment wurden dieselben GST-AT3-
Fusionsproteine wie in Abb.3-3a ohne Zugabe von PP fiir 0 h bzw. 20 h inkubiert. In Western
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Blot Analysen (anti-myc) wurde bei allen Ansdtzen etwa 100% des Ausgangsmaterials
detektiert (Daten nicht gezeigt), was zeigt, dal die Proteine einschliellich der myc-Epitope
innerhalb der 20 h Inkubation nicht abgebaut wurden, und daher das in Abb.3-3a gezeigte
Ergebnis nicht das Resultat eines proteolytischen Abbaus der Proteine 186cQ71 — 257¢Q71
war.

Morphologisch lassen sich amyloide und amyloid-adhnliche Aggregate durch ihre fibrillare
Form charakterisieren und weisen einen Durchmesser von 10 - 50 nm auf (Sunde et al., 1997,
Scherzinger et al., 1997; Litvinovich et al., 1998; Lansbury, 1999; Serpell et al., 2000; Heiser
et al., 2000; Muchowski et al., 2000; Rochet and Lansbury, 2000; Fandrich et al., 2001; Chen
et al., 2002a; Poirier et al., 2002; Serag et al., 2002; Diaz-Hernandez et al., 2004). Amyloide
AB-Fibrillen (Alzheimer-Erkrankung) sollen aus finf bis sechs parallel angeordneten
Protofilamenten bestehen (Serpell, 2000).

Eine Untersuchung der in vitro-gebildeten AT3-Aggregate im Elektronenmikroskop (ohne
SDS-Behandlung) ergab bei 257cQ71 einzelne Fibrillen bzw. Biindel von zwei bis drei
umeinander gewundenen Fibrillen, die einen Durchmesser von 9 bzw. 18-27 nm und eine
Lange von mehreren 100 nm erreichten (Abb.3-3c). 242cQ71 zeigte ebenfalls Fibrillen, die
jedoch weniger geordnet erschienen und eine rauhe Oberfldche hatten. Bei 186¢cQ71 und
221cQ71 wurden ebenfalls Fibrillen detektiert, die jedoch wesentlich dinner waren als die bei
242cQ71. Selbst bei 79cQ71 und 162cQ71 zeigten sich wenige kurze Fibrillen. Die
Volllangenproteine AT3Q22 und AT3Q71 bildeten Klumpen-ahnliche Strukturen (Abb.3-3c).
Zusammenfassend kann man ein Aggregationsmodell (Abb.3-3d) fiir AT3-Fragmente
postulieren, in dem von einem Monomer eine Aggregation hin zu SDS-resistenten
Oligomeren bzw. dinnen Fibrillen moglich ist, vorausgesetzt die Sequenz auflRerhalb der
polyQ-Sequenz besitzt eine gewisse Lange (186cQ71, 221cQ71). Fur polyQ-Fragmente mit
relativ kurzer zusétzlicher Sequenz (242cQ71, 257cQ71) bleibt die Aggregation nicht auf
diesem Niveau stehen, sondern es bilden sich groRere SDS-resistente Fibrillen, die im
Filtertest detektiert werden kénnen. PolyQ-Fragmente mit relativ langer zusatzlicher Sequenz
(79cQ71, 162cQ71) bilden SDS-I6sliche fibrillare Strukturen, die jedoch bei 20.000xg nicht
pelletierbar sind. In Koaggregationsstudien mit 257cQ71 lieRen sich auBer den SDS-
resistenten Fibrillen auch SDS-l6sliche Aggregate nachweisen (pelletierbar bei 20.000xg), die
als Intermediate in der Aggregationsreaktion auftraten (siehe Abb.3-17a, c).
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3.1.2 Ataxin3-Aggregation in Saccharomyces cerevisiae

Zur in vivo-Analyse der AT3-Aggregation wurde ein Hefemodellsystem in Saccharomyces
cerevisiae etabliert. Es wurden die Wildtyp-Stdimme JN54 und YPH499 ausgewahlt. Zur
Uberexpression von AT3 wurden die in vitro-Konstrukte ohne GST (Abb.3-1a) in Vektoren
mit Kupfer-induzierbaren Promotoren (pSI1215, YEp105) kloniert. Nach Induktion mit CuSO,
und 24 h Expression wurden native Hefe-Extrakte hergestellt und Filtertests durchgefiihrt. Die
Volllangenproteine zeigten unabhdngig von der polyQ-Lange keine Aggregation. Im
Gegensatz zu den groReren 71Q-Fragmenten (186cQ71, 221cQ71, 242cQ71) zeigte das
kirzeste Fragment 257cQ71 starke Aggregation, die als SDS-resistentes Material auf dem
Filter zurlickgehalten wurde (Abb.3-4a). Das Fragment 257¢cQ22 zeigte keine Aggregation,
257¢Q43 jedoch aggregierte wie 257¢Q71. Western Blot Analysen bestétigten die Expression
der AT3-Proteine (242cQ71 nur sehr schwach) und zeigten bei allen Proteinen mit
pathologischer 71Q-Bereich, sogar beim Volllangen-AT3Q71, SDS-resistentes Material in
den Taschen des Sammelgels (Abb.3-4d).
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Abbildung 3-4: SDS-resistente Aggregation in Hefe.

a) Die AT3-Expression wurde durch Inkubation der Hefen (YPH499, pSI215) mit CuSQO, fir 24 h induziert.
Filtertest (anti-myc) der nativen Hefe-Extrakte (inkl. 1% Triton-X100 zur Solubilisierung der Kernmembran). b)
YPH499, YEpl05mutl (sonst wie a). c-d) Western Blot Analysen (anti-myc) inklusive Taschen des
Sammelgels. e) Western Blot Analyse (anti-myc) nach 24 h Expression (JN54, pSI215). f) Hefe-Vitalitatstest:
serielle Verdunnungen von mit CuSOy-induzierten Flussigkulturen (YPH499, YEp105mutl) wurden auf —TRP-
Agarplatten (+CuS0O,) aufgetropft und bis zum sichtbaren Wachstum der Hefen bei 37°C inkubiert.

Bei Q87 handelte es sich um alternierende CAACAG-Codons (siehe Anhang), sonst um reine CAG-Codons.
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Wie bereits in der Literatur beschrieben (Michalik et al., 2001; Krobitsch and Lindquist,
2000), bendtigt man alternierende CAA CAG-Wiederholungen, um eine Verkirzung des
polyQ-Bereichs auf DNS-Ebene in Hefen zu verhindern. Dies wurde in der vorliegenden
Arbeit bestétigt, da das AT3Q121-Protein aus reinen CAG-Wiederholungen in Western Blot
Analysen ein Laufverhalten &hnlich dem des AT3Q71 zeigte (Abb.3-4e). Um sicherzustellen,
dal die Verkirzung auf DNS- und nicht auf Protein-Ebene stattgefunden hatte, wurde die
Plasmid-DNS aus finf verschiedenen AT3Q121-Hefe-Klonen isoliert und die Anzahl der
CAG-Wiederholungen durch Sequenzierung bestimmt. Es zeigte sich, dal 121 CAG-
Wiederholungen auf 24, 64, 71, 72 bzw. 81 CAG-Wiederholungen verkurzt worden waren,
weshalb keine weiteren Experimente mit den AT3Q121- und 257cQ121-Konstrukten
durchgefiihrt wurden. Eine Sequenzierung von aus Hefen isolierten AT3Q71-Plasmiden ergab
nur in einem von vier Fallen eine Verkurzung (auf Q43), weshalb mit den 71 CAG-
Konstrukten weitergearbeitet wurde. AuBerdem wurden die Konstrukte AT3Q87 und
257¢Q87 mit alternierenden CAA CAG-Wiederholungen kloniert (siehe 2.5.11 und Anhang).
In Western Blot Analysen zeigte AT3Q87 SDS-resistentes Material in den Taschen des
Sammelgels (Abb.3-4c), in Filtertests konnten jedoch keine SDS-resistenten Fibrillen
detektiert werden (Abb.3-4b). Wie erwartet zeigte 257c¢Q87 Aggregation im Filtertest (Abb.3-
4b). Um festzustellen, ob die Expression von 257c¢Q87 in Toxizitdt und damit in einem
verlangsamten  Hefe-Wachstum  resultiert, wurden Hefe-Vitalitatstests (Tropftests)
durchgefuhrt, in denen das Plasmid YEp105mutl verwendet wurde, welches im Vergleich zu
pSI215 in einer starkeren Expression resultiert (Daten nicht gezeigt). Die AT3-Expression
wurde mit CuSO, in Flussigkultur bei 30°C oder 37°C fur 24 h oder langer induziert. Serielle
Verdinnungen der Hefekulturen wurden auf Kupfer-enthaltende Selektionsplatten pipettiert.
Die Agarplatten wurden bis zum sichtbaren Wachstum der Hefen bei 30°C bzw. 37°C
inkubiert. Es konnte jedoch kein Unterschied im Wachstum zwischen den AT3Q22, AT3Q87,
257¢Q22 und 257cQ87-exprimierenden Kulturen festgestellt werden (Abb.3-4f).

3.1.3 Ataxin3-Aggregation in Neuroblastomazellen

Zur weiteren in vivo-Analyse der AT3-Aggregation wurden Neuroblastomazellen verwendet,
die der Situation im menschlichen Gehirn besser entsprechen sollten als Hefemodelle. Die
hier beschriebenen Experimente wurden mit murinen N2a-Zellen und humanen SH-SY5Y-
Zellen durchgefiihrt, die jeweils gut charakterisierte und bei anderen neurodegenerativen

Erkrankungen verwendete Modellsysteme sind (Yadavalli et al., 2004; Neumar et al., 2003;
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Zander et al., 2001; Cooper et al., 1998; Goti et al., 2004; Peters et al., 1999; Tait et al., 1998).
Zur Uberexpression von AT3 wurden die bisher verwendeten Konstrukte ohne GST (Abb.3-
1a) in Expressionsvektoren fir Sdugetierzellen mit CMV-Promotoren (pcDNA3.1lhygro+,
pTRE2hyg) kloniert. Nach transienter Transfektion wurden die N2a-Zellen fiir 48 h kultiviert
und Zelllysate hergestellt. Western Blot Analysen bestétigten die Expression aller Konstrukte
(Abb.3-5b). In Filtertests wurde die Aggregationsfahigkeit bestimmt. Wie in vitro wurde bei
den Volllangen-AT3-Proteinen und den Fragmenten 257¢Q22, 257¢Q43 und 79¢cQ71 keine
bzw. nur schwache SDS-resistente Aggregation auf dem Filter detektiert (Abb.3-5a und Daten
nicht gezeigt). Die Fragmente 186¢cQ71, 221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71 jedoch
aggregierten gleichermafen stark, 162cQ71 etwas schwécher. Bei Expression von 186¢Q71,
221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71 zeigten N2a-Lysate in Western Blot Analysen aufler den
erwarteten Fragmenten zusétzliche Banden von kleinerer Molekilmasse (Abb.3-5b), was
darauf schlief3en I4(3t, dal? die 186cQ71, 221cQ71, 242cQ71-Fragmente proteolytisch verkirzt
wurden und schlielich in der GréRRe von 257c¢Q71 aggregationsfahig wurden (siehe Abb.3-
25¢).
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Abbildung 3-5: Expression und SDS-resistente Aggregation in N2a-Zellen.

a) Nach transienter Transfektion von N2a-Zellen (pcDNA3.1) und 48 h Expression wurden Filtertests (anti-myc)
durchgefiihrt. b) Western Blot Analysen (anti-AT3 / anti-polyQ) nach 60 h Expression. Der Pfeil an der linken
Abbildung markiert das endogene Maus-Ataxin3-Protein der N2a-Zellen. Der Stern an der rechten Abbildung
markiert ein endogenes, nicht identifiziertes polyQ-Protein.
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Die Morphologie und Lokalisation der Aggregate in N2a-Zellen wurde mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie bestimmt. Die Zellen wurden 24 h nach transienter
Transfektion fixiert, dann wurden AT3-Proteine mit Antikorpern und Zellkerne mit DAPI
angefarbt. Die Transfektionseffizienz betrug circa 20%. Die Volllangen-Ataxine AT3Qn
sowie die Fragmente 257¢Q22 und 257cQ43 befanden sich in der gesamten Zelle verteilt im
Cytoplasma und Nukleus (Abb.3-6 und Daten nicht gezeigt). Die Fragmente 186cQ71,
221cQ71, 242cQ71 wund 257cQ71 zeigten gleichermaBen mehrere punktférmige
Proteinablagerungen (Einschliusse), die Uberwiegend im Zellkern oder perinukledr vorkamen
(Abb.3-6). Die Konstrukte, fir die in den Filtertests keine SDS-resistenten Fibrillen detektiert
wurden, zeigten auch in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie keine Einschlisse, was darauf
hinweist, dal} keine SDS-l6slichen Aggregate in den Zellen vorlagen.

Die toxic fragment-Hypothese (siehe 1.3.1) konnte wie in vitro untermauert werden, da 71Q-
Fragmente aggregierten, das Volllangenprotein AT3Q71 jedoch nicht. Da Aggregation von
257c¢Q71 detektiert wurde, jedoch nicht von 257c¢Q43, kann festgestellt werden, daR
Neuroblastomazellen als Modell fir das Aggregationsverhalten von Ataxin3 im Gehirn
geeignet sind, wobei 43Q zu keiner Erkrankung, 71Q jedoch zur Spinozerebellaren Ataxie 3
fuhrt (siehe Tabelle 1-1 in Kapitel 1.1.1).

anti-AT3 DAPI Uberlagerung

AT3Q22

AT3QT71

186cQ71

257¢Q71

Abbildung 3-6: Immunfluoreszenz-Mikroskopie von AT3-exprimierenden N2a-Zellen.
Nach transienter Transfektion (pcDNA3.1) und 24 h Expression wurden die Zellen fixiert. AT3-Proteine wurde
mit anti-AT3-Antikorper und anti-Kaninchen-CY 3 detektiert. Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.
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3.2 Effekt der molekularen Chaperone Hsp70/40 auf die Ataxin3-
Aggregation

Molekulare Chaperone sind an der Faltung zelluldrer Proteine wahrend der Proteinsynthese
und unter StreBbedingungen, die zu partieller Entfaltung der Proteine fuhren, beteiligt und
schiutzen sie so vor Aggregation (siehe 1.2.1). AuBerdem stellen sie eine Verbindung zum
proteasomalen Abbau von Proteinen her. Bisher konnte gezeigt werden, dal} die
Uberexpression von molekularen Chaperonen in Zellkultur, Drosophila melanogaster und
transgenen MA&usen in einer Verringerung der Aggregation bzw. Toxizitat von verschiedenen
polyQ-Proteinen resultiert (siehe 1.2.2). Da in unserer Arbeitsgruppe bereits der Effekt von
Chaperonen auf Htt-Exonl untersucht worden war (Muchowski et al., 2000; Schaffar et al.,

2004), wurde in dieser Arbeit ein moglicher Effekt auf das polyQ-Protein Ataxin3 analysiert.

3.2.1 Inhibition der Ataxin3-Aggregation durch Hsp70/40 in vitro

Um den Effekt von Chaperonen auf die Aggregation von AT3 zu testen, wurden zundchst die
bakteriellen Hsp70/40-Chaperone DnaK/DnaJ zusammen mit dem Nukleotid-Austauschfaktor
GrpE verwendet. Aggregationsreaktionen von 257cQ71 wurden mit den jeweiligen

Chaperonen in 2,5-fachem Uberschuf angesetzt. Als Negativkontrolle diente die Zugabe von

Ovalbumin.
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Abbildung 3-7: Inhibition der SDS-resistenten 257cQ71-Aggregation durch molekulare Chaperone in
vitro.

a) Aggregationsansatze von 257cQ71 (3uM) mit Ovalbumin oder gereinigten Chaperonen (7,5uM) sowie ATP-
regenerierendem System fir 8 h. Quantifizierung von Filtertests (anti-myc), wobei die Aggregation bei
Ovalbumin-Zugabe gleich 100% gesetzt wurde. b) Filtertest von 257cQ71-Aggregationsansitzen mit
gereinigtem Rinder-Hsc/Hsp70 und rekombinantem, humanen Hdj1 (8h, mit ATP-regenerierendem System).
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Nach 8-stlindiger Aggregation wurde ein Filtertest durchgefihrt, um SDS-resistente Fibrillen
zu detektieren. Abbildung 3-7a zeigt, dal DnaK bzw. Dnal die Aggregation auf etwa 10%
hemmten. Wurden beide Chaperone kombiniert, verstarkte sich der inhibitorische Effekt
(~2% Aaggregation). Der Nukleotid-Austauschfaktor GrpE zeigte keinen Effekt auf die
Aggregation. Diese Resultate entsprechen den Beobachtungen, die bereits fir Htt-Exon1-53Q
gemacht worden waren (Schaffar, 2004). Weitere Versuche der genannten Arbeit hatten
gezeigt, dal die PreScission Protease spezifisch fur GST-Fusionsproteine ist und andere

Proteine wie molekulare Chaperone nicht schneidet.
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Abbildung 3-8: Inhibition der SDS-resistenten 257cQ71-Aggregation durch molekulare Chaperone in
vitro.

Aggregationsansatze von 257c¢Q71 (3uM) und Ovalbumin oder gereinigtem Rinder-Hsc/Hsp70 und
rekombinantem, humanen Hdj1/2 (8h, mit ATP-regenerierendem System) wurden mittels Filtertest (anti-myc)
analysiert. Die SDS-resistente Aggregation bei Ovalbumin-Zugabe wurde als 100% gesetzt.
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Da es sich bei AT3 um ein humanes Protein handelt, wurden Experimente mit den Saugetier-
Chaperonen Hsc/Hsp70 (konstitutive Form und Hitzeschockprotein, gereinigt aus Rinderhirn)
und den beiden Hsp40-Homologen Hdj1 (humane Hisg-Fusion, rekombinant aus E. coli) und
Hdj2 (human, rekombinant aus SF9-Zellen) durchgefuhrt. Die Chaperone wurden in
verschiedenen Konzentrationen zusammen mit 257¢Q71 und ATP-regenerierendem System
in 8-stindigen Aggregationsreaktionen getestet (Abb.3-7b, 3-8). Wie die Auswertung der
Filtertests zeigt, fiihrte ein 2-facher Uberschuf von Hsp70 zusammen mit Hdj1 oder Hdj2 zu
einer Reduzierung der SDS-resistenten Aggregation auf ~10% des Ovalbumin-Kontrollwertes
(Abb.3-8 b-d). Eine zunehmende Verringerung der eingesetzten Chaperon-Konzentrationen
verringerte schrittweise den inhibitorischen Effekt, bis die Aggregation das Niveau der
Ovalbumin-Kontrolle erreichte (Abb.3-7b, 3-8 c-d). Die Inhibition der Aggregation war sehr
effizient, da dquimolare Hsp70-Konzentrationen (mit substdchiometrischen Hsp40-
Konzentrationen) die 257cQ71-Aggregation um ~70% hemmten (Abb.3-8b).

Fur sich hatte Hsp70 keinen inhibitorischen Effekt, sondern bendtigte eines der beiden
Hsp40-Ko-Chaperone (Abb.3-7b, 3-8b). Auch das Ko-Chaperon Hdjl zeigte allein keinen
Effekt (Abb.3-7b, 3-8 a-b). Hdj2 alleine flhrte jedoch, wie Dnal, zu einer Hemmung der
Aggregation (Abb.3-8a). Selbst bei Hdj2, welches alleine eine Aggregationshemmung zeigt,
liel3 sich die Inhibition der Aggregation durch Kombination mit Hsp70 verstarken (Abb.3-8d).
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Abbildung 3-9: SDS-Léslichkeit und Interaktion von molekularen Chaperonen mit AT3 in vitro.

a) links: Aggregationsansatze von AT3Q71 oder 257¢Q71 (3uM) mit Ovalbumin (6uM) oder Hsp70/Hdjl
(6+3uM) (8h, ATP-regenerierendes System) wurden bei 20.000xg fiir 10 min zentrifugiert. Uberstand- und
Pellet-Fraktionen wurden getrennt, mit SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt und fir eine Western Blot Analyse
verwendet. rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 257c¢Q71-Aggregationsansatzen mit und ohne
Hsp70/Hdj1 (ohne Zugabe von SDS), die bei 400.000xg pelletiert wurden. b) Nach Inkubation von Hsp70/Hdj1
mit GST-AT3 wurde letzteres an Glutathion-Agarose gebunden, gewaschen, mit SDS-PAGE-Probenpuffer
eluiert und fur Western Blot Analysen (anti-Hsp70: 70 kDa-Bande) oder SDS-PAGE (Coomassie-Férbung)
eingesetzt. SDS-PAGE des gereinigten GST-257cQA: siehe Abb.3-14.

69



Ergebnisse

Um zu analysieren, ob Hsp70/Hdj1 die SDS-resistenten Aggregate in SDS-16sliche Aggregate
umwandelt und deshalb die Menge der SDS-resistenten Fibrillen im Filtertest reduziert,
wurden Aggregationsansatze bei 20.000xg zentrifugiert, die getrennten Uberstand- und Pellet-
Fraktionen mit SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt und fir Western Blot Analysen verwendet.
Bei Existenz SDS-l6slicher Aggregate erwartet man in der Pellet-Fraktion eine Verstarkung
der AT3-Bande (Monomer). Die Zugabe von Hsp70/40 hatte keinen Effekt auf die Verteilung
des nicht-aggregierenden Volllangenproteins AT3Q71 (Abb.3-9a links). Die 257¢Q71-Menge
in der Pelletfraktion wurde durch Chaperon-Zugabe ebenfalls nicht erhéht, was schluRfolgern
l4i3t, dal nicht vermehrt SDS-I6sliche Aggregate gebildet wurden bzw. die gebildeten SDS-
I6slichen Aggregate (Oligomere) bei 20.000xg nicht pelletiert werden konnten.

Statt SDS-l6slichen Aggregaten im Pellet wurde eine erhéhte Menge an SDS-16slichem
257cQ71 im Uberstand detektiert (Abb.3-9a links). Das gezeigte Experiment deutet also
darauf hin, dal} die Chaperone die Aggregation verhinderten, indem sie einen grof3en Anteil
des 257cQ71-Proteins in monomerer bzw. oligomerer (nicht bei 20.000xg pelletierbarer)
Form l6slich hielten. Aggregationsansétze wurden ohne SDS-Zugabe bei 400.000xg pelletiert
und im Elektronenmikroskop untersucht. Die wenigen Aggregate, die bei Inkubation von
257¢Q71 (3uM) mit Hsp70/Hdj1 (6/3uM) dennoch entstehen (10% im Filtertest), zeigen im
Elektronenmikroskop eine veranderte fibrillare Morphologie mit rauher Oberflache (Abb.3-9a
rechts).

Eine Inhibition der Aggregation setzt eine Interaktion der Chaperone mit AT3 voraus. Daher
wurde die Bindung von Hsp70/Hdj1l an GST-AT3 mittels GST-Prézipitationsexperimenten
(pull down assays) untersucht. Unter optimalen Bedingungen des Experiments fand nur eine
sehr schwache Bindung der Chaperone an GST oder an Saulenmaterial statt
(Negativkontrollen: Abb.3-9b). Hsp70 wurde von verschiedenen GST-AT3-Proteinen
prazipitiert, es konnte jedoch keine Abhangigkeit der Hsp70-Interaktion mit AT3 von der
polyQ-Lénge festgestellt werden (Abb.3-9b).

Da das zellulare Milieu eine hohe makromolekulare Dichte aufweist, entsprechen die in vitro-
Experimente der gereinigten Proteine mit eingesetzten Konzentrationen von 0,2 mg/ml nicht
der in vivo-Situation. In E. coli liegt eine Makromolekiil-Konzentration (Proteine,
Nukleinsdauren) von 300-400 mg/ml, in Sdugetierzellen von 150-200 mg/ml vor, was zu einem
als Macromolecular Crowding bezeichneten Effekt flhrt. Bei diesem Volumenausschluf3-
Effekt ist ein bestimmter Teil des Zellvolumens von Proteinen und anderen Makromolekiilen
besetzt und deshalb nicht fir andere Proteine frei verfigbar. Macromolecular Crowding

begunstigt  Strukturen mit kleinstmdglichem Volumen und eine Assoziation von
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Makromolekilen, und sollte daher in gesteigerten thermodynamischen Aktivitaten, einer
erhdhten Aggregationsneigung, aber auch in erhdhten Chaperon-Aktivitaten resultieren (Ellis,
2001). Das ideale Crowding-Reagenz sollte eine Molekilmasse von 50-200 kDa besitzen, gut
wasserloslich sein und eine geringe Selbstaggregationstendenz haben. Ficoll-70 entspricht
diesen Vorgaben, ist ein neutrales Saccharose-Polymer mit stark verzweigter Struktur und ist
bei neutralem pH-Wert stabil. Eine 15%ige Ficoll-70-Lésung entspricht etwa einer
Proteinkonzentration von 150 mg/ml. Um den Crowding-Effekt auf die Aggregation von
verschiedenen AT3-Proteinen zu untersuchen, wurden steigende Konzentrationen von Ficoll-
70 zu in vitro-Aggregationsreaktionen zugegeben. Wie in Abbildung 3-10a erkennbar,
erhohte ein schrittweise zunehmender Crowding-Effekt die Aggregation von AT3Q71. Das
Fragment 257¢Q43 mit nicht-pathologischem, aber verlangertem polyQ-Bereich verhielt sich
wie das Volllangenprotein AT3Q71 und zeigte bei 15% Ficoll-70 deutliche Aggregation. Die
Proteine mit 22 Glutaminen aggregierten jedoch nicht (Abb.3-10a).

a l 0% b 10% Ficoll-70
| I | [5% 186cQ71| AT3Q71
+ - + - Hsp70/40
(6+3uM)
|| row
15%
I I I Ficoll-70

v > AN A S AN
@f@f@c&o&o&
AP AP A7 AV AV A
Lol Sl M\

Abbildung 3-10: Inhibition der SDS-resistenten in vitro-Aggregation unter Macromolecular Crowding-
Bedingungen durch molekulare Chaperone.

a) Filtertest (anti-myc) von Aggregationsansatzen (3uM, liber Nacht) ohne bzw. mit Zugabe von 5-15% Ficoll-
70 (Crowding-Reagenz). b) Filtertest (anti-myc) von Aggregationsansatzen (3uM, 8h, ATP-regenerierendes
System) mit 10% Ficoll-70 und Rinder-Hsp70 / humanem Hdj1 oder Ovalbumin.

Um den Effekt von Hsp70 (Rind) und humanem Hdjl unter Crowding-Bedingungen zu
untersuchen, wurde 10% Ficoll-70 in die Aggregationsreaktionen mit Hsp70/40 eingesetzt.
Filtertests zeigten, dall die Chaperone in der Lage waren, die durch den Crowding-Effekt
verstarkte Aggregation von AT3Q71 und 186¢cQ71 betrdchtlich zu reduzieren (Abb.3-10D).
Somit konnte unter Bedingungen, die der intrazellularen Umgebung mehr &hneln als
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verdunnte Pufferlésungen, eine Inhibition der Aggregation durch molekulare Chaperone

gezeigt werden.

3.2.2 Inhibition der Aggregation und Verstarkung des Abbaus von
Polyglutamin-Proteinen durch Hsp70/40 in Neuroblastomazellen

Um den Effekt von molekularen Chaperonen in N2a-Zellen untersuchen zu konnen, wurde
humanes Hsp70 (= Hitzeschockprotein Hsp72, Accession Number NM_005345, Locus
HSPA1A) und humanes Hdjl (Accession Number P25685) in Expressionsvektoren fur
Saugetierzellen (pcDNA3.1hygro+) kloniert. Zur Uberexpression wurden N2a-Zellen
transient kotransfiziert mit 257¢Q71, Hsp70 und Hdj1l. Nach 24-48 h Kultivierung wurden
Zelllysate hergestellt und Filtertests durchgefihrt. Im Gegensatz zu den in vitro-Experimenten
hatte in N2a-Zellen die alleinige Uberexpression von Hsp70 bzw. Hdj1 einen inhibitorischen
Effekt, wobei die Aggregation von 257c¢Q71 wurde auf ~20% bzw. 8% gehemmt wurde
(Abb.3-11a). Dieses Resultat a8t sich dadurch erklaren, dafl Zellen aufgrund der
konstitutiven Expression von Hdj1/2 bzw. Hsc70 mit einer gewissen Menge dieser Chaperone
ausgestattet sind, welche mit den berexprimierten Chaperonen Hsp70 bzw. Hdj1 interagieren
konnten.

Als Kontrolle zur gemeinsamen Hsp70/Hdj1-Kotransfektion wurden NZ2a-Zellen zusétzlich
zum 257c¢Q71-Plasmid mit Plasmiden fir die p-Galaktosidase- (pcDNA3.1-lacZ) und
Luciferase-Expression (Plasmid mit Promotor des Aktin-Gens) transfiziert. Im Vergleich zu
dieser B-Gal/Luc-Kontrolle konnte eine deutliche Reduktion der SDS-resistenten 257¢Q71-
Aggregation bei Hsp70/Hdj1-transfizierten Zellen auf 0-10% festgestellt werden (Abb.3-11a).
Da die Zellen mit drei Plasmiden kotransfiziert und demnach drei verschiedene Proteine
Uberexprimiert wurden, kann davon ausgegangen werden, dall der beobachtete Effekt nicht
durch verschiedene Expressionsniveaus des 257¢Q71-Proteins hervorgerufen wurde.

Die Expression einer Deletionsmutante des Hitzeschockfaktors 1 (AHSF1 = A 202-316),
welche konstitutiv aktiv ist, an alle Promotoren mit Hitze-Schock-Element (HSE) bindet und
die Expression von Hitzeschockproteinen induziert (Winklhofer et al., 2001), konnte die
Aggregation von 257cQ71 ebenfalls auf ~5% reduzieren (Abb.3-11b). Ahnliches wurde
bereits von anderen Autoren berichtet (Rimoldi et al., 2001).

Um den Chaperon-Effekt auf AT3 mit dem auf ein anderes polyQ-Protein vergleichen zu
kdnnen, wurden N2a-Zellen mit einem Htt-Exon1-51Q-Konstrukt, welches wie 257¢Q71 ein

C-terminales myc-Epitop exprimierte, transfiziert (siehe Anhang). Uberexpression von Htt
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zusammen mit Hsp70/Hdj1 verringerte die Htt-Aggregation auf ~10% (Abb.3-11c). Somit ist
dieser Effekt mit dem auf das AT3-Fragment 257¢Q71 vergleichbar.
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Abbildung 3-11: Inhibition der polyQ-Aggregation durch molekulare Chaperone in N2a-Zellen.

a) N2a-Zellen wurden transient mit Konstrukten fir 257¢Q71, B-Galaktosidase, humanem Hsp70 und humanem
Hdj1 transfiziert. Nach 24 h Expression wurden Filtertests (anti-myc) durchgefthrt und quantifiziert, wobei die
SDS-resistente Aggregation bei Koexpression mit f-Galaktosidase gleich 100% gesetzt wurde. Western Blot
Analysen (anti-GAP-DH) dienten als Auftragskontrolle. b) Filtertest (anti-myc) nach Koexpression von
257c¢Q71 und B-Galaktosidase oder eines konstitutiv aktiven Hitzeschockfaktors (AHSF1). c) Filtertest (anti-
myc) nach transienter Transfektion und Koexpression von Htt-Exon1-51Q und Hsp70/Hdj1.

Da sich die Frage stellte, ob die molekularen Chaperone die Konzentration von monomerem
257¢Q71 erhohten oder die SDS-resistenten in SDS-16sliche Aggregate umwandelten, wurden
Western Blot Analysen durchgefiihrt, bei denen keine verstérkte, sondern eine reduzierte
257cQ71-Bande detektiert wurde (Abb.3-12a). Anstelle der erwarteten erhohten SDS-
Loslichkeit befanden sich also bei Chaperon-Uberexpression geringere Mengen von SDS-
I6slichen Aggregaten und l6slichem Monomer in den Zellen.

Auch bei Htt-Exon1-51Q wurde die Menge an SDS-I6slichem Htt-Protein durch Chaperon-
Uberexpression verringert (Abb.3-12b). Die Expression der AHSF1-Mutante fiihrte ebenfalls
zu geringerer 257cQ71-Monomer-Konzentration in der Zelle (Abb.3-12¢). Um zu testen, ob
der proteasomale Abbau von nicht-aggregiertem Protein zu der beobachteten Verringerung
der Monomer-Konzentration fiihrte, wurden transfizierte Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor
MG132 inkubiert. In Abbildung 3-12a wird ersichtlich, daB sich die Konzentration von SDS-
I6slichem 257cQ71 in Chaperon-tberexprimierenden NZ2a-Zellen durch MG132-Zugabe
erhohen lieB. Gleiches gilt fiir das nicht-aggregierende Fragment 257cQ22 (Daten nicht

gezeigt). Die Resultate deuten darauf hin, daB eine Chaperon-Uberexpression zu verstarktem
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Abbau von polyQ-Proteinen Uber das Ubiquitin-Proteasom-System fiihrt. Durch die bekannte
Verbindung von Chaperon-assistierter Proteinfaltung mit proteasomaler Proteindegradation,
den beiden Hauptkomponenten der Proteinqualitatskontrolle im Cytoplasma (siehe 1.2.1), 1aBt
sich der verstarkte Abbau der polyQ-Proteine bei Hsp70/40-Uberexpression erklaren.
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Abbildung 3-12: Verstarkter proteasomaler Abbau von polyQ-Proteinen durch Hsp70/40 in N2a-Zellen.
a) N2a-Zellen wurden transient mit Konstrukten fir 257¢Q71, B-Galaktosidase, humanem Hsp70 und humanem
Hdj1 transfiziert. Nach ~20 h Expression wurden die Zellen, wenn angegeben, fur 5 h mit 20uM MG132
inkubiert. Die Western Blot Analyse (anti-AT3) zeigt das 257cQ71-Fragment sowie das endogene Maus-AT3,
welches als Auftragskontrolle dient. b) Transiente Transfektion mit Htt-Exonl1-51Q, B-Galaktosidase und
Luciferase oder Htt-Exon1-51Q, Hsp70 und Hdjl und Expression fiir 24 h. Western Blot Analyse (anti-polyQ)
zur Detektion von Htt-Exon1-51Q. Auftragskontrolle mit derselben Membran (anti-GAP-DH). ¢) Transfektion
mit bisherigen Konstrukten oder mit dem eines konstitutiv aktiven Hitzeschockfaktors (AHSF1). Western Blot
Analyse wie in a). d) Immunfluoreszenz-Mikroskopie von N2a-Zellen. Transfektion und MG132-Behandlung
wie in a). AT3 wurde mit anti-AT3-Antikdrper und anti-Kaninchen-FITC, Hsp70 wurde mit anti-Hsp70 (c92)
und anti-Maus-CY 3 detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.

Um nochmals die Hypothese, Chaperone wiirden SDS-resistente in SDS-l6sliche Aggregate
umwandeln, zu untersuchen, wurden Zellen mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie
analysiert. Wenn Chaperon-Uberexpression in der Ausbildung von SDS-I6slichen Aggregaten
resultierte, wéren diese in Immunfluoreszenz-Aufnahmen genauso wie die SDS-resistenten
Aggregate als zellulare Proteinablagerungen (Einschlisse) sichtbar. Dies war jedoch nicht der
Fall, sondern die punktférmigen Einschlisse in 257cQ71-exprimierenden N2a-Zellen
verschwanden bei Chaperon-Uberexpression, und bei Inkubation der Zellen mit MG132
wurde diffuse Lokalisation des 257cQ71-Proteins detektiert (Abb.3-12d).
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Die in Abbildung 3-12 gezeigten Experimente weisen also darauf hin, daR Hsp70/40-
Uberexpression in N2a-Zellen nicht in einer Modulation der 257cQ71-Aggregation hin zu
SDS-l6slichen Aggregaten, sondern in einem verstarkten proteasomalen Abbau des AT3-

Fragments resultierte.

3.3 Modulation der Ataxin3-Aggregation durch p97 in vitro

Das Protein p97, das auch VCP (valosin-containing protein) genannt wird und dessen
Hefehomolog CDC48 ist, wurde in S&ugetierzell-Extrakten als Interaktionspartner von AT3
gefunden (siehe 1.1.4). p97 gehort wie Hspl04 zur Familie der AAA-Proteine, liegt als
ringférmiges Homohexamer vor (DeLaBarre and Brunger, 2003), ist sehr stark konserviert,
essenziell und in hohen zelluldren Konzentrationen vorhanden. p97 zeigt Chaperon-Aktivitét
und spielt unter anderem eine Rolle bei Membranfusionen, im Ubiquitin-Proteasom-System
und im ER-assoziierten Degradationssystem (ERAD) (siehe 1.2.1). Da AT3 eine
deubiquitinylierende Aktivitat besitzt, und auflerdem zwei Ubiquitin-Interaktionsmotive
(UIM) in AT3 vorkommen, nimmt man eine Rolle des AT3 zusammen mit p97 im Ubiquitin-
Proteasom-System an.

Abgesehen von der physiologischen p97-Funktion, an der AT3 beteiligt sein konnte, wurde
der Einflul des Chaperons p97 auf die polyQ-Aggregation untersucht. In Caenorhabditis
elegans konnte die Koexpression zweier C. elegans - p97-Homologe die Aggregation von
GFP-polyQ in Muskelzellen unterdriicken (Yamanaka et al., 2004). Ebenso reduzierte die
Hsp104-Koexpression die Aggregation und die polyQ-induzierte Entwicklungsverzégerung in
C. elegans (Satyal et al., 2000). Die Uberexpression von Torsin, welches entfernte Sequenz-
Ahnlichkeiten mit AAA-Proteinen aufweist, verringerte ebenfalls die polyQ-Aggregation in
C. elegans (Caldwell et al., 2003).

Eine erhohte p97-Konzentration im Serum von Alzheimer-Patienten wurde beobachtet
(Jefferies et al., 2001), auRBerdem wurde p97 in neuronalen Einschliissen in Creutzfeldt-Jakob,
Alzheimer-, Parkinson-, Huntington- und SCA3-Gehirnen detektiert (Hirabayashi et al., 2001;
Mizuno et al., 2003).

3.3.1 Effekt von p97 auf verschiedene Ataxin3-Fragmente in vitro

In Kooperation mit Annett Boeddrich aus der Arbeitsgruppe von Prof. Erich Wanker (Max-
Delbriick-Center, Berlin) und mit Nikolay Tzvetkov wurde die Interaktion von AT3 mit p97
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naher untersucht. Bindungsstudien zeigten, dal} eine Interaktion von AT3 mit der N-Domane
von p97 stattfindet. Eine polyQ-Deletionsmutante von AT3 (AT3QA) zeigte deutlich
schwéchere p97-Bindung als AT3Q22 oder AT3Q71 (siehe (Matsumoto et al., 2004)), die
p97-Bindungsregion in AT3 konnte jedoch mittels GST-Prazipitationsexperimenten (pull
down assays) sowie Peptid-Bindungsanalysen (peptide array mit 15mer-Peptiden) auf die
Sequenz kurz vor dem polyQ-Bereich (277-291) eingegrenzt werden. Eine Interaktion
zwischen p97 und 257cQ71-RKRR>HNHH (282-285), 281cQ27 oder Htt-Exonl-(17 bis
68Q) fand nicht statt. Die Bindung von p97 an Volllangen-AT3 war nukleotidabhangig und
fand im ATP-, nicht jedoch im ADP-Zustand, statt. Im Gegensatz dazu war die Interaktion
von p97 mit den C-terminalen AT3-Fragmenten 186¢cQ71, 257cQ71, 257cQ22
nukleotidunabhéngig (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3-13: Verstarkung der SDS-resistenten 242cQ71- und 257¢Q71-Aggregation durch p97 in vitro.
a) Aggregationsansatze von AT3-Proteinen (3uM) mit p97 (1pM) wurden nach den angegebenen
Inkubationszeiten mit SDS/DTT erhitzt, im Filtertest (anti-myc) eingesetzt und quantifiziert. Die Aggregation
ohne p97-Zugabe wurde gleich 1 gesetzt, worauf die Aggregation bei p97-Zugabe bezogen wurde. b)
Aggregation von 242cQ71 (3uM) bei p97 (1uM)- oder Ovalbumin (1puM)-Zugabe. Quantifizierung von
Filtertests (anti-myc) wobei das starkste Signal im Phosphoimager bei p97-Zugabe (berechnet aus den 1:2-
Verdunnungen der Aggregationsansatze) gleich 100% gesetzt wurde.

In Aggregationsansédtzen wurde humanes p97 (Hiss-Fusion, rekombinant aus E. coli) mit
verschiedenen AT3-Proteinen inkubiert und anschlielend deren Aggregation in Filtertests
analysiert. Die Zugabe von p97 (1uM Hexamer; mit bzw. ohne ATP-regenerierendem
System) hatte keinen Effekt auf die nicht-aggregierenden Proteine AT3Q71, 186¢cQ71,
221cQ71 (3uM) (Daten nicht gezeigt, vergleiche mit Abb.3-2b Filtertest).

Die Aggregation der AT3-Fragmente 242cQ71 und 257c¢Q71 wurde jedoch durch p97
verstarkt (Abb.3-13a). Da in Vorversuchen festgestellt worden war, dal der p97-Effekt auf
die 242cQ71-Aggregation unabhangig von ATP-regenerierendem System war (genauso wie
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die Interaktion zwischen p97 und AT3-Fragment), wurden alle weiteren Experimente ohne
ATP durchgefihrt.

Eine Analyse der Aggregation von 242cQ71 mit p97 (-24 h) zeigte eine 5-fache
Aggregationsverstarkung  (Abb.3-13b). Die Aggregation der Mutante 257c¢Q71-
RKRR>HNHH (Abb.3-14a), bei der die Sequenz RKRR (282-285) durch HNHH
ausgetauscht worden war, und die Aggregation des AT3-Fragments 281cQ71 (Abb.3-14a)
wurden von p97 jedoch nicht verandert (Abb.3-13a, 3-14b), was der Tatsache entspricht, dal3
jene Fragmente keine Interaktion mit p97 in den Proteinpréazipitationsexperimenten zeigten
(siehe oben). Die Aggregationsstudien untermauern daher die Ergebnisse der

Bindungsanalysen, die auf die AT3-Sequenz 277-291 als p97-Bindungsstelle hindeuteten.

a Coomassie Coomassie b L=

242cQ71 + p97
242cQ71 + Hsp104

242cQ71 + GroEL
281cQ71 + p97

oEdn

relative Aggregation
»

0 0,03 0,33 1 3 4
X- fache Menge p97, Hsp104, GroEL

Abbildung 3-14: Konzentrationsabhéngige Modulation der SDS-resistenten 242cQ71-Aggregation durch
p97 in vitro.

a) SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) der gereinigten GST-AT3-Proteine. b) Aggregation von 242cQ71 (3uM)
mit verschiedenen Konzentrationen (0,1-12uM Hexamer bzw. Heptamer) von p97, Hsp104 oder GroEL-SRI-
D87K fir 6 h. Aggregation von 281cQ71 (2uM) mit p97 (0,06-8uM Hexamer) fiir 6 h. Filtertests (anti-myc)
wurden quantifiziert, wobei die SDS-resistente Aggregation bei p97-Zugabe auf die Aggregation ohne p97
bezogen wurde (ohne p97: Aggregation = 1).

3.3.2 Konzentrationsabhangigkeit des p97-Effekts in vitro

Um zu analysieren, ob eine Konzentrationsabhéngigkeit des p97-Effekts existiert, wurde die
Aggegation von 242cQ71 (3uM) in Anwesenheit verschiedener p97-Konzentrationen
untersucht. Es zeigte sich, dal geringere bis &quimolare p97-Konzentrationen (0,1-3uM) die
Aggregation etwa 5-fach verstarkten, hohere p97-Konzentrationen (9uM) jedoch keinen
EinfluB auf die 242cQ71-Aggregation hatten bzw. die Aggregation schwach hemmten (12uM
p97) (Abb.3-14b).
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Ein &hnlicher konzentrationsabhéngiger Effekt auf die Aggregation war bereits fir
Hefeprionen in Anwesenheit von Hsp104 beschrieben worden. Sowohl die Uberexpression
als auch die Deletion von Hsp104 eliminieren den [PSI*]-Prionzustand und verringern
ebenfalls die polyQ-Aggregation (Lindquist, 1997; Krobitsch and Lindquist, 2000; Meriin et
al., 2002; Kimura et al., 2001). Das Chaperon Hsp104 aus Saccharomyces cerevisiae ist wie
p97 ein AAA-Protein, liegt als ringférmiges Homohexamer vor und kann Proteine entfalten
bzw. Proteinaggregate auflosen (siehe 1.2.1).

Um zu analysieren, ob der Effekt von p97 auf 242cQ71 spezifisch ist, oder durch andere
ringférmige Komplexe hervorgerufen werden kann, wurden S. cerevisiae-Hsp104 (Hise-
Fusion, rekombinant aus E. coli) und der ringférmige homoheptamere Komplex GroEL-SRI
(Single Ring-Mutante des GroEL (Weissman et al., 1995) mit zusétzlicher D87K-Mutation) in
die 242cQ71-Aggregationsreaktionen eingesetzt. Beide Kontrollproteine Hsp104 und GroEL-
SRI zeigten keinen Effekt auf die 242cQ71-Aggregation (Abb.3-14b), weshalb der
beobachtete p97-Effekt als spezifisch angesehen werden kann. In Experimenten mit Htt-
Exonl-51Q und Hspl04 (3+1uM) wurde jedoch eine Verstarkung der Htt-Aggregation auf
das 2,5-fache beobachtet (unabhdngig von ATP-regenerierendem System, Daten nicht
gezeigt), was darauf hinweist, daR3 das gereinigte Hsp104-Protein aktiv war und dartiberhinaus
der Effekt spezifisch fir Htt-Exonl war. Die Zugabe von p97 (1uM) hatte keinen Effekt auf
die Aggregation von Htt-Exon1-51Q (3uM) (Daten nicht gezeigt), was mit den
Bindungsstudien ubereinstimmt (siehe oben). Die gezeigten Daten weisen daher darauf hin,
dal? es sich bei den beiden hexameren AAA-Proteinen p97 und Hspl04 nicht um polyQ-
interagierende Proteine handelt, und deshalb auch keine generelle Modulation der polyQ-

Aggregation und polyQ-Pathogenese wie durch Hsp70/40 zu erwarten ist.

3.4 Koaggregation von Volllangen-Ataxin3 mit Polyglutamin-Fragmenten

Ein dominant negativer Effekt durch Interaktion der fehlgefalteten polyQ-Proteine mit
anderen zelluléren Proteinen wird als Ursache der polyQ-Erkrankungen angenommen. Ein
Modell zur Erklarung der polyQ-Toxizitat basiert auf der Inaktivierung essenzieller Proteine
durch  Hineinziehen (Rekrutierung) in  polyQ-Aggregate (siehe 1.1.3). Durch
Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte man neben den jeweils aggregierenden polyQ-
Proteinen Chaperone, Ubiquitin, Proteasomenbestandteile sowie Transkriptionsfaktoren, die
ebenfalls einen polyQ-Bereich besitzen, in den neuronalen Proteinablagerungen humaner

Gehirne nachweisen. Zusatzlich zur Inaktivierung durch Koaggregation wird von einer
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direkten Inaktivierung ausgegangen, die aus der Wechselwirkung von Transkriptionsfaktoren

mit polyQ-Monomeren bzw. oligomeren Aggregationsintermediaten resultiert (siehe 1.1.3).

3.4.1 PolyQ-abhangige Koaggregation von Volllangen-Ataxin3 in vitro

Volllangen-AT3 (AT3Qn) zeigte unabhangig von der L&nge des polyQ-Bereichs keine
Aggregation (Abb.3-2a), daher stellte sich die Frage, ob es in 257cQ71-Aggregate
hineingezogen werden kann. Um dies zu analysieren, wurden Aggregationsreaktionen von
AT3Qn mit 257cQ71 angesetzt und Filtertests durchgefiihrt. Mit anti-myc-Antikérper wurde
die totale Aggregation detektiert, mit anti-FLAG-Antikorper die Koaggregation der
verschiedenen AT3-Volllangenproteine. Es folgte die Berechnung von Quotienten (anti-
FLAG / anti-myc) der im Phosphoimager erhaltenen Werte.
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Abbildung 3-15: PolyQ-abhangige Koaggregation von AT3-Volllangenprotein mit polyQ-Fragmenten.

a) Aggregationsansatze von 257cQ71 (3uM) und AT3-Volllangenprotein (0,3uM) bzw. von AT3-
Vollldngenprotein allein (3uM) wurden nach tber Nacht-Aggregation im Filtertest analysiert, wobei anti-myc-
Antikorper zur Detektion der totalen Aggregation und anti-FLAG-Antikorper zur Analyse der Koaggregation der
Volllangenproteine eingesetzt wurde. b) Analyse der Koaggregation mittels Quantifizierung von Filtertests
(siehe a; serielle Verdiinnungen; Mittelwert +/- Standardabweichung von 5 Experimenten). Der berechnete anti-
FLAG/anti-myc-Quotient der Kontrolle 257¢Q71 ohne AT3Qn wurde von den anderen Quotienten subtrahiert.
Der Quotient fur 257¢cQ71 + AT3Q71 wurde als 100% gesetzt. ¢) Vergleich der Koaggregation von AT3Qn mit
257¢Q71 oder Htt-Exonl1-51Q im Filtertest. d) SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) der gereinigten GST-AT3-
Volllangenproteine.
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Das Wildtyp-Protein AT3Q22 koaggregierte bereits stark, und AT3Q43 sowie AT3Q71
wurden entsprechend ihrer polyQ-Léange verstarkt rekrutiert (Abb.3-15 a-b). Die polyQ-
Deletionsmutante AT3QA zeigte annahernd keine Koaggregation. Eine 71Q-Mutante, der
beide UIMs fehlten (AT3Q71AUIM), wurde genauso stark in Aggregate hineingezogen wie
AT3Q71, aggregierte ohne 257¢Q71-Zugabe jedoch nicht (Abb.3-15 a-b). Volllangen-AT3
zeigt also eine polyQ-abhdngige Rekrutierung in Aggregate, die aus AT3-71Q-Fragmenten
gebildet werden. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Paulson und Kollegen (Paulson et
al., 1997b; Perez et al., 1998) war fir die SDS-resistente Koaggregation kein pathologischer
polyQ-Bereich im Volllangen-AT3 notig, sondern das Wildtyp-Protein AT3Q22 wurde in
SDS-resistente Fibrillen hineingezogen, die mittels Filtertest detektiert werden konnten.

Eine Koaggregation von Volllangen-AT3 mit Htt-Exon1-51Q (siehe Anhang) zeigte dieselbe
Effizienz wie die Koaggregation von Volllangen-AT3 mit 257cQ71 (Abb.3-15c). Der
Transkriptionsfaktor TBP (Hise-HA-TBP-38Q, rekombinant aus E. coli), der in Htt-Aggregate
rekrutiert wird, koaggregierte ebenfalls mit 257¢Q71 (Daten nicht gezeigt). Die Tatsache, dal}
die Koaggregation von polyQ-enthaltenden Proteinen (TBP, AT3) mit verschiedenen
pathologischen polyQ-Proteinen gleichermaRen effizient stattfindet, deutet zusétzlich zu den
Untersuchungen mit der polyQ-Deletionsmutante auf eine polyQ-Abhadngigkeit der
Koaggregation hin.

Um zu testen, ob es sich um gemischte Aggregate aus Volllangen-AT3 und 257cQ71
handelte, wurden Koaggregate einer Affinitatsreinigung mittels Ni-NTA-Agarose unterzogen.
Da polyQ-Aggregate in 2% SDS und 6M Harnstoff unléslich (stabil) sind, Protein-
Wechselwirkungen diesen Bedingungen jedoch nicht standhalten, wurde die Ni-NTA-
Agarose mit diesen Substanzen gewaschen. In vitro-Aggregationsreaktionen von Hisg-
AT3Q22 bzw. PP-geschnittenem GST-FLAG-AT3Q22-myc (Negativkontrolle) wurden
zusammen mit 257cQ71-myc angesetzt. Nach Reinigung der Aggregate via Ni-NTA wurde
ein Filtertest (anti-myc) durchgefiihrt, um aggregiertes 257cQ71 zu detektieren (Abb.3-16a).
FLAG-AT3Q22-myc-Koaggregate wurden unspezifisch an das Ni-NTA-Saulenmaterial
gebunden und wahrend der stringenten Wasch-Schritte (W1-5) entfernt. Hiss-AT3Q22-
Koaggregate wurden kaum im Waschpuffer detektiert, blieben also wéhrend der
Waschschritte (W1-5) an das Saulenmaterial gebunden und konnten spezifisch mit Imidazol
eluiert werden (E). Die Reinigung via Hisg-Epitop des Volllangenproteins und die Detektion
des myc-Epitops von 257c¢Q71 im Filtertest beweisen das Vorkommen beider Proteine in den

Koaggregaten. Dies belegt, dal? das koaggregierende Volllangenprotein stabil in die 257¢cQ71-
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Aggregate integriert wurde, und es sich nicht um getrennt und unabhdngig voneinander

vorkommende Aggregate handelte.

a
AT3Q22 " L
+ 257cQ71 !
His-AT3Q22 ,
+257cQ71| | | |

DF W1 W2 W3 W4 W5 E

Abbildung 3-16: Stabile Koaggregation des AT3Q22-Volllangenproteins mit dem 257cQ71-Fragment.
Links: Schematische Abbildung der Ni-NTA-Reinigung von His-Koaggregaten und monomerem His-AT3Q22.
a) Koaggregationsansatze von 257¢Q71 (3uM) mit His-AT3Q22 oder PP-geschnittenem GST-AT3Q22 (0,5uM)
wurden mit Ni-NTA-Agarose inkubiert und danach der DurchfluB (DF) von dem Saulenmaterial getrennt. Nach
stringentem Waschen (W1-5) der Ni-NTA-Agarose wurden gebundene Proteine mit Imidazol eluiert (E). SDS-
resistente Aggregate der aufgefangenen Fraktionen wurden im Filtertest (anti-myc) detektiert.

3.4.2 Rekrutierung von Volllangen-Ataxin3 in frihe Aggregationsintermediate
in vitro

Um die Zeitabhangigkeit der AT3-Koaggregation zu analysieren, wurden in vitro-
Aggregationsexperimente mit AT3Q22 und 257cQ71 angesetzt. Nach PP-Zugabe wurden die
Proben fiir 2, 4, 6 oder 8 h inkubiert, bei 20.000xg zentrifugiert und die Uberstand- und
Pellet-Fraktionen mittels Western Blot Analyse auf das Vorkommen von AT3Q22 untersucht
(Abb.3-17 oben). Es zeigte sich, daB bereits nach 2 h nur noch 6% des AT3Q22 im Uberstand
und 49% im SDS-l6slichen Pellet zu finden waren (Abb.3-17a). Die restlichen 45% mussten
sich demnach als SDS-resistentes Material im Sammelgel befinden. Nach 8 h befanden sich
nur noch 2% im Uberstand und 26% SDS-loslich im Pellet, was 72% in SDS-resistenten
Aggregaten entsprach. Im Laufe der Koaggregationsreaktion nahm also die Menge des
monomeren AT3-Proteins im Uberstand sowie die Menge der SDS-léslichen
Aggregationsintermediate im Pellet zugunsten der SDS-resistenten Aggregate ab (siehe
Abb.3-15a, 3-16a). Die Resultate legen daher einen Mechanismus der Koaggregation mit
friher AT3Q22-Rekrutierung in SDS-l6sliche Aggregationsintermediate und anschlieRender
Umwandlung in SDS-resistente fibrillare Koaggregate nahe. Die Koaggregation von AT3Q22
mit 257¢Q71 zu SDS-resistenten Fibrillen 188t sich somit mit der Aggregation von 257¢Q71
alleine vergleichen (siehe Abb.3-2d, 3-3a). Kontrollexperimente wurden mit AT3Q22 und
dem nicht-aggregierenden Fragment 257cQ22 durchgefihrt (Abb.3-17b). Wie erwartet
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blieben 90-100% des AT3Q22 wahrend der 8-stiindigen Inkubation im Uberstand, und nur
eine geringe AT3Q22-Menge (7%) fand sich im SDS-léslichen Pellet. Um den
Koaggregations-mechanismus naher zu untersuchen, wurden friihe Zeitpunkte analysiert.
Aggregationsansétze mit 257cQ71 und AT3Q22 wurden fur 0, 30, 60, 90 oder 120 min nach
PP-Zugabe inkubiert und anschlielend zentrifugiert. Bei sofortiger Zentrifugation
(Inkubationszeit 0 min) fand sich nur 36% des AT3Q22 im Uberstand, und die Menge nahm
bis zum Zeitpunkt 120 min kontinuierlich ab (Abb.3-17c). Die AT3Q22-Menge im SDS-
I6slichen Pellet blieb wéhrend der 120 min relativ konstant bei 40-60%, was fir eine
Zunahme der SDS-resistenten Aggregate wahrend dieser 2 h spricht. Die gezeigten Daten
weisen daher darauf hin, dal3 die Umwandlung von monomerem Protein in SDS-resistente
Fibrillen Ober eine wahrend der Lag-Phase konstant bleibende Menge von SDS-l6slichen
Aggregationsintermediaten geschieht (Abb.3-17c, siehe Abb.3-3d).

Um zu testen, ob solch ein Effekt auf AT3Q22 auch durch das 186cQ71-Fragment
hervorgerufen werden kann, welches SDS-resistente Oligomere bzw. diinne Fibrillen bildet
(siehe Abb.3-2b, 3-3 a-d), wurde 186¢cQ71 mit AT3Q22 im oben beschriebenen Experiment
inkubiert. Abb.3-17d zeigt, daR die AT3Q22-Menge im Uberstand bei 2-stiindiger Inkubation
mit 186cQ71 deutlich auf ~34% abnimmt (vergleiche mit Abb.3-17b), es findet sich jedoch
nur sehr wenig AT3Q22 im SDS-loéslichen Pellet. Der Effekt, den 186cQ71 auf das
Volllangen-AT3 ausubt, ist somit nachweisbar, jedoch nicht mit dem durch 257cQ71
vergleichbar. Die geringe Menge von SDS-l6slichen Aggregaten spricht aulRerdem flr einen
anderen Aggregationsmechnismus, bei dem monomeres Protein direkt in SDS-resistentes
Material verwandelt wird.

Die PP-Spaltungkinetik wurde mit denselben Western Blot-Membranen (anti-myc) bestimmt.
Es zeigte sich, dal 50-60% des GST-257cQ71 nach 10 min geschnitten waren, wobei die
Spaltung waéhrend der Zentrifugation fortschritt. Fir GST-186¢Q71 lielR sich eine 50%ige
Spaltung innerhalb von 15 min detektieren (Daten nicht gezeigt).

Die PP-Spaltungkinetik und die Daten aus Abb.3-17c lassen auf eine AT3Q22-Interaktion mit
dem Fragment 257cQ71 schliel3en, sobald dieses vom GST abspalten wurde.

Dariiberhinaus fiihrte die Interaktion von 257¢Q71 mit AT3Q22 zu einer Konformations-
anderung von AT3Q22, die in Kooperation mit Raina Boteva mittels intramolekularen FRET-
Analysen (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) gezeigt werde konnte. Interessanterweise
findet man eine Konformationsanderung der N-terminalen Josephin-Domane von AT3, die an
Cysl4 und Cysl72 mit den Fluoreszenz-Farbstoffen 1,5-IAEDANS und IANBD-Ester

(Molecular Probes) markiert worden war. Der Abstand der beiden Farbstoffe nahm bei

82



Ergebnisse

Inkubation mit 257¢Q71 von ~30 A auf ~40 A zu, bei Inkubation mit 257c¢Q22 fand jedoch
keine Konformationsédnderung statt. Die Strukturdnderung erreichte ihr Halbmaximum nach
~20 min, was den Resultaten des Zentrifugationsexperiments (Abb.3-17c) entsprach (Daten
nicht gezeigt). Der Effekt des polyQ-Fragments 257cQ71 auf AT3Q22 ist somit vergleichbar
mit dem Effekt von Htt-Exon1-53Q auf TBP (Schaffar et al., 2004).
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Abbildung 3-17: Rekrutierung von AT3Q22 in SDS-I6sliche 257¢cQ71-Aggregationsintermediate.

Oben: Schematische Darstellung des Experiments. a) Aggregationsansatze von 257c¢Q71 (2uM) mit AT3Q22
(0,2uM) wurden sofort nach PP-Zugabe mit SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt (t,) oder fur 2-8 h inkubiert, dann
bei 20.000xg fiir 10 min zentrifugiert und die getrennten Uberstand- und Pellet-Fraktionen in Western Blot
Analysen (anti-FLAG) eingesetzt. SDS-16sliches AT3Q22 im Trenngel (Monomer-Bande bei ~50 kDa) nach 2-8
h wurde quantifiziert und mit GST-AT3Q22 und freiem AT3Q22 vom Zeitpunkt t, verglichen (Gesamtmenge
bei t, = 100%). b) Experiment mit 257cQ22 (wie in a). c) Aggregationsansitze von 257cQ71 mit AT3Q22
wurden sofort nach PP-Zugabe mit SDS-PAGE-Probenpuffer erhitzt (t,) oder sofort nach PP-Zugabe fir 10 min
zentrifugiert (0 min) bzw. flr 30-120 min inkubiert und dann fir 10 min zentrifugiert. Quantifizierung von SDS-
I6slichem AT3Q22 im Trenngel (wie in a). d) Experiment mit 186cQ71 (wie in c).
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3.4.3 Koaggregation in Saccharomyces cerevisiae

In Hefen wurde eine mogliche Koaggregation durch Ko-Expression des 257cQ71-Fragments
(pS1215-Vektor) mit AT3Qn (pS1216) von Plasmiden mit Kupfer-induzierbaren Promotoren
untersucht. Nach Induktion fiir 24 h wurden native Hefe-Extrakte fir Western Blot Analysen
und Filtertests hergestellt. Die Expression der AT3Qn-Proteine konnte bestatigt werden
(Abb.3-18a). Der Quotient der anti-FLAG / anti-myc-Signale wurde berechnet. Wie in vitro
wurde eine polyQ-abhangige Rekrutierung von Volllangen-AT3 beobachtet, wobei AT3QA
nur zu sehr geringen Mengen koaggregierte (Abb.3-18b).

a 3 ™, b 120
‘!‘ii"! S 100 |
175 g 80 |
83 =
- 62 g-;w 60 |
AT3QN | e = — L 47 g 40 |}
257CQ71 W s e i 32 E 20 |
= 25 0
h) e g A7) N ™ ~
§8§53 § § § 3
< K K R S £ £ £
T < < T < <

Abbildung 3-18: PolyQ-abhangige SDS-resistente Koaggregation in Hefe.

a) Die Expression von AT3Qn (pSI216) und 257¢Q71 (pS1215) wurde durch Inkubation der Hefen (YPH499)
mit CuSO, fur 24 h induziert und in Western Blot Analysen (anti-myc) untersucht. b) Analyse der Koaggregation
mittels Quantifizierung von Filtertests, wobei anti-myc-Antikorper zur Detektion der totalen Aggregation und
anti-FLAG-Antikorper zur Detektion der Koaggregation von Volllangen-AT3 eingesetzt wurde. Der anti-
FLAG/anti-myc-Quotient wurde berechnet und fiir 257¢Q71 + AT3Q71 als 100% gesetzt.

3.4.4 PolyQ-abhdngige Koaggregation und Verringerung der Ataxin3-

Konzentration in Neuroblastomazellen

Zur Untersuchung der Koaggregation in Neuroblastomazellen wurden N2a-Zellen mit
257cQ71 und AT3Qn (pcDNA3.1hygro+) kotransfiziert (siehe Abb.3-5). Nach 48 h wurden
Zelllysate hergestellt und Filtertests zur Detektion der SDS-resistenten Aggregate
durchgefiihrt (Abb.3-19a). Deren Quantifizierung weist auf eine lineare Abhadngigkeit der
Koaggregation von der Lange des polyQ-Bereichs (Quotient anti-FLAG / anti-myc) hin
(Abb.3-19b). Wie in vitro (siehe Abb.3-15) wurde AT3Q71AUIM genauso stark in 257¢Q71-
Aggregate rekrutiert wie AT3Q71. Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen
bestatigten die biochemischen Daten der Filtertests. AT3Q22, AT3Q71 und AT3Q71AUIM

fanden sich nicht wie bei alleiniger Expression diffus im Cytoplasma und im Nukleus (siehe
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Abb.3-6) sondern Uberwiegend in 257cQ71-Einschlissen, wohingegen AT3AQ nicht mit
257c¢Q71-Ablagerungen kolokalisierte (Abb.3-19c).
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Abbildung 3-19: PolyQ-abhangige Koaggregation von AT3-Volllangenprotein in N2a-Zellen.

a) Nach transienter Transfektion von NZ2a-Zellen (pcDNA3.1) und 48 h Expression wurden Filtertests
durchgefihrt, wobei anti-myc-Antikdrper zur Detektion der totalen Aggregation und anti-FLAG-Antikdrper zur
Analyse der Koaggregation der Volllangenproteine eingesetzt wurde. b) Analyse der Koaggregation mittels
Quantifizierung von Filtertests (siehe a). Der berechnete anti-FLAG/anti-myc-Quotient der Kontrolle 257c¢Q71
(ohne Expression von AT3Qn) wurde von den anderen Quotienten subtrahiert. Der Quotient fiir 257¢Q71 +
AT3Q71 wurde als 100% gesetzt. (Mittelwert +/- Standardabweichung von 4 Experimenten) c)
Immunfluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von NZ2a-Zellen nach 24 h Koexpression. Volllangen-AT3
wurde mit anti-FLAG-Antikdrper und anti-Kaninchen-CY3 detektiert. Volllangen-AT3 und 257c¢Q71 wurden
mit anti-myc und anti-Maus-FITC detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

Andere Autoren hatten die Hypothese aufgestellt, VVolllangen-AT3 wirde durch Interaktion
seiner UIMs mit Ubiquitin in ubiquitinylierte Aggregate hineingezogen (Donaldson et al.,
2003). Da im Rahmen dieser Doktorarbeit jedoch kein Unterschied zwischen AT3Q71 und
AT3Q71AUIM detektiert wurde, kann diese Hypothese, die mittels Fluoreszenzmikroskopie
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von GFP- und CFP-Fusionsproteinen aufgestellt worden war und nicht auf biochemischen
Daten beruht, nicht bestatigt werden.

Um festzustellen, ob auch endogenes, nicht pathogenes humanes AT3 in Aggregate
hineingezogen werden kann, wurden SH-SY5Y-Zellen transient mit 257cQ71 transfiziert.
Zelllysate wurden hergestellt, SDS-resistente Aggregate pelletiert und mit Ameisensdure
aufgeldst (Hazeki et al., 2000). Vorversuche hatten gezeigt, daR Ameisensédure die in vitro-
Aggregate von 257cQ71 auflost (Filtertest), nicht aber die Peptidbindungen im Protein
hydrolysiert (Western Blot Analyse; Daten nicht gezeigt). Western Blot Analysen zeigten das
exprimierte 257cQ71-Protein bei 32 kDa sowie eine Bande bei ~40 kDa, die der humanen
AT3-Bande in der Kontrollspur, in der Zelllysate von untransfizierten Zellen aufgetragen
wurden, entsprach (Abb.3-20a). Endogenes Wildtyp-AT3 konnte also in Aggregate, die durch
257cQ71-Expression gebildet wurden, rekrutiert werden. Als Kontrolle wurde dieselbe
Membran nach Stripping mit anti-GAP-DH-Antikorper inkubiert. Es konnten keine Banden
detektiert werden (Daten nicht gezeigt), was darauf hinweist, dall dieses zellulare Protein
nicht koaggregierte bzw. pelletiert wurde. Mit 257cQ22-transfizierten SH-SY5Y-Zellen
wurde das gleiche Experiment durchgefiihrt, wobei keine Reaktion mit anti-AT3-Antikorper
beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt).

Da Volllangen-AT3 in 257cQ71-Aggregate hineingezogen wird (Abb.3-19), stellte sich die
Frage, in welchem Malie die Menge an loslichem Wildtyp-AT3 in der Zelle reduziert wiirde.
Ein Modell zur Erklarung der Toxizitat von polyQ-Proteinen basiert auf der Inaktivierung
essenzieller zellularer Proteine durch Wechselwirkung der polyQ-Bereiche bzw. durch
Rekrutierung in polyQ-Aggregate (siehe 1.1.3). Ob AT3 eine essenzielle Rolle in der Zelle
spielt, ist noch nicht bekannt, da bisher noch kein AT3-knock out untersucht wurde. Wenn
dies der Fall wére, sollte eine Verringerung der zellularen AT3-Konzentration zu einem AT3-
Funktionsverlust (loss of function) und Toxizitat fuhren.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden NZ2a-Tet-off-Zellen herangezogen, die den
Tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator (tTA) stabil exprimieren (Schaffar et al., 2004).
Durch Zugabe von Doxyzyklin zum Kulturmedium wurde die Tet-regulierbare Expression
vom pTRE2hyg-Plasmid (Promotor enth&lt Tetracycline Response Element) unterdrickt,
wahrend die Expression von einem pcDNAS3.1-Plasmid nicht beeinflult wurde. N2a-Tet-off
wurden kotransfiziert mit pTRE2hyg-257¢Q71 und pcDNA3.1-AT3Q22 und jeweils mit und
ohne Doxyzyklin fir 12, 24 und 48 h kultiviert. Zelllysate wurden hergestellt und zur
Uberpriifung des Systems die Koaggregation im Filtertest mit anti-FLAG-Antikorper
untersucht (Abb.3-20b oben). Bei Zugabe von Doxyzyklin (+DOX) fand nur sehr geringe
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Aggregation statt. Wurden die Zellen ohne Doxyzyklin (-DOX) kultiviert, konnte deutliche
Koaggregation detektiert werden. Im eigentlichen Experiment wurden Zelllysate mittels
Western Blot Analyse auf die Menge von SDS-loslichem AT3Q22 untersucht. Die
vorhandene SDS-I6sliche AT3Q22-Menge bei +DOX Lysaten (keine 257cQ71-Expression)
wurde als 100% gesetzt, worauf die Menge bei -DOX Lysaten (257cQ71-Expression)
bezogen wurde. Die Expression von 257¢Q71 (-DOX) fuhrte zu einer deutlichen Abnahme
der SDS-l6slichen AT3Q22-Menge auf ~50% (Abb.3-20b unten). Als Kontrolle wurde das
gleiche Experiment mit pTRE2hyg-257cQ22 und pcDNA3.1-AT3Q22 durchgefiihrt, wobei
sich zeigte, dal die Expression von 257c¢Q22 die SDS-losliche AT3Q22-Menge nicht
verringerte (Abb.3-20c).
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Abbildung 3-20: Koaggregation von endogenem AT3 in humanen Neuroblastoma-Zellen und Reduktion
von SDS-l6slichem AT3Q22 bei Koexpression mit 257¢Q71 in N2a-Zellen.

a) Humane SH-SY5Y-Zellen wurden 60 h nach Transfektion mit 257cQ71 lysiert. SDS-resistente Aggregate
wurden fir 1 h bei 400.000xg pelletiert und mit Ameisensdure aufgeldst. Western Blot Analyse (anti-AT3) mit
Lysaten von untransfizierten N2a- und SH-SY5Y-Zellen als Kontrollen. b) N2a-Tet-off-Zellen wurden
kotransfiziert mit pTRE2hyg-257cQ71 und pcDNA3.1-AT3Q22 und jeweils mit und ohne Doxyzyklin (DOX)
kultiviert. Analyse der SDS-resistenten Koaggregation im Filtertest (anti-FLAG; oben). Die in Western Blot
Analysen (anti-AT3) detektierte SDS-I6sliche AT3Q22-Menge wurde bei +DOX Lysaten als 100% gesetzt,
worauf die Menge bei -DOX Lysaten bezogen wurde. Als Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurden
dieselben Membranen mit anti-GAP-DH-Antikorper behandelt und die Phosphoimager-Signale verrechnet.
(Graphik unten; Mittelwert +/- Standardabweichung von 4 unabhangigen Transfektionen). ¢) Experiment mit
pTRE2hyg-257¢Q22 und pcDNA3.1-AT3Q22 (wie in b).

Trotz der Tatsache, dall man aus diesem Experiment nicht schluBfolgern kann, ob der von
257cQ71-ausgelibte  Effekt auf die AT3Q22-Konzentration ausschlieflich  durch
Koaggregation oder auch durch verstarkten proteasomalen Abbau des mdglicherweise
inaktivierten, in seiner Konformation veranderten AT3Q22 hervorgerufen wurde, kann man

festhalten, dal} die Expression des Fragments 257¢Q71 in einer deutlichen Verringerung der
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SDS-l6slichen AT3Q22-Menge in der Zelle resultiert, was einer partiellen Inaktivierung von

AT3 entsprechen sollte.

3.5 Einflul? der zellularen Lokalisation auf das Aggregationsverhalten

Fur Htt liegen verschiedene Beobachtungen vor, die dessen Aggregationsverhalten und
Toxizitat abhangig von der zelluldaren Lokalisation beschreiben. In HEK293T filhrte die
Fusion eines Kernlokalisationssignals (NLS) bzw. eines Kernexportsignals (NES) mit Htt-(1-
548) bzw. Htt-(1-151)-128Q zu keiner Verénderung der Gesamtmenge an Aggregaten bzw.
der Toxizitat (Hackam et al., 1999). In priméren Neuronen zeigte NES-Htt-(1-171)-68Q keine
Aggregation und resultierte in verringerter Apoptose im Gegensatz zu dem entsprechenden
Konstrukt ohne NES (Saudou et al., 1998). Die Fusion einer NLS mit Htt-(1-63)-75Q hatte in
NZ2a-Zellen keinen Effekt auf die Aggregation, fuhrte jedoch zu verstarktem Zellverlust im
Vergleich zum Konstrukt ohne NLS. Ein entsprechendes NES-Konstrukt resultierte in leicht
verringerter Aggregation sowie reduziertem Zellverlust (Peters et al., 1999). In unserer
Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dal NLS-Htt-Exon1(=1-87)-53Q bzw. 96Q in Hefen
deutlich schwacher und in N2a-Zellen geringfligig schwéacher aggregiert als Htt ohne NLS-
Sequenz (Schaffar, 2004; Schaffar et al., 2004)). SchlieBlich konnte bei transgenen Mé&usen
kein Unterschied im Phéanotyp zwischen Htt-(1-171)-87Q und NLS-Htt-(1-171)-87Q
festgestellt werden (Schilling et al., 2004). Fur Ataxinl-(82Q) konnte gezeigt werden, dal3
dessen Kernlokalisation eine VVoraussetzung fiir Aggregation und Pathogenese bei transgenen
Mausen ist (Klement et al., 1998). Da fur AT3 bisher keine experimentellen Beobachtungen,
die Abhéngigkeit der Aggregation von der Lokalisation betreffend, publiziert wurden, sollten

in dieser Studie NLS- und NES-Fusionen von AT3 analysiert werden.

3.5.1 Aggregation von Ataxin3 mit Kernlokalisationssignal in Hefe

Zur Uberexpression von NLS-AT3 wurde vor (upstream) die bisher benutzten Konstrukte im
pSI1215-Vektor die Sequenz des Kernlokalisationssignals des SV40 large T-Antigens in
doppelter Ausfiihrung (2xNLS = PPKKKRKVDPKKKRKY) kloniert. Nach Induktion mit
CuSQO, wurden native Hefe-Extrakte hergestellt und Filtertests durchgefuhrt. Die Volllangen-
Proteine NLS-AT3Qn zeigten wie die Konstrukte ohne NLS (siehe Abb.3-4a) keine SDS-
resistenten Aggregate, die auf dem Filter zuriickgehalten wurden (Abb.3-21a). Auch fur NLS-
257¢Q22 war kein Unterschied im Vergleich zu 257c¢Q22 detektierbar. Die Fragmente NLS-
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186¢cQ71, NLS-221cQ71 und NLS-242cQ71 zeigten im Gegensatz zu den Konstrukten ohne
NLS deutliche Aggregation im Filtertest. Das Fragment 257c¢Q71 aggregierte mit NLS-
Sequenz genauso stark wie ohne NLS. Western Blot Analysen bestatigten die Expression der
AT3-Proteine (Ausnahme: NLS-AT3Q22) und zeigten bei den 71Q-Fragmenten (NLS-
186¢cQ71, NLS-221cQ71, NLS-242cQ71, NLS-257cQ71) und auch beim Volllangenprotein
(NLS-AT3Q71) SDS-resistentes Material in den Taschen des Sammelgels (Abb.3-21b).
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Abbildung 3-21: SDS-resistente Aggregation in Hefe.

a) Die AT3-Expression wurde durch Inkubation der Hefen (YPH499, pSI215) mit CuSO, fir 24 h induziert.
Filtertest (anti-myc) der nativen Hefe-Extrakte (inkl. 1% Triton-X100 zur Solubilisierung der Kernmembran).

b) Western Blot Analyse (anti-myc) inklusive Taschen des Sammelgels.

Der Vergleich der NLS-Konstrukte (Abb.3-21a) mit denen ohne Kernlokalisationssignal
(Abb.3-4a) zeigt, daR die AT3-Fragmente 186cQ71, 221cQ71 und 242cQ71 mit NLS starker
aggregierten. Diese Unterschiede kdnnten durch das normale Aggregationsverhalten von AT3
erklart werden, welches in N2a-Zellen berwiegend im Zellkern aggregierte (Abb.3-6). In
Hefe konnte im Vergleich zu der Situation in N2a-Zellen der Kern-Transport von Konstrukten

ohne NLS wesentlich ineffizienter ablaufen und deshalb die Aggregation verringert sein.

3.5.2 Ataxin3 mit Kernlokalisations- und Kernexportsignal in N2a-Zellen

Um die Kernlokalisation von AT3 in N2a-Zellen zu bewerkstelligen, wurde die 2xNLS-
Konstrukte aus den Hefe-Vektoren (pS1215) in pcDNA3.1-Plasmide kloniert.
Immunfluoreszenz-Mikroskopie von transient transfizierten N2a-Zellen zeigte, daB sich NLS-
AT3Q22, NLS-AT3Q71 und NLS-257¢Q22 ausschliel3lich im Zellkern befanden (Abb.3-22
links), Proteinablagerungen waren jedoch nicht zu beobachten. In NLS-257cQ71-
exprimierenden Zellen fanden sich genauso wie in 257cQ71-exprimierenden Zellen
Einschlisse im Nukleus.
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Im Filtertest wurden keine deutlichen Unterschiede zwischen der SDS-resistenten fibrillaren
Aggregation der NLS-AT3-Proteine und der entsprechenden Proteine ohne NLS detektiert
(Abb.3-23 a-b). Durch Transport in den Zellkern lieR sich das pathologische
Volllangenprotein (NLS-AT3Q71) also nicht zur Aggregation bringen, was zeigt, dal die
Aggregation von AT3 nicht von der zellularen Lokalisation sondern von der Lange der N-

terminalen Proteinsequenz abhéangig ist.

anti-AT3 DAPI Uberl.  anti-AT3 DAPI Uberlagerung

oz [ RN
AT3Q71 --- --- 257c¢Q71
o CHNNES EREEE -
o I Y
NLS-AT3Q22 n-- - NES-257¢Q22
NLS-AT3Q71 -. - -- NES-257¢Q71
NLS-257cQ22 ---
NLS-257cQ71 -“

Abbildung 3-22: Immunfluoreszenz-Mikroskopie von NLS- und NES-AT3-exprimierenden N2a-Zellen.
Nach transienter Transfektion mit pcDNA3.1-Plasmiden und 24 h Expression wurden die N2a-Zellen fixiert.
AT3-Proteine wurde mit anti-AT3-Antikorper und anti-Kaninchen-FITC, Zellkerne mit DAPI detektiert.

Zur Uberexpression von cytoplasmatischen AT3-Proteinen wurde die 2xNLS-Sequenz
(upstream = N-terminal) der bisher benutzten Konstrukte durch das Kernexportsignal (NES =
LALKLAGLDI) des Proteinkinase Inhibitors Alpha ersetzt. Bei Immunfluoreszenz-
Mikroskopie der transient transfizierten N2a-Zellen zeigte sich tiberwiegend cytoplasmatische
Lokalisation der Proteine  NES-AT3Q22, NES-AT3Q71 und NES-257c¢Q22.
Proteinablagerungen konnten nicht detektiert werden. Das Protein NES-257c¢Q71 aggregierte
uberwiegend im Cytoplasma. Im Gegensatz zu 257c¢Q71 zeigte NES-257cQ71 nur selten
mehrere punktférmige, voneinander getrennte Einschliisse, stattdessen einander beriihrende
Proteinablagerungen (Abb.3-22 rechts).
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Abbildung 3-23: NLS- und NES-Sequenzen beeinflussen die AT3-Aggregation in N2a-Zellen nicht.
a) Quantifizierung der SDS-resistenten Aggregation im Filtertest (anti-myc) mit Lysaten von transient
transfizierten N2a-Zellen (pcDNAS3.1). b) Filtertests (anti-myc) nach 48 h Expression.

Die SDS-resistente Aggregation der NES-AT3-Proteine wurde mit Hilfe von Filtertests
analysiert, wobei sich kein Unterschied in der Aggregationsmenge im Vergleich zu den
entsprechenden Konstrukten ohne Signalsequenz oder mit NLS ergab (Abb.3-23 a-b). Dies
laikt die SchluRfolgerung zu, dall 257¢Q71 im Cytoplasma genauso effizient aggregiert wie im
Nukleus und fir seine Aggregation keine Kernlokalisation notig ist, was die bisher gemachte
Annahme unterstutzt, dal® die Aggregation von AT3 nicht von der zelluldren Lokalisation

sondern von der Lange der N-terminalen Proteinsequenz abhangig ist.

3.5.3 Analyse von Ataxin3-Mutanten des endogenen putativen

Kernlokalisationssignals in Neuroblastomazellen

Die AT3-Sequenz RKRR (282-285), die N-terminal des polyQ-Bereichs liegt, wird als
putatives Kernlokalisationssignal angesehen (PSORT 11 prediction, (Albrecht et al., 2004)).
Da endogenes AT3 und uberexprimiertes AT3Qn sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern
(Daten nicht gezeigt und Abb.3-6), die aggregierten Fragmente von 186cQ71, 221cQ71,
242¢Q71 und 257¢cQ71 jedoch fast ausschliel3lich im Nukleus detektiert wurden, besteht die
Moglichkeit, da die endogene Kernlokalisationssequenz (RKRR) im Vollldngenprotein
maskiert wird, jedoch im Fragment frei zuganglich ist und so den Kerntransport auslost.

Um zu Uberprifen, ob die Sequenz RKRR tatsachlich die Kernlokalisation von 257¢Q71
hervorruft, sollte sie mittels zielgerichteter Mutagenese durch eine andere Sequenz ersetzt
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werden. Ein Austausch von Arginin (R) gegen Glutamin (Q) oder Histidin (H) und von Lysin
(K) gegen Asparagin (N) sollte laut Dayhoff-Mutationsmatrix mdglichst wenige
Strukturverdnderungen bewirken. Da die Sequenz RKRR nur 6 Aminoséuren vom polyQ-
Bereich entfernt ist, wurde R nicht gegen Q sondern gegen H ausgetauscht, was in der
Sequenz HNHH resultierte. Flr die normale AT3-Volllangensequenz wurde die Sequenz
RKRR als NLS vorhergesagt, in der AT3-Volllangensequenz mit der Mutation HNHH wurde
jedoch keine NLS erkannt (PSORT I prediction auf der Seite http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp).
Zelllysate von 257¢Q71- und 257c¢Q71-RKRR>HNHH-exprimierenden N2a-Zellen wurden
hergestellt. Filtertests ergaben gleiche Mengen an SDS-resistenten Aggregaten (Daten nicht
gezeigt). In Western Blot Analysen konnte jedoch ein abweichendes Bandenmuster von
257c¢Q71-RKRR>HNHH im Vergleich zu 257cQ71 festgestellt werden (Abb.3-24a). Ein
Vergleich von NZ2a-Lysaten mit gereinigten, PP-geschnittenen GST-AT3-Proteinen mittels
Western Blot Analyse zeigte, dal verschiedene AT3-Fragmente zusatzlich zur erwarteten
Bande im Gel sowohl schnelleres als auch langsameres Laufverhalten zeigten, was auf
Modifikationen sowie Degradationen hinweist (Abb.3-24c). Zusatzlich zur gemeinsamen
Modifikationsbande von 257c¢Q71 und 257c¢Q71-RKRR>HNHH weist letzteres noch eine
weitere Bande bei einer grélieren Molekilmasse auf, tber die jedoch keine weitere Aussage
gemacht werden kann.

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde die Lokalisation von 257¢Q71- und 257¢cQ71-
RKRR>HNHH-Einschlissen in N2a-Zellen untersucht. Dabei wurden Zellen den drei
Kategorien (1. Gberwiegend nukledre Aggregate, 2. uberwiegend cytoplasmatische Aggregate
oder 3. Aggregate gleichermalen in Cytoplasma und Nukleus) zugeordnet und gezahlt. Der
prozentuale Anteil der Zellen in diesen drei Kategorien wurde berechnet. In der Lokalisation
von 257¢Q71- und 257cQ71-RKRR>HNHH-Aggregaten war kein deutlicher Unterschied zu
beobachten (Abb.3-24b links). Da die Histidine in der Sequenz HNHH ebenfalls basisch sind
und somit noch 3 von 4 basischen Aminoséauren vorlagen, ware dieser geringe Effekt auf die
Lokalisation der Aggregate durch die Wahl der Mutation denkbar.

Um diese Frage ndher zu untersuchen, wurde die Sequenz RKRR im 71Q-Fragment deletiert
(257cQ71-ARKRR). Ein Vergleich der Aggregationsmenge von 257cQ71-ARKRR mit
257¢Q71 im Filtertest ergab, daB die SDS-resistente Aggregation nicht durch die Deletion der
Sequenz RKRR beeinfluBt wurde (Daten nicht gezeigt). Fir 257cQ71-ARKRR wurde in
Western Blot Analysen ein abweichendes Bandenmuster im Vergleich zu 257cQ71
festgestellt (Abb.3-24a), das dem von 257cQ71-HNHH entsprach. Somit kann eine
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spezifische Modifikation der Sequenz HNHH als Ursache der Entstehung der zuséatzlichen

Bande bei ~45kDa ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3-24: RKRR-Mutationen beeinflussen die Lokalisation von Aggregaten in N2a-Zellen nicht.

a) N2a-Zellen wurden transient transfiziert mit pcDNA3.1-257¢Q71, 257¢Q71-(RKRR>HNHH) oder 257cQ71-
ARKRR. Western Blot Analysen (anti-polyQ) nach 24 h Expression. b) Lokalisierung der zelluléren
EinschluBkorperchen mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie. AT3-Proteine wurde mit anti-myc-Antikorper und
anti-Maus-FITC detektiert. Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt. Zellen (~70 pro Konstrukt) wurden zu den
Kategorien 1. (Uberwiegend nukledre Einschlisse), 2. (liberwiegend cytoplasmatische Einschliisse) oder 3.
(Einschliisse in Kern und Cytoplasma) zugeordnet und gezahlt. Die prozentuale Verteilung wurde berechnet. c)
Western Blot Analyse (anti-polyQ) mit N2a-Zelllysaten und gereinigten, PP-geschnittenen GST-AT3-Proteinen.

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden N2a-Zellen, die EinschluBkorperchen
zeigten, wiederum den drei Kategorien zugeordnet (1. Uberwiegend nukledre Aggregate, 2.
Uberwiegend cytoplasmatische Aggregate oder 3. Aggregate gleichermalien in Cytoplasma
und Nukleus) und gezéhlt. Dabei wurden in diesem Versuch weniger nukledre 257¢Q71-
Aggregate detektiert als in vorherigen Experimenten (vergleiche Abb.3-24b links und rechts).
Auch die Deletion der RKRR-Sequenz verursachte keine Anderung in der Lokalisation der
Proteinablagerungen (Abb.3-24b rechts). Somit ist davon auszugehen, dal} es sich bei der
RKRR-Sequenz nicht um ein Kernlokalisationssignal handelt, sondern dal} der Transport in
den Zellkern durch eine andere Sequenz oder durch Diffusion hervorgerufen wird.
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3.6 Einflull der proteolytischen  Ataxin3-Spaltung auf das
Aggregationsverhalten

Wie bereits in Filtertests mit gereinigten GST-AT3-Proteinen in vitro sowie in Hefe und in
Zellkultur (Kapitel 3.1) festgestellt wurde, zeigen die Volllangen-AT3-Proteine eine sehr
geringe Neigung zur Aggregation. Mit der Expression von AT3 im menschlichen Gehirn als
Volllangenprotein konnte der Krankheitsbeginn im fortgeschrittenen Alter durch die
verzogerte proteolytische Spaltung des Vollldngenproteins zum polyQ-enthaltenden Fragment
erklart werden. Somit ware die Proteolyse der Ausléser der Erkrankung, da erst durch sie die
verénderten Eigenschaften des ,toxischen Fragments“ und letztendlich die Aggregation

hervorgerufen wirden (siehe 1.3 und 1.4).

3.6.1 Aggregation von pathologischem Volllangen-Ataxin3 in N2a-Zellen

In Western Blot Analysen mit N2a-Lysaten von AT3Q22- bzw. AT3Q71-exprimierenden
Zellen zeigte sich ein Muster von Abbaubanden, die sich in der Pellet-Fraktion (20.000xg-
Zentrifugation) anreichern lieRen (Abb.3-25a links). In AT3Q71-exprimierenden N2a-Zellen
lieBen sich 72 h nach Transfektion polyQ-enthaltende Fragmente detektieren, die in SDS-
PAGE bei etwa 30 kDa liefen und somit kleiner als das aggregationskompetente 257cQ71-
Fragment (~32 kDa) waren (Abb.3-25a rechts). Filtertests mit AT3Q71 und 257cQ71 zeigten,
dal? mit zunehmender Expressionszeit des Volllangenproteins dessen Aggregation zunahm
(Abb.3-25b). Eine Quantifizierung der Filtertests ergab, daf AT3Q71 zu 5-10% im Vergleich
zu 257cQ71 aggregierte (Abb.3-25f). Auszéhlungen mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie
lieferten ein ahnliches Ergebnis. Es wurden mehrere punktférmige Proteinablagerungen bei 5-
10% der AT3Q71-exprimierenden N2a-Zellen detektiert. Von allen 257cQ71-exprimierenden
N2a-Zellen zeigten ~90% Einschlisse (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich zu der Reaktion mit
anti-myc-Antikorper lielen sich die Aggregate von AT3Q71 im Filtertest sowie in
Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit anti-FLAG-Antikorper detektieren, was auf ein
Vorhandensein des Volllangenproteins mit N-terminalem FLAG-Epitop hinweist (Daten nicht
gezeigt und Abb.3-25d).

Um die Zusammensetzung der AT3Q71-Aggregate zu analysieren, wurden SDS-resistente
Aggregate in den Zelllysaten pelletiert und anschlieBend mit Ameisenséure aufgeldst. Als
Kontrolle wurden aufgeloste Aggregate von 221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71-

exprimierenden Zellen benutzt. In Western Blot Analysen mit anti-AT3- und anti-polyQ-
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Antikorpern zeigte sich, daR die AT3Q71-Aggregate aus Volllangenprotein und mehreren
polyQ-enthaltenden AT3-Fragmenten bestanden (Abb.3-25c).

Die bei 30-50 kDa detektierten Fragmente wurden wiederholt in voneinander unabhéngigen
Experimenten beobachtet, was auf eine spezifische Spaltung des Vollldngen-AT3 in N2a-
Zellen hindeutet. Die kleinsten Fragmente besalien exakt dieselbe Grofie wie die exprimierten
257cQ71-Fragmente. Die aufgelosten Aggregate der 221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71-
exprimierenden Zellen zeigten Banden in der erwarteten GroRe, die in der Reihenfolge
221cQ71 bis 257¢Q71 in ihrer GroRe abnahmen, zusétzlich jedoch auch kleinere Fragmente,
die auf eine proteolytische Spaltung dieser Proteine hinweisen (Abb.3-25c, siehe Abb.3-5b).
Ein Test auf Rekrutierung von anderen zelluléren Proteinen wie Glycerin-Aldehyd-Phosphat-
Dehydrogenase (anti-GAP-DH) ergab kein Signal in der Western Blot Analyse (Daten nicht
gezeigt), was darauf hinweist, dall dieses in der Zelle hochkonzentrierte Protein nicht
koaggregierte oder bei der Ultrazentrifugation pelletiert wurde.

Die gezeigten experimentellen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dall das AT3Q71-
Volllangenprotein von einer bislang unbekannten Protease geschnitten wird, und die dabei
entstandenen polyQ-Fragmente beginnen zu aggregieren. Mit stattfindender Aggregation wird
eine Koaggregation des ungespaltenen AT3Q71 moglich (siehe Abb.3-19).

Um letztendlich einen Zusammenhang zwischen proteolytischer Spaltung und Aggregation zu
beweisen, wurde in Kooperation mit Peter Breuer und Nikolay Tzvetkov ein AT3Q71T-
Konstrukt hergestellt, welches aus der AT3-Volllangensequenz mit 71Q und einer zwischen
den Aminoséuren 260 und 261 eingefiigten TEV (tobacco etch virus)-Protease-Schnittstelle
(Sequenz ENLYFQG) besteht. Ein entsprechendes Konstrukt mit 22Q wurde ebenfalls
kloniert. Die AT3Q22T- und AT3Q71T-Proteine wurden zusammen mit der TEV-Protease in
NZ2a-Zellen exprimiert.

In Western Blot Analysen wurde eine vollstdndige Spaltung von AT3Q22T und AT3Q71T
detektiert, die bisher benutzten Proteine AT3Q22 und AT3Q71 (ohne TEV-Schnittstelle)
wurden jedoch nicht gespalten (Abb.3-25e), was zeigt, dall die TEV-Protease die TEV-
Schnittstelle effizient und spezifisch schneidet. Mit dieser Methode wurde also in den Zellen
ein ~261cQ71-Fragment durch proteolytische Spaltung des Volllangenproteins generiert. Zur
Bestimmung der SDS-resistenten Aggregation wurden Zelllysate von NZ2a-Zellen, die
AT3Q71, AT3Q71T bzw. 257cQ71 mit der TEV-Protease koexprimiert hatten, in Filtertests
eingesetzt. Eine Quantifizierung ergab, dall AT3Q71T (bei Koexpression mit TEV-Protease)
annahernd die gleiche Aggregation wie 257cQ71 zeigte, wohingegen AT3Q71 zu 5-10% im
Vergleich zu 257cQ71 aggregierte (Abb.3-25f). Zusammenfassend kann man also feststellen,
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dal eine intrazelluldare proteolytische Spaltung von AT3-Volllangenprotein  mit
pathologischem polyQ-Bereich in einer Aggregation der generierten polyQ-Fragmente

resultiert, was die toxic fragment-Hypothese (siehe 1.3.1) unterstitzt.
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Abbildung 3-25: Proteolytische Spaltung von AT3Q71 resultiert in N2a-Zellen in Aggregation.

a) Links: N2a-Zelllysate (60 h Expression) wurden fir 1 h bei 20.000xg zentrifugiert. Western Blot Analyse
(anti-AT3) mit Uberstand-Fraktionen und 4-facher Menge der resuspendierten Pellet-Fraktionen. Die endogene
Maus-AT3-Bande ist mit einem Pfeil markiert. Rechts: Western Blot Analyse (anti-polyQ) mit N2a-Lysaten. b)
SDS-resistente Aggregation im Filtertest (anti-myc) von NZ2a-Lysaten 24-72 h nach Transfektion. ¢) SDS-
resistente Aggregate in N2a-Lysaten (nach 60 h Expression) wurden fir 1 h bei 400.000xg pelletiert und mit
Ameisenséure aufgeldst. Western Blot Analysen (anti-AT3/-polyQ). d) SDS-resistente Aggregation im Filtertest
(anti-FLAG). e) N2a-Zellen wurden mit Plasmiden fur die genannten Konstrukte (bisheriges AT3Qn oder
AT3QnT = AT3Qn mit TEV-Schnittstelle an Position 260) mit oder ohne TEV-Protease-Plasmid (siehe 2.7.3)
transfiziert. Western Blot Analyse nach 48 h Koexpression (anti-AT3). Der Pfeil markiert die Maus-AT3-Bande.
f) Die genannten Proteine wurden zusammen mit der TEV-Protease fiir 72 h koexprimiert. Es folgte eine
Quantifizierung der SDS-resistenten Aggregate im Filtertest (anti-myc), wobei die Aggregation von 257¢Q71 als
100% gesetzt wurde.
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3.6.2 Einfluld von Staurosporin auf die Ataxin3-Spaltung in Saugetierzellen

Da es Hinweise auf die Spaltung von polyQ-Proteinen durch Caspasen gibt (siehe 1.3.3),
wurde der Effekt von Staurosporin auf die AT3-Spaltung in Zellkultur untersucht.
Staurosporin aus Streptomyces sp. ist ein zellpermeabler Inhibitor von Proteinkinasen, fuhrt
zu einem Zellzyklusarrest am Gi-Kontrollpunkt (checkpoint) und induziert programmierten
Zelltod (Apoptose) via Caspase-Aktivierung. Die Zugabe von Staurosporin zum Medium
induzierte bzw. verstéarkte die Fragmentierung von AT3Q22 und AT3Q71 (Abb.3-26 a-b). In
Lysaten von AT3Q71-exprimierenden N2a-Zellen konnte in Western Blot Analysen ein
polyQ-enthaltendes Fragment bei etwa 33 kDa detektiert werden, und mit anti-AT3-
Antikorper wurden mehrere Fragmentbanden bei 22, 24, 28, 31, 33 kDa detektiert (Abb.3-
26b). Bei Expression von 257¢Q71 wurde eine Doppelbande bei 30 kDa beobachtet. Es stellte
sich daher die Frage, ob das etwa 3 kDa grol3ere polyQ-Fragment aggregationskompetent ist.
In Filtertests mit verschiedenen Antikorpern (anti-myc, anti-AT3, anti-polyQ) zeigte sich
keine verstarkte Aggregation von AT3Q71 bei Staurosporin-Behandlung (Daten nicht
gezeigt). Griinde dafur konnten die fir die Aggregation zu kurze Zeitspanne von 3 - 14 h (>14
h: Staurosporin toxisch) oder die zu geringe Konzentration des Fragments in der Zelle

gewesen sein.
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Abbildung 3-26: Staurosporin induziert proteolytische Spaltung von Volllangen-AT3 in N2a-Zellen.

a) N2a-Zellen wurde mit pcDNA3.1-AT3Q22 transient transfiziert und mit 1uM Staurosporin fir 5 h inkubiert.
Western Blot Analyse (anti-AT3). Das induzierte Fragment ist mit einem Pfeil markiert. b) AT3Q71-
exprimierende N2a-Zellen wurden fir 0-14 h mit 1uM Staurosporin kultiviert. Western Blot Analysen (anti-
polyQ/-AT3) zusammen mit Lysaten von untransfizierten oder 257cQ71-exprimierenden Zellen. Pfeile
markieren die durch Staurosporin-induzierten AT3-Fragmente. c) Western Blot Analyse (anti-Caspase-3) mit
Lysaten von untransfizierten oder AT3Q71-transfizierten Zellen, die fir 0-3 h mit 1uM Staurosporin kultiviert
wurden.
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Caspasen aktivieren sich gegenseitig durch proteolytische Spaltung, wobei ein Schnitt die
Prodoméane (N-Peptid) entfernt, und ein zweiter Schnitt die groRe und kleine Caspase-
Untereinheit voneinander trennt. Caspase-3 steht am Ende dieser Aktivierungskaskade, ist fur
die meisten apoptotischen Effekte verantwortlich und sollte letztendlich aktiviert werden,
unabhédngig davon, wo die Kaskade ihren Ursprung nahm (siehe 1.3.3). Western Blot
Analysen sollten zeigen, ob in Staurosporin-behandelten N2a-Zellen eine Aktivierung der
Caspase-3 stattfand, wobei die Procaspase zu p20, p17 und p11-Fragmenten gespalten wirde.
Eine Aktivierung der Caspase-3 bei Staurosporin-Behandlung wurde bestétigt, da die
Procaspase (32 kDa) sowie das pl7-Fragment (17 kDa) detektiert werden konnten (Abb.3-
26c, 3-27a). Die Expression von AT3Q71 oder 257cQ71 ohne Staurosporin-Zugabe fiihrte
jedoch nicht zur Caspase-3 Aktivierung (Abb.3-26¢c und Daten nicht gezeigt), was darauf
hindeutet, dal? die Expression eines aggregierenden Proteins mit pathologischem polyQ-
Bereich nicht ausreicht, um Toxizitat und Apoptose in N2a-Zellen zu induzieren.
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Abbildung 3-27: Staurosporin induziert Fragmentierung von endogenem AT3 in N2a- und COS-7-Zellen.
a) Untransfizierte N2a-Zellen wurden mit 1uM Staurosporin fur 0-17 h kultiviert. Western Blot Analyse (anti-
Caspase-3). b) Untransfizierte Zellen verschiedener Zelllinien wurden mit 1uM Staurosporin fiir 6 h inkubiert.
(N2a-Zellen fiir 3 bzw. 6 h). Western Blot Analysen (anti-AT3).

Der Effekt von Staurosporin auf die Spaltung von endogenem AT3 wurde auBer in Maus-
Neuroblastomazellen (N2a) in Maus-Fibroblasten (NIH3T3), humanen Nierenzellen
(HEK293T), humanen Cervixkarzinomazellen (HelLa), epithelialen Affenzellen (COS-7)
sowie in Hamster-Ovarzellen (CHO E36) untersucht. N2a-Zellextrakte zeigten ein 24 kDa-
Fragment des Maus-Ataxins mit schwachem Signal (Abb.3-27b). Nur in COS-7-Zellen zeigte
sich eine deutliche Spaltung von AT3 (Abb.3-27b), was ebenfalls von anderen Autoren

festgestellt wurde (Berke et al., 2004). In HeLa-Zellen war nur in wenigen Experimenten ein
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Fragment erkennbar. Eine Aktivierung der Caspase-3 bei Staurosporin-Behandlung konnte

aufler in N2a in COS-7 und HeLa-Zellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

3.6.3 Proteolytische Spaltung von Ataxin3 in vitro mit zellularen Lysaten

Da Fragmente von AT3Q71 in unbehandelten N2a-Zellen detektiert werden konnten (Abb.3-
5b, 3-25a), ist davon auszugehen, dal® auch ohne Caspase-Aktivierung eine oder mehrere
AT3-schneidende Proteasen aktiv waren bzw. unter diesen Bedingungen exprimiert wurden.
Um Hinweise auf diese Proteasen zu erhalten, wurden in vitro-Experimente mit postnukleéren
Uberstanden durchgefiithrt, die durch Aufquellen von N2a-Zellen in Saccharose und
ZellaufschluB® im Homogenisator erhalten wurden. Die Zellkerne wurden abgetrennt, die
Membranbestandteile waren jedoch noch enthalten und wurden durch 250mM Saccharose
stabilisiert. Somit sollten sich im postnuklearen Uberstand vorwiegend cytoplasmatische
Proteine befinden und Proteasen aus anderen Kompartimenten wie z.B. den Lysosomen
sollten weitgehend innerhalb der Membranvesikel separiert bleiben.

Jeweils 100pg N2a-postnuklearer Uberstand (frisch hergestellt) wurde mit 50ng PP-
geschnittenem GST-AT3Q22 fiir 1 h bei 30°C inkubiert. In Western Blot Analysen zeigte sich
ein 23 kDa-Fragment, welches nur in Kombination von postnuklearem Uberstand und
humanem AT3Q22 detektiert werden konnte, nicht jedoch bei AT3Q22 allein oder N2a-
postnukledrem Uberstand allein (Abb.3-28a). Ein Test von verschiedenen Bedingungen
zeigte, dal’ die Zugabe von ATP-regenerierendem System oder das Einstellen eines niedrigen
pH-Wertes keinen Einflul} auf die Fragmentierung von AT3 hatten. Die Zugabe von Calcium
jedoch fuhrte zu einer deutlich verstarkten Spaltung von AT3 (Abb.3-28b). In allen
Experimenten konnte eine 29 kDa-Bande detektiert werden, die auch ohne AT3Q22-Zugabe
im N2a-postnuklearen Uberstand auftrat (Abb.3-28c), was folgern 14Rt, daB es sich um ein
Maus-AT3 Fragment handelte bzw. ein Fragment der homologen Josephin-Domane. Als His-
AT3Q22 zum postnukledren Uberstand zugegeben wurde, konnte eine 29 kDa-Bande mit
anti-His-Antikdrper detektiert werden, was fur ein N-terminales Josephin-Fragment spricht
(Daten nicht gezeigt). Mindestens zwei weitere Banden (etwa 20 und 34 kDa) traten nur bei
Zugabe von humanem AT3Q22 zu N2a-postnuklearen Uberstand auf (Abb.3-28c).

Wahrend Calcium-Zugabe wurden verschiedene Inhibitoren getestet, wobei sich zeigte, dal3
der Calpain- und Proteasom-Inhibitor ALLN, Calcium-Chelator EGTA, Cystein- und
Serinprotease-Inhibitor Leupeptin, der Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK sowie der Proteasom-
Inhibitor MG132 die Entstehung der Calcium-abhéangigen 20 und 29 kDa-Banden verhindern
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konnten (Abb.3-29a und Daten nicht gezeigt). Der Cysteinprotease-Inhibitor E-64 fiihrte zu
einer schwachen Inhibition der AT3-Spaltung. Der Aspartylprotease-Inhibitor Pepstatin und
der Serinprotease-Inhibitor Aprotinin hatten keinen Effekt auf den Calcium-abhangigen
Abbau von AT3. Wieder konnte die Calcium-unabhéngige 23 kDa-Bande detektiert werden,
die bei keinem der verschiedenen Inhibitoren vollstandig verschwand (Abb.3-29a), weshalb
eine Aussage Uber diese unbekannte Protease schwer fallt. Die Auswertung der Inhibitor-
Experimente fur die Calcium-abhangige Protease deutet auf Calpaine als AT3-schneidende
Protease. Calpaine sind cytoplasmatische Cysteinproteasen, die sich von ALLN und
Leupeptin, jedoch auch von MG132 (Lee and Goldberg, 1998) und Z-VAD-FMK hemmen
lassen (Waterhouse et al., 1998).
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Abbildung 3-28: Proteolytische Spaltung von AT3Q22 mit N2a-postnukledrem Uberstand in vitro.

a) PP-geschnittenes GST-AT3Q22 (50ng) wurde allein oder mit postnukledrem Uberstand (100ug) fir 1 h bei
30°C inkubiert. Ebenso postnukledrer Uberstand allein. Western Blot Analyse (anti-AT3). b) PP-geschnittenes
GST-AT3Q22 wurde mit N2a-postnukledrem Uberstand und Protease-Inhibitor-Mischung (Complete), CaCl,,
MgCl,, ATP-regenerierendem System oder bei einem pH-Wert von 3 fur 1 h bei 30°C inkubiert. Western Blot
Analyse (anti-AT3). ¢) N2a-postnuklearer Uberstand wurde mit und ohne PP-geschnittenem GST-AT3Q22,
wenn angeben mit CaCl, und EGTA, inkubiert. Western Blot Analyse (anti-AT3). Pfeile markieren die AT3-
Fragmente, die durch eine Calcium-abhé&ngige Protease generiert wurden.

Da Calpaine cytoplasmatische Proteasen sind, wurden Fraktionierungen des postnukledren
Uberstandes vorgenommen und auf deren proteolytische Aktivitat untersucht. Dabei geht man
davon aus, dall Zellkerne bei 1.000xg, Mitochondrien sowie die Mehrheit der
Cytoplasmamembran bei 10.000xg und alle weiteren Membranbestandteile (ER, Golgi,

Lysosomen) bei 100.000xg pelletiert werden (Graham and Sandall, 1979). Eine Calcium-
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abhangige AT3-Spaltung konnte in allen drei Uberstanden (1.000xg, 10.000xg, 100.000xg)
nachgewiesen werden (Abb.3-29b). Dies fuhrt zur Schlu3folgerung, dall es sich um eine
cytoplasmatische Protease handelte, was als ein weiterer Hinweis auf Calpaine angesehen

werden kann.
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Abbildung 3-29: Calcium-abhangige Spaltung von AT3Q22 in N2a-postnukleirem Uberstand in vitro.

a) PP-geschnittenes GST-AT3Q22 (50ng) wurde allein oder mit postnukledrem Uberstand (100ug) fiir 1 h bei
30°C inkubiert. Ebenso postnukledrer Uberstand allein. Wenn angegeben wurden CaCl,, der Calcium-Chelator
EGTA oder verschiedene Protease-Inhibitoren wie Leupeptin, Aprotinin und Pepstatin zugegeben. Western Blot
Analyse (anti-AT3). b) PP-geschnittenes GST-AT3Q22 wurde allein oder mit postnuklearem Uberstand
(=1.000xg-U), N2a-10.000xg-Uberstand oder N2a-100.000xg-Uberstand fiir 1 h, wenn angegeben mit CaCl, und
ALLN, inkubiert. Western Blot Analyse (anti-AT3).

Um die Beteiligung von Caspasen an der AT3-Fragmentierung zu untersuchen, wurden
HEK293T-Lysate zur in vitro-Caspase-Aktivierung hergestellt (Bartke et al., 2004). Durch
Zugabe von Cytochrom C und dATP zum 16.000xg-Uberstand konnten Caspasen aktiviert
werden, was durch Western Blot Analysen mit anti-Caspase3-Antikorper bestatigt wurde (17
kDa-Fragment, Abb.3-30a). Der generelle Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK konnte die
Caspase-Aktivierung unterdriicken (Abb.3-30a). Bei Experimenten mit HEK293T-Lysaten
wurde kein gereinigtes GST-AT3Q22 zugegeben, da es sich um humane Zellen handelte, die
endogenes AT3 exprimierten. Um die Fragmentierung von endogenem humanem AT3 zu
untersuchen, wurde dieselbe Western Blot-Membran mit anti-AT3-Antikorper behandelt. Es
konnten drei Fragmente bei 22, 27 und 30 kDa detektiert werden, die bei Zugabe von Z-VAD-
FMK nicht auftraten (Abb.3-30a, d). Eine PonceauS-Féarbung der Western Blot-Membranen
vor der Antikorper-Behandlung ergab kein abweichendes Bandenmuster (aufler den
zusétzlichen Cytochrom C-Banden; Daten nicht gezeigt), was vermuten l&i3t, daR nicht alle

zellul&ren Proteine unspezifisch abgebaut wurden. Die Caspase-Inhibitoren Z-DEVD-FMK

101



Ergebnisse

und Ac-YVAD-CHO unterdriickten die proteolytische Spaltung von AT3 sowie von
Procaspase-3 (32 kDa) genauso wie Z-VAD-FMK (Abb.3-30b und Daten nicht gezeigt).
MG132 und ALLN, die zusatzlich zu Cytochrom C und dATP zugegeben wurden, hatten
keinen Effekt im in vitro-Caspase-Aktivierungsassay (Abb.3-30b und Daten nicht gezeigt),
was darauf hindeutet, daR tatsdchlich Caspasen an der AT3-Spaltung beteiligt waren, und

nicht Proteasomen oder Calpaine.
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Abbildung 3-30: Spaltung von endogenem, humanem AT3 bei in vitro-Caspase-Aktivierung oder Calcium-
Zugabe zu HEK?293T-Lysaten in vitro.

a) HEK293T-Lysat wurde mit Cytochrom C und dATP mit oder ohne Zugabe des Caspase-Inhibitors Z-VAD-
FMK fir 1 h bei 30°C inkubiert. Western Blot Analyse (anti-AT3) und mit derselben Membran (anti-Caspase-3).
b) HEK293T-Lysat wurde mit Cytochrom C und dATP und, wenn angegeben, mit den Caspase-Inhibitoren Z-
VAD-FMK, Z-DEVD-FMK und Ac-YVAD-CHO oder dem Proteasom-Inhibitor MG132 fur 1 h bei 30°C
inkubiert. Western Blot Analyse (anti-AT3). c) Inkubation von HEK?293T-Lysat mit Protease-Inhibitor-
Mischung (Complete), CaCl, oder ALLN. Western Blot Analyse (anti-AT3). d) Kombinierte Zugabe von
Cytochrom C, dATP und CaCl, zum HEK293T-Lysat. Western Blot Analyse (anti-AT3).

Pfeile markieren die AT3-Fragmente, die bei CaCl,-Zugabe entstanden.

Eine AT3-Fragmentierung nach Calcium-Zugabe wurde ebenfalls mit HEK293T-Lysaten
(16.000xg-Uberstand) untersucht. Die Expression von endogenem Calpain | in HEK293T-
Zellen wurde bereits experimentell bestétigt (Guttmann et al., 2002). In Western Blot
Analysen wurden Calcium-induzierte schwache 38 und 21 kDa-Banden sowie eine deutliche
AT3-Bande von etwa 32 kDa detektiert (Abb.3-30 c-d), die bei Zugabe von ALLN, EGTA
und Leupeptin nicht beobachtet wurden (Abb.3-30c und Daten nicht gezeigt). Z-VAD-FMK
und MG132 hemmten diese Calcium-abhangige Spaltung von AT3 ebenfalls (siehe oben).
Pepstatin und Aprotinin konnten die Entstehung der AT3-Fragmente jedoch nicht verhindern
(Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Inhibitor-Experimente zusétzlich zur Calcium-

Abhangigkeit deuten, wie bei den N2a-postnuklearen Uberstanden, auf Calpaine als AT3-
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schneidende Proteasen in den HEK293T-Lysaten hin. Eine Spaltung der Procaspase-3 zum
aktiven 17 kDa-Fragment fand bei Calcium-Zugabe nicht statt (Daten nicht gezeigt). Durch
die Ubereinstimmung der Inhibitor-Studien von N2a-postnuklearen Uberstanden (plus
gereinigtem AT3Q22) und HEK?293T-Lysaten (endogenes, humanes AT3) kann man mit
groRer Wahrscheinlichkeit von derselben Calcium-abhéngigen Protease in humanen und in
Maus-Zellen ausgehen.

Da in HEK293T-Lysaten bei Calcium-Zugabe andere AT3-Fragmente entstanden als durch
die in vitro-Caspase-Aktivierung (Abb.3-30d), kann man schluRfolgern, dafl humanes
endogenes AT3 in vitro sowohl von Caspasen als auch von den postulierten Calpainen

geschnitten werden kann, und dal? es sich um unterschiedliche Schnittstellen handeln muR.

3.6.4 Auswirkungen von lonomycin auf die Ataxin3-Spaltung in Sdugetierzellen

Da die in vitro-Experimente mit N2a-postnuklearem Uberstand und HEK293T-Lysaten
Hinweise auf Calpaine als AT3-schneidende Proteasen geliefert hatten (Abb.3-28, 3-29, 3-
30), sollte nun die Calpain-abhangige Fragmentierung in Zellkultur untersucht werden. Erste
Experimente wurden mit Thapsigargin durchgefiihrt, welches ein Inhibitor der ER-Ca*-
ATPase ist und ER-StreR sowie eine erhdhte cytoplasmatische Ca**-Konzentration induziert.
Eine Erhdhung der Ca?*-Konzentration im Cytoplasma sollte in einer Aktivierung von
Calpainen resultieren. Mit verschiedenen Thapsigargin-Konzentrationen (10nM — 10uM) im
Kulturmedium und unterschiedlichen Inkubationszeiten (1 — 24 h) wurde in Western Blot
Analysen kein Effekt auf die AT3-Fragmentierung (AT3Q22 oder AT3Q71) festgestellt.
Auch die Kombination von Thapsigargin mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 oder dem
lysosomalen Inhibitor Ammoniumchlorid, welche AT3-Fragmente in den Zellen stabilisieren
sollten, brachte keinen Effekt. Zusétzlich zu den N2a-Zellen wurden NIH-3T3, HEK293T,
HelLa, COS-7 sowie CHO E36-Zellen untersucht, wobei kein EinfluB von Thapsigargin auf
die Fragmentierung von endogenem AT3 festgestellt wurde (Daten nicht gezeigt).

In weiteren Experimenten wurde das Polyether-Antibiotikum lonomycin aus Streptomyces
conglobatus eingesetzt. lonomycin extrahiert divalente Kationen aus einer walrigen Phase
hinein in eine andere (Uber eine organische Phase hinweg). Bei einem pH von 7 — 9,5 bindet
lonomycin Ca®" wesentlich effektiver als Mg?* (Liu and Hermann, 1978). Somit wirkt
lonomycin als lonophor (ion carrier) und transportiert bei einer erhéhten Ca**-Konzentration
im Medium Ca?*-lonen tiber die Zellmembran in das Cytoplasma der Zelle hinein. Dies sollte

genauso wie Thapsigargin zu einer Aktivierung von Calpainen flhren.
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In Western Blot Analysen wurde bei humanen Neuroblastomazellen (SH-SY5Y) eine
Fragmentierung des endogenen AT3 nach einer Inkubation der Zellen mit lonomycin und
CaCl, festgestellt (Abb.3-31 a-b). SH-SY5Y-Zellen, die mit AT3Q71 transfiziert worden
waren, zeigten dasselbe (endogene) sowie ein weiteres lonomycin-induziertes Fragment
(wahrscheinlich von AT3Q71 abstammend), das mit zunehmender lonomycin-Konzentration
verstarkt wurde (Abb.3-31 a-b). In N2a-Zellen konnte ebenfalls eine lonomycin-induzierte

Fragmentierung festgestellt werden (Abb.3-34a).
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Abbildung 3-31: Der Calcium-lonophor lonomycin induziert Spaltung von endogenem AT3 und AT3Q71
in SH-SY5Y- und HEK293T-Zellen.

a) Untransfizierte oder mit AT3Q71-transfizierte SH-SY5Y-Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit 0-5uM
lonomycin in OptiMEM und 2mM CacCl, (Yadavalli et al., 2004) fir 1-3 h kultiviert. Western Blot Analyse
(anti-AT3). Pfeile markieren die entstandenen AT3-Fragmente. b) SH-SY5Y-Zellen, 2uM lonomycin fiir 1,5 h
(sonst wie in a). ¢) Untransfizierte oder mit AT3Q71-transfizierte HEK293T-Zellen wurden 24 h nach
Transfektion mit 0-5uM lonomycin fur 1,5-3 h kultiviert. Zusatzlich zu den Zelllysaten wurden mit PP-
inkubierte GST-AT3-Proteine (ungeschnittene GST-Fusionen sowie freie AT3-Monomere) in die Western Blot
Analyse (anti-polyQ) eingesetzt. Pfeile markieren die entstandenen polyQ-Fragmente. d) Zelllysate aus c) und
HEK293T-in vitro-Caspase-Aktivierung (mit Cytochrom C und dATP) wurden in Western Blot Analyse (anti-
Caspase-3) eingesetzt.

In Western Blot Analysen von AT3Q71-exprimierenden HEK293T-Zellen wurden
lonomycin-induzierte polyQ-Fragmente detektiert, die in Lysaten von untransfizierten

lonomycin-behandelten Zellen nicht vorkamen und demnach von AT3Q71 stammen missen
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(Abb.3-31c). Einige dieser Fragmente liefen in der SDS-PAGE bei einer Molekllmasse, die
der des 257cQ71-Proteins entsprach bzw. kleiner war (Abb.3-31c). Es ist daher davon
auszugehen, da die  durch  lonomycin-Behandlung  generierten  Fragmente
aggregationskompetent waren. Western Blot Analysen mit anti-Caspase3-Antikorper zeigten,
dall Caspasen in HEK293T-Zellen bei lonomycin-Behandlung nicht aktiviert wurden, im
Gegensatz zur Positivkontrolle der in vitro-Caspase-Aktivierung mit Cytochrom C und dATP
(Abb.3-31d, siehe Abb.3-30a). In SH-SY5Y-Zellen wurde ebenfalls keine Caspase-
Aktivierung bei lonomycin-Behandlung detektiert (Daten nicht gezeigt).

Da 2uM lonomycin bei einer Behandlung von mehr als 3 h toxisch wirkte, wurden die Zellen
mit geringeren lonomycin-Konzentrationen (0,1-1uM) flr langere Zeitrdume (-24 h) in
OptiMEM + 2mM CacCl;, kultiviert. Ab 24 h wirkte jedoch bereits die alleinige Kultivierung
in OptiMEM toxisch auf die Zellen, da die im Serum vorhandenen Wachstumsfaktoren
fehlten. In Filtertests wurde kein Effekt dieser lonomycin-Behandlungen auf die Aggregation
von AT3Q71 detektiert (Daten nicht gezeigt).

3.6.5 Proteolytische Spaltung von Ataxin3 in vitro mit Calpain Il

Da die in vitro-Experimente mit N2a-postnuklearem Uberstand und HEK293T-Lysaten sowie
die Zellkultur-Experimente mit dem Calcium-lonophor lonomycin Hinweise auf Calpain als
die gesuchte AT3-schneidende Protease ergeben hatten (Abb.3-28 bis 3-31), sollte nun die
Spaltung von gereinigtem AT3 mit gereinigtem Calpain in vitro untersucht werden.
Rekombinantes Ratten-Calpain Il (Calbiochem) wurde in verschiedenen Konzentrationen mit
AT3Q22 inkubiert. Western Blot Analysen zeigten, dall mit zunehmender Calpain II-Menge
die Volllangen-AT3-Bande abnahm und parallel dazu mehrere Fragmentbanden erschienen,
wobei ein 25 kDa-Fragment relativ stabil erschien (Abb.3-32a).

Calpain l1-Ansatze mit His-AT3Q22 bzw. GST-AT3Q22 (PP-geschnitten oder ungeschnitten)
wurden nach SDS-PAGE auf PVDF-Membranen transferiert und diese mit Coomassie gefarbt
(Abb.3-32b). Entstandene Fragmentbanden in der GroéRBe von 13 bis 38 kDa wurden
ausgeschnitten und N-terminal ansequenziert, wobei 11 verschiedene Anfangssequenzen
identifiziert werden konnten (Abb.3-32c). Mehrere Calpain II-Schnittstellen konnten
wiederholt im GST-AT3Q22 und im His-AT3Q22 gefunden werden (N-Termini EDYR,
QQPSG, QPSG und SSRNI jeweils 3x identifiziert). Das relativ stabile 25 kDa-Fragment
wurde in 4 verschiedenen Ansétzen als N-terminales AT3-Fragment identifiziert, was wie in

der limitierten Proteolyse mit Subtilisin und Proteinase K auf einen Verdau des AT3-C-
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Terminus hindeutet (Abb.3-1b). Das Fragment mit der N-terminalen Sequenz M(257)QGSS,
das exakt dem bisher verwendeten, kiirzesten Fragment 257cQn entspricht, wurde einmal
detektiert. Das Fragment mit der N-terminalen Sequenz S(260)SRNI, welches 3 Aminosauren
klrzer ist, wurde dreimal identifiziert, und sollte bei Vorhandensein eines pathologischen
polyQ-Bereichs aggregieren. Die kombinierte Spaltung der Schnittstellen S(260)SRNI und
R(318)DLS resultiert in einem Fragment, das auler dem polyQ-Bereich nur aus 32 weiteren
Aminosauren besteht und stark aggregieren sollte. Somit ist anzunehmen, daf Calpain Il
durch Spaltung des pathologischen Volllangen-AT3 aggregationskompetente Fragmente
generieren kann.
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Abbildung 3-32: Spaltung von gereinigtem AT3 mit gereinigtem Calpain 11 in vitro.

a) Inkubation von His-AT3Q22 alleine oder mit verschiedenen Calpain Il1-Mengen und CaCl, fir 30 min bei
22°C. Ebenso alleinige Inkubation von Calpain Il. Western Blot Analyse (anti-AT3). b) His-AT3Q22 wurde
alleine oder mit verschiedenen Calpain I1-Mengen inkubiert. Nach SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine
PVDF-Membran transferiert (Coomassie-Farbung). c) Die in b) gezeigten AT3-Fragment-Banden sowie die
weiterer Experimente (GST-AT3Q22, mit oder ohne PP, plus Calpain II) wurden aus der Membran
ausgeschnitten und deren Aminotermini mittels Sequenzierung identifiziert. Dargestellt ist die AT3-Sequenz, in
der die Anfangssequenzen der identifizierten Fragmente hervorgehoben sind. Rechts sind die Anfangssequenzen
der Fragmente sowie deren N-terminale Aminosaure aufgelistet.

Um die Spaltung von pathologischem AT3 zu Uberprufen, wurde AT3Q71 mit Calpain 1l
inkubiert. Western Blot Analysen zeigten annéhernd keine polyQ-enthaltenden Fragmente,
stattdessen aber Aggregate in den Taschen des Sammelgels, die bei alleiniger Inkubation von
AT3Q71 bzw. Calpain Il nicht auftraten (Abb.3-33a). Die Analyse der Aggregation mittels
Filtertest (anti-polyQ) zeigte jedoch keine verstérkte Fibrillisation des AT3Q71, was daran

liegen konnte, dal keine geeigneten Bedingungen gefunden wurden, um einerseits eine
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Spaltung in geniigend kleine Fragmente (260cQ71) hervorzurufen, andererseits aber AT3

nicht vollstandig abzubauen.

150 ng AT3Q71 120
a Calpain Il b y
PP 2 il ol
1 1 1 1 . @ 80| :ngn
o
i s 60 | e
—_— - 4 anti- c
polyQ é’, 40 |
Hy]
senrEpTeRTERTEET 7T 0| g 5 20
L_30 > 0
‘ — 20 0 6 12 25 50 100 200
30 5 10 20 30 30 30 d
min Inkubation Calpain Il (ng)
C AT3Q22
Calpain Il + CaCl:
Spur MM IO ] 8

ng Calpain| L1 1100)HOSD3 11 1EkS 1|3 50

34 kDa 100 114 143 179
24 kDa 100 77 186 330
20 kDa 100 95 150 210 165
16 kDa 100 75 60 161 250

- —15
<o {1 bl (D - 0 SRR A - i gl -

Abbildung 3-33: Spaltung von AT3 mit gereinigtem Calpain Il in vitro.

a) Inkubation von PP-geschnittenem GST-AT3Q71 alleine oder mit 12-50ng Calpain Il fiir 5-30 min bei 22°C.
Ebenso alleinige Inkubation von Calpain Il. Western Blot Analyse (anti-polyQ). Pfeile markieren Aggregate in
den Taschen des Sammelgels und Fragmentbanden im Trenngel. b) His-AT3Q22, TBP oder Aktin (150ng)
wurden alleine oder mit verschiedenen Calpain 11-Mengen fir 30 min bei 22°C inkubiert. Mittels Western Blot
Analysen (anti-AT3, anti-TBP, anti-Aktin) wurden die Mengen der ungeschnittenen Volllangenproteine
quantifiziert. ¢) Postnukledrer Uberstand (100ug) wurde allein (Spur 1) oder mit PP-geschnittenem GST-
AT3Q22 (50ng; Spuren 2-8) fiir 1 h bei 30°C inkubiert. Wenn angegeben, wurden CaCl,, der Calpain-Inhibitor
ALLN oder verschiedene Calpain II-Mengen zugegeben. Western Blot Analyse (anti-AT3). Pfeile im Blot
markieren die AT3-Fragmentbanden, welche in den Spuren 3, 5, 6, 7 und 8 quantifiziert wurden. Diese
Quantifizierung ist rechts im Kasten dargestellt, wobei die Bandenintensitaten der Fragmentbanden in Spur 3
(postn.U. + AT3Q22 + CaCl,) jeweils als 100% gesetzt wurden.

Um zu Uberprifen, ob Calpain Il beliebige andere Proteine ebenfalls schneidet und somit als
Protease unspezifisch agiert, wurden gereinigtes Aktin, His-TBP und His-AT3Q22 in
parallelen Ansatzen mit verschiedenen Calpain I1-Konzentrationen inkubiert. Die Menge des

ungeschnittenen Volllangenproteins wurde mittels Western Blot Analysen bestimmt.
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Interessanterweise wurde Aktin nicht von Calpain Il geschnitten (Abb.3-33b), obwohl es als
Substrat fiir Calpaine vorgeschlagen worden war (Villa et al., 1998). TBP jedoch wurde fast
genauso stark abgebaut wie AT3 (Abb.3-33b). Bislang wurde TBP in der Literatur nicht als
Calpain-Substrat beschrieben. Da TBP wie AT3 ein polyQ-Protein ist (siehe Anhang;
Wildtyp-Protein = 38Q) ist die Frage, ob Calpain Il bevorzugt polyQ-Proteine spaltet. Da es
Hinweise auf die Erkennung der Substrate durch Calpaine anhand von strukturellen
Merkmalen gibt (siehe 1.3.4), kdnnte die Konformationen von TBP dessen Spaltung im
Gegensatz zu der von Aktin begunstigt haben.

Da in N2a-postnukledren Uberstanden eine Calcium-abhangige Spaltung des AT3Q22
gefunden wurde (Abb.3-28 und 3-29), sollte nun getestet werden, ob Calpain Il1-Zugabe zu
diesen Ansétzen die erwarteten Fragmentbanden verstarkt. Dies wirde dafur sprechen, daf es
sich um dieselbe Protease handelt oder zumindest um eine Protease, die dieselben
Schnittstellen spaltet. Falls Calpain 11-Zugabe zu zusétzlichen, anderen Fragmentbanden
fihren wirde, wére dies ein Hinweis darauf, dal3 es sich bei der Calcium-abhangigen Protease
im postnuklearen Uberstand nicht um Calpain 11 handelt.

Calcium-Zugabe zu postnuklearem Uberstand und PP-geschnittenem GST-AT3Q22
resultierte in einer deutlichen Calcium-abhéngigen Fragment-Bande bei 29 kDa, sowie
schwécheren Banden bei etwa 16, 20, 24 und 34 kDa (Abb.3-33c). Die Intensitat dieser 16,
20, 24 und 34 kDa-Banden konnten durch steigende Mengen von Calpain Il verstarkt werden
(Abb.3-33c rechts). Als die Signale dieser vier Fragment-Banden in der Spur ohne Calpain I1-
Zugabe (Spur 3 in Abb.3-33c) jeweils auf 100% gesetzt wurden, konnte man bei Zugabe von
5-50 ng Calpain Il eine Verstarkung dieser 16, 20, 24 bzw. 34 kDa-Banden auf 179, 330, 210
bzw. 250% detektieren. Die Zugabe einer sehr geringen Calpain 11-Menge (0,05 ng) hatte
keinen Effekt auf die Signalintensitat dieser Fragment-Banden (114, 77, 95 bzw. 75% im
Vergleich zur Spur 3 in Abb.3-33c). Dieselbe Western Blot-Membran wurde mittels Stripping
vom anti-AT3-Antikorper entfernt und mit anti-Aktin-Antikorper behandelt. Das Aktin-
Volllangenprotein wurde detektiert, jedoch keine Aktin-Fragmente (Daten nicht gezeigt). Die
in Abbildung 3-33c gezeigte Western Blot Analyse deutet demnach auf ein Calpain als die
verantwortliche AT3-schneidende Protease in den in vitro-Experimenten mit Zelllysaten hin.
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3.6.6 Inhibition der Ataxin3-Spaltung und -Aggregation durch Calpeptin und
Calpastatin in Saugetierzellen

Zusétzlich zur Behandlung von Zellen mit lonomycin, welches zu einer Calpain-Aktivierung
fihren sollte (siehe 3.6.4), wurden Experimente mit Calpeptin, einem zellpermeablen
Calpain-Inhibitor durchgefihrt. Es ist bekannt, dal3 Calpeptin die Calpaine I und Il sowie die
Protease Papain inaktiviert. Zunachst wurde getestet, ob Calpeptin den Effekt von lonomycin
aufheben kann. Dazu wurden AT3Q71-exprimierende N2a-Zellen fir 30 min mit Calpeptin
prainkubiert, worauf die Zugabe von lonomycin fir 1,5 h folgte. In Western Blot Analysen
wurde der Abbau von AT3Q71 bzw. das Auftreten von Fragmenten untersucht.

Abbildung 3-34a zeigt, dall die Menge des Volllangenproteins bei lonomycin-Behandlung
abnahm, jedoch durch steigende Konzentrationen von Calpeptin wieder auf das
Ursprungsniveau gebracht werden konnte. AuBerdem wurden bei lonomycin-Zugabe AT3-
Fragmente detektiert, deren Auftreten durch Calpeptin-Zugabe gehemmt werden konnte. Die
gezeigten Daten weisen also darauf hin, dalR Calpeptin die durch lonomycin induzierte
Protease(n) effizient inhibieren kann (Abb.3-34a).

Da lonomycin (2uM) bei einer mehrstiindigen Behandlung toxisch wirkte, wurde anstatt einer
Calpain-Aktivierung eine Calpain-Hemmung tber langere Perioden (-60 h) getestet. N2a-
oder HEK293T-Zellen, die mit AT3Q71 transfiziert worden waren, wurden mit dem Calpain-
Inhibitor Calpeptin (50uM) kultiviert. Western Blot Analysen zeigten in unbehandelten
AT3Q71-exprimierenden HEK293T-Zellen polyQ-Fragmente, die in Calpeptin-behandelten
Zellen in wesentlich geringerer Menge vorkamen (Abb.3-34b). Ein verandertes
Expressionsniveau von AT3Q71 oder eine Caspase-3-Aktivierung wurden in Calpeptin-
behandelten Zellen (50uM, -60 h) nicht detektiert (Abb.3-34b und Daten nicht gezeigt). Zur
Analyse der SDS-resistenten Aggregation wurden Filtertests von AT3Q71-exprimierenden
HEK293T- oder N2a-Zellen durchgefuhrt, in denen bei Calpeptin-Behandlung eine Reduktion
der Aggregation auf ~40% feststellt wurde (Abb.3-34c). Die Reduktion der proteolytischen
AT3-Spaltung entspricht demnach einer Inhibition der SDS-resistenten Aggregation in
Sdugetierzellen. Zusammengefal3t deuten die dargestellen Experimente darauf hin, daR
AT3Q71 von Calpainen, welche endogene Aktivitat zeigen und somit nicht induziert werden
mussen, gespalten wird und die entstehenden polyQ-Fragmente den Aggregationsprozel3
initiieren.

Um die Kultivierung von Zellen mit Substanzen wie Calpeptin im Medium zu vermeiden,
wurde AT3 mit dem Protein Calpastatin, welches ein endogener Calpain-Inhibitor ist,

koexprimiert (siehe 1.3.4). Ein Saugetier-Expressionsvektor mit humaner Calpastatin-cDNA
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wurde mir freundlicherweise von Prof. Glenn C. Telling zur Verfligung gestellt (Yadavalli et
al., 2004), der ihn seinerseits von Prof. Masatoshi Maki erhalten hatte. Dieses Plasmid wurde
bereits zur Transfektion von SMB (Scrapie infected mouse brain)-Zellen verwendet, und es
konnte eine Calpastatin-Expression mittels Western Blot Analysen (anti-Calpastatin) gezeigt
werden (Yadavalli et al., 2004).
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Abbildung 3-34: Inhibition der AT3Q71-Spaltung und -Aggregation durch Calpeptin in Saugerzellen.
a) N2a-Zellen wurden mit pcDNA3.1-AT3Q71 transient transfiziert und 16 h spéter fir 30 min mit Calpeptin
oder DMSO (in OptiMEM und 2mM CacCl,) préinkubiert, worauf die Zugabe von lonomycin oder DMSO fir
1,5 h folgte. Links: Western Blot Analyse (anti-polyQ). Rechts: Western Blot Analyse (anti-AT3). b) HEK293T-
Zellen wurden 3 h nach AT3Q71-Transfektion mit 50uM Calpeptin bzw. DMSO im Medium fir 24, 36 oder 60
h kultiviert, wobei alle 24 h das Medium inklusive Calpeptin erneuert wurde. Western Blot Analyse (anti-
polyQ). c) AT3Q71-exprimierende HEK293T- bzw. N2a-Zellen wurden (wie in b) fiir 60 bzw. 48 h mit 50uM
Calpeptin kultiviert. Detektion der SDS-resistenten Aggregation im Filtertest (anti-myc). Western Blot Analysen
(anti-polyQ) zeigen gleiche AT3Q71-Expression und dienen als Auftragskontrolle.

In einer anderen Studie wurde beobachtet, dal die Transfektion von HEK293T-Zellen mit
einem Kaninchen-Calpastatin-cDNA-Konstrukt in verringerter Calpain-Aktivitadt (Spaltung
des fluorogenen Substrats Suc-LLVY-AMC) resultiert (Guttmann et al., 2002). Mittels
Western Blot Analysen wurde gezeigt, daB HEK293T-Zellen endogenes Calpain | (Guttmann
et al., 2002) und dafll N2a-Zellen endogenes Calpain | und Il exprimieren (Yadavalli et al.,
2004). Daher wurde in den folgenden Experimenten davon ausgegangen, da3 die Transfektion
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von N2a und HEK293T-Zellen mit dem pRKS5-Calpastatin-Konstrukt in einer Calpastatin-
Expression und Calpain-Hemmung resultiert.

N2a- bzw. HEK293T-Zellen wurden mit den Plasmiden pcDNA3.1-AT3Q71 und pRK5-
Calpastatin bzw. pcDNA3.1-lacZ (B-Galaktosidase) transfiziert und fur 24-72 h kultiviert. In
Western Blot Analysen wurde die Fragmentierung von AT3Q71 untersucht. Bei der
Positivkontrolle (B-Galaktosidase) zeigte sich wahrend der Kultivierung von 72 h eine
Akkumulation von polyQ-enthaltenden Fragmenten, die teilweise kleiner als das zum
GroRenvergleich aufgetragene gereinigte 257c¢Q71 (GST-257c¢Q71 + PP) waren. Im
Gegensatz dazu wurden bei Calpastatin-Expression keine AT3-Fragmente detektiert (Abb.3-
35 a-b). Der Vergleich mit AT3Q71-exprimierenden Zellen, die mit 50uM Calpeptin bzw.
DMSO inkubiert worden waren (siehe Abb.3-34b), macht deutlich, daB die Inhibition der
AT3-Spaltung mit dem Protein Calpastatin effizienter war als mit der Chemikalie Calpeptin
(Abb.3-35a). Der EinfluR der Calpastatin-Expression auf die SDS-resistente Aggregation von
AT3Q71 wurde mit Hilfe von Filtertests analysiert, wobei im Vergleich zur B-Galaktosidase-
Kontrolle eine Reduktion auf 0-20 % detektiert wurde (Abb.3-35b). Die Expression des
Calpain-Inhibitor-Proteins Calpastatin resultierte also in einer deutlichen Inhibition der AT3-
Fragmentierung sowie einer starken Hemmung der SDS-resistenten Aggregation in
Saugerzellen.

Obwohl die gereinigten Proteine AT3Q71, 162cQ71 und 186cQ71 in vitro (GST-Fusionen +
PP) gleichermalien keine Aggregation im Filtertest zeigen (Abb.3-2 b-c), aggregieren die
Fragmente 162cQ71 und 186¢cQ71 in Zellen wesentlich stirker als das Volllangenprotein
AT3Q71 (Abb.3-5a und Daten nicht gezeigt). Da auflerdem polyQ-enthaltende Fragmente
von 186¢Q71 in NZ2a-Lysaten detektiert wurden (Abb.3-5b), kann eine zunehmende
Verkirzung der 162cQ71- und 186¢Q71-Fragmente durch proteolytische Spaltung und
anschlieBende Aggregation von Fragmenten, die ann&hernd so grof} wie 257cQ71 sind,
postuliert werden. Wenn man von einer Spaltung dieser Fragmente durch Calpaine ausgeht,
erwartet man eine Inhibition der Aggregation bei Expression des Calpain-Inhibitors
Calpastatin. Im Filtertest wurde bei Calpastatin-Expression eine Reduktion der SDS-
resistenten Aggregation von 162cQ71 und 186¢cQ71 auf ~40% beobachtet (Abb.3-35 c-d).
Dies deutet darauf hin, dall die beiden exprimierten AT3-Fragmente tatsachlich durch
Calpaine proteolytisch verkirzt werden und erst dadurch die Aggregationskompetenz

erhalten. Zusammenfassend kann man feststellen, daB eine Inhibition von Calpainen in N2a-
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Neuroblastomazellen sowie in humanen HEK293T-Zellen in einer Reduktion der Aggregation

von AT3 mit pathologischem polyQ-Bereich resultiert.
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Abbildung 3-35: Inhibition der Spaltung und Aggregation von AT3Q71, 162cQ71 und 186cQ71 durch die
Expression von Calpastatin in Saugerzellen.

a) HEK293T-Zellen wurden mit pcDNA3.1-AT3Q71 und pRKS5-Calpastatin bzw. pcDNA3.1-lacZ (B-
Galaktosidase) transfiziert und fir 24-72 h kultiviert. AT3Q71-transfizierte HEK293T-Zellen wurden fir 24 h
mit 50uM Calpeptin bzw. DMSO im Medium inkubiert. Western Blot Analyse (anti-polyQ) mit Lysaten von
untransfizierten HEK293T-Zellen (Spur 1) sowie gereinigtem, PP-geschnittenem GST-257cQ71 (Spur 10).
Pfeile markieren die AT3-Fragmente, die bei Calpastatin-Expression bzw. Calpeptin-Inkubation nicht auftraten.
b) HEK293T-Zellen wurden (wie in a) transfiziert und fur 72 h kultiviert. Die Membran der Western Blot
Analyse wurde mit PonceauS gefarbt, bevor sie mit anti-polyQ-Antikorper inkubiert wurde (links). Analyse der
SDS-resistenten Aggregation im Filtertest (anti-myc; rechts). ¢) Expression von 162cQ71 und Calpastatin bzw.
B-Galaktosidase fir 60 h in N2a-Zellen. Filtertest (anti-myc). d) Expression von 186¢cQ71 und Calpastatin bzw.
B-Galaktosidase fiir 72 h in N2a-Zellen. Filtertest (anti-myc).
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4. Diskussion

4.1 Aggregationseigenschaften des Ataxin3-Proteins

4.1.1 Gereinigte GST-Ataxin3-Fusionsproteine und die Ataxin3-Expression in
Neuroblastomazellen sind als in vitro- und in vivo-Aggregationsmodelle

geeignet

Aufbauend auf den Ergebnissen von Wanker und Kollegen (Scherzinger et al., 1997) wurde in
der vorliegenden Studie ein in vitro-Aggregationsmodell fir das polyQ-Protein Ataxin3
(AT3) etabliert. Nach Reinigung von rekombinanten GST-AT3-Fusionsproteinen wurde die
AT3-Aggregation durch Abspaltung des GST-Fusionspartners untersucht. Zur Analyse der in
vivo-Aggregation von AT3 wurden Neuroblastomazellen (N2a) herangezogen, in denen die
jeweiligen AT3-Proteine exprimiert wurden. Wahrend in vitro sowie in vivo AT3-Fragmente
mit einem Polyglutaminbereich von 22Q und 43Q keine SDS-resistenten Aggregate bilden,
zeigen AT3-Fragmente mit 71Q SDS-resistente Aggregation (Abb.3-2 a-b, 3-5a). Daher kann
festgestellt werden, dall gereinigte GST-AT3-Fusionsproteine und die AT3-Expression in
Neuroblastomazellen als Modelle fir das Aggregationsverhalten von Ataxin3 im Gehirn
geeignet sind, da 43Q im AT3-Protein zu keiner Bildung von Proteinablagerungen und zu
keiner Erkrankung, 71Q im AT3-Protein jedoch zur Spinozerebellaren Ataxie 3 (SCA3) fihrt
(siehe Tabelle 1-1 in Kapitel 1.1.1). Eine Ubereinstimmung des Schwellenwerts der in vitro-
Aggregation (37-39Q) mit dem der Pathogenese (36-41Q) wurde bereits fiir die Huntington-
Erkrankung (HD) und das Huntingtin (Htt)-Protein gezeigt, was auf eine Beziehung zwischen
Aggregation und Erkrankung hindeutet (Scherzinger et al., 1999).

Die Eigenschaften der in vitro gebildeten AT3-Aggregate entsprechen denen anderer polyQ-
Proteine und dartberhinaus denen anderer amyloider bzw. amyloid-ahnlicher Aggregate
(siehe 1.1.2). Wie bereits flr andere polyQ-Proteine publiziert wurde, sind die Aggregate von
AT3-Fragmenten unter denaturierenden Bedingungen (2% SDS, 6M Harnstoff) stabil (Abb.3-
16) (Scherzinger et al., 1997; Diaz-Hernandez et al., 2004; Schaffar, 2004). Sie zeigen
charakteristische Eigenschaften amyloider Aggregate wie z.B. fibrillare Form (Abb.3-3c) und
eine nukleationsabhdngige Aggregation (Abb.3-2d).
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4.1.2 Untermauerung der toxic fragment-Hypothese: Im Gegensatz zu Ataxin3-
Fragmenten aggregiert Volllangen-Ataxin3 mit pathologischem polyQ-Bereich

kaum

Die toxic fragment-Hypothese besagt, dal die Spaltung der pathologischen polyQ-
Volllangenproteine und damit die Bildung von polyQ-enthaltenden Fragmenten den
Aggregationsproze3 initiiert (siehe 1.3.1 und 1.3.2), welcher mit der Bildung von
Proteinablagerungen und der Pathogenese assoziiert ist (siehe 1.1.3). Um diese Hypothese zu
uberprifen, wurden verschiedene AT3-Deletionsmutanten mit einem pathologischen polyQ-
Bereich von 71 Glutaminen konstruiert (Abb.3-1a). Diese AT3-Fragmente wurden als GST-
AT3-Fusionsproteine gereinigt bzw. in Neuroblastomazellen exprimiert. Die Beobachtungen
zum in vitro-Aggregationsverhalten der gereinigten Proteine (Abb.3-2b) und zum
Aggregationsverhalten in N2a-Zellen (Abb.3-5a, 3-6, 3-25b) unterstiitzen die toxic fragment-
Hypothese, da im Gegensatz zu AT3-Fragmenten mit 71 Glutaminen das AT3Q71-
Volllangenprotein nicht bzw. kaum SDS-resistent aggregiert. In vitro zeigen nur die beiden
klrzesten AT3-Fragmente 242cQ71 und 257cQ71 SDS-resistente Aggregation im Filtertest.
Im Gegensatz dazu aggregieren in N2a-Zellen auch die langeren AT3-Fragmente 186¢cQ71
und 221cQ71. Da eine weitere Verkirzung der exprimierten AT3-Fragmente (186¢cQ71,
221cQ71, 242cQ71 und 257c¢Q71) in Western Blot Analysen von Zelllysaten sowie von
aufgeldsten Aggregaten detektiert wurde (Abb.3-5b, 3-25c¢), und sich auBerdem die 186¢cQ71-
Aggregation deutlich durch die Inhibition von Calpain-Proteasen hemmen laRit (Abb.3-35d),
kann man davon ausgehen, dal? die gleichermalien starke Aggregation dieser vier Konstrukte
(186cQ71, 221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71) in N2a-Zellen durch die proteolytische
Verkurzung der exprimierten Proteine auf die Fragmentgrofie von 257cQ71 ausgeldst wird.
Die in vitro- und in vivo-Daten weisen also darauf hin, dal? das AT3Q71-Volllangenprotein
von einer unbekannten Protease im Bereich 242-257 geschnitten werden muf3, um
Aggregation zu ermoglichen. Das Laufverhalten des 257¢Q71-Fragments in SDS-PAGE und
Western Blot Analysen (~32 kDa; Abb.3-24c) entspricht dem eines in humanen SCA3-
Gehirnen detektierten Fragments (~35 kDa), welches nicht in Lysaten von Kontrollgehirnen
detektiert wurde (Goti et al., 2004).

Im Rahmen dieser Arbeit ergab eine Auszéhlung mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie eine
Bildung von Proteinablagerungen in 5-10% aller AT3Q71-transfizierten NZ2a-Zellen,
wohingegen in ~90% aller 257cQ71-exprimierenden Zellen Einschlulkérperchen detektiert
wurden. Andere Autoren beobachteten Proteinablagerungen in ~1% aller AT3Q79-

transfizierten HelLa- oder neuronal differenzierten PC12-Zellen (Matsumoto et al., 2004;
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Yamamoto et al., 2001). Nukleédre Einschliisse wurden bei AT3Q78-Expression in 1% aller
transfizierten HeLa, COS-7 und HEK293T-Zellen detektiert (Chai et al., 1999b). Auch fur
Ataxin7-Q100 konnte gezeigt werden, dall ein Fragment starker aggregiert als das
Volllangenprotein, wobei Einschlisse in 40% aller HEK293T-Zellen, die das Fragment 1-232
exprimierten, und in 17% aller Zellen, die das Volllangenprotein (1-892) exprimierten,
detektiert wurden (Zander et al., 2001). Das Htt-Q82-Volllangenprotein zeigte nur in 1% aller
transfizierten HEK293T- oder N2a-Zellen Proteinablagerungen, die Q82-Fragmente 1-171
bzw. 1-63 jedoch in 82% bzw. 100% aller transfizierten Zellen (Cooper et al., 1998). Der
Volllangen-AR mit 65Q aggregierte in stabilen NIH 3T3-Zellen selbst nach 2 Wochen nicht,
wohingegen das 65Q-Fragment 1-127 in ~35% aller Zellen Einschlisse zeigte (Cowan et al.,
2003). Daher ist anzunehmen, da nicht nur AT3 sondern auch die anderen polyQ-Proteine

als Volllangenproteine nur geringfugig aggregationskompetent sind.

4.1.3 Bildung von SDS-resistenten Oligomeren und SDS-I8slichen
Aggregationsintermediaten

Eine Untersuchung der SDS-L6slichkeit der gereinigten AT3-Fragmente in vitro zeigte, dal}
die Fragmente 186cQ71 und 221cQ71, die keine Aggregation im Filtertest zeigen (Abb.3-2b),
nur noch geringfligig SDS-16slich sind (Abb.3-3 a-b). Dies legt nahe, dall diese beiden
langeren Fragmente (186cQ71 und 221cQ71), die nicht auf dem Filter detektiert werden,
trotzdem SDS-resistente Aggregate (Oligomere oder dunne Fibrillen) bilden, die nicht mehr
in das SDS-Polyacrylamidgel hineinlaufen koénnen. Die Tatsache, daR einige wenige
Monomere zu SDS-resistenten Oligomeren aggregieren, ist bereits fir das Glutamin- und
Asparagin-reiche Hefe-Prion Sup35 beschrieben, welches SDS-resistente Sup35-Oligomere
(740-4200 kDa) bildet, die nur aus 8 bis 50 Sup35-Monomeren bestehen (Kryndushkin et al.,
2003). Ein Vergleich von in vitro-Koaggregationsstudien mit AT3Q22 weist dariiberhinaus
darauf hin, daB bei 257cQ71 zundchst SDS-l6sliche Aggregationsintermediate gebildet
werden, welche mit zunehmender Inkubationszeit zu SDS-resistenten Koaggregaten
umgewandelt werden (Abb.3-17 a+c), wahrend 186¢Q71 direkt SDS-resistent mit AT3Q22
koaggregiert (Abb.3-17d). Dies deutet auf unterschiedliche Aggregationsmechanismen bei
186¢Q71 und 257¢Q71 hin. Ahnlich dem AT3-Fragment 257¢Q71, wurden bei der AB40-
Aggregation  grole  amorphe  Aggregationsintermediate ~ mittels  Fluoreszenz-
Korrelationsspektroskopie (FCS) detektiert, aus welchen letztendlich Amyloid-beta-Fibrillen
hervorgingen (Tjernberg et al., 1999; Rochet and Lansbury, 2000). Insulin bildet ebenfalls
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Aggregationsintermediate, die zundchst ihre vorwiegend helikale Struktur behalten, bevor sie
in Fibrillen mit pB-Faltblatt-Struktur umgewandelt werden (Jimenez et al., 2002). Da die
Fragmente 186¢Q71, 221cQ71, 242cQ71 und 257cQ71 in vitro gleichermalen SDS-unléslich
aggregieren (Abb.3-3a), stellt sich die Frage, ob ein 186- oder 221-C-terminales Fragment in
vivo zu Toxizitat fiihrt, oder ob eine weitere Verkirzung dieser Fragmente auf die L&nge von
242c oder 257c notig ist, um die SCA3-Erkrankung auszulosen. Die Detektion eines
~220cQ71-Fragments im Gehirn symptomatischer transgener AT3Q71-Mause (siehe 1.3.2)
weist darauf hin, dal’ eine Spaltung von AT3 an Position ~220 genlgt, um Pathogenese zu
induzieren (Goti et al., 2004). Somit muf3 die in 4.1.2 gemachte Hypothese, das AT3Q71-
Volllangenprotein misse im Bereich 242-257 geschnitten werden, um Aggregation zu
ermoglichen, revidiert werden, und es kann festgestellt werden, daR die Spaltung eines
pathologischen AT3-Volllangenproteins im Bereich ~220 genigen konnte, um die

Erkrankung SCAS3 hervorzurufen.

4.1.4 Die zellulare Lokalisation von Ataxin3 hat keinen Einflul auf die
Aggregation in Neuroblastomazellen

Da sich Proteinablagerungen (Einschliisse) des 257cQ71-Fragments tberwiegend im Zellkern
von N2a-Zellen befinden, Volllangen-AT3 jedoch im Nukleus und im Cytoplasma (Abb.3-6),
sollte geklart werden, ob die zelluldre Lokalisation von AT3 einen EinfluR auf dessen
Aggregationsfahigkeit ausiibt. Ein Vergleich des Aggregationsverhaltens von AT3 mit NLS
(Kernlokalisationssignal) oder NES (Kernexportsignal) zeigte weder Unterschiede in der
SDS-resistenten Aggregation noch in der Bildung von zelluldren EinschluBkérperchen in
NZ2a-Zellen (Abb.3-22, 3-23). Der Transport des pathologischen AT3-Volllangenproteins in
den Zellkern hinein (NLS-AT3Q71) resultiert also nicht in Aggregation, und der Transport
des pathologischen AT3-Fragments aus dem Kern hinaus ins Cytoplasma (NES-257c¢Q71)
verhindert dessen Aggregation nicht. Diese Daten deuten darauf hin, dal3 die proteolytische
AT3-Spaltung, und nicht das Vorkommen von AT3 im Nukleus, die Aggregation auslost, und
unterstlitzen somit die toxic fragment-Hypothese.
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415 Die endogene Sequenz RKRR (282-285) dient nicht als
Kernlokalisationssignal

In der Literatur findet man bei Expression unterschiedlicher Htt-Fragmente (mit NLS oder
NES) in Zellkultur verschiedene Resultate in Bezug auf Aggregation und Toxizitat (siehe
3.5). Bei transgenen HD-Madusen zeigte sich kein Unterschied im Phanotyp zwischen Htt-(1-
171)-87Q und NLS-Htt-(1-171)-87Q (Schilling et al., 2004). Interessanterweise findet man im
Ataxinl-Protein genauso wie im AT3-Protein die Sequenz RKRR, die als putatives
Kernlokalisationssignal (NLS) angesehen wird. Die Mutation von K (Lys) zu T (Thr)
resultierte in cytoplasmatischer Ataxinl-Lokalisation sowie Inhibition der Bildung von
Einschlissen und Inhibition der Pathogenese bei transgenen Maé&usen, was auf eine
Kernlokalisation als Voraussetzung fur Aggregation und Pathogenese hinweist (Klement et
al., 1998). Die Tatsache, daR die AT3-Volllangenproteine diffus in der gesamten Zelle und die
257cQ71-Aggregate fast ausschlielich im Zellkern vorkommen (Abb.3-6), weist auf die
Madglichkeit hin, daR die putative Kernlokalisationssequenz RKRR (Position 282-285) im
AT3-Volllangenprotein maskiert wird, jedoch im Fragment frei zuganglich ist und so den
Kerntransport des Fragments auslost. Die Untersuchung von zellularen Einschluf3kdrperchen
bei Expression der Mutanten 257¢Q71-(RKRR>HNHH) und 257cQ71-ARKRR zeigte keine
deutlichen Unterschiede in Bezug auf ihre zelluldre Lokalisation im Vergleich zu 257¢cQ71
(N2a-Zellen, Abb.3-24b). Deshalb kann man davon ausgehen, daR die Sequenz RKRR im
257¢Q71-Fragment nicht als Kernlokalisationsequenz fungiert. Dies steht im Gegensatz zur
RKRR-Sequenz in Ataxinl, da Ataxinl-(RKRR>RTRR) im Cytoplasma und im Nukleus von
COS-1-Zellen detektiert wurde, wohingegen Wildtyp-Ataxinl ausschlieBlich im Nukleus
lokalisiert ist (Klement et al., 1998). Experimente in Kooperation mit Annett Boeddrich und
Erich Wanker (MDC, Berlin) zur Interaktion von AT3 mit p97 (VCP) identifizierten die p97-
Bindungsregion in AT3 bei Position 277-291, wobei sich die RKRR-Sequenz (282-285) als
essenziell herausstellte (siehe 3.3.1). Im Gegensatz zu 257c¢Q71, findet eine Bindung von p97
an 257¢cQ71-(RKRR>HNHH) nicht statt, was auf eine Funktion dieser vier basischen Reste in
der Interaktion mit p97 hindeutet.

4.1.6 Aggregationseigenschaften von Ataxin3in S. cerevisiae

In Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae YPH499) zeigen die Fragmente mit pathologischem
polyQ-Bereich (257cQ71 und 257¢Q87), jedoch auch das 43Q-Fragment 257¢Q43 (Abb.3-4

a-b), SDS-resistente Aggregation, was nicht den in vitro-Resultaten oder der AT3-
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Aggregation in  N2a-Zellen entspricht. Die Fusion mit einer N-terminalen
Kernlokalisationssequenz (NLS) fuhrt dazu, dal die Aggregation in Hefen der in N2a-Zellen
gleicht (Abb.3-21a). Moglicherweise findet in Hefezellen der Kern-Transport von Proteinen
ohne NLS wesentlich ineffizienter statt als in N2a-Zellen, was die Aggregationseigenschaft
der verschiedenen AT3-Fragmente beeinflussen kénnte. Da im Rahmen dieser Arbeit keine
Immunfluoreszenz-mikroskopischen Analysen der Hefezellen durchgefiihrt wurden, kann
keine Aussage Uber die Lokalisation der AT3-Aggregate in Hefezellen gemacht werden. Da in
Hefen, im Gegensatz zu den NZ2a-Lysaten, keine weitere Verkirzung der exprimierten
Fragmente NLS-186¢cQ71 und NLS-242cQ71 auf die GréRe von 257cQ71 detektiert wurde
(Abb.3-21b), steht die beobachtete Aggregation von NLS-186cQ71 im Widerspruch zu der

postulierten proteolytischen Spaltung der langeren 71Q-Fragmente in N2a-Zellen.

4.1.7 Aggregierende Ataxin3-Fragmente induzieren keine Toxizitat in S.

cerevisiae und N2a-Zellen

Im hier untersuchten Hefestamm YPH499 konnte selbst bei langanhaltender Expression des
stark aggregierenden AT3-Fragments 257¢Q87 und unter StreRbedingungen wie erhohter
Temperatur keine verlangsamte Vermehrung der Hefen beobachtet werden, welche auf
polyQ-Toxizitdt hinweisen wirde (Abb.3-4f). Ebenfalls ein nur minimal verringertes
Wachstum zeigte die Expression von Htt-103Q-GFP bzw. Htt-53Q in YPH499, W303 und
JN54 (Krobitsch and Lindquist, 2000; Muchowski et al., 2000). Andere Autoren beschreiben
jedoch einen Wachstumsdefekt durch Htt-103Q-GFP in W303 und JN54, der abhangig vom
Prion-Phénotyp [RNQ*] sein soll (Meriin et al., 2002). Da nicht bekannt ist, ob der in dieser
Doktorarbeit verwendete Stamm YPH499 Hefeprionen besitzt, lassen sich diese
unterschiedlichen experimentellen Resultate nicht weiter diskutieren.

Auch in N2a-Zellen reicht die Expression eines stark aggregierenden AT3-Fragments mit
pathologischem polyQ-Bereich nicht aus, um Toxizitdt zu induzieren. Die Expression von
AT3Q71 und 257cQ71 fuhrt in N2a-Zellen zu keiner Caspase-Aktivierung (Abb.3-26¢ und
Daten nicht gezeigt) im Gegensatz zur Behandlung von N2a-Zellen mit Staurosporin (Abb.3-
27a), welches die Caspase-Kaskade aktiviert und letztendlich in apoptotischem Zelltod
resultiert. In anderen Studien wurde jedoch in COS-7 und HEK293T-Zellen die Induktion von
Apoptose (anhand morphologischer Kriterien und DNS-Fragmentierung) durch Expression
von 290cQ79 oder 280cQ78 beobachtet, nicht aber durch Volllangen-AT3Q78/79 (lkeda et
al., 1996; Paulson et al., 1997b). Die Induktion von nekrotischem Zelltod durch AT3Q70
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wurde in neuronal differenzierten Ratten-CSM14.1-Zellen beobachtet (Evert et al., 1999).
Zusammenfassend kann man sagen, dal3 weitere Experimente zur Untersuchung der AT3-
induzierten Neurodegeneration im menschlichen Gehirn bendtigt werden, da unklar ist, ob
Mechanismen der Apoptose oder der Nekrose in SCA3 und anderen polyQ-Erkrankungen

involviert sind.

4.1.8 Modifikationen und proteolytische Degradation von Ataxin3 in N2a-Zellen

Vergleicht man in Western Blot Analysen die Banden der gereinigten AT3-Proteine (mit PP
geschnittenes GST-AT3) mit den Bandenmustern der in N2a-Zellen exprimierten Proteine,
fallt auf, dal in Zelllysaten zusétzliche AT3-Banden von groRerer und kleinerer
Molekiilmasse detektiert werden (Abb.3-24c und (Shoesmith Berke et al., 2005)), die
wahrscheinlich auf Modifikationen und Degradationen (proteolytische  Spaltung)
zurlickgehen. Die bei AT3-Volllangenprotein beobachteten Doppel- oder Dreifach-Banden
(Abb.3-5b) treten auch auf, wenn AT3 ohne myc- oder FLAG-Epitope exprimiert wird
(AT3Q22 tagless, Daten nicht gezeigt), was darauf hinweist, dal sie nicht durch diese
zusétzlichen Sequenzen hervorgerufen werden. In der AT3-Sequenz existieren mehrere
putative Phosphorylierungsstellen, ein Anhéngen von Phosphatgruppen an AT3 konnte in
unserer Arbeitsgruppe jedoch nicht festgestellt werden (personl. Mitteilung Peter Breuer).
Genauso konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit eine Ubiquitinylierung oder SUMOylierung
(small ubiquitin-like modifier) von AT3-Volllangenprotein und Fragmenten mittels
Immunprazipitation (anti-AT3) und Western Blot Analysen (anti-Ubiquitin, anti-SUMO)
nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Andere Autoren beschreiben jedoch eine
Phosphorylierung (Trottier et al., 1998) und eine oligo-Ubiquitinylierung von AT3 (bei
Expression von HA-Ubiquitin (Shoesmith Berke et al., 2005)). Ubiquitinylierungen oder
SUMOylierungen von anderen polyQ-Proteinen wurden ebenfalls beschrieben (Kalchman et
al., 1996; Ueda et al., 2002; Ross and Poirier, 2004; Steffan et al., 2004; Riley et al., 2005).
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4.2 Toxic fragment-Hypothese: Proteolytische Spaltung von Volllangen-

Ataxin3 als VVorraussetzung fur Aggregation

4.2.1 Detektion von polyQ-enthaltenden Fragmenten in Zelllysaten und
aufgeldosten Aggregaten bei Expression von pathologischem Ataxin3-

Volllangenprotein

Wie bereits diskutiert, wird davon ausgegangen, dal3 globuldre Protein eine nicht-native
Konformation annehmen mussen, um einen Aggregationsnukleus bilden zu kénnen (Chen et
al., 2002b; Schaffar et al., 2004; Wanker, 2000). Diese Strukturdnderung kann das Resultat
von destabilisierenden Mutationen (wie in Lysozym, Transthyretin, Prionprotein, o-
Synuclein, siehe 1.1.3), partieller Denaturierung (in vitro-Amyloid-Bildung von Proteinen, die
nicht in Erkrankungen involviert sind, wie Myoglobin, Insulin etc., siehe 1.1.2) oder
Proteolyse (wie bei Amyloid-beta, siehe 1.3.1) sein (Rochet and Lansbury, 2000). Wie in
4.1.2 bereits besprochen, zeigt das AT3-Volllangenprotein mit pathologischem polyQ-Bereich
im Vergleich zu einem pathologischen AT3-Fragment in vitro und in vivo keine SDS-
resistente, amyloide Aggregation. Bei genauerer Analyse der AT3Q71-Aggregation in N2a-
Zellen wurde jedoch eine geringe, mit zunehmender Zeit ansteigende Aggregation detektiert,
welche 5-10% der Aggregation von 257c¢Q71 betragt (Filtertest: Abb.3-25b). Tatsachlich
findet eine endogene Fragmentierung von Uberexprimiertem AT3Q71 statt, und es zeigen sich
polyQ-enthaltende Fragmente von 30-32 kDa, die sogar etwas Kkleiner als das
aggregationskompetente  257c¢Q71-Fragment (=32 kDa) sind (Abb.3-25a). Ahnliche
Beobachtungen wurden in einer anderen Studie gemacht, deren Autoren bei Expression von
AT3Q68 in COS-7-Zellen ein polyQ-enthaltendes Fragment bei ~35 kDa detektierten (Berke
et al., 2004). Darlberhinaus wurden Aggregate aus AT3Q71-exprimierenden N2a-Zellen mit
Ameisensaure aufgelost, wobei beobachtet wurde, daR diese aus Volllangen-AT3 und
mehreren polyQ-enthaltenden AT3-Fragmenten (32-50 kDa) zusammengesetzt sind (Abb.3-
25c¢). Auch in humanen SCA3-Gehirnen wurde ein 35 kDa-Fragment detektiert, das in
Lysaten von Kontrollgehirnen nicht vorkam (Goti et al., 2004). Zusammenfassend laRt sich
feststellen, dal pathologisches Ataxin3-Volllangenprotein im hier verwendeten in vivo-
Aggregationsmodell von endogenen Proteasen geschnitten wird (Abb.4-1), was mit der
proteolytischen Spaltung von AT3 in SCA3-Gehirnen tbereinstimmt.
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4.2.2 Die induzierte Spaltung von pathologischem Volllangen-Ataxin3 in N2a-
Zellen resultiert in Aggregation

Um die toxic fragment-Hypothese, die die Spaltung von AT3 als Vorraussetzung flr dessen
Aggregation postuliert, zu untermauern, wurde ein AT3-Volllangenprotein mit einer internen
TEV-Schnittstelle konstruiert und zusammen mit TEV-Protease in N2a-Zellen exprimiert. Die
induzierte Spaltung dieses AT3Q71-Volllangenproteins fihrte zu einer deutlichen
Aggregationssteigerung auf etwa dasselbe Niveau, welches bei Expression des Fragments
257¢Q71 erreicht wurde (Abb.3-25 e-f). Diese Daten zeigen somit erstmalig, daR die

proteolytische Spaltung eines pathologischen polyQ-Proteins in dessen Aggregation resultiert.

4.2.3 Ataxin3 wird nicht autoproteolytisch gespalten

Da AT3 zur Familie der Cysteinproteasen gehort (siehe 1.1.4), wurde eine mdgliche
Autoproteolyse von AT3 in vitro untersucht. In Western Blot Analysen wurde kein
Unterschied zwischen einer 1-stindigen Inkubation von AT3 und einer Inkubation mit
Protease-Inhibitoren bzw. CaCl, (siehe unten) detektiert (Daten nicht gezeigt und Abb.3-29a).
Inkubationsansétze von gereinigtem His-AT3Q22 oder His-AT3Q22-C14S (inaktive Mutante
(Burnett et al., 2003)) mit Protease-Inhibitoren oder mit CaCl, zeigten ebenfalls keinen
Unterschied in Western Blot Analysen (Daten nicht gezeigt), was darauf schlieBen l&Rt, daf3
keine AT3-Selbstspaltung stattfindet. Dies stimmt mit der kirzlich gemachten Beobachtung
von Pastore und Mitarbeitern (berein, dal die Josephin-Doméne keine Calcium-aktivierte
Protease ist (Nicastro et al., 2005).

4.2.4 Untersuchungen zur ldentifizierung der Ataxin3-schneidenden Protease

Um Hinweise auf die noch unbekannte, AT3-schneidende Protease(n) zu erhalten, wurden
verschiedene Strategien durchdacht. Als eine mogliche Strategie wurde ein Hefe-Screen mit
Expression von humanen cDNA-Bibliotheken diskutiert. Da man in Hefen alternierende CAA
CAG-Wiederholungen benétigt, um eine Verkirzung des polyQ-Bereichs auf Gen-Ebene zu
verhindern (Michalik et al., 2001; Krobitsch and Lindquist, 2000), wurden AT3-Konstrukte
mit alternierenden CAACAG-Codons (AT3Q87, 257c¢Q87) kloniert. Trotz starker
Aggregation von 257cQ87 fihrt die Expression dieses AT3-Fragments nicht zu Toxizitét, die
in Form von verlangsamtem Wachstum der Hefezellen beobachtet wird (Abb.3-4 b+f),

weshalb der vorgeschlagene genetische Screen nicht durchgefihrt werden konnte. Wenn ein
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starker Wachstumsdefekt bei Expression dieses aggregationsfahigen AT3-Fragments
aufgetreten ware, nicht jedoch bei Expression des Volllangenproteins AT3Q87, hatte man das
Volllangenprotein zusammen mit einer humanen cDNA-Bank exprimieren kdnnen, und hatte
durch Induktion der AT3-Expression ein deutlich geringeres Wachstum der Zellen, die die
gesuchte Protease exprimieren, detektieren missen (Replika-Plattierung). Die Expression
einer cONA-Bank aus Saugerzellen (human oder Maus) wére im beschriebenen Experiment
notig gewesen, da bei Expression von AT3 in Hefezellen keine deutliche Fragmentierung
durch endogene Proteasen detektiert werden konnte (Abb.3-4 c-d), was darauf hinweist, dal}

die AT3-schneidende Protease(n) nur in hoheren Eukaryoten (Sdugerzellen) vorkommt.

Eine Reinigung von AT3Q22-Fragmenten aus N2a-Lysaten mittels Immun-
Affinitatschromatographie (anti-AT3-Antikorper kovalent an ProteinA-Sepharose gebunden)
und anschlieBender N-terminaler Ansequenzierung sollte Informationen Uber die
Schnittstellen in AT3 und damit Gber die verantwortliche Protease (Konsensussequenz bzw.
Préaferenz flr bestimmte Aminosduren) geben. Die Eluate der Reinigungsprozedur zeigten
AT3-Fragmente in Western Blot Analysen (anti-AT3). Die mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Féarbung detektierten Proteine stellten sich jedoch in der Sequenzierung als

Histone oder ribosomale Proteine heraus (Daten nicht gezeigt).

Eine Inkubation von AT3Q71-exprimierenden Zellen mit verschiedenen Protease-Inhibitoren
wurde durchgefiihrt, um Hinweise auf die Proteaseklasse (Cystein-, Serin-, Aspartyl-Protease)
zu erhalten. Mittels Western Blot Analysen wurde untersucht, ob die endogene AT3-
Fragmentierung durch die Protease-Inhibitoren reduziert wird. Nur bei Zugabe von Leupeptin
(Cystein-/Serin-Protease-Inhibitor) zum Kulturmedium wurde eine Verénderung der AT3-
Bandenmuster detektiert, unerwarteterweise trat jedoch eine Verstarkung der Fragmentbanden
auf (Daten nicht gezeigt). Dies kann nur durch die in mehreren Schritten ablaufende Spaltung
von AT3Q71 durch mindestens zwei verschiedene Proteasen erklart werden, wobei die erste
aktiv ist und somit Fragmente produziert, die zweite jedoch von Leupeptin gehemmt wird und
daher die schon vorhandenen Fragmente nicht weiter proteolytisch zerschneiden kann. Ein
Effekt von Leupeptin auf die SDS-resistente AT3Q71-Aggregation wurde nicht beobachtet
(Filtertest; Daten nicht gezeigt).

Eine Inkubation von gereinigtem AT3Q22 mit S&uger-Zellextrakten sollte Hinweise auf die

gesuchte Protease(n) geben, wobei durch eine Fraktionierung der Lysate (Saccharose-
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Gradient, Gelfiltrations- / lonenaustauscher-Saule) die Protease in bestimmten Fraktionen
angereichert werden sollte. Zur Identifizierung der proteolytisch aktiven Fraktion sollte
beispielsweise ein Filtertest nach Inkubation der verschiedenen Fraktionen mit AT3Q71
durchgefiihrt werden. Die Zugabe von postnukledarem N2a-Uberstand, in dem die Membranen
durch Saccharose stabilisiert werden und intakt bleiben, fiihrte wiederholt zur Fragmentierung
von AT3Q22 (Abb.3-28a), eine AT3-schneidende Aktivitdt konnte jedoch nach

Fraktionierung der Lysate nicht mehr detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.5 Hinweise auf die Spaltung von Ataxin3 durch Caspasen

Da von einigen Autoren gezeigt wurde, dal’ polyQ-Proteine apoptotischen Zelltod induzieren,
wird Uber eine Rolle der apoptotischen Proteasen, den Caspasen, in der Spaltung von polyQ-
Proteinen nachgedacht (siehe 1.3.3). Es ist bekannt, dal sich verschiedene Caspasen
gegenseitig beim programmierten Zelltod (Apoptose) aktivieren und letztendlich zu einem
Abbau von Mitochondrien, Zellkern, Cytoskelett und Cytoplasmamembran flhren. Es gibt
jedoch Hinweise darauf, dal} in spezialisierten Zellen eine Caspase-Aktivierung ohne
anschlieBenden Zelltod (Apoptose) vorkommen kann. So wurde z.B. eine Beteiligung von
Caspasen an der Entwicklung von Saugetier-Linsenzellen zur Augenlinse vorgeschlagen,
wobei Caspasen und DNasen die Zellorganellen abbauen und somit Lichtdurchléssigkeit
herstellen (Weber and Menko, 2005; Foley et al., 2004). Ahnliches lauft bei der
Differenzierung zu Erythrozyten ab, bei der die Vorldauferzellen ihren Zellkern und andere
Organellen verlieren (Review: (Jacobson et al., 1997)). Auch bei chronischen
neurodegenerativen Erkrankungen sollen bestimmte Caspasen in sublethaler Menge aktiviert
werden (Tarlac and Storey, 2003), weshalb eine Spaltung von polyQ-Proteinen durch
Caspasen moglich erscheint.

Ein Vergleich der AT3-Sequenz mit bekannten Caspase-Konsensussequenzen ergibt mehrere
potentielle Caspase-Schnittstellen im AT3-Protein: LISD(145), DLPD(171), EAND(217),
LDED(225), DEED(228), DMED(244), EEAD(248) (Wellington et al., 1998; Berke et al.,
2004). (Aufgelistet sind die P4-P1 Tetrapeptid-Erkennungssequenzen, wobei Caspasen
generell hinter dem P1-Aspartat (D) schneiden.) Bisher konnte jedoch in Experimenten mit in
vitro-translatierten polyQ-Proteinen und gereinigten Caspasen keine deutliche Proteolyse von
AT3 durch Caspasen gezeigt werden (Wellington et al., 1998), wohingegen Htt, Atrophin-1
und AR in kirzerer Inkubationszeit klare Fragmentierung zeigten. Auch TBP liel3 sich durch

Caspasen nicht schneiden (Wellington et al., 1998).
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Da fur HEK293T-Lysate eine in vitro-Caspase-Aktivierung beschrieben ist (Bartke et al.,
2004), wurde im Rahmen dieser Arbeit eine mdogliche Spaltung von humanem AT3 bei
Aktivierung der Caspase-Kaskade untersucht. Eine AT3-Spaltung, die durch die Caspase-
Inhibitoren Z-VAD-FMK, Z-DEVD-FMK und Ac-YVAD-CHO gehemmt werden konnte,
wurde gezeigt (Abb.3-30 a-b). Geht man davon aus, dal das endogene humane Volllangen-
AT3 etwa 42 kDa grol? ist, und die Fragmente bei dieser in vitro-Caspase-Aktivierung bei 22,
27 und 30 kDa detektiert werden (Abb.3-30a), kann man dartber spekulieren, ob die Halfte
(~180c-Fragment) bzw. etwa ein Drittel der AT3-Sequenz (~90c-Fragment oder ~270c-
Fragment) abgespalten wurde. Tatsdchlich existiert eine putative Caspase-Schnittstelle an
Position 171 (DLPD) jedoch keine an Positionen ~90 oder ~270. Die Generation eines ~270c-
Fragments mit pathologischem polyQ-Bereich sollte in dessen Aggregation resultieren, was
jedoch experimentell nicht gezeigt werden konnte.

Eine Inkubation verschiedener Sdugetierzellen mit Staurosporin, einem oft verwendeteten
Apoptose-Induktor, fihrt nur in den Zelllinien N2a und COS-7 zu einer verstarkten
Fragmentierung des endogenen AT3, wohingegen in HelLa, NIH3T3, CHOE36 und
HEK293T kein Effekt auftritt (Abb.3-27b). Diese Staurosporin-induzierte AT3-
Fragmentierung in COS-7-Zellen, jedoch kein Staurosporin-Effekt auf eine Vielzahl anderer
Zelllinien, wurde ebenfalls von anderen Autoren beobachtet (Berke et al., 2004). Eine
Aktivierung der Caspase-Kaskade durch Staurosporin-Behandlung von N2a- und COS-7-
Zellen wurde durch Spaltung der Procaspase-3 (32 kDa) zu einem 17 kDa-Fragment gezeigt
(Abb.3-27a und Daten nicht gezeigt). Somit ist davon auszugehen, dal} entweder die Caspasen
selbst oder aber andere Protease(n) wie z.B. Calpaine (siehe 1.3.4), die durch Caspasen
aktiviert werden, das AT3-Protein in N2a- oder COS-7-Zellen schneiden.

Die Staurosporin-Behandlung von AT3Q71-exprimierenden NZ2a-Zellen resultiert in einer
schwachen AT3-Fragmentierung, wobei ein polyQ-enthaltendes Fragment detektiert wird,
welches nur um ~3 kDa groRer als 257¢Q71 ist (Abb.3-26b). Eine verstarkte Aggregation von
AT3Q71 nach Staurosporin-Behandlung konnte im Filtertest jedoch nicht beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt), was durch die kurze Zeitspanne der Behandlung (>14 h: toxisch) bzw.
durch zu geringe Konzentrationen des Fragments in der Zelle erklart werden konnte. Eine
andere Mdoglichkeit ist, da das um ~3 kDa grofRere Fragment aggregationsinkompetent ist
bzw. wesentlich schwacher als 257cQ71 aggregiert, was bei einem Vergleich der in vitro-
Aggregation von 257¢Q71 mit 221cQ71 und 242cQ71 denkbar ist. Die gereinigten Proteine
GST-221cQ71 und GST-257¢cQ71 haben einen GroRenunterschied von etwa 5 kDa, und GST-
242cQ71 ist ~2 kDa groRer als GST-257cQ71 (Abb.3-2b). Nach PP-Spaltung aggregiert
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221cQ71 nicht und 242cQ71 nur zu etwa 20% im Vergleich zu 257¢Q71 (Abb.3-2c), was flr
eine deutlich geringere Aggregation des Staurosporin-induzierten polyQ-Fragments spricht.
Mehrere  putative Caspase-Schnittstellen (EAND(217), LDED(225), DEED(228),
DMED(244), EEAD(248)), an denen eine Spaltung des AT3Q71-Proteins in vivo stattfinden
konnte, lassen sich in diesem Bereich von AT3 finden.

In einer anderen Studie wurde die natiirlicherweise auftretende AT3-Fragmentierung in COS-
7-Zellen durch den Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK unterdriickt (Berke et al., 2004), was als
Beweis fir eine Beteiligung von Caspasen an der AT3-Spaltung angesehen wurde. Da jedoch
eine gegenseitige Aktivierung von Caspasen und Calpainen (siehe 1.3.4) sowie eine Inhibition
von Calpainen durch Z-VAD-FMK bekannt ist (Waterhouse et al., 1998), kdnnte in diesen
Experimenten AT3 auch von Calpainen geschnitten worden sein. Andere Studien zeigten, dal}
Staurosporin-Zugabe zundchst in partiellem Auslaufen der Lysosomen von T-Lymphozyten
und Fibroblasten resultierte, wodurch Cathepsin B, D und L in das Cytoplasma gelangten, und
erst spater in Caspase-Aktivierung (Johansson et al., 2003; Bidere et al., 2003). Cystein-
Proteasen der Cathepsin-Familie lassen sich wie die Calpaine ebenfalls durch den Caspase-
Inhibitor Z-VAD-FMK hemmen (Schotte et al., 1999), so daR Staurosporin- und Z-VAD-
FMK-Behandlung auch auf Cathepsin B, H und L als AT3-schneidende Proteasen hinweisen

kodnnte.

4.2.6 Calpain-abhangige Ataxin3-Spaltung in vitro

Nachdem sich keine eindeutigen Hinweise auf AT3-Spaltung durch Caspasen und daraus
folgende Aggregation in vivo ergeben hatten, wurden in vitro-Experimente mit postnukledrem
Uberstand von N2a-Zellen unter verschiedenen Bedingungen, die cytoplasmatische Proteasen
aktivieren sollten, durchgefiihrt. In diesen postnukledren Uberstanden bleiben Membranen
Uberwiegend intakt und daher ist AT3 anderen Proteasen wie z.B. lysosomalen Proteasen
nicht zugénglich. Die Zugabe von ATP-regenerierendem System und die Einstellung eines
sauren pH-Wertes zur Aktivierung von Aspartylproteasen haben keinen Effekt auf die
Fragmentierung von gereinigtem AT3Q22, wohingegen die Zugabe von CaCl,, nicht jedoch
von MgCl,, eine verstarkte Fragmentierung von AT3 hervorruft (Abb.3-28b). Ein Vergleich
der Calcium-abhangigen Fragmentierung des endogenen Maus-AT3 in postnukledrem N2a-
Uberstand mit der des rekombinanten humanen AT3 zeigt eine gemeinsame 29 kDa-Bande,
bei der es sich um ein Maus-AT3 Fragment handeln muf3 bzw. ein Fragment der homologen
Josephin-Domane (Abb.3-28c, 3-29a). Weitere Calcium-abhangige 20 und 34 kDa-Banden
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treten nur bei humanem AT3Q22 auf (Abb.3-28c), was auf Schnittstellen in der humanen,
nicht homologen C-terminalen Sequenz hindeutet. Eine genauere Analyse dieser Calcium-
abhéangigen AT3-schneidenden Protease(n) mittels verschiedener Protease-Inhibitoren und
mittels Trennung von Membranfraktionen und Cytoplasma weist auf die Proteasefamilie der
cytoplasmatischen Calpaine hin. Calpaine lassen sich von EGTA, ALLN, MG132, Leupeptin
und E-64, jedoch nicht von Pepstatin und Aprotinin hemmen, was auf die AT3-schneidende
Protease in N2a-postnuklearem Uberstand zutrifft (Abb.3-29a). Die Spaltung von AT3 findet
in 1.000xg- sowie in 100.000xg-Uberstand statt, was auf eine cytoplasmatische Protease
hindeutet (Abb.3-29b). Eine in vitro-AT3-Fragmentierung von endogenem humanem AT3
findet ebenfalls bei CaCl,-Zugabe in HEK293T-Lysaten statt und 1aBRt sich mit denselben
Inhibitoren hemmen wie die entsprechenden Protease(n) in N2a-postnuklearem Uberstand
(Abb.3-30 c-d und Daten nicht gezeigt). Somit kdnnen eine Proteasekontamination im
gereinigten AT3Q22-Protein sowie Effekte durch die Zugabe von PP ausgeschlossen werden,
und man kann davon ausgehen, dal} dieselbe Protease(n), die in Maus-Zellen exprimiert wird,
auch in humanen Zellen vorkommt. Ein Vergleich der AT3-Spaltung in HEK293T-Lysaten
bei CaCl,-Zugabe mit der Spaltung bei in vitro-Caspase-Aktivierung zeigt deutlich
unterschiedliche AT3-Fragmente (Abb.3-30d). Dies spricht fur eine AT3-Spaltung durch
unterschiedliche Proteasen, weshalb man eine Aktivierung von Calpainen unter beiden
Bedingungen, einerseits direkt durch Ca*, andererseits indirekt durch Caspasen, ausschlieRen
kann. Man mul} daher davon ausgehen, dal’ AT3 in vitro sowohl von Caspasen (oder von
Caspase-aktivierten Proteasen; siehe 4.2.5) als auch von den postulierten Calpainen
geschnitten werden kann. Zusammenfassend kann man feststellen, daR die
Ubereinstimmenden Resultate der Protease-Inhibitor-Experimente in vitro mit Maus-
Zelllysaten und mit humanen Zelllysaten auf die Calcium-abh&ngigen Calpaine als die AT3-
schneidenden Proteasen hinweisen.

Die Untersuchung einer in vitro-Spaltung von gereinigtem AT3 mit gereinigtem Calpain 11
ergab mehrere AT3-Fragmente (Abb.3-32 a-b). Fir Calpaine sind bis heute keine
Konsensussequenzen der Schnittstellen bekannt, die bisher am haufigsten vorkommenden
Aminosduren in P2-, P1- und P1'-Position wurden jedoch identifiziert (Tompa et al., 2004).
Eine Analyse der AT3-Sequenz anhand dieser Kriterien (siehe 1.3.4) ergab 16 potentielle
Schnittstellen, die Uber das gesamte Protein verteilt vorlagen (Daten nicht gezeigt), wobei
jedoch keine dieser potentiellen Schnittstellen experimentell bestatigt werden konnte (Abb.3-
32c). Ein Vergleich der mittels N-terminaler Sequenzierung identifizierten Schnittstellen mit

Sekundarstruktur-VVorhersagen fir das AT3-Protein zeigt, dal Calpain Il bevorzugt in
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unstrukturierten Regionen von AT3 schneidet, was bereits von Tompa und Kollegen
vorgeschlagen wurde (Tompa et al.,, 2004). Die Sequenzen E(56)DYR, Q(63)QPSG,
R(188)PKLI und S(260)SRNI sollen in Regionen mit vom Zufall bestimmten
Knduelkonformationen (random coil) liegen. M(257)QGSS und R(318)DLS sollen sich am
Ubergang einer Helix zu einer random coil-Region befinden, und nur L(209)ERMLE liegt
laut Sekundérstruktur-Vorhersagen in einer Helix-Region. Zusammenfassend &Rt sich
feststellen, dal Calpain 1l das AT3Q22-Protein in vitro mehrmals in der Region ~60,
mehrmals in der Region ~200 sowie an zwei verschiedenen Schnittstellen in der Region ~260
schneidet (Abb.3-32c). Es ist also davon auszugehen, dal bei Spaltung von AT3Q71 mit
Calpain 1l aggregationskompetente 257¢Q71 bzw. 260cQ71-Fragmente entstehen. Western
Blot Analysen mit AT3Q71 und Calpain Il zeigen nur sehr schwache polyQ-Banden bei etwa
30 kDa, wofur die SDS-resistente Aggregation der polyQ-Fragmente verantwortlich gemacht
werden konnte, die auch als Grund flr die Signale in den Taschen des Sammelgels angesehen
wird (Abb.3-33a). Verstarkte AT3Q71-Aggregation im Filtertest wurde nicht beobachtet
(Daten nicht gezeigt), was darin liegen kdnnte, dal’ die Inkubationsbedingungen, die einerseits
zu einer ausreichenden Fragmentierung, andererseits jedoch nicht zu einem vollstandigen
Abbau des AT3Q71 fuhren, nicht gefunden wurden. In der Zelle kdnnte im Gegensatz zu den
in vitro-Experimenten ein vollstdndiger Abbau von AT3 durch Calpaine (Abb.3-33b)
verhindert werden, indem die beiden Proteine durch andere Faktoren in der Zelle abgeschirmt
oder die Calpaine an Membranen gebunden werden. Eine Calpain 11-Zugabe zu den bereits
erwahnten postnuklearen Uberstanden verstarkt die schon vorhandenen Calcium-abhangigen
Fragmentbanden (Abb.3-33c), was daftr spricht, dal es sich in den N2a-Zelllysaten um
dieselbe AT3-schneidende Protease handelt oder zumindest um eine Protease, die dieselben
Schnittstellen spaltet. Da Calpain 11-Zugabe keine zusétzlichen, anderen Fragmentbanden
generiert, kann man davon ausgehen, dal3 es sich bei der Calcium-abhangigen Protease im
N2a-postnuklearen Uberstand tatsachlich um ein Calpain handelt.

Interessanterweise spaltet Calpain 1l in vitro den gereinigten, polyQ-enthaltenden
Transkriptionsfaktor TBP fast genauso effizient wie gereinigtes AT3Q22, wohingegen das
postulierte Calpain-Substrat Aktin (Villa et al., 1998) nicht geschnitten wird (Abb.3-33b). Ob
die Ursache hierflr in der Sekundéarstruktur von TBP oder Aktin zu suchen ist, oder ob der
polyQ-Bereich einen EinfluR auf die Spaltung durch Calpain Il ausibt, kann anhand dieser

drei getesteten Proteine nicht festgestellt werden.
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4.2.7 In vivo-Experimente mit lonomycin, Calpeptin und Calpastatin deuten auf

eine Ataxin3-Spaltung durch Calpaine hin

Eine Inkubation von humanen Neuroblastomazellen mit dem Calcium-lonophor lonomycin,
welcher zu einer erhdhten cytoplasmatischen Calcium-Konzentration und damit zu einer
Calpain-Aktivierung fihren soll, resultiert in verstarkter Spaltung von endogenem humanem
AT3 und von Uberexprimiertem AT3Q71 (Abb.3-31 a-b). In HEK293T-Zellen lassen sich
daruber hinaus bei lonomycin-Behandlung polyQ-enthaltende AT3Q71-Fragmente
detektieren, die etwa die GroRe von 257cQ71 besitzen (Abb.3-31c) und daher
aggregationskompetent sein sollten. Zusétzlich zur Calpain-Aktivierung wurde eine Calpain-
Inhibition in vivo mit Calpeptin und mit dem endogenen Calpain-Inhibitor Calpastatin
untersucht. Die durch lonomycin induzierte proteolytische AT3-Fragmentierung 1aBt sich
ebenso wie die endogene AT3-Fragmentierung durch Calpeptin-Behandlung reduzieren
(Abb.3-34 a-b), und die Koexpression von humanem Calpastatin mit AT3Q71 zeigt sogar
eine vollstandige Inhibition der Fragmentierung (Abb.3-35 a-b). Dartiberhinaus wird die SDS-
resistente Aggregation von AT3Q71 durch Calpeptin-Behandlung und durch Calpastatin-
Koexpression deutlich reduziert (Filtertest; Abb.3-34c, 3-35b). Die Daten zeigen demnach
einen Zusammenhang zwischen proteolytischer Spaltung und SDS-resistenter fibrillarer
Aggregation von AT3 in Sdugetierzellen (siehe 4.2.2) und weisen auf Calpaine als die
gesuchten AT3-schneidenden Proteasen hin. Bei einer Assoziation von Aggregation und
Pathogenese weisen die Daten auf die Rolle von Calpainen in der Entstehung der SCAS3-
Erkrankung hin (Abb.4-1).

Die in dieser Doktorarbeit dargestellte Studie untersuchte erstmals eine Hypothese zur
Spaltung von polyQ-Proteinen und der darauffolgenden Aggregation (bzw. zur Inhibition der
Spaltung und verringerter Aggregation) mittels biochemischer Methoden (Filtertest),
wohingegen bisher veroffentlichte Studien auf einer Bestimmung von Proteinablagerungen
mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie beruhten (Kim et al., 1999; Ellerby et al., 1999a;
Ellerby et al., 1999b; Gafni et al., 2004). Die genannten Autoren gingen dabei davon aus, dal}
die Zahl der zellularen Einschlul3kérperchen dem Ausmal der SDS-resistenten Aggregation
entspricht, man muR jedoch bedenken, dalR Daten, die auf einer Z&hlung von transfizierten
Zellen (Immunfluoreszenz) beruhen, zu einem falschen Bild, die SDS-resistente Aggregation
betreffend, flihren kénnen. Zum Beispiel wurden in 75% aller NLS-280cQ27 exprimierenden
HEK293T-Zellen nukledre Einschlisse beobachtet, welche jedoch keine SDS-resistenten
Aggregate darstellten (Perez et al., 1998). Daher kann man in den erwéhnten Studien nicht

sicher von einem Zusammenhang zwischen Fragmentierung und Aggregation sprechen.
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4.2.8 Hinweise auf weitere, bislang unbekannte Ataxin3-schneidende

Protease(n)

Zusammengefalit bestétigen die in 4.2 diskutierten experimentellen Daten die toxic fragment-
Hypothese (siehe 1.3.1) und weisen auf die cytoplasmatischen, Calcium-abhéngigen Calpaine
als AT3-schneidende Proteasen hin. Die Beobachtung einer mit zunehmendem Alter erhéhten
Calpain-Aktivitat im menschlichen Korper (siehe 1.4) unterstutzt den Vorschlag, dal3 es sich
bei den Calpainen um die verantwortlichen, die SCA3-Erkrankung auslésenden Proteasen
handeln konnte.

Da in vitro mit postnuklearen Uberstinden von N2a-Zellen auRerdem eine Calcium-
unabhéngige Fragmentierung des humanen AT3 detektiert werden konnte (23 kDa-Fragment,
Abb.3-28a), mul man von einer oder mehreren weiteren Proteasen, die zusatzlich zu den
postulierten Calpainen AT3 schneiden kdnnten, ausgehen. Weitere Studien zur Identifizierung
der AT3-schneidenden Protease(n) wie z.B. genetische Screens mit cDNA-Banken werden
daher zur Klarung dieser Fragestellung benétigt. Ein moglicher experimenteller Ansatz wurde
bereits vorgestellt (Yamamoto et al., 2001), bei dem AT3-prozessierende Zellen angereichert
wurden, indem AT3 mit einer transkriptionellen Aktivator-Sequenz fusioniert wurde, die nach
proteolytischer Freisetzung zu Zeocin-Resistenz flihrte. Nach Zeocin-Selektion konnten
PC12-Subklone isoliert werden, in denen 24% aller transfizierten Zellen Einschlul3korperchen
aufwiesen (vor Selektion: 1%). Die Autoren detektierten in diesen Subklonen bei Expression
von AT3Q79 ein 46 kDa-Fragment, die verantwortliche Protease(n) wurde in dieser Studie

jedoch bislang nicht identifiziert.

4.3 Koaggregationseigenschaften des Ataxin3-Volllangenproteins

4.3.1 Die Koaggregation von Volllangen-Ataxin3 ist polyQ-abhéngig und

unabhéngig von den Ubiquitin-Interaktionsmotiven

Da die AT3-Volllangenproteine sowohl in vitro als auch in vivo nicht bzw. nur schwach
aggregieren (Abb.3-2a, 3-4a, 3-5a, 3-25b), stellte sich die Frage, ob sie in Aggregate eines C-
terminalen 71Q-Fragments hineingezogen werden konnen. Da davon ausgegangen wird, daf3
die Toxizitat der pathologischen polyQ-Proteine unter anderem aus einer Rekrutierung von
anderen zelluldren Proteinen in Aggregate resultiert (siehe 1.1.3), konnte eine Koaggregation
von AT3-Volllangenprotein zur Erkrankung beitragen. Bislang wurde eine Koaggregation
von Volllangen-AT3 mit aggregierendem AT3-Fragment in Form von Kolokalisation bei
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Immunfluoreszenz-Mikroskopie bzw. als SDS-resistente Aggregate in den Taschen von
Sammelgelen (Western Blot Analysen) untersucht. Eine Studie beobachtete eine polyQ-
unabhéngige Kolokalisation, da sich die Fluoreszenz einer polyQ-Deletionsmutante (A288-
354) genauso wie die von AT3Q27 mit der des AT3-Fragments (berlagerte, wohingegen
SDS-resistente  Koaggregation im Sammelgel nur bei verlangertem polyQ-Bereich des
rekrutierten AT3 (AT3Q78) nachweisbar war (Paulson et al., 1997b; Perez et al., 1998). Von
UlIM-abhéngiger Koaggregation wurde in einer anderen Studie ausgegangen, die
ausschlieBlich auf Kolokalisation von GFP- und CFP-Fusionsproteinen mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie beruhte (Donaldson et al.,, 2003). Wie in vitro (vorliegende Arbeit und
(Scherzinger et al., 1997)) und in Zellkultur (Schaffar et al., 2004) gezeigt, fihrt die Fusion
von polyQ-Fragmenten mit anderen Proteinen wie GST zu einer deutlichen Verringerung der
Aggregation, weshalb man bei den GFP- und CFP-Fusionsproteinen ebenfalls von einem
verénderten Aggregationsverhalten ausgehen muf. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden  Doktorarbeit ausschlielich  polyQ-Proteine ohne Fusionspartner in
Sdugetierzellen exprimiert. Da die veroffentlichten Studien zur AT3-Koaggregation
widersprtchlich sind, wurde in der hier vorliegenden Arbeit die Koaggregation mit Hilfe von
biochemischen Methoden (Filtertest) analysiert. In vitro zeigt sich eine SDS-resistente
Koaggregation von gereinigtem AT3Qn mit 257¢cQ71, die polyQ-abhangig und unabhéngig
von den beiden UIMs ist (Abb.3-15 a-b). Das Wildtyp-Protein AT3Q22 wird effizient in
257cQ71-Aggregate rekrutiert, wohingegen eine polyQ-Deletionsmutante (AT3QA) nicht
koaggregiert. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die in vitro-Koaggregation von AT3Qn mit
Htt-Exon1-51Q beobachtet (Abb.3-15c), was auf eine Interaktion der polyQ-Bereiche als
Koaggregationsmechnismus hinweist. In Hefen und in N2a-Zellen ist die Rekrutierung von
Volllangen-AT3 in SDS-resistente 257cQ71-Fibrillen ebenfalls polyQ-abh&ngig und UIM-
unabhéngig (Abb.3-18b, 3-19b). Immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchungen kamen
zu den selben Ergebnissen die Kolokalisation (Koaggregation) in N2a-Zellen betreffend
(Abb.3-19¢c). Ahnlich zu der hier beobachteten Koaggregation von Wildtyp-AT3 mit
pathologischen AT3-Fragmenten wurde zuvor eine Rekrutierung von Wildtyp-Htt-Exonl in
Aggregate aus pathologischem Htt-Exonl1-52Q (Filtertest) detektiert (Busch et al., 2003).
Zusammenfassend 14t sich feststellen, daR AT3 sowohl in vitro als auch in vivo mittels
Interaktion der polyQ-Bereiche in Aggregate rekrutiert wird, und daR dieser Prozel3
unabhangig von den UIMs oder anderen Sequenzmotiven ist (Abb.4-1). Hinweise auf polyQ-
abhangige Koaggregation hatte zuvor eine Untersuchung von neuronalen Einschliissen in

humanen SCA-1/-2/-3- oder DRPLA-Gehirnen ergeben, in welchen auer dem jeweiligen
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pathologischen polyQ-Protein auch Proteine mit normalem polyQ-Bereich wie Ataxin-2, -3
und TBP detektiert wurden, nicht jedoch a-Synuclein, Tau oder A (Uchihara et al., 2001).
Einige Autoren beschreiben eine polyQ-unabhéngige Interaktion und Kolokalisation von CBP
mit zellularen AT3-Einschlissen (Chai et al., 2001), wahrend andere Verdffentlichungen
zeigen, daB polyQ-Deletionsmutanten der Transkriptionsfaktoren TBP und CBP nicht
koaggregieren, was auch hier auf eine polyQ-Abhéngigkeit der Koaggregation hinweist
(Kazantsev et al., 1999; Nucifora et al., 2001; Schaffar et al., 2004).

4.3.2 Volllangen-Ataxin3 wird stabil in Koaggregate rekrutiert

Um eine direkte Interaktion von 257c¢Q71 mit (His-)AT3Q22 zu zeigen, wurde eine Ni-NTA-
Affinitatsreinigung von Koaggregaten unter stark denaturierenden Bedingungen durchgefihrt.
Da die Koaggregate mittels His-Epitop gereinigt und mittels myc-Epitop des 257¢Q71 im
Filtertest detektiert wurden (Abb.3-16a), kann man davon ausgehen, dal’ es sich bei diesen
Koaggregaten um gemischte Aggregate aus beiden Proteinen, dem 257c¢Q71-Fragment und
dem hineinrekrutierten AT3Q22, handelt. Auch in humanen Neuroblastomazellen wird
endogenes humanes AT3 stabil in Aggregate, die durch Expression von 257c¢Q71 entstehen,
hineingezogen. SDS-resistente, mit Ameisensdure aufgeloste Aggregate bestehen aus
257¢Q71 und koaggregiertem endogenen AT3 (Abb.3-20a). Diese Beobachtungen stimmen
uberein mit Resultaten aus FRAP- und FLIP-Experimenten (fluorescence recovery after
photobleaching, fluorescence loss in photobleaching) an lebenden Zellen, die zeigten, daR
Proteine mit normaler polyQ-Lange (19Q-GFP, TBP-GFP, GFP-CBP) stabil in Aggregate
(Htt, AT3) integriert und somit immobilisiert werden (Kim et al., 2002; Chai et al., 2002).

4.3.3 Volllangen-Ataxin3 macht in vitro eine  polyQ-induzierte
Konformationsanderung durch und wird in frihe Aggregationsintermediate
rekrutiert

Generell wird angenommen, dal} die Bildung von Aggregationsnuklei (seeds) fir die
amyloide Fibrillisation tber die Bildung von partiell strukturierten Monomeren erfolgt, was
eine Entfaltung globulérer Proteine (Lysozym, Transthyretin) bzw. eine Struktur-Zunahme bei
nativ-ungefalteten Proteinen (a-Synuclein, AB, Tau) erfordert (Rochet and Lansbury, 2000).
Fir pathologische polyQ-Proteine nimmt man an, dall zur Initiation der Aggregation eine

Konformationsédnderung von relativ ungeordneter Struktur (random coil) zu B-Faltblatt-
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Struktur benétigt wird (Abb.4-1) (Rochet and Lansbury, 2000; Wanker, 2000; Chen et al.,
2002b; Ross and Poirier, 2004). Die Tatsache, dal} der polyQ-spezifische Antikdrper 1C2
ausschlieBlich verlangerte polyQ-Bereiche erkennt (Abb.3-5b, (Poirier et al., 2002)), weist auf
eine verénderte Konformation des verlangerten polyQ-Bereichs im Vergleich zum normalen
polyQ-Bereich hin. Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Daten aus unserer
Arbeitsgruppe bestatigen diese postulierte polyQ-Konformationsédnderung, die bei PP-
Spaltung des Fusionsproteins GST-Htt-Exonl beobachtet wurde, und die eine Aggregation
des Htt-Exon1l nach sich zog (Schaffar et al., 2004).

In der vorliegenden Studie wurde eine Konformationsdnderung des rekrutierten AT3Q22
gezeigt, welche durch Koaggregation mit dem pathologischem AT3-Fragment 257cQ71
ausgelost wurde (siehe 3.4.2). Die kinetische Analyse der Koaggregation von 257¢Q71 mit
AT3Q22 in vitro zeigt eine effiziente Rekrutierung von AT3Q22 in frihe SDS-l6sliche
Aggregationsintermediate, deren Menge wahrend der ersten zwei Stunden der
Aggregationsreaktion relativ konstant bleibt, und die sich mit fortschreitender Reaktion in
SDS-resistente Koaggregate umwandeln (Abb.3-17 a+c, 3-15a). Der beobachtete Zeitrahmen
der AT3Q22-Konformationsdnderung von etwa einer Stunde und der Bildung von friihen
Koaggregationsintermediaten von zwei Stunden entspricht der Lag-Phase der SDS-resistenten
Fibrillisation von 257cQ71 (Abb.3-2d). Zusammenfassend 1aRt sich feststellen, dal3 einer
effizienten Koaggregation von AT3Q22 mit 257cQ71-Fragmenten eine Strukturanderung des
AT3Q22-Proteins und eine Bildung von SDS-l6slichen Aggregationsintermediaten
vorausgeht (Abb.4-1).

Das AusmaR der Koaggregation von AT3Q22 mit 186cQ71, welches SDS-resistente
Oligomere bildet (Abb.3-3), ist im Vergleich zu 257cQ71 deutlich verringert (Abb.3-17d),
was zeigt, daB mit zunehmender Verkirzung des 71Q-Fragments nicht nur dessen
Aggregations- sondern auch dessen Rekrutierungsfahigkeit zunimmt. Interessanterweise
zeigen sich bei der Koaggregation von AT3Q22 mit 186cQ71 keine SDS-l6slichen

Aggregationsintermediate, was auf einen anderen Aggregationsmechanismus hindeutet.

4.3.4 Ein partieller Funktionsverlust des Wildtyp-Ataxin3 konnte zur
Erkrankung in heterozygoten SCA3-Patienten beitragen

Da in heterozygoten SCA3-Patienten sowohl ein Wildtyp-AT3-Allel als auch ein pathogenes
AT3-Allel mit verlangertem polyQ-Bereich vorliegt, wurde in Neuroblastomazellen der
Effekt des 257cQ71-Fragments auf AT3Q22 untersucht. Die Koexpression beider Proteine
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resultiert in einer Verringerung der SDS-l6slichen AT3Q22-Menge in der Zelle auf etwa die
Hélfte (Abb.3-20b). Es ist jedoch unklar, ob diese Reduktion der AT3Q22-Konzentration
ausschlieBlich durch eine sehr effiziente Koaggregation mit 257¢Q71 oder auch durch eine
von 257cQ71-induzierte Konformationsédnderung und durch proteasomalen Abbau des
fehlgefalteten AT3Q22 hervorgerufen wird (Abb.4-1). Der Abbau von in Zellkultur
exprimiertem AT3 durch Proteasomen wurde kirzlich gezeigt (Shoesmith Berke et al., 2005).
Die beobachtete Reduktion von SDS-16slichem AT3Q22 in der Zelle ist spezifisch fur das
Fragment mit pathologischer polyQ-Lé&nge (siehe Abb.3-20c) und sollte in partiellem AT3-
Funktionsverlust resultieren.

In annédhrend allen dominanten humanen Erkrankungen findet man schwerwiegendere
Symptome bei Homozygoten als bei Heterozyten (Zlotogora, 1997). Dies trifft auch auf die
SCAS3 zu, die bei Homozygoten aulRerdem in einem friiheren Alter ausbricht (Takiyama et al.,
1995; Lerer et al., 1996; Sobue et al., 1996). Fir die Huntington-Erkrankung (HD) konnte
kein Unterschied zwischen homozygoten und heterozygoten Patienten festgestellt werden
(Wexler et al., 1987; Zlotogora, 1997) bzw. Homozygote zeigten bei unverandertem Alter bei
Erkrankungsbeginn schwerwiegendere Symptome (Squitieri et al., 2003). Daruber hinaus
konnte bei der SCAS3 eine negative Korrelation der polyQ-L&nge des Wildtyp-AT3 mit dem
Alter bei Erkrankungsbeginn festgestellt werden (Durr et al., 1996).

Die Beobachtung, dal Homozygote starker betroffen sind als Heterozyte lait sich durch die
erhdhte Konzentration von AT3 mit verlangertem polyQ-Bereich in der Zelle erkléren, was zu
einer friheren Nukleation und damit zu einem friherem Beginn der Aggregation (siehe 1.1.2
und 1.4) sowie zu einer verstarkten Koaggregation mit anderen Proteinen und deren
Inaktivierung (siehe 1.1.3) fuhrt. Der Umstand, da mit zunehmender polyQ-Lénge des
Wildtyp-AT3 die Erkrankung friher beginnt, l&4Rt sich durch die hier dargestellten
experimentellen Resultate erklaren, die zeigen, dafl ein Volllangenprotein mit zunehmender
polyQ-Lénge starker in Aggregate hineingezogen wird (Abb.3-15b, 3-18b, 3-19b) und damit
verstérkt der Zelle entzogen wird. Die Koaggregation des Wildtyp-AT3 mit 71Q-Fragmenten
resultiert in einer Verringerung der AT3-Konzentration in der Zelle (Abb.3-20b), was zu
einem partiellen Funktionsverlust fiihren sollte. Dies 148t vermuten, dal die SCA3 sowohl
durch eine neue toxische Funktion (gain-of-function) als auch durch einen Funktionsverlust
hervorgerufen wird (Abb.4-1). Ahnliches wurde bereits fiir die SBMA berichtet, bei der die
polyQ-Verlangerung im Androgen Rezeptor (AR) zu einem Phanotyp flhrt, der

neurodegenerative Symptome (Funktionsgewinn) sowie verringerte Fertilitdt und eine
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VergrélRerung der Brust (abgeschwdachte Symptome der testikuldren Femininisierung =
teilweiser AR-Funktionsverlust) beinhaltet (Orr, 2001).

4.4 Modulation der Ataxin3-Aggregation durch molekulare Chaperone

4.4.1 Die molekularen Chaperone Hsp70 und Hsp40 inhibieren die SDS-

resistente Ataxin3-Aggregation

Da bereits mehrere Hinweise auf die Inhibition der polyQ-Aggregation durch die molekularen
Chaperone Hsp70/40 vorliegen (siehe 1.2.2), wurden in dieser Arbeit die Effekte
verschiedener Hsp70/40-Proteine auf die Aggregation von AT3 in vitro und in vivo
untersucht. Die gereinigten E. coli-Chaperone DnaK und DnaJ (Hsp70 und Hsp40) inhibieren
die SDS-resistente Aggregation von 257c¢Q71 in vitro (Abb.3-7a) genauso wie die von Hitt-
Exonl1-53Q (Muchowski et al., 2000). Eine 257cQ71-Aggregationshemmung wird ebenso
durch die gereinigten Saugetier-Homologe Hsc/Hsp70 und Hdjl/2 (Hsp40) in vitro
hervorgerufen (Abb.3-7b, 3-8), was ebenfalls mit den Daten fir Htt-Exonl-53Q
ubereinstimmt (Muchowski et al., 2000). Die Séaugetier-Chaperone Hsp70 und Hdjl haben
jeweils alleine fast keinen Effekt auf die Aggregation von 257¢Q71 (Abb.3-7b, 3-8b), sondern
bendétigen zur Inhibition der Aggregation den entsprechenden Hsp40 bzw. Hsp70-Partner. Im
Gegensatz dazu inhibieren die Hsp40-Chaperone Hdj2 und DnaJ die Aggregation auch ohne
Hsp70-Zugabe (Abb.3-7a, 3-8a), was durch das Vorhandensein von Glycin/Phenylalanin-
reichen Regionen und Cystein-reichen Zink-Finger-Doménen, die in Hdjl fehlen, erklart
werden kann (siehe 1.2.1, (Cheetham and Caplan, 1998)). Der Effekt von Hsp70/Hdj1 auf die
257c¢Q71-Aggregation ist mit dem von Hsp70/Hdj2 vergleichbar (Abb.3-8 c-d). Unter
Bedingungen des Macromolecular Crowding, die mittels VVolumenausschluBeffekt die hohe
Makromolekul-Konzentration in Zellen simulieren, wurde eine Inhibition der in vitro-
Aggregation durch Hsp70/Hdjl festgestellt (Abb.3-10b). Die Tatsache, dall AT3Q71 bei
Ficoll-70- und Chaperon-Zugabe in vitro nur geringfligig aggregiert, entspricht den in vivo-
Beobachtungen mit Neuroblastomazellen, in denen AT3Q71 ebenfalls nur schwach aggregiert
(Abb.3-25b). Man kann also davon ausgehen, daB im zellularen Milieu der
aggregationsverstarkende Effekt des Macromolecular Crowding durch das Vorhandensein
molekularer Chaperone abgeschwécht wird.

In Neuroblastomazellen fuhrt die Koexpression von Hsp70 bzw. Hdjl mit 257cQ71 zu einer
effizienten Reduktion der SDS-resistenten 257cQ71-Aggregation im Filtertest (~20% bzw.
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8%; Abb.3-11a). Ein &hnlicher, jedoch schwacherer Effekt wurde bereits fur Htt-Exonl-51Q
beschrieben (~60% bzw. 70%; (Sittler et al., 2001)). Im Gegensatz zu den in vitro-
Experimenten hemmt demnach in vivo die alleinige Hsp70- oder Hdj1-Uberexpression die
Aggregation des AT3-Fragments, was moglicherweise durch das VVorhandensein anderer Ko-/
Chaperone in der Zelle erklart werden kann. Aullerdem zeigen diese Daten, dal? sowohl ein
Hsp70- als auch Hsp40-UberschuB eine Verringerung der Aggregation hervorrufen kann. Die
gemeinsame Uberexpression von Hsp70 und Hdjl fiihrt zu einer weiteren Reduktion der
Aggregation von 257¢Q71 bzw. Htt-Exon1-51Q (Abb.3-11 a+c), was darauf hinweist, dal der
beobachtete Effekt nicht spezifisch fur bestimmte polyQ-Proteine ist (siehe 1.2.2). Es ist
daher nicht anzunehmen, daR die Hsp70/40-Chaperone bestimmte Sequenzen der
verschiedenen polyQ-Proteine auflerhalb des polyQ-Bereichs erkennen und binden
(vergleiche mit p97: siehe 4.4.4). Die Interaktion von polyQ-Proteinen mit Hsp70 1aBt sich
durch die Tatsache, daR Proteine mit verlangertem polyQ-Bereich fehlgefaltet sind, und die
Tatsache, dall Hsp70 vorwiegend entfaltete Proteinbereiche mit exponierten hydrophoben
Sequenzen bindet (Fourie et al., 1994), erklaren. Bindungsanalysen mit gereinigtem GST-
257¢Qn und Hsp70 zeigen jedoch, dal3 die Hsp70-Bindung in vitro nicht polyQ-abhangig ist
(AQ, 22Q, 71Q; Abb.3-9b) und stimmen mit der polyQ-unabhéngigen Hsp70-Bindung durch
Htt-Exonl (20Q, 53Q; (Schaffar, 2004)) uberein. Auch fir die Hsp70-Bindung der
Volllangenproteine AT3Qn wurde keine polyQ-Abhédngigkeit und kein Unterschied im
Vergleich zu den Fragmenten 257cQn detektiert (Daten nicht gezeigt). Die Uberexpression
des Kkonstitutiv aktiven Hitzeschockfaktors AHSF1, der die Expression samtlicher
Hitzeschockproteine unter Kontrolle des Hitze-Schock-Elements induzieren soll, zeigt
dieselbe Inhibition der 257¢Q71-Aggregation wie eine Hsp70/Hdj1-Uberexpression (Abb.3-
11b).

4.4.2 Die molekularen Chaperone Hsp70 und Hsp40 fordern die SDS-Igsliche

Aggregation nicht sondern verstarken den proteasomalen Ataxin3-Abbau

In Hefen und in Drosophila melanogaster beobachtete man bei Uberexpression von
molekularen Chaperonen eine Umwandlung von SDS-resistenten Aggregaten in SDS-16sliche
Aggregate (Muchowski et al., 2000; Chan et al., 2000; Warrick et al., 1999; Kazemi-Esfarjani
and Benzer, 2000), wohingegen in Zellkultur-Studien mit Sdugerzellen diese Veranderung der
biochemischen Eigenschaften nicht detektiert, sondern die Totalaggregation von Ataxinl,
AT3, AR und Htt gehemmt wurde (Cummings et al., 1998; Chai et al., 1999a; Stenoien et al.,
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1999; Jana et al., 2000; Kobayashi et al., 2000; Sittler et al., 2001; Bailey et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit entspricht die bisher beobachtete Inhibition der SDS-resistenten
Aggregation in vitro durch Hsp70/Hdjl einer Erhéhung der Monomer- bzw. Oligomer-
Konzentrationen, jedoch keiner Verstarkung der SDS-16slichen Aggregation (Abb.3-9a links).
Die Hsp70/Hdj1-Uberexpression in N2a-Zellen resultiert ebenso in einer Verringerung der
Totalaggregation, welche in Form von 257cQ71-Proteinablagerungen (Immunfluoreszenz-
Mikroskopie) detektiert wurde. Diese zelluldren Einschlisse verschwinden bei Chaperon-
Uberexpression in den meisten Zellen, und bei Inkubation der Zellen mit dem Proteasom-
Inhibitor MG132 &Rt sich eine diffuse zelluldre 257cQ71-Lokalisation detektieren (Abb.3-
12d). Dies legt nahe, dal die Hsp70/40-Chaperone das AT3-Fragment 257cQ71 einerseits in
Form von Monomeren oder Oligomeren (Mikroaggregaten) I6slich halten, und andererseits
dessen Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System verstarken. Ein verstarkter
proteasomaler Abbau von 257¢Q71 bei Hsp70/Hdj1-Uberexpression wurde mittels Western
Blot Analyse bestatigt, wobei MG132-Zugabe zu einer Stabilisierung von 257cQ71 fihrt
(Abb.3-12a). Dartber hinaus laRt sich eine verstéarkte proteasomale Degradation von Htt-51Q
bei Hsp70/Hdj1-Uberexpression bzw. von 257¢Q71 bei AHSF1-Uberexpression beobachten
(Abb.3-12 b-c). Der Abbau von AT3 durch Proteasomen wurde kirzlich in pulse-chase-
Experimenten gezeigt, wobei kein Unterschied im Abbau von SDS-16slichem AT3Q28 und
AT3Q84 detektiert wurde (Shoesmith Berke et al., 2005). Ein verstarkter Abbau von polyQ-
Proteinen bei Chaperon-Uberexpression durch das Ubiquitin-Proteasom-System wurde bereits
vorgeschlagen (Wanker, 2000; Sakahira et al., 2002) und konnte fur AR-Fragmente (Bailey et
al., 2002) und in dieser Arbeit fir Htt-Exonl und AT3-Fragmente (Abb.3-12 a-c) gezeigt
werden. Bailey und Kollegen stellten bei Hsp70/40-Uberexpression eine Halbierung der
Halbwertszeit des AR-Fragments fest. Da eine Assoziation von molekularen Chaperonen wie
Hsc/Hsp70 mit dem Proteasom bekannt ist (siehe 1.2.1), lassen sich diese experimentellen
Resultate durch die Verbindung zwischen Chaperon-vermittelter Proteinfaltung und
proteasomalem Proteinabbau erkldren. Neueste Untersuchungen deuten auf einen
proteasomalen Abbau von polyQ-Proteinen hin, welcher durch Hsc70 und das Chaperon
CHIP, das ubiquitinylierende Aktivitat zeigt, vermittelt wird (Jana et al., 2005). Andere
Autoren berichten, dal3 eine verstarkte proteasomale Degradation eines AT3(Q79)-Fragments
durch Uberexpression des Ubiquitin chain assembly-Faktors E4B die polyQ-induzierte

Augendegeneration in Drosophila inhibiert (Matsumoto et al., 2004).
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Abbildung 4-1: Modell der SCA3-Pathogenese mit Aggregation von pathologischem AT3 (Qgo) Sowie
Koaggregation und Inaktivierung von Wildtyp-AT3 (Q,) und anderen polyQ-Proteinen (Qy,).

Die proteolytische Spaltung von AT3, welches aus einer globuldaren Josephin-Domane und einem
unstrukturierten C-terminalen Bereich besteht (Masino et al., 2003), resultiert in einer Bildung von polyQ-
enthaltenden C-terminalen Fragmenten, die zufallig verknéduelt (random coil) sein sollen (Masino et al., 2002).
Pathologische AT3-Fragmente mit verlangertem polyQ-Bereich machen einem Konformationswechsel durch
(Schaffar et al., 2004) und nehmen eine beta-Faltblatt-Struktur an, welche als Aggregationsnukleus (seed) dient
(siehe 1.1.2 und (Wanker, 2000; Rochet and Lansbury, 2000; Temussi et al., 2003; Ross et al., 2003)). Die
Aggregation von pathologischen polyQ-Fragmenten fihrt schlieBlich zur Bildung wvon zelluldren
Proteinablagerungen (Einschlissen). Die in ihrer Konformation verdnderten pathologischen polyQ-Fragmente
interagieren via polyQ-Bereich mit anderen polyQ-Proteinen, deren polyQ-L&nge nicht pathologisch ist, wie z.B.
mit Wildtyp-AT3 oder den Transkriptionsfaktoren TBP und CBP. Diese pathologischen Wechselwirkungen
werden als Krankheitsursache angesehen und sollen z.B. zu transkriptioneller Dysregulation fiihren (siehe 1.1.3).
Man geht von einer Entfaltung und Inaktivierung der interagierenden polyQ-Proteine aus, sowie letztendlich von
Koaggregation und mdglicherweise einem verstarkten proteasomalen Abbau. Verringerte zellulare
Konzentrationen des aktiven Wildtyp-AT3 sollen zu einem partiellen Funktionsverlust fiihren und damit zur
SCAS3-Pathogenese beitragen. Die molekularen Chaperone Hsp70/40 unterdriicken die Pathogenese, indem sie
den Konformationswechsel der polyQ-Fragmente nach ihrer Abspaltung vom Volllangenprotein inhibieren
(Schaffar et al., 2004), dadurch die Aggregation und damit Koaggregation von anderen zelluldren Proteinen
hemmen (siehe 1.2.2) und den Abbau (Degradation) der polyQ-Proteine durch das Ubiquitin-Proteasom-System
verstarken.

4.4.3 Expression molekularer Chaperone als madglicher Therapieansatz bei
polyQ-Erkrankungen

Die molekularen  Chaperone  Hsp70/40 verursachen demnach einerseits eine
Aggregationsreduktion, was in verringerter Koaggregation anderer zelluldrer Faktoren
resultiert, und andererseits eine Verstarkung des polyQ-Protein-Abbaus, was das AusmaR des

toxischen Funktionsgewinns (gain of function) verringern sollte (Abb.4-1). Wie bei
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konditionalen transgenen Mé&usen gezeigt wurde, ist ein neuropathologischer Phénotyp und
dessen Progression abhangig vom Vorkommen des polyQ-Proteins in der Zelle. Eine
Inhibition der Transgen-Expression konnte das Fortschreiten der Erkrankung verhindern und
schon vorhandene Symptome teilweise riickgangig machen (Yamamoto et al., 2000). Beim
Menschen kodnnte ein verstarkter proteasomaler Abbau der konstitutiv exprimierten polyQ-
Proteine in einem ahnlichen Effekt resultieren. Es wird angenommen, dal} die Chaperon-
Kapazitat fur Jahrzehnte ausreicht, um die Aggregation und Toxizitat von polyQ-Proteinen im
menschlichen Gehirn zu unterdricken, dal3 sie jedoch mit zunehmendem Alter verringert
wird, was einer der Griinde fir das Ausbrechen der polyQ-Erkrankungen sein kénnte (siehe
1.4). Daher kann die Induktion von Chaperonen als moglicher Ansatzpunkt fiir therapeutische

MaRnahmen bei polyQ-Erkrankungen diskutiert werden.

4.4.4 Konzentrationsabhéngige Verstarkung der Ataxin3-Aggregation durch

p97 in vitro
Im Gegensatz zur Inhibition der AT3-Aggregation durch Hsp70/40 ist das AAA-Protein p97

(VCP, siehne 1.2.1 und 3.3) in der Lage, in substochiometrischen bis &quimolaren
Konzentrationen die 242cQ71-Aggregation bis 5-fach zu verstarken (Abb.3-14b), wobei die
Aggregationsausbeute erhoht wird (Abb.3-13b). Dies trifft auf 257cQ71 nicht zu, stattdessen
wird die 257cQ71-Aggregation durch p97 beschleunigt (Abb.3-13a). Vermutlich werden auch
ohne p97-Zugabe samtliche 257cQ71-Monomere in fibrillire Aggregate umgewandelt,
weshalb p97 die Aggregationsausbeute nicht erhéhen kann. Das Fragment 242cQ71, das nur
20% der Aggregation von 257cQ71 erreicht (Abb.3-2c), kdnnte durch p97 dazu gebracht
werden, ebenfalls vollstandig zu aggregieren, wodurch die Ausbeute erh6ht wird. Der p97-
Effekt auf 242cQ71 st konzentrationsabhangig, denn im Gegensatz zu den
substochiometrischen bis dquimolaren p97-Konzentrationen verstérkt ein 3- bis 4-facher p97-
UberschuB die 242cQ71-Aggregation nicht (Abb.3-14b). Die Kontroll-Chaperone GroEL
(single ring) und Hsp104 haben in allen eingesetzten Konzentrationen keinen Effekt auf die
242cQ71-Aggregation (Abb.3-14b), weshalb der p97-Effekt als spezifisch angesehen werden
kann. Interessanterweise zeigt p97 keinen Effekt auf die Aggregation von Htt-Exon1-51Q,
wohingegen Hspl104, welches keinen Effekt auf die 242cQ71-Aggregation hat, die
Aggregation von Htt-Exon1-51Q verstérkt (siehe 3.3.2). Die gezeigten Daten weisen daher
darauf hin, daB es sich bei den beiden hexameren AAA-Proteinen p97 und Hsp104 nicht um
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polyQ-interagierende Proteine handelt, und deshalb auch keine generelle Modulation der
polyQ-Aggregation und polyQ-Pathogenese wie durch Hsp70/40 zu erwarten ist.

Zahlreiche Autoren stellten fest, dall p97 Multiproteinkomplexe mit verschiedenen Adaptor-
Proteinen wie z.B. mit dem Heterodimer Ufd1-Npl4 oder mit p47-Homotrimeren bilden kann,
und daB diese Adaptoren die Rolle von p97 im jeweiligen zelluldren Prozell bestimmen
(Reviews: (Wang et al., 2004; Dreveny et al., 2004; Woodman, 2003)). In den hier gezeigten
Experimenten wurde das p97-Hexamer jedoch ohne jegliche Adaptoren eingesetzt, weshalb
ungeklart bleibt, welchen EinfluB p97 in Verbindung mit seinen Kofaktoren auf die AT3-
Aggregation ausiben wiirde.

Die beobachtete Konzentrationsabhéngigkeit des p97-Effekts auf 242cQ71 (Abb.3-14b)
ahnelt den Auswirkungen des Chaperons Hsp104 auf polyQ-Proteine und Sup35 (siehe 1.2.2),
wobei die Hsp104-Deletion in einer deutlichen, und die Hsp104-Uberexpression in einer
leichten Hemmung der polyQ-Aggregation in Hefe resultiert (Krobitsch and Lindquist, 2000;
Meriin et al., 2002; Kimura et al., 2001). Sowohl die Uberexpression als auch die Deletion
von Hsp104 eliminieren den [PSI*]-Prionzustand und machen den Glutamin-/ Asparagin-
reichen Translationsterminationsfaktor Sup35 l6slich (Lindquist, 1997; Chernoff et al., 1995;
Patino et al., 1996). In vitro beschleunigen geringe Mengen von Hsp104 (1:100) die Sup35-
Aggregation, groRere Mengen (1:10) inhibieren sie jedoch (Shorter and Lindquist, 2004). Die
Aggregationsinduktion durch Hsp104 ist unabhangig von einer ATP-Hydrolyse (Shorter and
Lindquist, 2004), was auf den in dieser Arbeit beobachteten Effekt durch p97 ebenfalls
zutrifft (siehe 3.3.1). Da Hsp104 sowohl Proteine entfalten als auch Aggregate auflésen kann,
geht man davon aus, dall Hsp104 in intermedidren Konzentrationen Sup35- bzw. polyQ-
Proteine entfaltet und dadurch deren Aggregation verstarkt, und dal eine geringfigige
Disaggregation von bestehenden Aggregaten zur Entstehung von neuen Aggregationskeimen
beitragt. Bei einem Hsp104-Uberschul tberwiegt dessen Disaggregationsfahigkeit, so daf
keine fibrillaren Aggregate zustande kommen konnen. Fir p97 konnte ein &hnlicher
Mechanismus existieren, andererseits konnte jedoch auch eine geringe p97-Konzentration die
Bindung von maximal 6 AT3-Monomeren an ein p97-Hexamer hervorrufen, was die lokale
AT3-Konzentration erhohen und so die Aggregation begunstigen wirde. Bei einem
Uberschuf von p97-Hexameren wiirden nur selten mehrere AT3-Monomere an ein p97-
Hexamer gebunden, weshalb man keinen Effekt auf die Aggregation erwartet. Da im Rahmen
dieser Arbeit keine in vivo-Experimente mit p97-Uberexpression oder Reduktion (z.B. mittels
RNA interference) durchgefuhrt wurden, lassen sich keine weiteren Schliisse in Bezug auf die

AT3-Aggregation ziehen. Andere Autoren berichten jedoch Uber Tierexperimente mit
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Caenorhabditis elegans, wo die Koexpression zweier C. elegans - p97 - Homologe die
Aggregation von GFP-polyQ in Muskelzellen unterdriickte (Yamanaka et al., 2004), und die
Hsp104-Koexpression die Aggregation und die polyQ-induzierte Entwicklungsverzdgerung
reduzierte (Satyal et al., 2000).

4.5 Ausblick

In der hier vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der polyQ-Erkrankung SCA3 in
vitro und in Zellkultur untersucht. Die proteolytische Spaltung des Ataxin3 (AT3)-
Volllangenproteins, die als eine Voraussetzung fur Aggregation und Pathogenese angesehen
wird, sowie die Koaggregation von intaktem Wildtyp-AT3, die zu einer verringerten AT3-
Konzentration in der Zelle fiihrt, waren Thematiken der vorliegenden Arbeit. AuBerdem
wurde der Einflul} von molekularen Chaperonen auf die AT3-Aggregation und letztendlich
der EinfluR der =zelluldren Lokalisation auf die AT3-Aggregation untersucht. Die
experimentellen Resultate dieser Arbeit und die in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse
wurden in einem Modell der SCA3-Pathogenese zusammengefalit (Abb.4-1).

Da fir die neurodegenerativen Amyloid-Erkrankungen unterschiedliche Toxizitéts-
mechnismen postuliert wurden, kdnnten mehrere Moglichkeiten existieren, wie préventiv oder
therapeutisch in den Krankheitsverlauf eingegriffen werden kann. Ein wichtiger Ansatzpunkt
scheint die Inhibition der Konformationsanderung der amyloidogenen Proteine zu sein, womit
einerseits eine Nukleation der Aggregation (siehe 1.1.2) und andererseits eine dominant-
negative Interaktion mit anderen Proteinen (siehe 1.1.3) verhindert wirde (Abb.4-1). Dies
kdnnte z.B. durch Substanzen wie Kongorot, dessen Derivate oder Benzothiazol-Derivate wie
Riluzol geschehen (Heiser et al., 2000; Sanchez et al., 2003; Gestwicki et al., 2004; Heiser et
al., 2002), durch chemical chaperones (Tatzelt et al., 1996; Yoshida et al., 2002), durch
spezifische Liganden (,,Suppressor“-Peptide) fir die jeweiligen pathologischen Proteine
(Miroy et al., 1996; Lecerf et al., 2001; Chiti et al., 2001; Kazantsev et al., 2002; Nagai et al.,
2003) oder durch Induktion von molekularen Chaperonen durch z.B. Geldanamycin (Schaffar
et al., 2004; Dou et al., 2003).

Bei der Alzheimer-Erkrankung und verschiedenen polyQ-Krankheiten (HD, SCA3 und evtl.
anderen) sollte eine Hemmung der proteolytischen Spaltung der polyQ-Volllaéngenproteine
bzw. des APP (amyloid precursor protein) mit spezifischen Protease-Inhibitoren die eben
besprochene Konformationsédnderung verhindern (siehe 1.3.1, Abb.4-1). Beispielsweise ist

bekannt, dal Mutationen in den Protease-Untereinheiten Presenilin-1/-2 bzw. eine verstarkte
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Expression der Protease BACE-1 in familidrer und sporadischer Alzheimer-Erkrankung
resultieren. Die Mdglichkeit von Mutationen in Proteasen, die zu einer verstarkten Htt- bzw.
AT3-Spaltung fuhren, ist daher zu bedenken.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Stimulation des natlrlichen Abbaus der polyQ-Proteine
durch das Ubiquitin-Proteasom-System durch z.B. die Induktion von molekularen
Chaperonen (siehe 4.4.2 - 4.4.3; beispielsweise durch Geldanamycin (Sittler et al., 2001))
oder evtl. durch Induktion des Ubiquitin chain assembly-Faktors E4B (Matsumoto et al.,
2004) (Abb.4-1).

Da fir polyQ-Proteine wie Htt und Ataxinl eine Abhangigkeit der Toxizitdt von der
zelluldren Lokalisation vorgeschlagen wurde (siehe 3.5), kdnnte man den Transport der
polyQ-Proteine in den Zellkern verhindern und somit deren Pathogenese reduzieren, was
jedoch nicht fir AT3 zu gelten scheint (siehe 4.1.4).

Eine weiterer Therapie-Ansatzpunkt wére, gezielt die Expression des mutierten Allels zu
reduzieren, was durch RNA interference (Li et al., 2004; Harper et al., 2005) durch
beispielsweise die Injektion von viralen Vektoren ins Gehirn méglich ware (Ross and Poirier,
2004; Caplen, 2004). Eine &hnliche Strategie ist eine Gentherapie (gezielter
Nukleotidaustausch), welche die verlangerten polyQ-Bereiche durch Punktmutationen oder
Stop-Codons unterbrechen (Parekh-Olmedo et al., 2002; Popiel et al., 2004) oder
stabilisierende Punktmutationen in Transthyretin und im Prionprotein einfligen wiirde (Soto,
2003).

Eine Immunisierung (Impfung) kommt nur bei extrazelluldren Aggregaten wie Amyloid-beta
der Alzheimer-Erkrankung in Betracht, scheint dort jedoch recht erfolgsversprechend (Schenk
etal., 1999; Morgan et al., 2000; Hock et al., 2003).

Letztendlich sollte auch eine Hemmung des apoptotischen Zellverlusts mit z.B. Caspase-
Inhibitoren oder durch Chaperon-Uberexpression (siehe 1.2.2; beispielsweise induziert durch
MG132 (Lee and Goldberg, 1998; Volloch et al., 1998; Ona et al., 1999; Chen et al., 2000))
die Neurodegeneration von amyloiden Erkrankungen reduzieren.

Zusammenfassend &Rt sich sagen, dal} die hier vorgeschlagenen praventiven MaRnahmen wie
Gentherapie oder RNA interference weitere Experimente erfordern, um beim Menschen
eingesetzt werden zu kénnen. Da viele Chemikalien, die als Medikamente eingesetzt werden
kdnnten, toxisch sind und/oder die Blut-Hirn-Schranke schlecht passieren, werden im Bereich
der Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen ebenfalls weiterfuhrende Experimente
bendtigt.
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5. Zusammenfassung

Neurodegenerative Polyglutamin(polyQ)-Erkrankungen sind durch neuronalen Zellverlust
und die Bildung von intrazelluléren Proteinablagerungen (Aggregaten) charakterisiert, deren
Rolle nicht exakt geklart ist. Es wird jedoch davon ausgegangen, daR sie die Pathogenese
reflektieren und untrennbar mit dem ErkrankungsprozeR verbunden sind. In dieser Arbeit
wurde das polyQ-Protein Ataxin3 (AT3) untersucht, welches, wenn es einen verlangerten
polyQ-Bereich besitzt, die Spinozerebellare Ataxie 3 (SCA3) hervorruft. Mit Hilfe von AT3-
Deletionsmutanten wurde gezeigt, dal die Entfernung des N-Terminus von polyQ-
verlangertem AT3 zu dessen Aggregation in vitro, in Hefe und in Neuroblastomazellen fiihrt.
Entsprechend 16st die proteolytische Spaltung von pathologischem Volllangen-AT3 die SDS-
resistente Aggregation in vivo aus. Hinweise auf die Calcium-abhangigen Calpaine als AT3-
schneidende Proteasen wurden in vitro mit Sdugetierzell-Lysaten erhalten. Gereinigtes
Calpain Il generiert mehrere AT3-Fragmente in vitro, einschlieBlich C-terminaler Fragmente,
die den polyQ-Bereich enthalten. In Zellkultur resultiert die Aktivierung von Calpainen in
einer verstarkten AT3-Proteolyse, wahrend eine Inhibition von endogenem Calpain durch
Calpeptin oder Calpastatin zu einer verringerten AT3-Spaltung und reduzierter Aggregation
in Sdugerzellen fihrt. Zusammenfassend unterstiitzen diese Daten die toxic fragment-
Hypothese, die als Voraussetzung fiir Pathogenese und Aggregation von polyQ-Proteinen
deren proteolytische Spaltung postuliert (siehe 1.3.1). Toxizitat der polyQ-Proteine soll unter
anderem aus der Rekrutierung von anderen zellularen Proteinen wie Transkriptionsfaktoren,
Chaperonen, Ubiquitin und Proteasomen in die polyQ-Aggregate resultieren. Obwohl
Wildtyp-AT3 nicht selbstdndig aggregiert, koaggregiert es mit polyQ-verlangertem AT3-
Fragment, was mit einer verringerten AT3-Konzentation in der Zelle korreliert. Einer
Konformationsédnderung des Wildtyp-AT3, induziert von pathologischem polyQ, folgt in vitro
eine Rekrutierung in friihe Aggregationsintermediate und letztendlich die Integration in
stabile Koaggregate. Weitere Experimente zeigten, dall die Expression der molekularen
Chaperone (Hitzeschockproteine) Hsp70 und Hsp40 zusammen mit polyQ-verlangertem
AT3-Fragment die Aggregation vermindert und den proteasomalen AT3-Abbau in vivo
verstarkt. Das Chaperon p97 (VCP) zeigt eine konzentrationsabh&ngige Modulation der
Aggregation in vitro. SchlieBlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dal} eine
Veranderung der zellularen Lokalisation durch Fusion von AT3-Konstrukten mit
Kernlokalisations- und Kernexportsignalen keinen EinfluR auf die Aggregationsfahigkeit in
Neuroblastomazellen hat. Das putative endogene Kernlokalisationssignal von AT3 mit der
Sequenz RKRR (282-285) wurde nicht verifiziert.
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7. Anhang

Abklrzungen und Trivialnamen von Chemikalien

A
Abb.
Ac-YVAD-CHO
ADP
ALLN
ALLM
AP
Aprotinin
AR
AT3
ATP
bp
BSA
Calpeptin
CBP
cDNA
CFP
CREB
Da
DAPI
dATP
DMSO
DNS
dNTPs
DTT
E-64
E. coli
ECF
ECL
EDTA
EGTA
EM

ER
FCS
FITC
FRET
g
GAP-DH
GFP
GST

h

HD
HRP
Hsp

Angstrgm (= 0,1 Millimeter)

Abbildung

Caspase-1 Inhibitor |

Adenosindiphosphat

Calpain Inhibitor I = LLNL = N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO
Calpain Inhibitor Il = N-Ac-Leu-Leu-methioninal
Alkalische Phosphatase

Serinprotease-Inhibitor, Polypeptid aus 58 Aminosauren
Androgen-Rezeptor

Ataxin3

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
zellpermeabler Calpain-Inhibitor Z-Leu-Nle-CHO
CREB-Bindungsprotein

komplementére DNS

cyan-fluoreszierendes Protein (cyan fluorescent protein)
CRE (cCAMP response element)-Bindungsprotein

Dalton

4”,6-Diamidino-2-Phenylindol
Desoxy-Adenosintriphosphat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Desoxyribonukleotide

Dithiothreitol

Cysteinprotease-Inhibitor

Escherichia coli

verstarkte Chemifluoreszenz (enhanced chemifluorescence)
verstarkte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence)
Ethylendiamintetraessigsaure
0,0’-Bis(2-aminoethyl)-ethylenglycol-N,N,N",N"-tetraessigsaure
Elektronenmikroskop

Endoplasmatisches Retikulum

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluorescein-isothio-cyanat
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Gramm

Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
grinfluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)
Glutathion-S-Transferase

Stunde/n

Huntington-Erkrankung (= disease)
Meerrettich-Peroxidase (horse radish peroxidase)
Hitzeschockprotein
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Htt

IPTG

k

kb

I
Leupeptin
M

m

il

MCS
MG132
min

MJD

n

NES
NLS
ODéeoo

p

PAGE
PBS-T
PCR
PEG
Pepstatin
PMSF
PP

RNA

RT
polyQ
SCA

S. cerevisiae
SDS

sec
SUMO
TBP
TEMED
U

UM
Upm

uN
Z-DEVD-FMK
Z-VAD-FMK

Huntingtin

Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

Kilo (x10%)

Kilobasen = 10° Basenpaare

Liter

Serin- und Cysteinprotease-Inhibitor Ac-Leu-Leu-Argininal
Molar (= 1mol pro Liter = mol/l)

Milli (x107%)

Micro (x107)

multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)
Proteasom-Inhibitor Z-Leu-Leu-Leu-CHO
Minute/n

Machado-Joseph Krankheit (= disease)

Nano (x10°°)

Kernexportsignal (nuclear export signal)
Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal)
Optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600nm
Pico (x10™?)

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salz-Lésung mit Tween-20
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Polyethylen-Glykol

Aspartylprotease-Inhibitor (Peptid: Ubergangszustandsanalogon)
Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid

PreScission Protease

Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Raumtemperatur

Polyglutamin

Spinozerebellare Ataxie

Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecylsulfat = Natriumlaurylsulfat
Sekunde/n

small ubiquitin-like modifier
TATA-Bindungsprotein
N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin

Unit

Ubiquitin-Interaktionsmotiv

Umdrehungen pro Minute

uber Nacht

Caspase-3 Inhibitor 11

Caspase Inhibitor | = genereller Caspase-Inhibitor
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Proteinsequenzen der verwendeten Polyglutamin-Proteine

GST-FLAG-AT3022-myc:
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP
LGS
MDYKDDDDKAGEFMESIFHEKQEGSLCAQHCLNNLLQGEYFSPVELSSIAHQLDEEE
RMRMAEGGVTSEDYRTFLQQPSGNMDDSGFFSIQVISNALKVWGLELILFNSPEYQR
LRIDPINERSFICNY KEHWFTVRKLGKQWFNLNSLLTGPELISDTYLALFLAQLQQEG
YSIFVVKGDLPGCEADQLLQMIRVQQMHRPKLIGEELAQLKEQRVHKTDLERMLEA
NDGSGMLDEDEEDLQRALALSRQEIDMEDEEADLRRAIQLSMQGSSRNISQDMTQTS

GTNLTSEELRKRREAYFEKQQQKQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQRDLSGQSSHP
CERPATSSGALGSDLGKACSPFIMFATFTLYLTCEQKLISEEDL

GST-FLAG-AT30Q71-AUIM-myc:
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP
LGS
MDYKDDDDKAGEFMESIFHEKQEGSLCAQHCLNNLLQGEYFSPVELSSIAHQLDEEE
RMRMAEGGVTSEDYRTFLQQPSGNMDDSGFFSIQVISNALKVWGLELILFNSPEYQR
LRIDPINERSFICNYKEHWFTVRKLGKQWFNLNSLLTGPELISDTYLALFLAQLQQEG
YSIFVVKGDLPGCEADQLLQMIRVQQMHRPKLIGEELAQLKEQRVHKTDLERMLEA
NDGSGMQGSSRNISQDMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQQQKQQQQQ0Q00QQQ

QRQRRAAQQAQQAQRAAAQAQQAQQAQRAAAAQAQQAQRRARRAAQQQQQAQQAQARAAQQAQAQQARQRQQ
QQQQQRDLSGQSSHPCERPATSSGALGSDLGKACSPFIMFATFTLYLTCEQKLISEEDL

GST-257cQ22-myc:
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP
LGS
MQGSSRNISQDMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQQQKQQQQQQQQQQQQQQQQ
QQQQQQRDLSGQSSHPCERPATSSGALGSDLGKACSPFIMFATFTLYLTCEQKLISEE
DL

GST-257cOA-myc:
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP
LGS
MQGSSRNISQDMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQQQRDLSGQSSHPCERPATSSG
ALGSDLGKACSPFIMFATFTLYLTCEQKLISEEDL
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NLS-257c022-myc:
MPPKKKRKVDPKKKRKVGSMQGSSRNISQDMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQQ

QKQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQRDLSGQSSHPCERPATSSGALGSDLGKACSP
FIMFATFTLYLTCEQKLISEEDL

NES-257cQ22-myc:
MLALKLAGLDIGSMQGSSRNISQDMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQQQKQQQQ
QQQQQQQQQQQVONQQAQQQQRDLSGQSSHPCERPATSSGALGSDLGKACSPFIMFATFT
LYLTCEQKLISEEDL

Hiss-AT30Q22:

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGA
MESIFHEKQEGSLCAQHCLNNLLQGEYFSPVELSSIAHQLDEEERMRMAEGGVTSED
YRTFLQQPSGNMDDSGFFSIQVISNALKVWGLELILFNSPEYQRLRIDPINERSFICNYK
EHWFTVRKLGKQWFNLNSLLTGPELISDTYLALFLAQLQQEGYSIFVVKGDLPGCEA
DQLLOQMIRVQQMHRPKLIGEELAQLKEQRVHKTDLERMLEANDGSGMLDEDEEDLQ
RALALSRQEIDMEDEEADLRRAIQLSMQGSSRNISQDMTQTSGTNLTSEELRKRREAY

FEKQQQKQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQRDLSGQSSHPCERPATSSGALGSDLG
KACSPFIMFATFTLYLT

GST-Htt-Exonl-510-myc:
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPY
YIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCL
DAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGP
LGS
MATLEKLMKAFESLKSFQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQAQQQQQQQQAQAQAQQQQ
QQQQQQQQQQQQQQQPPPPPPPPPPPQLPQPPPQAQPLLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAE
EPLHRPCEQKLISEEDL

TBP:
MDQNNSLPPYAQGLASPQGAMTPGIPIFSPMMPYGTGLTPQPIQNTNSLSILEEQQRQ
QQRRRAAQQAQAQQAQRRRAQQAQAQQQARQAQQAQQQAQQQQAQQQQAAVAAAAVQRSTSQQAT
QGTSGQAPQLFHSQTLTTAPLPGTTPLYPSPMTPMTPITPATPASESSGIVPQLQNIVST
VNLGCKLDLKTIALRARNAEYNPKRFAAVIMRIREPRTTALIFSSGKMVCTGAKSEEQ
SRLAARKYARVVQKLGFPAKFLDFKIQNMVGSCDVKFPIRLEGLVLTHQQFSSYEPEL
FPGLIYRMIKPRIVLLIFVSGKVVLTGAKVRAEIYEAFENIYPILKGFRKTT

DNS-Sequenz der alternierenden CAA CAG-Codons (Q3KQsg7)

siehe 2.5.11:
CAACAGCAGAAGCAGCAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAGCA
ACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAGC
AACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAG
CAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACA
GCAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAACAGCAACAACAGCAGCAAC
AGCAACAA
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