SMNrp und TUBA:
Isolierung und Charakterisierung zweier neuer Gene
mit Homologie zu SMN, dem Krankheitsgen der
spinalen Muskelatrophie

Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades (Dr. rer. nat.)
der
M athemati sch-Naturwissenschaftlichen Fakultét
der

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitét Bonn

vorgelegt von
Oliver Plottner
aus

Lahnstein

Bonn 2002






Angefertigt am Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried
mit Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitét Bonn

1. Referent:  Priv-Doz. Dr. Utz Fischer (Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried)
2. Referent:  Prof. Dr. Volker Herzog  (Institut fur Zellbiologie, Universitét Bonn)

Tag der Promotion: 6. August 2002






M aria [zu Elisabeth, Kénigin von England]:
[...]
Um dieser fremden Zeugen willen, ehrt
In mir Euch selbst, entweihet, schandet nicht
Das Blut der Tudor, das in meinen Adern

Wie in den Euren flieRt — O Gott im Himmel!

Friedrich Schiller, Maria Stuart

meinen Freunden






Inhaltsverzeichnis 7

Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG . ...oi oottt ettt ettt te e sae e 13
2 MATERIAL ..ottt ettt ettt ettt et e et et re e, 31
3 METHODEN ...ttt ettt ettt ete e eaeeaeeeaeeaeeneens 37
4 ERGEBNISSE ......cciioiiitieeee ettt ettt et eaa s 59
5 DISKUSSION .....oooiiitieiecte ettt ettt te et eae e aeeteenteereenee s 115
6  ZUSAMMENFASSUNG........coiiiiieetieete ettt ete e eae e e 137
7  LITERATURVERZEICHNIS ......c.ooitiitieieeeeceecee et 139

8 ANHANG ..t 151



8 Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG ..ottt e e e e e e bbb e e e e e e e e e eananees 13
1.1 Diespinale Muskeatrophi€ (SMA) ... 13
1.2 Diegenetischen Ursachen der SMA ... 14
121 Das Krankheitsgen ,, survival motor neuron® (SMN).......cccccovvevieiiecien e, 14
122 Der genetische Mechanismus der SMA-Pathogenese..........ccccccvevceeveecciecciee, 15
1.2.3 Die Analyse der SMA durch Maus-Modelle..........cccooviiieiiecvie e 16
1.3  Aufbau und Funktion desS SMN-Proteins........cccocovmiiniininnenee e 17
131 Initiale Charakterisierung des SMN-Proteins..........cccccevcvevieccecvie e, 17
132 SMN ist Teil makromolekularer Proteinkomplexe..........cccevvevceevieicieciie i, 18
133 SMN ist an der Biogenese der spleif3osomalen snRNPsim Cytoplasma beteiligt20
134 Die Funktion von SMN im ZellKerN ... 22
135 Die Domanenstruktur des SMN-ProteiNS .........ccocveieriineneee e 25
14  DIieTUdOr-DOMENE .......ooiiiieiiie ettt ettt st s re bbb 26
15  Ziel diESEr ATDEIT ..o e 28
2 MATERIAL .. ettt e e e e 31
A R €1 | PRSP ORI 31
2.2 Chemikalien UNd ENZYME ...t 31
2.3 Puffer und KUTUrMEdIEN ......cceiiiiiee e 31
24 GENDANKEN ...t e e 33
25 PlASMIUE....c et a e e 33
P2 ST N 01§10 o1 PSR RPR 35
A R O | = g 1 4T o SO S 36
3 METHODEN ...ttt e e e e e e e e et eeeeeees 37
3.1  Molekular- und zellbiologische Methoden............cccoovieiiievie i 37
311 Standardmethoden der MolekularbiolOgie. .........ccovviieiieiiiesie e 37
312 Klonierung von CDNA-Fragmenten...........cccceeiieciee s 37
3.13 Northernblot-HybridiSIEruNg........c.cooiiiiiiiee e 37
314 Kultivierung und Transfektion von Saugerzellen..........cocevcveveccecvee e, 39
3.15 TWO-HYDIO-SCreeN........oooee e 40
3.1.5.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae Zelen........cccccceveevcveveecneenen, 40
3.1.5.2 Transformation von Hefezellen nach der Lithiumacetat-Methode................. 40
3.1.5.3 Prinzip des TWOo-Hybrid-SCreens.........cccvcvevee v 40
3.1.54 Two-Hybrid-Screen nach SMNrp-Interaktionspartnern..........ccccecveveecveennen. 41
3.1.55 Two-Hybrid-Screen nach TUBA-Interaktionspartnern..........ccccceeeveveecveennen. 42

3.1.5.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefezellen............ccooovvveeieciecvceceen, 42



Inhaltsverzeichnis 9

3.2 BiochemisChe M Ethoden. ... ... e 43
321 Standardmethoden der ProteinbioChemie............ccooeeiiieenininneeseeee e 43
3.2.2 Diskontinuierliche Gelelektrophorese von Proteinen..........ccccevceeveeccie e, 43
3.2.3 Rekombinante EXpression VON Proteinen............cccveeeeeiee e cvee s 44

3231 EXPression iNE. COli..uiiiiiiiiiiiiiiiiecsie ettt 44
3.2.3.2 Affinitéatsreinigung von GST- und His-Fusionsproteinen...........cccccceeceveenenn. 45
3.24 Radioaktive Markierung von Proteinen durch gekoppelte in-vitro-Transkription
01010 I =TS = 1o SR PRPR 45
3.25 Herstellung von Zellextrakten ...t 46
3.25.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten aus transfizierten 293-Zellen.............. 46
3.25.2 Herstellung von HeL a-Zellextrakten ..........ccecceeiieiiiecvie s 46
3.2.6 BindUNQSEXPEITMENTE......cciieiie et re e 47
3.2.7 Dichtegradienten-Ultrazentrifugation............cccccveveeiieciee e 47
3.2.8 | dentifikation von Proteinen durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie........... 48

3.3  Immunologische MethOEN........ccviiieiii e 48
331 Immunologische Standardmethoden ...........ccoovveiiii i 48
3.3.2 Herstellung polyklonaler ANtIKOIPEY .......c.vecceeiieeiececsee et 49
333 Proteinnachweis durch Westernblot .............ooeoveiiiiiienee e 49
3.34 IMMUNPIEZIPITALION ... e e re e nree s 50
3.35 ImMMUNFlUOresSzenz-MiKrOSKOPIE ......ccueeiueeiiieiie e esee e see et 51

34 SPEZIEle EXPENTMENTE ......coiie et 52
34.1 Acetylierung VON HIStONEN..........cooiiiiieiie e 52
34.2 SpleiBen ener PramRNA ... 52

34.21 Radioaktive Markierung VON RNA ..ot 52
3.4.2.2 Herstellung von SMNrp-depletiertem Kernextrakt ..........ccccevevvcivivieiiiecnienns 53
3.4.2.3  SPleilRreaktioN INVITFO ....cccei et 54
3.4.24 Das Xenopus |aevisS OOCYLENSYSIEM ......cccveieeiiieeiie e e s s 54
3.4.25 Spleifyreaktion in Xenopus |aevisS OOCYLEN .........cccveviveeiiesie e 55
34.3 Decatenierung von Kinetoplast-DNA .........ocoeiiiiiiececsee e 55
344 Inhibition der in-vitro-Trandation einer MRNA ..o 56
3.4.41 Run-off-Transkription der SMN-CDNA.........cccoiiiie i 56
34.4.2  TranNSalioNS-ASSAY .....cccueeiieiieeiie et see et aae e nree s 56

4 ERGEBNISSE ......cco oo 59

41 Das SMN-homologe Protein SMINI P 59
41.1 Identifizierung und Klonierung VON SMNIP .....oocvieiieiieecieceeee e 59

4111 Entdeckung von SMNrp und Klonierung der cDNA ........ccoevceevievieecieeenne. 59
4.1.1.2 SMNrpist ein entwicklungsgeschichtlich altes Protein...........ccccccevvveivennee. 62
41.2 SMNrp wird ubiquitér transkribiert und codiert fir ein Kernprotein................. 63
4121 DasSMNrp-Genwird in alen Geweben transkribiert ...........cccoeveevcieeiinenee. 63
4.1.2.2 Herstellung eines SMNrp-spezifischen Antiserums........cccoceevcveeieeccieecieeenne. 64
4123 SMNrplokalisiert im ZellKern ...t 65
4.1.3 SMNTrp ist ein Aktivator der Histon-Acetyltransferase GCN5-S...........cccc.e.e.e. 67
4.1.3.1 Suche nach Interaktionspartnern durch Two-Hybrid-Screen...........cceeueeee. 67
4.1.3.2 SMNrp bindet direkt an GCNS-S........cccoiiiiriieseeeeeeee e 68
4.1.3.3 Die Tudor-Doméne von SMNrp ist fUr die Bindung an GCN5-S wichtig..... 70

4.1.34 Der GCN5-S-SMNrp-Komplex kann Nucleosomen acetylieren.................... 71



10 Inhaltsverzeichnis

414 SMNTrpist ein essentieller SpleilRfaktor ........cccveieiiiiiiieceece e 74
4141 SMNrpist mitdem 17S-U2-SNRNP @SSOZii€rt .......cceeveeviveiiecie e 74
4.1.4.2 Das Spleifien von pr&mRNA benttigt SMNIP ....cocvveiieccieece e 76

4.2  DasUBA- und Tudor-Domanen-Protein TUBA ... 79

42.1 | dentifizierung und Klonierung eines weiteren Tudor-Doméanen-Proteins......... 79
4211 Entdeckung von TUBA und Klonierung der cDNA ........ccocoveicecveeciieeniee, 79
4.2.1.2 Dashumane TUBA-Gen besteht aus 14 EXONS.........cccovereereenieneenesiieseenee 83
42.1.3 TUBA ist ein bel hoheren Eukaryonten konserviertes Protein....................... 83
4214 DasTUBA-Genwird ubiquitdr eXprimiert.........cccceevveieeviieeneesie e e 83

4.2.2 TUBA istim Cytoplasmaund im Zellkern lokalisiert.........ccccccveveevieeieeccieenen, 85
4221 Herstellung eines spezifischen AntiSerums..........ccoccveveevieccee e 85
4.2.2.2 Lokalisation von endogenem und rekombinantem TUBA in Kulturzellen ....86

4.2.3 TUBA interagiert mit DNA-Topoisomerase-l11-beta (TOP3D) ........cccccceeeveneen. 91
4.2.3.1 TOP3b coprézipitiert mit TUBA in stochiometrischen Mengen.................... 91
4.2.3.2 TOP3b und TUBA binden direkt aneinander und colokalisieren im Cytoplasma

92
4.2.3.3 TUBA hat keinen Einfluss auf die Topoisomerase-Aktivitat von TOP3b in
vitro 94

424 FMRP, das Krankheitsgenprodukt des Fragilen-X-Syndroms, und seine

Homologe interagieren Mt TUBA ..ottt s sne e 96
4241 FXR1wird ds Interaktionspartner von TUBA im Two-Hybrid-Screen
gefunden 96
4242 FMRP, FXR1 und FXR2 binden direkt an TUBA und lassen sich
(o0 0 =741 o 1T (< o TR TSRS 99
4243 TUBA und FMRP zeigen ein &hnliches Laufverhalten bei der
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation und colokalisieren partiell im Cytoplasma....... 100
4.2.4.4 Ein Einflussvon TUBA auf die Aktivitdt von FMRP as Inhibitor der
Trandation ist NICht NACAWEISDA ..........cccoiiiiii e 101
4245 Zwe unterschiedliche Regionen in der FMRP-Sequenz sind fir die Bindung an
TUBA VErantWOrTliCh ... e 104

4.2.4.6 Diein Patienten gefundene Punktmutante FMRP-1304N bindet nicht mehr an
TUBA 106
4.2.5 V erschiedene Domanen von TUBA haben unterschiedliche Aufgaben bei der

ProteiN-INTEraKEION ..ot st 109
4251 TOP3b bindet an den N-Terminus von TUBA, die FMRP-Bindungsstelle ist
der Tudor-Domane benaChbart ..o 109
4.25.2 Die UBA-Domanevon TUBA bindet spezifisch an Lysss-verknipfte
(] o Lo (01N T = 1 = o ST 110
5 DISKUSSION....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeteeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeseseessaeesesssesssseessenees 115
51 SMNrpist ein Protein mit verschiedenen Funktionen im Zellkern ................... 115
511 Initiale Charakterisierung VON SMNIP......c.coiiiiiiiiie e 115
512 SMNrp ist ein U2-snRNP-assoziierter, essentieller Spleil¥faktor ..................... 116
513 SMNrp as Cofaktor der Histon-Acetyltransferase GCNS.........cccccveviecieennen. 120
5.1.3.1 Ist SMNrp Komponente eines humanen GCN5-Komplexes? ...................... 121
5.1.3.2 Welche Funktion konnte die Interaktion von SMNrp mit GCN5 haben?.....123

514 SMNTrp, ein Bindeglied zwischen Transkription und Spleif3en?............ccoe...... 124



Inhaltsverzeichnis 11

52  Analysedes UBA- und Tudor-Domanen-ProteinSTUBA ........ccccceeceeveecnenne, 126
521 Sequenz, Expression und intrazellulare Lokalisation............cccocevvveevieccieeninen, 126
522 Die Interaktion von TUBA mit DNA-Topoisomerase-llI-beta........................ 127
5.2.3 TUBA ist eéin Komplexpartner von FMRP und seinen Homologen................. 130
524 Die Funktionen von Tudor-, UBA- und anderen Domanen ...........cccoceveeeenee. 134

6  ZUSAMMENFASSUNG. ... .. 137

7  LITERATURVERZEICHNIS ... 139

8  ANHANG ... 151

S R N o1 Q8 U [ T T o PSR 151

8.2  Buchstabensymbole fir Aminosauren und Nucleotide..........cccccoeveviceeieeinenne. 154

8.3  VerOffentliChUNGEN .......ocee e 155

S A B = g1 €= To [0 o T o PO 156






Einleitung 13

1 Einleitung

1.1 Die spinale Muskelatrophie (SMA)

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine tddlich verlaufende, neuromuskulére Erkrankung
des Menschen. Sie tritt mit einer geschétzten Inzidenz von 1 in 10 000 Neugeborenen auf und
ist damit die zweithaufigste, autosomal rezessive Erbkrankheit mit Todesfolge nach cystischer
Fibrose (Roberts et al., 1970; Pearn, 1973; Pearn, 1978). SMA ist gekennzeichnet durch
fortschreitende Degeneration der a-Motoneuronen in den Vorderhdrnern der grauen Substanz
des Ruickenmarks. Dadurch kommt es bei den Patienten zu progressiver Muskel schwéche und
-atrophie an den Gliedmalien und am Rumpf. Die proximale Muskulatur ist dabei meist friher
und stérker betroffen as die distale. Daneben werden abgeschwéchte oder fehlende
Muskeleigenreflexe, haufige Faszikulationen und auch Skelettanomalien (Skoliose,
Hyperlordose, Hohlful3) beobachtet. Die Patienten haben eine normale Intelligenz. Eine
spezifische Therapie der SMA ist bisher nicht bekannt.

Nach dem Zeitpunkt des ersten Auftretens von Symptomen und dem klinischen Verlauf der
Erkrankung werden drel verschiedene Formen der SMA unterschieden (Munsat und Davies,
1992), siehe Tabelle 1-1): Patienten mit Typ-I-SMA (auch: Werdnig-Hoffmann-Krankheit)
erkranken innerhalb der ersten sechs Lebensmonate. Aufgrund der stark ausgepragten und
schnell zunehmenden Muskelschwéche erlernen sie nie das Sitzen oder Gehen und sterben
innerhalb der ersten zwel bis drei Jahre an Ateminsuffizienz. Bei Typ-1I-SMA treten die
ersten Symptome innerhalb der ersten 18 Lebensmonate auf. Die betroffenen Kinder lernen
meist noch selbststandig zu sitzen, kdnnen aber ohne fremde Hilfe nicht stehen oder gehen.
Die Lebenserwartung liegt bei etwa 10 Jahren. Bel Typ-111-SMA (auch: Kugelberg-Welander-
Syndrom) zeigen sich die ersten Symptome erst nach dem 18. Lebensmonat. Die Patienten
konnen haufig noch selbststéndig stehen und laufen. Die Krankheit zeigt hier einen milderen,

chronischen Verlauf, die Betroffenen erreichen das Erwachsenenalter.

SMA-Typ Erkrankungsalter Lebenserwartung Verlauf

I (Werdnig-Hoffmann) 1 - 6 Monate 2 — 3 Jahre akut

Il (intermediare Form) 6 — 18 Monate 10 Jahre und mehr intermediar
Il (Kugelberg-Welander) |18 Monate bis Erwachsenenalter | 30 Jahre und mehr chronisch

Tabelle 1-1: Die proximale spinale Muskelatrophie verhélt sich klinisch heterogen.
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1.2 Die genetischen Ursachen der SMA

1.2.1 Das Krankheitsgen , survival motor neuron” (SMN)
Bereits 1990 wurde durch Kopplungsanalysen herausgefunden, dass sich alle drei SMA-

Formen trotz der klinischen Heterogenitét genetisch homogen verhalten, d. h. mit Mutationen
in der gleichen genomischen Region auf Chromosom 5 im Bereich 5q11.2-13.3 korrelieren
(Brzustowicz et al., 1990; Gilliam et al., 1990; Melki et al., 1990). Funf Jahre spéter wurde in
diesem Abschnitt durch positionelles Klonieren das Gen survival motor neuron (SVIN)
entdeckt, das, wie inzwischen als gesichert gilt, ursachlich fur die Entstehung der SMA
verantwortlich ist (Lefebvre et al., 1995).

Das SMN-Gen liegt mit drei anderen Genen innerhalb einer etwa 500 kb grofen, invertiert-
duplizierten Region (inverted repeat). Dadurch gibt es von SVIN jeweils eine telomere Kopie
(SMN1) und eine centromere Kopie (SMN2) auf Chromosom 5 (siehe Abbildung 1-1). Beide
SMIN-Gene umfassen je neun Exons (Exonl, 2a, 2b und 3 bis 8) und sind auf DNA-Ebene zu
99 % identisch. Verschiedene humangenetische Studien konnten zeigen, dass in etwa 95 %
aler untersuchten SMA-Patienten das telomere SVIN1-Gen homozygot deletiert ist. Bei
einigen Patienten wurden auch Punktmutationen, Mikrodeletionen und -insertionen oder kurze
Duplikationen innerhalb der SMN1-Sequenz gefunden (Wirth, 2000). Ein homozygotes
Fehlen von SMN2, wie es in 3-5 % einer Kontrollgruppe gefunden wurde, ist dagegen ohne
klinischen Phénotyp (Lefebvre et al.,, 1995). Normaerweise werden beide SVIN-Gene
exprimiert. Das Fehlen von SVIN1 bei SMA-Patienten kann aber offensichtlich nicht durch die

Expression von SMN2 kompensiert werden.

inverted repeat

centromer telomer

- : =

Chromosom 5q13 - -

pddc PNAIFP SMNZ2 H4F5c  H4FSt SMNT NAIP pddt

Abbildung 1-1: Durch Genduplikation gibt es beim Menschen zwei Kopien des SMN-Gens. SMN liegt mit den
drei anderen Genen BTFp44, NAIP und H4F5 innerhalb einer 500 kb grofien, invertiert-duplizierten Region
(inverted repeat) auf Chromosom 5g13. Dadurch gibt es eine telomere (SVIN1) und eine centromere Kopie
(SMN2) des Gens (schematische Darstellung nach Wirth, 2000).



Einleitung 15

Gesunder Mensch SMA-Patient
N
—< SMNZ SMN1 >— —< SMN2 s;bs@? >—
;\ Y
—< SMN2 SMN1 >— —< SMN2 .?}té: >—
F Y

AL l

SMNAEx7 SMNAExT
SMN SMN SMN

Abbildung 1-2: SMN2 wird alternativ gespleifdt. Die Abbildung zeigt schematisch die genetische Situation im
gesunden Menschen (links) und in SMA-Patienten (rechts). Bei letzteren sind beide SMIN1-Allele durch Mutation
beschadigt. Dadurch wird nur noch SMN2 exprimiert, das durch alternatives Spleif3en aber hauptséchlich zur
Entstehung eines am C-Terminus verkirzten Proteins (SMNDEX7) fuhrt.

1.2.2 Der genetische Mechanismus der SMA-Pathogenese
SMIN2 unterscheidet sich von SVIN1 in nur finf Nucleotidpositionen, von denen vier in Intron-

Abschnitten oder der 3'-untrandatierten Region liegen. Die einzige Nucleotidsubstitution
innerhalb des offenen Leserasters, eine C® T-Transition in Exon 7, ist , still, verandert also
die von SMIN2-codierte Aminosduresequenz nicht. Allerdings fuhrt dieser Austausch zu einem
veranderten Splei3-Verhalten des Primértranskripts. Wahrend von SMNL1 fast ausschliefdlich
ein Transkript voller Lange gebildet wird, fuhrt alternatives Spleil3en der SMN2-pr&mRNA
dazu, dass Uberwiegend ein Transkript entsteht, dem Exon 7 fehlt (Lefebvre et al., 1995). In
der Tat konnte inzwischen gezeigt werden, dass der C® T-Austausch in Exon 7 von SMIN2 zur
Unterbrechung eines sogenannten exonic splicing enhancer fuhrt, also eines Sequenzmotivs,
das an der Regulation des Spleif3ens beteiligt ist (Lorson et al., 1999; Monani et al., 1999).
Durch das Entfernen von Exon 7 beim Spleif3en fihrt die Expression von SMN2 hauptsachlich
zu einem Protein, das im Gegensatz zum SMN1-Genprodukt am C-Terminus verkirzt ist
(SMNDEX7, siehe Abbildung 1-2). Es konnte experimentell gezeigt werden, dass dieses
verkurzte SMN2-Produkt weniger stabil als das SMN-Protein voller Lange ist und eine
reduzierte Selbst-Oligomerisierungsaktivitdt aufweist (Lorson et al., 1998; Pellizzoni et al.,
1999; Lorson und Androphy, 2000). In den a-Motoneuronen von SMA-Patienten, die nur
noch SMN2 exprimieren, steht daher vermutlich zu wenig (voll funktionelles) SMN-Protein
voller Lange zur Verfigung. Die Krankheit wird also offenbar durch die verminderte
Expression und nicht den volligen Verlust von funktionellem SMN hervorgerufen. Fur diesen

Gendosis-Effekt spricht auch die Tatsache, dass eine direkte Korrelation zwischen der Hohe
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der SMN-Expression und der Schwere des Phénotyps in SMA-Patienten beobachtet werden
kann (Coovert et al., 1997; Lefebvre et al., 1997). Dartberhinaus sind inzwischen viele
Patienten mit Typ-11- und Typ-111-SMA bekannt, bei denen SVIN1 nicht komplett homozygot
deletiert ist, sondern durch Genkonversion die Sequenz von SMN2 angenommen hat. Auch
hier gilt, dass die Krankheit mit steigender Kopienzahl von SMN2 einen milderen Phanotyp
zeigt (Wirth, 2000).

Eine somatische Gentherapie der SMA scheint aus heutiger Sicht schwierig, da es noch keine
geeigneten Vektoren gibt, um das gesunde SMN1-Gen in ausreichender Menge und in eine
ausreichende Anzahl der betroffenen Zellen zu schleusen (Schmalbruch und Haase, 2001).
Andere Ideen fir eine mogliche Therapie der SMA gehen daher dahin, das Spleil3en des in
alen Patienten vorhandenen SMN2-Gens so zu beeinflussen, dass mehr mRNA (und damit
Protein) voller Lange gebildet wird. Mit Htra2-b1 wurde bereits ein Faktor entdeckt, der an
der Regulation des Spleif3ens der SMN-pr&mRNA beteiligt ist (Hofmann et al., 2000). Durch
Uberexpression von Htra2-b1 in Kulturzellen konnte die Entfernung von Exon7 beim
Spleilen des SMN2-Transkripts deutlich reduziert werden. Dartiberhinaus wurde kirzlich mit
Aclarubicin eine erste chemische Verbindung beschrieben, die das SMIN2-Spleiffen in
Fibroblasten von SMA-Patienten auf dhnliche Weise beeinflusst (Andreass et al., 2001). Es
bleibt abzuwarten, ob es moglich wird, aus diesen Ansdtzen eine spezifische Therapie der
SMA zu entwickeln.

1.2.3 Die Analyse der SMA durch Maus-Modelle
Der genetische Mechanismus der SMA-Pathogenese konnte durch verschiedene Maus-

Modelle bestétigt werden. Im Gegensatz zum Menschen besitzen Mause nur ein Smn-Gen
(DiDonato et al., 1997; Viollet et al., 1997). Die homozygote Disruption (knock out) der
beiden Smn-Allele in der Maus ist letal. Sehr frih in der Embryonalentwicklung, noch vor
Erreichen des Blastocysten-Stadiums, kommt es in den Smn-defizienten M&usen zu einem
massiven Zellsterben, das schlieffdlich zum Tod der Embryonen noch vor der Nidation fuhrt
(Schrank et al., 1997). Es konnte so gezeigt werden, dass Smn in der Maus ein essentielles
Gen ist. Entsprechend sind Menschen mit homozygoten Defekten in beiden SVIN-Genen nicht
bekannt und vermutlich ebenso wie die Smn™-Méuse nicht |ebensfahig. Heterozygote Mause
mit einem intakten Smn-Allel (Smn*") entwickeln sich bis zur Geburt normal. Ahnlich wie
SMA-Patienten zeigen sie aber eine reduzierte Smn-Expression und ein Absterben spinaler
Motoneuronen von fast 50 % innerhalb der ersten sechs Monate nach der Geburt (Jablonka et
al., 2000b).
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Als weitere Tiermodelle fUr die spinale Muskelatrophie wurden Mause entwickelt, die das
humane SMN2 als Transgen vor einem Smn~-Hintergrund tragen (Hsieh-Li et al., 2000;
Monani et al., 2000). Durch die Expression des SVMIN2-Transgens Uberleben die Tiere die
Embryonalentwicklung, zeigen aber schon kurz nach der Geburt einen starken SMA-
Phéanotyp. Sie entwickeln ein progressives Absterben spinaler Motoneuronen, das schliefdlich
zum Tode fuhrt. Auch hier konnte bestétigt werden, dass der Erkrankung ein Gendosis-Effekt
zu Grunde liegt. Wie in SMA-Patienten korreliert in den Mausen die Schwere des
beobachteten Phanotyps mit der Menge an exprimiertem SMN-Protein voller Lange (Hsieh-Li
et al., 2000) oder mit der Kopienzahl des integrierten SVIN2-Transgens. Mause mit acht
SMIN2-K opien sind dabei sogar symptomfrel (Monani et al., 2000).

1.3 Aufbau und Funktion des SMN-Proteins

1.3.1 Initiale Charakterisierung des SMN-Proteins
Die ldentifizierung von SMIN1 as Krankheitsgen der SMA ermoglichte die Analyse der

zelluléren Funktion des SMN-Proteins und damit der molekularen Ursachen der Erkrankung.
Erste Experimente zur Charakterisierung ergaben, dass das Gen in alen humanen Zellen,
ubiquitér exprimiert wird (Lefebvre et al., 1995). Dies, wie auch der Befund, dass das Gen
essentiell fur das Uberleben der Zellen ist (Schrank et al., 1997), zeigten, dass SMN ein
sogenanntes Haushaltsgen (housekeeping gene) ist, also eine grundsétzliche Funktion im
Stoffwechsel aller Zellen erfullt. SMN1 codiert fur ein Protein aus 294 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 32kDa (Lefebvre et al.,, 1995). Die Analyse der
Aminosiuresequenz ergab, dass SMN in seinem mittleren Abschnitt (Aminosdure 90 bis 150)
eine Tudor-Doméne trégt. Dabel handelt es sich um eine konservierte Proteindoméne von
bislang nicht genau bekannter Funktion, die insbesondere in Proteinen gefunden wird, die an
RNA binden oder in den RNA-Metabolismus der Zelle eingebunden sind (Ponting, 1997,
siehe auch Kapitel 1.4). Ansonsten lief3 die Sequenz keinerlei Schllsse Uber eine mégliche

Funktion des Proteins zu.

Erste Lokalisationsstudien in HelLa-Zellen ergaben, dass SMN sowohl im Cytoplasma als
auch im Zellkern gefunden wird (siehe Abbildung 1-3, Bild 1). Interessanterweise ist es dabel
im Zellkern in distinkten Strukturen, sogenannten gems (fur: gemini of coiled bodies)
konzentriert, die in unmittelbarer Nachbarschaft von coiled bodies gefunden wurden (Liu und
Dreyfuss, 1996). Letztere sind ebenfalls intranukleére Strukturen, die einen hohen Gehalt an

snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins) aufweisen, und fur die eine Funktion bei der
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Reifung und als Speicherort dieser Spleif3losom-Komponenten diskutiert wird. Inzwischen
wurde in verschiedenen Untersuchungen gezeigt, dass es in den meisten Zelltypen keinen
Unterschied zwischen coiled bodies und gems gibt (Matera und Frey, 1998; Carvalho et al.,
1999; Young et al., 2000).

anti-SMN anti-SIP1

Uberlagerung Phako

Abbildung 1-3: SMN und SIP1 colokalisieren im Cytoplasma und im Zellkern von HelLa-Zellen. Die
Abbildung zeigt die intrazelluldre Verteilung von SMN (Bild 1) und SIP1 (Bild 2) in HelLa-Zellen durch
indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie (siehe Kapitel 3.3.5) in Falschfarbendarstellung. Die Uberlagerung der
beiden Aufnahmen (Bild 3) zeigt, dass beide Proteine im Cytoplasma und in coiled bodies/ gems im Zellkern
colokalisieren. Bild 4 zeigt eine Phasenkontrastaufnahme der Zellen.

1.3.2 SMN ist Teil makromolekularer Proteinkomplexe
Die Analyse von Punktmutationen in der SMN-Sequenz von SMA-Patienten zeigte, dass das

Protein Uber seinen C-terminalen Abschnitt mit sich selbst interagiert und dass diese Di- oder
Oligomerisierung essentiell fir die Funktion des Proteinsist (Lorson et al., 1998; Pellizzoni et
al., 1999). Durch Two-Hybrid-Screen wurde 1997 das Protein SIP1 entdeckt, das in vitro und
invivo an SMN bindet (Liu et al., 1997). Beide Proteine colokalisieren in coiled bodies/ gems
und im Cytoplasma (siehe Abbildung 1-3). Sedimentationsanalysen legten nahe, dass SMN
und SIP1 Teil groRer Komplexe sind. In der gleichen Arbeit wurde auch gezeigt, dass der
SMN-SIP1-Komplex mit verschiedenen Sm-Proteinen, den gemeinsamen Bestandteilen der

vier spleifdosomalen snRNPs, assoziiert ist. Inzwischen wurden einige weitere Komponenten
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des SMN-Komplexes identifiziert (siehe Tabelle 1-2): Die putative RNA-Helikase
dp103/Gemin3 und das WD-Doméanen-Protein p175/Gemin5 interagieren direkt mit SMN und
einigen Sm-Proteinen (Charroux et al., 1999; Campbell et al., 2000; Meister et al., 20013;
Gubitz et al., 2002). GIPLGemind bindet nicht direkt an SMN, interagiert aber mit
dp103/Gemin3 und den Sm-Proteinen im Komplex (Charroux et al., 2000; Meister et al.,
2000). Fur das Protein Gemin6é wurde ebenfalls eine Interaktion mit Sm-Proteinen
nachgewiesen (Pellizzoni et al., 2001b). Wie zuvor fur SIP1 konnte auch fir die genannten
Proteine gezeigt werden, dass sie mit SMN in coiled bodies/ gems und zum Teil auch im
Cytoplasma colokalisieren. Verschiedene biochemische Aufreinigungen legen dabel nahe,
dass sich die SMN-Komplexe im Cytoplasma und im Zellkern teillweise in ihrer
Zusammensetzung unterscheiden, was auf unterschiedliche Funktionen in den beiden
Kompartimenten hindeutet (Meister et al., 2000; Bihler, 2001, Meister et al., 2001a).
Waéhrend nach und nach die einzelnen Komponenten der SMN-Komplexe identifiziert

werden, liegt deren genaue Funktion bisher allerdings noch gréftenteils im Dunkeln.

Protein Direk::]aitlrg:/lrﬁktion Referenz

SIP1 (Gemin2) + (Liu et al., 1997)

dpl103 / Gemin3 + (Charroux et al., 1999; Campbell et al., 2000)
GIP1/ Gemin4d - (Charroux et al., 2000; Meister et al., 2000)
pl75/ Gemin5 + (Meister et al., 2001a; Gubitz et al., 2002)
Geminé - (Pellizzoni et al., 2001b)

Hsc70 ? (Meister et al., 2001a)

unrip ? (Meister et al., 2001a)

Sm- und Lsm-Proteine + (Liu et al., 1997; Friesen und Dreyfuss, 2000)
Profilin + (Giesemann et al., 1999)

E2 (Papillomavirus) + (Strasswimmer et al., 1999)

Coilin + (Hebert et al., 2001)

Fibrillarin + (Jones et al., 2001; Pellizzoni et al., 2001a)
GAR1 + (Pellizzoni et al., 2001a)

hnRNP-Q, -R + (Mourelatos et al., 2001; Rossoll et al., 2002)
RHA / RNA-Polymerase |l + (Pellizzoni et al., 2001c)

ZPR1 + (Gangwani et al., 2001)

Tabelle 1-2: SMN ist Teil makromolekularer Proteinkomplexe. Die Tabelle zeigt die bisher bekannten direkten
Bindungspartner von SMN oder Proteine, die als Komponenten des SMN-Komplexesisoliert wurden.

Neben SIP1, den spleifosomalen Sm-Proteinen und Gemin3 bis Gemin6, die als

Komponenten von SMN-Komplexen identifiziert wurden, sind noch einige andere, mit SMN
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interagierende Proteine beschrieben worden (siehe Tabelle 1-2). Gegenwartig ist unklar, ob es
sich dabei um weitere Komponenten von SMN-Komplexen handelt oder nur um transiente
Interaktoren bei bestimmten metabolischen Prozessen wie der Transkription (Papillomavirus
E2-Protein, RHA / RNA-Polymerase |1) oder der RNA-Prozessierung (Fibrillarin, hnRNP-Q
und -R). Insgesamt l&sst die Vielzahl der Bindungspartner vermuten, dass SMN keine
singulare Funktion in der Zelle hat, sondern an mehreren, unterschiedlichen Prozessen im
Cytoplasma und im Zellkern beteiligt ist.

1.3.3 SMNist an der Biogenese der spleilfosomalen snRNPs im
Cytoplasma beteiligt

Ein wesentlicher Schritt bei der Expression genetischer Information ist die Prozessierung der
bei der Transkription synthetisierten pr&mRNA zu reifer mRNA im Zellkern. Eine zentrale
Stellung nimmt dabel das sogenannte Spleif3en ein: In den meisten Féllen besteht die pra
MRNA aus Protein-codierenden Abschnitten, Exons, und nicht-codierenden Abschnitten, den
Introns. Beim Spleif3en werden jeweils in zwei aufeinander folgenden Transesterifizierungs-
reaktionen die Introns aus der pr&mRNA entfernt und die Ubrig bleibenden Exons
miteinander ligiert. Dieser Prozess wird vom Spleif3osom, einem mehrere Megadalton grofien,
dynamischen Komplex aus RNA und etwa 100 Proteinen, katalysiert (zuammengefasst in
Kramer, 1996; Burge et al., 1999).

Hauptbestandteile des SpleiRiosoms sind vier verschiedene RNA-Protein-Partikel, die sSnRNPs
(small nuclear ribonucleoproteins), die nach ihrem RNA-Antell as Ul-, U2-, U5 und
U4/U6-snRNP bezeichnet werden. Neben der jeweiligen snRNA (,small nuclear RNA*)
enthalt jedes snRNP einen Satz von sieben gemeinsamen Proteinen: die Sm-Proteine SmB/B’,
SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmF und SmG. Sie sind benannt nach ihrer Reaktivitdt mit
Autoantikdrpern des Sm-Serotyps von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes. Alle
snRNAs haben ausgepragte Sekundéarstrukturen und tragen (mit Ausnahme der U6-snRNA)
einen etwa 10 Nucleotide langen, einzelstrangigen und Uridyl-reichen Abschnitt, der als
Bindungsstelle fur die Sm-Proteine dient. Aus elektronenmikroskopischen und biochemischen
Untersuchungen weil3 man, dass die Sm-Proteine als heptamerer Ring an die snRNAs
gebunden sind (Kastner et al., 1990; Raker et al., 1996; Kambach et al., 1999; Stark et al.,
2001). Zusammen mit der snRNA bilden sie den sogenannten Sm-core aus, das strukturelle
Grundgerist, das alen spleiffosomalen snRNPs gemeinsam ist (siehe Abbildung 1-4).
Dartberhinaus werden in jedem der vier shnRNPs jeweils noch mehrere, partikel spezifische
Proteine gefunden (Will und L ihrmann, 2001).



Einleitung 21

Spleitosom ﬁ
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Abbildung 1-4: Die Biogenese von snRNPs verlauft in mehreren Schritten. Die Abbildung zeigt schematisch
den Ablauf der snRNP-Biogenese am Beispiel des U1-snRNPs. Die im Zellkern transkribierte shRNA wird mit
einem einfach methylierten Guanosinrest am 5'-Ende (m’G) zunéchst ins Cytoplasma transportiert. Hier binden
die Sm-Proteine als heptamerer Ring an die Sm-Bindungsstelle und bilden so die Sm-core-Struktur aus, die bei
allen spleiffosomalen snRNPs gefunden wird. Anschlief3end erfolgt eine Hypermethylierung der snRNA am 5'-
Ende (m:*?’G) und der Import des snRNP-Partikels in den Zellkern. Wann die partikelspezifischen Proteine
gebunden werden, im Falle des U1-snRNPs das 70K-, das A- und das C-Protein, ist noch nicht bekannt. Die
snRNPs und zahlreiche andere Faktoren lagern sich schliefdlich an pr&mRNA zum Spleil3osom zusammen und
katalysieren den Spleif3prozess.

Untersuchungen in Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis haben gezeigt, dass die
Biogenese der spleif3osomalen snRNPs in mehreren Schritten im Zellkern und im Cytoplasma
erfolgt (siehe Abbildung 1-4; Will und Ldhrmann, 2001): Alle spleif3iosomalen snRNASs aul3er
U6 werden von der RNA-Polymerase-ll transkribiert und verlassen zunéchst den Zellkern.

Dabei tragen sie am 5'-Ende einen einfach methylierten Guanosinrest (m’G-Kappe). Im

Cytoplasma assoziieren sie mit den im Uberschuss vorliegenden Sm-Proteinen und bilden die
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Sm-core-Struktur aus (Zeller et al., 1983). Dies ist die Vorraussetzung fur die anschlieffende
Prozessierung und Modifikation der snRNA, einschliefdlich einer Hypermethylierung, die zur
Bildung einer Trimethylguanosin-Kappe (ms>>'G-Kappe) am 5'-Ende fihrt (Mattaj, 1986;
Yang et al., 1992). Erst nach diesen cytoplasmatischen Modifikationen wird das snRNP in
den Zellkern transportiert (Fischer und Lihrmann, 1990; Hamm, 1990). Zur Zeit ist noch
unklar, zu welchem Zeitpunkt wéhrend der Biogenese die Assoziation mit den
partikel spezifischen Proteinen erfolgt.

Erste Hinweise auf eine Funktion von SMN bei der Biogenese der snRNPs ergaben sich aus
dem Befund, dass SMN direkt an verschiedene Sm-Proteine bindet (Liu et al., 1997).
Interaktionen mit Sm-Proteinen sind inzwischen auch fir mehrere andere Komponenten des
SMN-Komplexes nachgewiesen worden (vgl. Kapitel 1.3.2). Durch Co-Immunprazipitationen
konnte auf3erdem gezeigt werden, dass der SMN-Komplex spezifisch mit  verschiedenen
snRNAs im Cytoplasma von X. laevis Oocyten assoziiert ist (Fischer et al., 1997). Diese
Interaktion ist transient, bevor das zusammengelagerte snRNP-Partikel in den Zellkern
transportiert wird, dissozieren SMN und SIP1 wieder ab. Bedeutende Auswirkungen auf die
SnRNP-Zusammenlagerung in Oocyten hat die Mikroinjektion von Antikorpern (Fischer et
al., 1997). So wird die snRNP-Biogenese durch anti-SIP1-Antikorper komplett inhibiert.
Damit konnte mit SIP1 erstmals ein Faktor identifiziert werden, der direkt an der
Zusammenlagerung von snRNPs im Cytoplasma beteiligt ist. Interessanterweise wurde die
Bildung der Smecore-Struktur durch einen SMN-spezifischen Antikorper stimuliert.
Inzwischen konnte in einem zellfreien experimentellen System nachgewiesen werden, dass ein
makromolekularer Komplex aus SMN, SIP1 und mindestens 14 weiteren Proteinen die
Zusammenlagerung des U1-snRNPs aus der U1-snRNA und den Sm-Proteinen vermitteln
kann (Meister et al., 2001a).

1.3.4 Die Funktion von SMN im Zellkern
Wahrend man die Funktion von SMN im Cytoplasma inzwischen gut versteht, ist die Aufgabe

des Proteins im Zellkern noch weitgehend unklar. Es mehren sich aber die Hinwelse, dass
SMN auch hier fir die Zusammenlagerung von RNA-Protein-Partikeln bendtigt wird. So wird
z. B. die U6-snRNA, im Gegensatz zu den anderen spleif3osomalen snRNAS, von der RNA-
Polymerase-Ill transkribiert und verlasst den Zellkern nicht. Sie besitzt keine Sm-
Bindungsstelle und interagiert demzufolge nicht mit Sm-Proteinen. Stattdessen ist sie mit den
Sm-homologen Lsm-Proteinen (fir Like Sm) Lsm2 bis Lsm8 assoziiert, die eine ahnliche,
heptamere Ringstruktur aushilden (Achsdl et al., 1999). Fir Lsm4 und Lsm6 konnte bereits
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eine Interaktion mit SMN gezeigt werden, was vermuten |&sst, dass SMN im Zellkern, &hnlich
wie im Cytoplasma, an der Zusammenlagerung des U6-snRNPs beteiligt ist (Friesen und
Dreyfuss, 2000).

Inzwischen spricht einiges dafiir, dass das nukledgre SMN auch direkt in den Spleif3prozess
involviert ist. So konnte nachgewiesen werden, dass der SMN-Komplex auch im Zellkern mit
Sm-Proteinen assoziiert ist (Meister et al., 2000). Die Expression einer dominant-negativen
Mutante von SMN (SMNDNZ27) fuhrt in HeLa-Zellen zu einer deutlichen Umverteilung von
snRNPs im Zellkern (Pellizzoni et al., 1998). Aul3erdem kann mit dieser Mutante, wie auch
mit SMN-spezifischen Antikorpern, das pr&mRNA-Spleif3en in vitro inhibiert werden
(Pellizzoni et al., 1998; Meister et al., 2000). Es wird diskutiert, dass SMN fir die
Regeneration der snRNPs nach einer Spleildreaktion, aber auch direkt beim Spleil3prozess
selbst bendtigt wird. Erst kirzlich wurde gezeigt, dass SMN mit hnRNP-Q und hnRNP-R
interagiert, zwei im Zellkern gefundene RNA-Protein-Partikel, die mit dem Spleil3prozess in
Verbindung gebracht werden (Mourelatos et al., 2001; Rossoll et al., 2002). Untersuchungen
in der Hefe haben eine Rolle von SMN beim Spleil3en bestétigt. Wahrend esin der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae kein SMN-homol oges Protein gibt, konnte in der Spalthefe Schizo-
saccharomyces pombe das SMIN-Homolog YABS identifiziert werden, ein fir das Uberleben
der Zellen essentielles Gen (Tabot et al., 1997; Hannus et al., 2000; Owen et al., 2000).
Ahnlich wie SMN interagiert das Genprodukt von YABS (Y ap8p) mit Yiplp, einem SIP1-
homologen Protein in der Hefe. Es wurde gezeigt, dass die Depletion von Yab8p in S, pombe
zu einer Akkumulation von poly(A)-RNA im Zellkern und zu einer Inhibition des Spleif3ens
fuhrt (Hannus et al., 2000).

Eine weitere Klasse von RNA-Protein-Partikeln im Zellkern sind die small nucleolar
ribonucleoproteins (snoRNPs). Sie sind an der Prozessierung und Modifikation ribosomaler
RNA wéahrend der Biogenese von Ribosomen in den Nucleoli beteiligt (Weinstein und Steitz,
1999; Kiss, 2001). Kirzlich wurde entdeckt, dass SMN in vitro und in vivo mit den snoRNP-
Proteinen Fibrillarin und GARL interagiert (Jones et al., 2001; Pellizzoni et al., 2001d). Die
Daten implizieren, dass der SMN-Komplex im Zellkern an der Zusammenlagerung der
snRNP-&hnlichen snoRNPs beteiligt ist. Andere Untersuchungen gaben Hinwelse darauf, dass
SMN auch in die Zusammenlagerung der Transkriptionsmaschinerie im Zellkern involviert
ist. So interagiert SMN mit der RNA-Helikase-A (RHA), einer Komponente des RNA-
Polymerase-11-Komplexes (Pellizzoni et al., 2001c). Co-lmmunprézipitationen deuten an, dass

der SMN-Komplex auch in vivo mit dem RNA-Polymerase-ll-Komplex assoziiert ist.
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AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Expression einer dominant-negativen Mutante von
SMN (SMNDN27) die Transkription durch die RNA-Polymerase-l und -1 hemmt (Pellizzoni
et al., 2001c).

In begleitenden Untersuchungen der oben geschilderten Interaktionen wurde in einigen Fallen
festgestellt, dass SMN an Arginin/Glycin-reiche Domanen seiner Interaktionspartner bindet
(siehe Abbildung 1-5; Terns und Terns, 2001). Im Fall der spleiffosomalen Sm- und Lsm-
Proteine wird die Bindung durch eine symmetrische Dimethylierung der Arginin-Reste in
solchen Doméanen deutlich verstérkt (Brahms et al., 2001; Friesen et al., 2001; Meister et al.,
2001b). Lokalisationsstudien zeigen, dass SMN im Zellkern in coiled bodies konzentriert ist
(vgl. Kapitel 1.3.1). Dabel colokalisiert es mit Coilin, dem Markerprotein dieser Struktur
(Andrade et al., 1991). Inzwischen wurde auch eine direkte Interaktion von SMN mit Coilin
nachgewiesen. Die Untersuchungen legen nahe, dass Coailin fur die Rekrutierung des SMN-
Komplexes in coiled bodies verantwortlich ist (Hebert et al., 2001; Tucker et al., 2001).
Inzwischen deutet vieles darauf hin, dass coiled bodies die nuklegren Substrukturen sind, in
denen der SMN-Komplex, gleichsam als , master assembler®, die Zusammenlagerung der
verschiedenen geschilderten Komplexe katalysiert (Terns und Terns, 2001, siehe Abbildung
1-5). Es bleibt daher spannend, die genauen Funktionen von SMN und den anderen

Komponenten des SMN-Komplexes bel diesen V organgen aufzudecken.
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Abbildung 1-5: SMN ist an der Zusammenlagerung verschiedener Komplexe im Zellkern beteiligt. SMN
interagiert im Zellkern vermutlich mit verschiedenen Zielproteinen Uber Arg/Gly-reiche Doménen (RG). Die
Zielproteine sind Komponenten verschiedener Komplexe, die an wichtigen zelluldre Prozessen wie Spleilien,
Ribosomen-Biogenese oder Transkription beteiligt sind. Man nimmt an, dass der SMN-Komplex in coiled bodies
die Zusammenlagerung dieser Komplexe katalysiert (schematische Darstellung nach Terns und Terns, 2001).
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Trotz des inzwischen fortgeschrittenen Verstandnisses der Funktion von SMN ist es nach wie
vor nicht klar, wieso es bei SMA-Patienten scheinbar selektiv zum Absterben spinaler
Motoneuronen kommt, obwohl alle Korperzellen von der SMN1-Mutation, und damit der
reduzierten Menge an funktionellem SMN-Protein, betroffen sind. Die bisherigen Daten
lassen vermuten, dass es durch SMN-Mangel zu Stérungen bei der Zusammenlagerung der
beschriebenen makromolekularen Komplexe im Cytoplasma und im Zellkern kommt (Terns
und Terns, 2001). Schon frih wurde diskutiert, ob der SMN-Mangel zu Defekten beim
Spleil3en fuhrt, die das Absterben der sehr stoffwechselaktiven Motoneuronen zur Folge
haben. Es konnte allerdings nicht erklart werden, warum andere Nervenzellen mit einem
hohem Spleil3bedarf, aber auch andere Korperzellen wie z. B. Hepatocyten von einem solchen
Spleilkdefekt nicht betroffen sind (Mattg), 1998; Matera, 1999; Jablonka et al., 2000a). Ebenso
ist bislang unklar, ob es neben den algemeinen noch eine Motoneuron-spezifische Funktion
von SMN gibt, die der Erkrankung zu Grunde liegen konnte. In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass das Sm-Protein SmB/B’ in Nervenzellen nur schwach exprimiert und
stattdessen von einem Neuron-spezifischen Sm-Protein, SmN, ersetzt wird (McAllister et al.,
1988).

1 50 60 a0 150 242 278 294
& & * & wEkEk
SIP1 SMN Sm-Proteine SMN
(Qligomer.) (Oligomerisierung)

Abbildung 1-6: Verschiedene Regionen in SMN vermitteln die Interaktionen mit anderen Proteinen. Der
Balken stellt schematisch die Primérstruktur des SMN-Proteins dar. Die Zahlen darliber geben Aminosiure-
Positionen wieder. Verschiedene Regionen von SMN, die fir Interaktionen mit sich selbst, mit SIP1 oder mit
den Sm-Proteinen verantwortlich sind, sind hervorgehoben. Die Sternchen unter dem Balken zeigen die
Positionen von Punktmutationen an, die in SMA-Patienten gefunden wurden (nach Wirth, 2000).

1.3.5 Die Domanenstruktur des SMN-Proteins
Das SMN-Protein besteht aus 294 Aminosauren und kann mit sich selbst interagieren. Fir

diese Di- oder Oligomerisierung ist der C-terminale Abschnitt des Proteins, zwischen
Aminosdure 242 und 278, verantwortlich (Lorson et al., 1998; Pellizzoni et al., 1999).
Interessanterweise liegen in diesem Bereich viele der bisher gefundenen, SMA-
verursachenden Punktmutationen (siehe Abbildung 1-6). Daneben deuten Bindungs-
experimente darauf hin, dass eine weitere Region, zwischen Aminoséure 60 und 90, an der
Selbstinteraktion von SMN beteiligt ist (Buhler, 2001). Im N-terminalen Abschnitt, zwischen
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Aminosaure 1 und 50, liegt die fur die Bindung an SIP1 verantwortliche Doméne von SMN
(Liu et al., 1997; Buhler, 2001). Eine Deletionsmutante von SMN, der die N-terminalen 27
Aminosauren fehlen (SMNDN27) kann noch an SIP1 binden, zeigt aber einen dominant-
negativen Phanotyp (siehe Kapitel 1.3.4; Pellizzoni et al., 1998). Aus Sequenzvergleichen
weil3 man, dass SMN zwischen Aminosaure 90 und 150 eine Tudor-Domaéne trégt (Ponting,
1997). Sie ist fur die direkte Interaktion von SMN mit den Sm-Proteinen verantwortlich
(Blhler et al., 1999). Eine Aminosaure-Austauschmutation innerhalb dieser Doméne (SMN-
E134K), die in einem SMA-Patienten gefunden wurde, fuihrt dazu, dass das mutierte Protein
diese Funktion nicht mehr ausilben kann. Uber die inzwischen aufgedeckte Struktur der

Tudor-Doméane wird im néchsten Kapitel berichtet.

1.4 Die Tudor-Doméane

Bel der Tudor-Doméne handelt es sich um eine evolutionar konservierte Proteindomane mit
bisher nicht genau bekannter Funktion. Sie ist benannt nach dem Tudor-Protein der Taufliege
Drosophila melanogaster, das aus insgesamt 10 solcher Doméanen besteht (Callebaut und
Mornon, 1997; Ponting, 1997). Das codierende Gen, tudor, gehdrt zu den Entwicklungsgenen
der posterioren Gruppe und ist an der Ausbildung der primordialen Keimzellen (Polzellen)
wahrend der friihen Embryonalentwicklung beteiligt (Golumbeski et al., 1991; Bardsley et al.,
1993). Seine genaue Funktion ist dabel noch nicht bekannt, neuere Untersuchungen deuten
aber darauf hin, dass das Tudor-Protein in den Transport mitochondrialer rRNA zum
posterioren Pol des Embryos involviert ist (Amikura et al., 2001). Ein weiteres Drosophila-
Entwicklungsgen, homeless, codiert fir ein Protein mit einer Tudor-Domaéne, das zur DE—H-
Familie RNA-abhangiger ATPasen und RNA-Helikasen gehdrt. Es spielt eine wichtige Rolle
bei der Lokalisation von RNA wahrend der Oogenese. Mutationen im homeless-Gen fiihren
Zu elner Stérung im Transport und in der Lokalisation spezifischer mRNASs bei der Oogenese,
die mit Verdnderungen in der Mikrotubuli-Organisation der Zellen einher gehen (Gillespie
und Berg, 1995).

Auch im Menschen sind, neben SMN, inzwischen einige Proteine mit Tudor-Doméane
gefunden worden, so z. B. das Kernprotein p100 (Calebaut und Mornon, 1997). P100
interagiert mit dem Virus-Protein EBNA-2 und dem allgemeinen Transkriptionsfaktor TFIIE
und ist an der Aktivierung der Transkription durch das Epstein-Barr-Virus beteiligt (Tong et
al., 1995). Ein weiteres Beispiel ist das Protein AKAP149. Es gehort zur Familie der A-kinase

anchor proteins, einer Klasse von Proteinen, die die zelluldare Lokalisation der cAMP-
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abhangigen Proteinkinase PKA regulieren (Trendelenburg et al., 1996). Inzwischen wurde
gezeigt, dass AKAP149 auch an der Rekrutierung von Proteinphosphatase-1 an der Kernhiille
beteiligt ist (Steen et al., 2000). Interessanterweise findet man in AKAP149 neben der Tudor-
Domaéne auch ein konserviertes RNA-Bindungsmotiv, eine sogenannte KH-Doméne (Burd
und Dreyfuss, 1994). Mit TDRKH wurde inzwischen ein weiteres humanes Protein
beschrieben, das neben einer Tudor-Domane auch KH-Doménen besitzt (Lamb et al., 2000).
Die Funktion von TDRKH ist noch unbekannt. Ebenfalls unbekannt ist die Funktion des
Proteins Trap. Es tragt insgesamt funf Tudor-Domanen und ist als Interaktor der neuron-
spezifischen Kinase PCTAIRE-2 beschrieben worden (Hirose et al., 2000).

Tudor-Doménen lassen sich nicht nur in humanen und Drosophila-Proteinen finden. Durch
Sequenzvergleiche konnten solche Proteine auch im Nematoden Caenorhabditis elegans
gefunden werden, darunter ein p100-Homolog (Ponting, 1997). Ein weiteres p100-Homolog
mit Tudor-Domédne wurde in Histoplasma capsulatum entdeckt, einem zu den
Deuteromyceten gehtrenden Pilz (Porta et al., 1999). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass auch in der Pflanze Arabidopsis thaliana und der Spalthefe S. pombe Proteine mit Tudor-
Doménen identifiziert werden konnen (vgl. Kapitel 4.1.1.2, Seite 62). Das Vorkommen in
weit verwandten Species deutet darauf hin, dass die Tudor-Doméne entwicklungs-
geschichtlich alt ist. Erstaunlicherweise tragt Y ab8p, das oben beschriebenen SMN-Homolog
in S. pombe, keine Tudor-Domane (Talbot et al., 1997; Hannus et al., 2000). Ebenso gibt die
Analyse des Genoms von S. cerevisiae keine Hinweise auf die Existenz von Tudor-Doménen

in der Backerhefe.

Der Vergleich der verschiedenen Tudor-Doménen-Proteine zeigt, soweit deren Funktionen
Uberhaupt bekannt sind, dass sie in ganz unterschiedliche Stoffwechselwege involviert sind.
Offenbar scheinen aber viele der Proteine direkt an RNA zu binden oder zumindest, wie auch
SMN, in den Transport oder Metabolismus von RNASs verwickelt zu sein. Man vermutet, dass
die Tudor-Domaénen hierbei Plattformen fir Protein-Protein-Interaktionen darstellen (Ponting,
1997; Selenko et al., 2001). Fur die Tudor-Domane von SMN war biochemisch gezeigt
worden, dass sie die Interaktion des Proteins mit Sm-Proteinen vermittelt (Buhler et al.,
1999). Durch die Aufklarung ihrer dreidimensionalen Struktur konnte diese Funktion
eindrucksvoll bestétigt werden. Die NMR-Strukturanalyse der Tudor-Doméne von SMN zeigt
eine fassformige b-Faltblatt-Struktur aus finf anti-parallelen Stréngen (Selenko et al., 2001).
Erstaunlicherweise hat sie dabei eine groRe Ahnlichkeit mit der Grundstruktur der Sm-
Proteine, dem sogenannten Sm-fold (siehe Abbildung 1-7). An der Oberflache der Tudor-
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Domane wurden aufRerdem mehrere konservierte, negativ geladene Aminosaurereste
identifiziert, die die Interaktion mit den Arginin/Glycin-reichen Regionen von Sm-Proteinen
vermitteln. Die Sm-bindungsdefekte Austauschmutation SMN-E134K veréndert nicht die
Struktur der Doméne, wohl aber die Ladungsverteilung an der fur die Sm-Bindung
verantwortlichen Oberflache (Selenko et al., 2001). In der Untersuchung wurde fir SMN zum
ersten Mal die dreidimensionale Struktur einer Tudor-Doméane aufgeklart. Die Daten sprechen
dafur, dass auch die Tudor-Doménen in anderen Proteinen an Protein-Protein-Wechsel-

wirkungen beteiligt sind.

_ _ Intermolekulare
., Kontaktflache

SmD3

Abbildung 1-7: Die Tudor-Doméane von SMN gleicht strukturell einem verkirzten , Sm-fold“ von Sm-
Proteinen. A: Vergleich der dreidimensionalen Struktur der Tudor-Doméne von SMN (links) mit dem Sm-
Protein D3 (rechts). Die Bandermodelle zeigen, dass beide Proteine eine dhnliche Struktur aus funf stark
gebogenen, anti-parallelen b-Faltblatt-Strangen aufweisen. Der Kreis zeigt die im Vergleich mit Tudor-SMN bei
SmD3 verlangerten b3- und b4-Strange. B: Kristallstruktur des SmD1-SmD2-Heterodimers. Die b- Strange, die
die Proteinbindung an der intermolekularen Kontaktflache vermitteln, sind orange hervorgehoben. In der
heptameren Sm-core-Struktur interagiert SmD2 iber den b5- und SmD1 Uber den b4-Strang (ebenfalls orange) in
analoger Weise mit benachbarten Sm-Proteinen. (Die Abbildungen wurden tibernommen aus Selenko et al.,
2001)

1.5 Ziel dieser Arbeit

SMN trégt eine Tudor-Domane, die, wie im letzten Kapitel dargestellt ist, erst vor kurzem als
konservierte Proteindoméne beschrieben wurde. Die Funktionen der bisher entdeckten
Proteine mit einer solchen Domane sind noch weitgehend unbekannt. Da man wusste, dass ein
Mangel an SMN fir die Entstehung der spinalen Muskelatrophie verantwortlich ist, bestand
ein grof3es Interesse daran, die genaue Funktion dieses Proteins in der Zelle zu verstehen. Die
Analyse zeigte dann, dass es sich bei SMN um ein Protein mit einer neuartigen Funktion

handelt. Im Cytoplasma wird es fur die Zusammenlagerung von snRNPs aus Sm-Proteinen
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und snRNA bendtigt. Seine genaue Funktion im Zellkern ist weniger gut verstanden, dennoch
deuten auch hier die Daten auf eine Rolle des Proteins bei der Zusammenlagerung
makromolekularer Komplexe aus RNA und Proteinen hin. Dadurch wurde deutlich, dass sich
solche RNA-Protein-Partikel in der Zelle offenbar nicht spontan, also durch self assembly
aushilden, sondern dazu spezifische Zusammenl agerungsfaktoren benétigen. Mit SMN wurde
zum ersten Mal ein Protein mit einer solchen Funktion beschrieben. Es bestand Grund zu der

Annahme, dass esim Menschen weitere Faktoren mit vergleichbarer Funktion gibt.

In diesem Zusammenhang stand am Anfang dieser Arbeit die Suche nach verwandten
Proteinen von SMN im Menschen. Es wurde dabei angenommen, dass Uber strukturelle
Gemeinsamkeiten mit SMN Proteine mit mdglicherweise dhnlicher Funktion gefunden
werden kénnen. Bei der Suche nach SMN-homologen Sequenzen in Datenbanken wurden so
Fragmente von zwei bisher unbekannten Genen entdeckt. Beide codierten jewells fir ein
Protein mit einer Tudor-Doméne und waren vor alem Uber diesen Abschnitt mit SMN
verwandt. Das Ziel dieser Arbeit bestand nun darin, diese beiden neuen Gene zu klonieren und
Uber verschiedene experimentelle Strategien zu charakterisieren. Der erste Teil befasst sich
mit der Erforschung von SMNrp, dem Produkt des einen der beiden Gene, der zweite Teil mit
TUBA, dem anderen, neuentdeckten Protein. Zundchst sollten Northernblot-Analysen
Aufschluss Uber die Expression der beiden Gene in verschiedenen Geweben geben, durch

Immunlokalisationen wurde die intrazellulére Verteilung von SMNrp und TUBA untersucht.

Fir SMN waren bereits einige Interaktionspartner bekannt und konnten Hinweise auf die
Funktion des Proteins geben. Ein wesentlicher Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher auf der
Suche nach Bindungspartnern von SMNrp und TUBA durch hefegenetische und
immunbiochemische Verfahren. Dabel wurde herausgefunden, dass SMNrp mit der Histon-
Acetyltransferase GCN5-S interagiert, was auf eine Funktion des Proteins bel der Aktivierung
der Transkription hindeutete. Durch Histon-Acetylierungsexperimente wurde daher die
Bedeutung dieser Interaktion naher untersucht. Auferdem wurde nachgewiesen, dass SMNrp
in der Zelle mit spleifRiosomalen snRNPs assoziiert ist. Daher wurde versucht, durch in-vitro-

SpleiRexperimente eine mdgliche Beteiligung des Proteins am Spleif3prozess aufzudecken.

In TUBA wurde, neben der Tudor-Domane, auch eine ,Ubiquitin-assoziierte Domane*
gefunden, fur die eine Funktion as Ubiquitin-Bindungsdoméne diskutiert wird. Durch
Bindungsstudien sollten diese Hypothese erhédrtet und die Spezifitdt einer moglichen

Ubiquitin-Interaktion ndher eingegrenzt werden. Durch Immunprézipitationen konnte fir
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TUBA aulRerdem eine Assoziation mit DNA-Topoisomerase-111-beta gezeigt werden. Daher
wurde der Einfluss von TUBA auf die Aktivitdt des Enzyms ndher untersucht. Schliefdlich
wurde herausgefunden, dass TUBA mit dem FragileX Mental Retardation Protein
interagiert, was vermuten lief3, dass das Protein eine Rolle bel der Entstehung des Fragilen-X-
Syndroms spielen konnte. Verschiedenen Studien sollten daher die Bedeutung dieser

I nteraktion ndher beleuchten.
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2 Material

2.1 Gerate

Immunlokalisationsstudien wurden an einem Fluoreszenzmikroskop ,, Axioplan 2“ und einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop ,,LSM410* (beide Fa. Carl Zeiss) durchgefthrt. Fir
Mikroinjektionsexperimente in X. laevis Oocyten wurde ein Kapillarziehgerd , P97 (Fa
Sutter Instruments) und eine Microinjektionsapparatur ,,PLI100* (Fa. Medica Systems)

verwendet. Gradienten fur die Ultrazentrifugation wurden mit dem Gradientenmischer der Fa.
Biocomp hergestellt. Alle weiteren, zur Standardausstattung eines molekular- und

zellbiologischen Labors gehtrenden Geréte sind nicht im einzelnen aufgefhrt.

2.2 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in Analyse-Qualitét von den Firmen
Biorad, Roche, Fluka, GibcoBRL, Merck, Roth und Sigma bezogen. Radiochemikalien
stammten von der Firma Amersham-Pharmacia, Enzyme und Nucleotide von den Firmen
MBI, New England Biolabs, und Promega. Oligonucleotide wurden bei der Firma Metabion
synthetisiert.

2.3 Puffer und Kulturmedien

Héaufig verwendete Puffer:

| P-Puffer: 150 mM KCI PBS: 137 mM NaCl
25mM  HEPES-KOH (pH 7,9) 2,7mM KCI
20mM  NaF 8,1 mM NaHPO,
2mM EDTA 1,5mM KH2PO4
05mM DTT pH 7,4

0,5% lgepal (v/v)

P150: 150 mM NaCl P300: 300 MM NaCl
50mM  Tris-HCI (pH 7,4) 50mM  TrissHCI (pH 7,4)
5mM MgCl, 5mM MgCl,
0,02% Igepd (v/v) 0,02% Igepa (v/v)

P500: 500 MM NaCl P750: 750 mM NaCl
50mM  Tris-HCI (pH 7,4) 50mM  Tris-HCI (pH 7,4)
5mM MgCl, 5mM MgCl,

0,02% Igepa (viv) 0,02% Igepa (v/v)
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4" Probenpuffer fur SDS-PAGE: 400 mM Tris-HCI pH 8,8
50 mM DTE
5mM EDTA
50 % Glycerin (v/v)
1% SDS (w/v)
0,01 % Bromphenolblau (w/v)

Medium zur Kultivierung von E. coli:

2YT: 169/l Bacto-Trypton (Fa Difco)
10 g/l Bacto-Y east-Extrakt (Fa. Difco)
5g/l NaCl
pH 7,4

Medien zur Kultivierung von S. cerevisiae:

Die verschiedenen Stdmme der Backerhefe werden entweder in Y PD-Vollmedium oder, zur

Selektion auf Auxotrophiemarker, in synthetischem Medium (SDC) kultiviert:

YPD: 10g/l Bakto-Yeast-Extract (Fa. Difco)
20 g/l  Bacto-Pepton (Fa. Difco)
20 g/l Dextrose

SDC: 6,7d/l  Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosauren)
20 g/l Dextrose
20mg/l  Adenin
20 mg/l  Histidin
20mg/l  Methionin
20 mg/l  Tryptophan
20mg/l  Uracil
30mg/l Lysin
30mg/l Tyrosin
50 mg/l  Phenylaanin
60 mg/l Leucin
200 mg/l Threonin

Durch Weglassen einzelner Aminosauren oder Nucleotidbasen im SDC-Medium
kann auf die Fahigkeit zur selbstdndigen Biosynthese selektioniert werden.
Synthetische Medien werden durch Filtration sterilisiert.

Fur Plattenmedien werden zur Verfestigung 20g/l Agar vor dem Autoklavieren zugegeben.
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2.4 Genbanken

Im Two-Hybrid-Screen nach SMNrp-Interaktionspartnern wurde eine humane, aus Gehirn-
gewebe stammende, in den Vektor pACT2 konstruierte cDNA-Bank (,, Matchmaker”-System,
Fa. Clontech) verwendet. Fir den Two-Hybrid-Screen nach TUBA-Interaktionspartnern
wurde ebenfalls eine in pACT2 konstruierte humane Gehirn-cDNA-Bank verwendet, die in
den S cerevisiae-Stamm Y 187 vortransformiert war (,, Pretransformed Matchmaker Library” -
System, Fa. Clontech). Die PCR-Amplifikation verschiedener cONASs zur Klonierung erfolgte
mit , Marathon human brain cDNA* (Fa. Clontech) als Matrizen-DNA.

2.5 Plasmide
Tabelle 2-1 fasst die in dieser Arbeit verwendeten Plasmid-V ektoren zusammen, Tabelle 2-2
listet die verwendeten cDNA-Konstrukte auf.

Tabelle 2-1: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmid-Vektoren.

Vektor Hersteller / Referenz Organismus Eigenschaften
pACT2 Fa. Clontech E. coli, prey-Vektor fur Two-Hybrid-Screen,
S. cerevisiae LEU2-Auxotrophiemarker
pAS2-1 Fa. Clontech E. coli, bait-Vektor fur Two-Hybrid-Screen,
S. cerevisiae TRP1-Auxotrophiemarker
pEGFP-C1 Fa. Clontech E. coli, eukaryontischer Expressionsvektor fur
Mammalia Proteine mit N-terminalem EGFP-tag
pET21a Fa. Novagen E. coli prokaryontischer Expressionsvektor fiir
Proteine mit N- und C-terminalem His-tag
pET21a-zz (Buhler et al., 1999) E. coli prokaryontischer Expressionsvektor fur
Proteine mit N-terminalem ZZ-tag und C-
terminalem His-tag
pET28a Fa. Novagen E. coli prokaryontischer Expressionsvektor fiir
Proteine mit C-terminalem His-tag
pGBKT7 Fa. Clontech E. coli, bait-Vektor fur Two-Hybrid-Screen,
S. cerevisiae TRP1-Auxotrophiemarker
pGEX-5X-1 Fa. Amersham-Pharmacia | E. coli prokaryontischer Expressionsvektor fur
Proteine mit N-terminalem GST-tag
pGEX-6X-1 Fa. Amersham-Pharmacia | E. coli prokaryontischer Expressionsvektor fiir
Proteine mit N-terminalem GST-tag
pHA eigene Klonierung E. coli, eukaryontischer Expressionsvektor fur
Mammalia Proteine mit N-terminalem HA-tag
p3Myc A. Pause E. coli, eukaryontischer Expressionsvektor fur
Mammalia Proteine mit N-terminalem c-Myc-tag
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Tabelle 2-2: Ubersicht {iber die verwendeten cDNA-Konstrukte.

Protein (cDNA) Aminosauren Plasmid Konstrukt
FMRP 1-632 pHA pHA-FMRP
pET2la-zz pZZ-FMRP
1-215 pET21a p21-FMRP1-215
1-227 pET21a p21-FMRP1-227
1-332 pET21a p21-FMRP1-332
1-430 pET21a p21-FMRP1-430
1-486 pET21a p21-FMRP1-486
216-430 pET21a p21-FMRP216-430
216-632 pET21a p21-FMRP216-632
332-632 pET21a p21-FMRP332-632
430-632 pET21a p21-FMRP430-632
486-632 pET21a p21-FMRP486-632
430-486 pET21a p21-FMRP430-486
FMRP-1304N 1-632 pET21a-zz pZZ-FMRP-1304N
pET21a p21-FMRP-1304N
FXR1 1-621 pHA pHA-FXR1
pET2la-zz pZZ-FXR1
FXR2 1-673 pHA pHA-FXR2
pET2la-zz pZZ-FXR2
GCN5-L 1-837 pET28a p28-GCN5-L
GCN5-S 1-476 pET28a p28-GCN5-S
pET2la-zz pZZ-GCN5-S
SMN 1-294 pHA pHA-SMN
SMNrp 1-238 p28a p28-SMNrp
pGEX-5X-1 pGEX-SMNrp
pET2la-zz pZZ-SMNrp
pAS2-1 pPAS2-SMNrp
1-134 pET28a p28-SMNrpDC
pET21a-zz pZZ-SMNrpDC
70-238 pET28a p28-SMNrpDN
pET2la-zz pZZ-SMNrpDN
TOP3b 1-862 pHA pHA-TOP3b
pGEX-5X-1 pGEX-TOP3b
pEGFP-C1 pEGFP-TOP3b
TUBA 1-744 pET28a p28-TUBA
pGEX-5X-1 pGEX-TUBA
pET2la-zz pZZ-TUBA
p3Myc p3Myc-TUBA
pEGFP-C1 pEGFP-TUBA
pHA pHA-TUBA
pGBKT7 pGBKT7-TUBA
1-561 pHA pHA-TUBA1-561
1-375 pHA pHA-TUBA1-375
186-744 pHA pHA-TUBA186-744
374-744 pHA pHA-TUBA374-744
558-744 pHA pHA-TUBAS58-744
558-744D647-702 pHA pHA-TUBA558-744DTu
558-723 pHA pHA-TUBA558-723
558-703 pHA pHA-TUBA558-703
647-744 pHA pHA-TUBAG47-744
1-744D286-324 pGEX-6X-1 pGEX-TUBADUBA
286-325 pGEX-6X-1 pGEX-UBA
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2.6 Antikorper
Die folgende Tabelle gibt die verwendeten AntikOrper und -seren wieder. Sekundére
Antikorper fir Westernblot waren mit Peroxidase, solche fur Immunfluoreszensmikroskopie

mit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) oder Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC)

konjugiert.

Tabelle 2-3: Ubersicht (iber die verwendeten Antikorper und -seren.

Name (Klon)

Antigen

Herkunft, Typ

Hersteller / Referenz

Zustand

priméare
Antikorper:

anti-c-Myc (9E10)

Peptid von c-Myc

Maus, monoklonal

Fa. Sigma

Aszites-Flussigkeit

anti-FMRP(36.1)

FMRP

Maus, monoklonal

E. Keidel (MPI flr Bio-
chemie, Martinsried)

affinitatsgereinigte
Aszites-Flussigkeit

anti-HA (12CA5)

Peptid von X47-
Hamagglutininl

Maus, monoklonal

Fa. Roche

Aszites-Flussigkeit

anti-Hsp47 Hsp47 (Colligin) | Maus, monoklonal Fa. StressGen affinitatsgereinigt

(M16.10A1)

anti-SMN (7B10) SMN Maus, monoklonal (Meister et al., 2000) affinitatsgereinigt

anti-SMNrp His-SMNrp Kaninchen, diese Arbeit affinitatsgereinigt
polyklonal (s. Kapitel 4.1.2.2)

anti-TUBA His-TUBA Kaninchen, diese Arbeit affinitatsgereinigt
polyklonal (s. Kapitel 4.2.2.1)

sekundéare

Antikdrper:

anti-mouse IgG Maus-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

FITC conjugate préadsorbiert

anti-mouse IgG Maus-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

TRITC conjugate préadsorbiert

anti-mouse IgG Maus-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt

peroxidase conjugate

anti-rabbit 1IgG Kaninchen-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

FITC conjugate préadsorbiert

anti-rabbit 1IgG Kaninchen-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt,

TRITC conjugate préadsorbiert

anti-rabbit 1IgG Kaninchen-1gG Ziege, polyklonal Fa. Sigma gereinigt

peroxidase ponjugate
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2.7 Organismen

Bakterien:
Fir Klonierungen und zur prokaryontischen Proteinexpression wurden die Escherichia coli

Stdmme DH5a (Fa. Gibco BRL) und BL-21(DE3) (Fa. Stratagen) verwendet.

Genotypen:

DH5a: F, |7, hsdR17, deoR, endA 1, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96,
D(argF-lacZY A)169, F 80d(lacZDM 15)

BL21(DE3): F, dcm, ompT, hsdS(rB™ mB"), gal, (DE3)

Hefen:
Im Two-Hybrid-Screen wurden die von der Firma Clontech bezogenen Saccharomyces
cerevisiae Stdmme GC1945, Y 187 und PJ69-2A eingesetzt.

Genotypen:

GC1945: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4D, met™, gal80D,
Cyhr2, LYS2: :GAL].UAS—GAL Irata-HI %, URAS3: :GAL417merS(X3)-CYC1TATA-LaCZ

Y 187: MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4D, met™, gal80D,
Cyhr2, URAS::GAL1yasGAL 11ata-LacZ

PJ69-2A: MATa, trpl1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4D, gal80D,
LYS2:: GALlUAS—GAL Irata-HI &, GALZUASGALZTATA-AD E2

Zdl-Linien:

Zur transienten Transfektion, Extraktherstellung, und fUr Lokalisationsstudien fanden die
Zell-Linien COS-1 (SV40-transformierte Fibroblasten der Grinen Meerkatze Cercopithecus
aethiops), HeLa (humane Zervixkarzinom-Zellen), 293 (humane, embryonade, Ad5-
transformierte Nierenzellen) und 3T3 (immortale Maus-Fibroblasten) Verwendung. Bei alen

handelt es sich um adhérent wachsende Saugerzellen.

Tiere
SpleiRexperimente wurden u. a. in Oocyten des Krallenfrosches Xenopus laevis durchgefihrt.
Die Herstellung von Antiseren erfolgte durch Immunisierung von Kaninchen (Oryctolagus

cuniculus).
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3 Methoden

3.1 Molekular- und zellbiologische Methoden

3.1.1 Standardmethoden der Molekularbiologie
Standardmethoden der Molekularbiologie wie die Extraktion, Prézipitation und

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren, die in-vitro-Rekombination und Klonierung
von DNA-Fragmenten, oder Agarose- und Polyacrylamidgel-Elektrophoresen werden nach
den Versuchsvorschriften in Sambrook et al. (1989) oder nach den Herstellerangaben der
verwendeten Enzyme durchgefihrt. Dort finden sich auch die Zusammensetzungen der nicht
naher beschriebenen Puffer und Ldsungen. Die Transformation von E. coli erfolgt nach der
CaCl,-Methode. Plasmid-DNA wird mit dem ,Mini -“ oder ,Maxi Plasmid Purification Kit"
(Fa. Qiagen) aus den Bakterien isoliert. Fur die Elution von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen wird der ,Qiaquick Gel Extraction Kit* (Fa. Qiagen) verwendet. Alle DNA-
Sequenzierungen dieser Arbeit werden von der Abteilung Oesterhelt, Max-Planck-Institut
(MPI) far Biochemiein Martinsried, durchgeftihrt.

3.1.2 Klonierung von cDNA-Fragmenten
Wenn nicht anders angegeben werden alle in dieser Arbeit verwendeten cDNAs durch

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach den Protokollen in Innis und Gelfand (1990)
amplifiziert. Als Matrize (template) hierfir dienen die in Kapitel 2.4 genannten Genbanken
oder bereits klonierte cDNAS. Als Primer werden im einzelnen nicht aufgefiihrte, spezifische
Oligonucleotide verwendet, Uber die an den 5-und 3'-Enden der cDNAs geeignete
Restriktionsschnittstellen fur die Ligation in Plasmidvektoren eingefihrt werden. Fur alle
PCR-Reaktionen wird der ,HiF* Polymerase-Mix der Fa. Roche verwendet. 5'- und 3'-
RACE-PCRs werden mit dem ,Marathon RACE Kit® (Fa. Clontech) nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Tabelle 2-2 (Seite 34) listet alle so klonierten Konstrukte, die

in dieser Arbeit verwendet wurden, auf.

3.1.3 Northernblot-Hybridisierung
Fur die Expressionsanalyse von SMNrp und TUBA wird eine Northernblot-Membran

verwendet, auf der je 2ug poly(A)-RNA aufgetragen sind, die aus acht verschiedenen
menschlichen Geweben isoliert wurden (, Multiple Tissue Northern Blot*, Fa. Clontech). Die
cDNAs von SMNrp und TUBA werden nach der ,,Random Priming“-Methode durch Einbau

von [a-*P]-dCTP iber eine Klenow-Reaktion radioaktiv markiert. Dazu wird das
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»Megaprime DNA labeling system* (Fa. Amersham-Pharmacia) verwendet. Eine typischer
Reaktionsansatz enthalt:

50 ng cDNA (hitzedenaturiert)
10 ul Labeling-Puffer (Megaprime-System, Fa. Amersham)

5ul Primer-L 6sung (Megaprime-System)
2 ul [a-*2P]-dCTP (3000 Ci/mol, 10 mCi/ml)
2 pl Klenow-Enzym (1u/ul, Megaprime-System)

Der Ansatz wird 45min bei 37°C inkubiert. Anschlieffend werden nichteingebaute
Nucleotide durch Zentrifugation (10 min, 1000 rpm) Uber eine Sephadex-G50-Saule
abgetrennt. VVon der Probe wird ein Aliquot von 1 ul entnommen und die spezifische Aktivitét
durch Messung der Cherenkov-Strahlung mit einem Szintillationsmessgerdt bestimmt. Vor

der Verwendung zur Hybridisierung wird die Probe 2 min bei 95 °C denaturiert.

Zur Abséttigung freier Bindungsstellen wird die Northernblot-Membran in einer Glasrohre
zunéchst fir 3 h bel 42 °C in 10 ml Prahybridisierungsiésung (s. u.) in einem Rollinkubator
inkubiert. Danach wird die denaturierte DNA-Sonde zugegeben und der Ansatz bei 42 °C
Uber Nacht weiterinkubiert. Zum Abwaschen unspezifisch gebundener Probe wird die
Membran nacheinander fur je 30 min in folgenden Ldsungen und bel folgenden Temperaturen

inkubiert:

1) 2 SSC(s.u.) mit0,1% (w/v) SDSbei 42 °C
2) 1 SSCmit0,1% SDS bei 42 °C

3) 1 SSCmit0,1% SDSbei 50 °C

4) 05 SSCmit0,1% SDS bei 50 °C

5 05 SSCmit0,1% SDS bei 60 °C

6) 0,2 SSCmit0,1% SDS bei 60 °C

7) 0,1 SSCmit0,1% SDS bei 60 °C

Die Waschbedingungen richten sich jewells nach der Restaktivitdt der Membran nach einem
Waschschritt. Zum Schluss wird die Membran in Kunststoff-Folie eingeschweild und
autoradiographiert. Eine hybridisierte Probe kann wieder entfernt werden, indem die
Membran mit kochendem H,O mit 0,1 % (w/v) SDS Uberschittet und dann fir 15 min auf

einem Schttler geschwenkt wird.
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Prahybridisier ungslésung:

900 mM  NaCl

50 mM NaH,PO,

5mM EDTA (pH 7,7)

50 % deionisiertes Formamid (v/v)

0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS, w/v)

0,04 % Ficoll 400 (w/v)

0,04 % Polyvinylpyrrolidon (w/v)

0,04 % bovines Serumalbumin (BSA, w/v)

100 pg/ml Heringssperma-DNA (denaturiert und geschert)

20" SSC:

3M NaCl

300 mM  Trinatriumcitrat
pH 7,0

3.1.4 Kultivierung und Transfektion von Saugerzellen
Saugerzellen werden bei 37 °C, 10% CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit auf Kunststoff-

Gewebekulturschalen kultiviert. Als Kulturmedium (Vollmedium) wird Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Fa. Gibco BRL) mit 10 % (v/v) fetalem Kédberserum (FCS, Fa
Gibco BRL), 2 mM L-Alanyl-L-glutamin  (Gibco BRL) und 0,1 mg/ml
Penicillin/Streptomycin  (Fa. Sigma) verwendet. Vor dem Erreichen 100-prozentiger
Konfluenz werden die Zellen passagiert. Dazu werden sie nach Entfernen des Mediums mit
PBS (37 °C) gewaschen, dann mit 1 % Trypsinin PBS von der Kulturschale abgel 6st. Eswird
frisches Vollmedium zugegeben und die Zellen in geeigneter Verdinnung (1:2 bis 1:10) auf

neuen Kulturschalen ausgesét. Alle Zellkulturarbeiten erfolgen unter sterilen Bedingungen.

Zur transienten Transfektion der Zellen mit Plasmid-Konstrukten werden pro 10cm-
Kulturschale 9 ug DNA in 210 yul H,O geldst, mit 90 pl Lipofectamin (Fa. Gibco BRL)
vermischt und zur Komplexbildung 20 Minuten (min) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. In
der Zwischenzeit werden die Zellen mit DMEM ohne FCS und Antibiotika (DMEM")
gewaschen, dann wird die Lipofectamin-DNA-Mischung in 10 ml DMEM™ aufgenommen und
auf die Zellen gegeben. Nach 8-stiindiger Inkubation unter Kulturbedingungen werden die
Zellen mit PBS gewaschen, dann mit Vollmedium weiterkultiviert. Die Zellen haben zur

Transfektion idealerweise eine etwa 40- bis 60-prozentige Konfluenz.
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3.1.5 Two-Hybrid-Screen

3.1.5.1 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae Zellen

Alle verwendeten Hefe-Stamme werden fur optimales Wachstum bei 30 °C kultiviert.
Suspensionskulturen werden dabei mit 150 rpm in einem Schittelinkubator inkubiert.
Wildtypzellen werden in YPD-Vollmedium (siehe Kapitel 2.3) kultiviert. Nach der
Transformation von Hefezellen mit Plasmiden, die einen Auxotrophiemarker tragen, wird auf
diesen Marker selektioniert, indem die Zellen in synthetischem SDC-Medium (Kapitel 2.3)
kultiviert werden, bei dem je nach Marker die jeweilige Aminosdure oder Nucleotidbase

weggel assen wird.

3.1.5.2 Transformation von Hefezellen nach der Lithiumacetat-M ethode
Hefezellen werden nach der Lithiumacetat-Methode nach (Gietz und Woods, 1994) mit

Plasmid-DNA transformiert. Dazu werden 50 ml Medium mit einer einzelnen Hefe-Kolonie
angeimpft und bis zu einer optischen Dichte (ODgy) von 0,7 bis 1,0 kultiviert. Durch
Zentrifugation bel 3000 rpm werden die Zellen geerntet und mit 25ml 10 mM Tris-HCI
(pH 7,4) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation werden die Zellen in 10 ml LiT-Puffer
(100 mM LiAc in 10 mM Tris-HCI pH 7,4) mit 10 mM Dithiotreitol (DTT) resuspendiert,
40 min auf einem Drehrad inkubiert, erneut geerntet und zuletzt in 2 ml LiT mit 200 mM DTT
aufgeschwammt. 100 pl dieser Zellsuspension werden nacheinander mit 5 pl Heringssperma-
DNA (Fa. Sigma, 10 mg/ml in TE-Puffer, bel 96 °C denaturiert und durch Pipettieren
geschert), 1 ug der Plasmid-DNA und 50 pl LiT durch Pipettieren gemischt und fir 10 min
auf dem Drehrad inkubiert. Dem Ansatz werden 300ul PEG/LIT (50% [v/v]
Polyethylenglycol (PEG) 4000 in LiT) zugegeben und die Zellsuspension fir weitere 10 min
auf dem Drehrad gemischt. Nach Zugabe von 15 ul DM SO wird der Ansatz fir 3 min einem
Hitzschock bei 42 °C unterzogen und im Anschluss bei Zentrifugieren in der Tischzentrifuge
wiederholt mit H,O gewaschen. Zuletzt werden die Zellen fur 30 min in Y PD-Vollmedium
inkubiert, dann auf selektivem Medium ausplattiert.

3.1.5.3 Prinzip des Two-Hybrid-Screens
Das Prinzip eines Hefe-Two-Hybrid-Screens berunt auf der Moglichkeit, Transkriptions-

Aktivatoren in ihre zwei funktionell unabhangigen Untereinheiten, die DNA-bindende und die
Transkription-aktivierende Domane, zu zerlegen. Die so getrennten Doménen sind in der
Lage, eine upstream activating site (UAS) in der Promotorregion eines Gens zu binden und

die Transkription des Gens zu veranlassen, wenn sie in raumliche Néhe zueinander gebracht
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werden. Werden die beiden Doménen durch rekombinante DNA-Technologie an zwel
miteinander interagierende Proteine fusioniert und zusammen in einer Hefezelle exprimiert,
geraten die beiden Domanen des Transkriptions-Aktivators in die notwendige Proximitét, um
das Ablesen eines Gens zu erlauben. Kann nun die Transkription dieses (Reporter-) Gens
gemessen werden, liegt ein experimentelles System zum Analyse von Protein—Protein-
Wechselwirkungen vor (Fields und Song, 1989).

Fur den Two-Hybrid-Screen nach SMNrp-Interaktionspartnern wird SMNrp in den Vektor
PAS-1 kloniert und so mit der DNA-bindenden Doméne des Transkriptions-Aktivators GAL4
fusioniert. Dieses bait-Konstrukt wird in den Hefe-Stamm CG1945 transformiert, in dem die
endogenen GAL4-, HIS3- und LacZ-Gene deletiert sind. Der bait-Stamm trégt HIS3 und LacZ
as Reportergene, deren Expression durch die GAL1-UAS Kkontrolliert wird. Um
Interaktionspartner zu finden, wird der bait-Stamm mit einer cDNA-Bank, die in den Vektor
PACT2 konstruiert ist, transformiert. Die einzelnen cDNAs sind dadurch mit der
Transkription-aktivierenden Doméne von GAL4 fusioniert (prey-Konstrukte). Bei einer
Interaktion zwischen dem bait- und einem prey-Konstrukt kénnen die GAL1-UAS
kontrollierten Reportergene in der Hefe transkribiert werden. Dadurch sind die Zellen in der
Lage auf Histidin-freiem Medium zu wachsen. Aufl3erdem kann die Aktivitdt der exprimierten

b-Galaktosidase nachgewiesen werden.

Fir den Two-Hybrid-Screen nach TUBA-Interaktionspartnern ist die TUBA-Sequenz als bait-
Konstrukt in den Vektor pGBKT7 kloniert und wird, nach Transformation in den bait-Stamm
PJE9-2A (Mating-Typ a), ebenfalls als Fusionsprotein mit der DNA-bindenden Doméane von
GAL4 exprimiert. Die cDNA-Bank in pACT2 (prey-Konstrukte, wie oben) ist in diesem Fall
in den Hefe-Stamm Y 187 (Mating-Typ a) vortransformiert (prey-Stamm). Um Interaktoren zu
finden werden bait- und prey-Stamm miteinander gekreuzt (mating). Neben HIS3 und LacZ
enthalten sie zusétzlich ADE2 als Reportergen. Bel einer Interaktion zwischen bait- und prey-
Konstrukt konnen die Hefezellen daher auf Histidin und Adenin-freiem Medium wachsen und

sind b-Gal aktosi dase-positiv.

3.1.5.4 Two-Hybrid-Screen nach SMNrp-Interaktionspartnern
Fur den Two-Hybrid-Screen nach SMNrp-Interaktionspartnern wird das ,, Matchmaker” Two-

Hybrid-System nach den Herstellerangaben (Fa. Clontech) verwendet. Zunéchst wird die
codierende Sequenz von SMNrp in den Vektor pAS2-1 kloniert und in den Hefe-Stamm
CG1945 transformiert (bait-Stamm). Die transformierten Zellen werden auf SDC-Medium
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ohne Tryptophan selektioniert. Dieser bait-Stamm wird nun mit einer in den Vektor pACT?2
konstruierten humanen cDNA-Bank aus Gehirngewebe (Fa. Clontech) transformiert. Die
Doppeltransformanten werden auf SDC-Medium ohne Leucin, Tryptophan und Histidin in
Anwesenheit von 10 mM 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT, Fa. Sigma) selektioniert.

Alle unter diesen Bedingungen wachsenden Klone werden durch , b-Gal-Filter-Lift-Assay”
untersucht. Dazu werden die Kolonien von einer Agarplatte auf Nitrozellulosefilter Gbertragen
und zur Permeabilisierung fur 15 Sekunden in flissigen Stickstoff getaucht. Anschlief3end
werden die Filter auf einem Whatman-Papier aufgetaut, das mit 5 ml Z-Puffer (s. u.), 13,5 ul
b-Mercaptoethanol und 83,5 ul X-Gal-Losung (20 mg/ml 5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-b-D-
gaaktopyranosid [X-Gal] in Dimethylformamid) getrankt ist. Nach 30 min bis 2 h kann bei
positiven Kolonien eine Blauférbung beobachtet werden.
Z-Puffer:

16,1y  NaHPO,7H,0
559 NaH,PO4-H,0

0,75g KCl

0,246g MgSO,-7H,0O
adll H,O

pH 7,0

3.1.5.5 Two-Hybrid-Screen nach TUBA-Interaktionspartnern
Fir den Two-Hybrid-Screen nach TUBA-Interaktionspartnern wird das ,, Pretransformed

Matchmaker Library”-System nach den Herstellerangaben (Fa. Clontech) verwendet. Zunéachst
wird die codierende Sequenz von TUBA in den Vektor pGBKT7 kloniert (bait-Konstrukt)
und in den Hefe-Stamm PJ69-2A transformiert. Die transformierten Zellen werden auf SDC-
Medium ohne Tryptophan selektioniert. Dieser bait-Stamm wird mit einem
vortransformierten prey-Stamm (humane cDNA-Bank aus Gehirngewebe, konstruiert in
PACT2, transformiert in Hefe-Stamm Y 187, Fa. Clontech) gekreuzt und auf SDC-Medium
ohne Leucin, Tryptophan, Adenin und Histidin selektioniert. Kolonien, die unter diesen
Bedingungen wachsen, werden durch , b-Gal-Filter-Lift-Assay“ (siehe Kapitel 3.1.5.4) auf
ihre b-Galaktosidase-Aktivitét untersucht.

3.1.5.6 Isolierungvon Plasmid-DNA aus Hefezellen
Die cDNAs der prey-Konstrukte in Hefe-Klonen, die unter den Selektionsbedingungen im

jeweiligen Two-Hybrid-Screen wachsen und die b-Galaktosidase-positiv sind, codieren fir

putative Interaktionspartner von SMNrp oder TUBA. Zur Sequenzierung und weiteren
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Analyse muss die Plasmid-DNA aus den Hefezellen isoliert und in E. coli weiterpropagiert

werden.

Dazu werden die Klone in 10 ml SDC-Medium ohne Leucin kultiviert, so dass ein
Selektionsdruck nur auf das prey-Plasmid ausgelibt wird. Die Zellen werden bis zur
stationdren Phase bei 30 °C unter Schitteln inkubiert. Nach Ernte durch Zentrifugation wird
das Zellpelet in 150 ul Zymolyase-SCE (s. u.) resuspendiert und fir 30 min bei 30 °C
inkubiert, um die Zellwande zu aufzubrechen. Die Lyse der Zellen erfolgt durch Zugabe von
500 pl TES-Puffer (1 M Tris-HCI [pH 9,7], 0,5M EDTA, 0,5 % [w/v] SDS) und Inkubation
bei 65 °C fur 30 min. Nach Zugabe von 150 pl 5M Kaliumacetat und Inkubation fur 1 h auf
Eis werden die ausgefallenen Proteine und die genomische DNA fir 10 min bei 14000 g und
4°C abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA im Uberstand wird nach Standardmethoden mit
Isopropanol prézipitiert, RNaseA verdaut, Ethanol-prézipitiert und zuletzt in 10yl H,O
aufgenommen. Je 5 pl werden hiervon zur Transformation von E. coli verwendet.

Zymolyase-SCE:

5ml SCE (1,2 M Sorbitol, 0,1 M Natriumcitrat, 75 mM EDTA, pH 7,0)

50ul  b-Mercaptoethanol
2mg Zymolyase-100T (Fa IVN)

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Standardmethoden der Proteinbiochemie
Alle proteinbiochemischen Standardmethoden wurden nach den Versuchsvorschriften in

Sambrook et al. (1989) durchgeftihrt. Dort finden sich auch die Zusammensetzungen der hier
nicht aufgefuhrten Puffer.

3.2.2 Diskontinuierliche Gelelektrophorese von Proteinen
Die Auftrennung von Proteinen erfolgt durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel-

Elektrophorese nach Laemmli (1970). Dafur wird zwischen zwel abgedichtete Glasplatten
zundchst ein Trenngd (s. u.), nach der Polymerisation darauf dann ein Sammelgel (s. u.)
gegossen. Die genaue Vorgehensweise hierzu ist in Sambrook et al. (1989) beschrieben. Nach
der Polymerisation wird das Gel in eine mit Laufpuffer (s.u.) geflllte Elektrophorese-
apparatur eingespannt. Die Proteinproben (bis 20 ul) werden mit einem Drittel Volumen
Probenpuffer (siehe Kapitel 2.3) versetzt und bei 96 °C fur 5 min denaturiert. Anschlief3end
werden sie in die Probentaschen des Gels pipettiert und bei einer Stromstérke von 50 bis

65 mA aufgetrennt.
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Zur Coomassie-Farbung der aufgetrennten Proteine wird das Gel nach der Elektrophorese fir
30 min in Farbel6sung (0,1 % [w/v] Coomassie Brilliant Blue R-250, 30 % [v/v] Methanol,
10 % [v/v] Essigsaure), danach mehrfach in Entfarbel 6sung (30 % [v/v] Methanol, 10 % [v/V]
Essigsaure) geschwenkt. Zum immunologischen Nachweis werden die Proteine nach der
Elektrophorese auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (Westernblot-Verfahren, siehe
Kapitel 3.3.3). Zum Nachweis radioaktiv markierter Proteine wird das Gel zur Fixierung fir
30min in 30% Essgsaure geschwenkt, in enem Geltrockner getrocknet und

autoradiographiert.

Trenngel-L 6sung (12 % Acrylamid):
4ml 30 %-Acrylamid-Lésung (Acrylamid / N,N"-Methylen-bisacrylamid, 37,5:1 [w/w])
2ml 2M Tris-HCI pH 8,0

385ml H,O
50 ul 20 % (w/v) SDS
4 pl N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

100 ul - 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

Sammelgel-L 6sung (4,5 % Acrylamid):

1.5ml 30 %-Acrylamid-L6ésung (Acrylamid / N,N"-Methylen-bisacrylamid, 37,5:1 [w/w])
1.5m  05M TrissHCI pH 6,8

6,8ml  Hy,O

50 ul 20 % (w/v) SDS

5l TEMED

100l 10 % (w/iv) APS

Elektrophor ese-L aufpuffer:

150 ¢ Glycin

3049 Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
10g SDS

ad 1l H.O

3.2.3 Rekombinante Expression von Proteinen

3.23.1 Expressionin E. coli

Fur die Expression eines rekombinanten Proteins wird das entsprechende Plasmid-Konstrukt
in E. coli transformiert (pET-Konstrukte in den Stamm BL21(DE3), pGEX-Konstrukte in
DH5a) und eine Ubernachtkultur in 500 ml 2YT-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum bei 37 °C angelegt. Am nachsten Morgen wird 1 | frisches Medium zugegeben,
die Expression der Konstrukte durch Zugabe von 1 mM IPTG (pET-Konstrukte) oder
02mM IPTG (pGEX-Konstrukte) induziert und die Kultur bei 26°C fir 4-5h
weiterinkubiert. Danach werden die Bakterien durch Zentrifugation fir 15 min mit 5000 g bei
4°C geentet. Die Bakterien (Pellets) werden in P500 mit 0,5mM
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) resuspendiert und durch Ultraschallbehandiung
aufgeschlossen. Nach Abzentrifugieren der Zellreste (250009, 1h, 4°C) werden die
Uberstande in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert (ZZ-
Fusionsproteine) oder durch Affinitdtsreinigung (GST- und His-Fusionsproteine, s. u.) weiter

aufgearbeitet.

3.2.3.2 Affinitatsreinigung von GST- und His-Fusionsproteinen
Zur Affinitétsreinigung von GST-Fusionsproteinen werden die wie oben beschrieben

hergestellten Bakterienlysate mit 1 ml Glutathion-Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) fur
1 hbei 4 °C inkubiert. Die Sepharose wird mit finfmal mit einem zehnfachen Volumen P300
gewaschen, dann die gebundenen GST-Fusionsproteine mit 10 mM Glutathion in P300
eluiert. Die Proteine werden anschlief3end for 2h gegen P300 dialysiert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Fir die Reinigung von His-Fusionsproteinen werden die Bakterienlysate mit 1 ml Ni-NTA-
Agarose (Fa. Qiagen) fur 2h bel 4°C inkubiert. Nach Waschen mit P300 werden die
gebundenen Proteine mit 150 mM Imidazol in P300 eluiert, gegen P300 dialysiert und in
flissigem Stickstoff weggefroren. Aliquots der Elutionsfraktionen werden durch SDS-PAGE

und Coomassie-Farbung analysiert.

3.2.4 Radioaktive Markierung von Proteinen durch gekoppelte
in-vitro-Transkription und -Translation

Zur gekoppelten in-vitro-Transkription und -Trandation von cDNAs wird das , TNT-T7
coupled Transcription/Trandation Assay (Fa. Promega) verwendet. Die hierflr eingesetzten
cDNA-Konstrukte enthalten einen T7-Promoter und leiten sich von den Vektoren pET21a,
pPET28a und pHA ab. Zur radioaktiven Markierung der Proteine bel der Translation wird
[*°S]-M ethionin verwendet. Ein typischer Reaktionsansatz hat folgende Zusammensetzung:

1l Plasmid-DNA (1 pg/pl)

1pl  [*S]-Methionin (10 pCi/ul)

0,5ul  RNasin (RNase-Inhibitor, Fa. Promega)

7,54l  TNT-T7 Quick Reticulocyten-Lysat (Fa. Promega)
Die Ansdtze werden fur 2h bei 30 °C inkubiert, anschlief3end in flissigem Stickstoff
weggefroren. Ein Aliquot der Reaktion wird durch SDS-PAGE und anschlief3ende
Autoradiographie analysiert.
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3.2.5 Herstellung von Zellextrakten

3.25.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten austransfizierten 293-Zellen

Die Zellen werden 24 bis 48 h nach Zugabe der Lipofectamin-DNA-Mischung bei der
Transfektion (siehe Kapitel 3.1.4) mit PBS (37 °C) gewaschen. Dann werden pro 10cm-
Kulturschale 1 ml |P-Puffer (siehe Kapitel 2.3) zugegeben und die Zellen zur Lyse 20 min auf
Eis inkubiert. Die Zellen werden mit einem Zellspachtel von der Kulturschale gekratzt und
das Lysat fur 10 min mit 15000 g bei 4 °C abzentrifugiert. Die Gesamtzellextrakte erhdt man
as Uberstand der Zentrifugation. Sie werden fir Immunpréazipitationen und Westernblots

verwendet.

3.25.2 Herstellung von Hel a-Zellextrakten
Kern- und Cytoplasmaextrakte aus HelL a-Zellen werden in Anlehnung an ein Protokoll von

Dignam et al. (1983) hergestellt. Alle Schritte erfolgen bei 4 °C mit vorgekihlten Ldsungen

und Geréten.

Kernextrakt:

Zunachst werden 5:10° HelaZellen (Fa. Celltech) in PBS gewaschen und bei 1000 g
pelletiert. Nach Resuspension im funffachen Pelletvolumen Roeder-A-Puffer (10 mM KCl,
10 MM HEPES/KOH [pH 7,9], 1,5mM MgCl,, 05mM DTT, 0,5 mM PMSF) werden die
Zellen fur 10 min gequollen. Nach erneuter Zentrifugation und Resuspension des Zellpellets
im zweifachen Volumen Roeder-A-Puffer erfolgt der Zellaufschluss durch 10 Pigtillstof3e in
einem Glashomogenisator (Douncer). Die Zellkerne werden vom Cytoplasma durch
Zentrifugation fur 10 min bei 1000 g in einem Ausschwingrotor getrennt. Der cytosolische
Uberstand wird wie unten beschrieben weiterverarbeitet. Die pelletierten Kerne werden in
150 ml Roeder-C-Puffer (420 mM KCI, 10 mM HEPES/KOH [pH 7,9], 1,5mM MgCl,,
0,5mM DTT, 0,2mM EDTA, 5% [v/v] Glycerin, 0,5 mM PMSF) resuspendiert und durch
15 Pidtillsto3e im Douncer aufgeschlossen. Die Suspension wird fur 30 min auf Eis gerihrt,
danach fir 30 min bei 25000 g abzentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wird zum
Schluss fur 2,5h gegen Roeder-D-Puffer (100 mM KCI, 20 mM HEPES/KOH [pH 7,9],
1,5mM MgCl,, 05mM DTT, 20% [v/v] Glyzerin, 0,5 mM PMSF) dialysiert. Die so
hergestellten Kernextrakte werden fur Dichtegradienten-Ultrazentrifugationen und far in-

vitro-Spl e 3experimente verwendet.
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Cytoplasmaextr akt:

Der wie oben beschrieben gewonnene cytoplasmatische Uberstand wird durch Zugabe von
5M NaCl auf eine Endkonzentration von 300 mM NaCl gebracht, zur Entfernung von
Lipiden mit n-Heptan Uberschichtet und fur 15 min bei 10000 g abzentrifugiert. Die wassrige
Phase wird a's Cytoplasmaextrakt abgenommen. Zur Verwendung fur |mmunprézipitationen
wird Igepa auf eine Endkonzentration von 0,5 % zugegeben und der Extrakt durch einen
Microfilter (Porengrofde 0,45 um) filtriert.

Gesamtzellextrakte:

Gesamtzellextrakt von Hel a-Zellen wird durch Lyse mit IP-Puffer, wie fir 293-Zellen
beschrieben, hergestellt (siehe Kapitel 3.2.5.1). Alternativ werden HelLa-Zellen mit 0,2 %
Triton X-100 in PBS fur 10 min auf Eis lysiert, fir 15 min mit 15000 g bei 4 °C pelletiert und
der Uberstand al's Extrakt gewonnen.

3.2.6 Bindungsexperimente
Zur Analyse der Interaktion zwischen zwei Proteinen wird eines der beiden in E. coli als GST-

oder ZZ-Fusionsprotein exprimiert und an einer geeigneten Matrix immobilisiert. Das andere

wird asin-vitro-trangdlatiertes oder ebenfalls rekombinant exprimiertes Protein zugegeben.

Bel ZZ-Fusionsproteinen werden Bakterienlysate, die 1-2 ug des rekombinanten Proteins
enthalten, mit 30 pl 1gG-Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) fir 1 h bel 4°C in einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Bei GST-Fusionsproteinen werden 1-2ug des gereinigten
Proteins mit 30 ul Glutathion-Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) ebenfalls fir 1 h bei
4 °C inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit einem zehnfachen Volumen P300 werden 1-
5ul enes in-vitro-Trandationsansatzes (siehe Kapitel 3.2.4) oder 1-2 pg rekombinant
exprimiertes und gereinigtes Protein zugegeben und zur Proteinbindung fur 2 h bei 4 °C im
Uberkopfschiittler inkubiert. Die Sepharose wird erneut fiinfmal mit dem jeweils angegebenen
Puffer gewaschen, das Reaktionsgefal3es gewechselt und schliefdich die gebundenen Proteine
mit SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert. Die Analyse der Eluate erfolgt durch SDS-PAGE mit
anschlief3ender Autoradiographie bel in-vitro-Translaten oder durch Coomassie-Farbung bzw.

Westernblot bei rekombinanten Proteinen.

3.2.7 Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
Die Dichtegradienten-Ultrazentrifugation dient der analytischen Fraktionierung von Zell-

extrakten. Mit einem Gradientenmischer (Fa. Biocomp) werden dazu lineare, 15- bis 45-
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prozentige (w/v) Saccharosegradienten in 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM
MgCl, mit einem Volumen von 11 ml hergestellt. Die Gradienten werden mit je 500 pl des zu
fraktionierenden Extrakts beladen und fur 18 h mit 41000 rpm bei 4 °C in einem ,, SW41-Ti"-
Ausschwingrotor (Fa. Beckman) bei ausgeschalteter Rotorbremse zentrifugiert. Nach
Beendigung des Laufes werden 500ul-Fraktionen gesammelt, die Proteine mit TCA
prazipitiert und in SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen. Die Analyse erfolgt durch SDS-
PAGE mit anschlief?endem Westernblot. Zur Bestimmung der Sedimentationskoeffizienten
wird ein Referenzgradient gefahren, der mit 300 pl einer Proteinmischung aus Cytochrom-C
(29), 19G (79), Katdlase (11S), und b-Galaktosidase (20S) beladen ist. Der Referenzgradient
wird durch SDS-PAGE und Coomassie Farbung analysiert.

Zur Analyse der snRNA-Sedimentation in HelLa-Kernextrakten wird die RNA in den
Fraktionen nach Standardmethoden Phenol-extrahiert, Ethanol-prazipitiert, durch
denaturierende PAGE aufgetrennt und durch Silberféarbung nach Merril et al. (1983) sichtbar

gemacht.

3.2.8 Identifikation von Proteinen durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie

Zur ldentifikation eines Proteins wird die entsprechende Bande aus Coomassie-geférbten
SDS-PAGE-Gelen ausgeschnitten und noch im Gel mit Trypsin verdaut (Eckerskorn und
Lottspeich, 1989). Anschlief3end werden die tryptischen Protein-Fragmente an einem ,, Bruker
Reflex [1l MALDI —time of flight* Massen-Spektrometer (Fa. Bruker-Franzen) anaysiert. Die
ermittelten Peptidmassen werden dann fur Datenbank-Vergleiche mit dem Programm
»MSFIT* (http://prospector.ucsf.edu) verwendet. Massenspektroskopische Analysen in dieser
Arbeit werden von der Abteilung Lottspeich, MPI fir Biochemie in Martinsried, durchgefhrt.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Immunologische Standardmethoden
Samtliche nicht ndher beschriebenen immunologischen Standardmethoden wurden wie in

Harlow und Lane (1988) beschrieben durchgefihrt. Dort finden sich auch die
Zusammensetzungen der hier nicht im einzelnen aufgefuhrten Puffer und Losungen. Die
Grundlagen und Details der Herstellung von Antiseren sind ebenfalls in Harlow und Lane
(1988) beschrieben.
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3.3.2 Herstellung polyklonaler Antikorper
Spezifische, polyklonale Antikdrper werden durch Immunisierung von Kaninchen mit dem

jeweiligen Antigen gewonnen. Dazu wird das Antigen wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben in
E. coli exprimiert und affinitétsgereinigt. Fur die Erstimmunisierung werden 500 pg des
gereinigten Proteins (etwa 1mg/ml) in einem 1:1-Verhdtnis mit komplettem Freundschen
Adjuvans (Fa. Sigma) gemischt, durch Ultraschallbehandlung homogenisiert und subkutan in
ein Kaninchen injiziert. Im Abstand von 14 Tagen erfolgen 3 bis 4 weitere (Booster-)
Injektionen mit einer 1:1-Suspension aus dem Antigen und inkomplettem Freundschen
Adjuvans (Fa. Sigma). Durch Punktion der Ohrarterie wird dem Kaninchen Testblut
entnommen und das Serum im Westernblot auf seine Spezifitét getestet. Gegebenenfalls
erfolgen weitere Booster-Injektionen. Bel ausreichender Spezifitét wird das Tier narkotisiert
und durch Herzpunktion getttet. Das aufgefangene Blut wird zur Gerinnung fur 2 h bei 37 °C
inkubiert, dann fir 30 min bei 10000 g abzentrifugiert.

Zur Affinitétsreinigung des Antiserums werden 1-2mg des Antigens als rekombinant
exprimiertes, gereinigtes Protein gemald der Herstellerangaben kovalent an NHS-aktivierte
Sepharose (Fa. Amersham-Pharmacia) gekoppelt. Zur Bindung spezifischer Antikorper wird
das Serum in einer Chromatographie-Saule mehrfach Uber diese Affinitétsmatrix geladen.
Nach mehrmaligem Waschen der Saule mit P300 werden die gebundenen Antikérper durch
pH-Schock mit 0,1 M Glycin pH 2,3 eluiert, die Eluate durch Zugabe von 10 % (v/v) 2 M
Tris-HCI (pH 8,8) sofort neutralisiert und schliefdlich gegen PBS dialysiert. Die gereinigten
Antiseren werden im Westernblot auf ihre Spezifitét getestet. Alle Antikorper werden bei
-20 °C gelagert.

Der in dieser Arbeit beschriebene anti-SMNrp-Antikorper (siehe Kapitel 4.1.2.2) wird durch
Immunisierung mit HissSMNrp und Affinitétsreinigung an GST-SMNrp hergestellt, der anti-
TUBA-Antikorper (Kapitel 4.2.2.1) durch Immunisierung und Affinitétsreinigung mit His-
TUBA.

3.3.3 Proteinnachweis durch Westernblot
Fir den immunologischen Nachweis von Proteinen, die durch SDS-PAGE aufgetrennt

wurden, wird das Westernblot-Verfahren verwendet. Dazu werden die Proteine durch SDS-
PAGE aufgetrennt, dann in einer Semi-dry-Blotapparatur bei ener Stromstéarke von
0,8 mA/cm? Gelflache fiir 2 h auf eine Nitrozellulose-Membran (Fa. Amersham) iibertragen.
Als Transferpuffer dient 20 % (v/v) Methanol in Laufpuffer fir SDS-PAGE (siehe Kapitel
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3.2.2). Nach dem Proteintransfer werden unspezifische Bindungsstellen auf der Membran
durch Schwenken in 5% Magermilchpulver in TBT-Puffer (s. u.) blockiert. Anschlief3end
wird die Membran fir 1 h mit dem primaren Antikdrper in TBT inkubiert. Die hierfir
geeignete Verdinnung wird in Vorversuchen empirisch ermittelt. Nach finfmaligem Waschen
far 10min mit TBT wird die Membran fir 1h mit einem Peroxidase-konjugierten
Sekundarantikorper, 1:1000 in TBT verdinnt, inkubiert, danach erneut finfmal gewaschen.
Die Peroxidase-Aktivitat gebundener Sekundarantikorper wird durch Chemilumineszenz
unter Verwendung von ,,Enhanced Chemical Luminescens‘-Reagenz (ECL, Fa. Amersham-
Pharmacia) nach den Herstellerangaben nachgewiesen.

10" TBT-Puffer:

175,29 NaCl

1459 TrisBase

609 TrissHCI

100ml  Tween-20
ad 2| H,O

3.3.4 Immunpréazipitation
Immunprézipitationen dienen der spezifischen, selektiven Isolierung eines Antigens und

seiner Komplexpartner aus Zellextrakten. Alle Arbeiten finden bel 4 °C statt.

Zur Prézipitation des TUBA-TOP3b-Komplexes (Kapitel 4.2.3.1) werden 50 pug
affinitdtsgereinigte anti-TUBA-Antikorper durch Inkubation fir 2 h an Protein-G-Sepharose
(Fa. Amersham-Pharmacia) immobilisiert. Nach Waschen mit P300 werden die Antikérper
fur 3 h mit 10 ml HelL a-Cytoplasmaextrakt (siehe Kapitel 3.2.5.2) inkubiert. Anschlief3end
wird funfmal mit P300 mit 0,5 % Igepal gewaschen und das Reaktionsgefald gewechselt. Die
gebundenen Proteine werden mit insgesamt 4ml 0,1 M Glycin (pH 2,3) euiert, TCA-
préazipitiert und in Probenpuffer aufgenommen. Sie werden durch SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung analysiert. Durch Westernblot wird parallel dazu die TUBA-Prazipitation

aus dem Extrakt nachgewiesen.

Fur die Prazipitation von TUBA und FMRP aus 293-Extrakten (siehe Kapitel 3.2.5.1) werden
je 25 ug anti-TUBA oder anti-FMRP an Protein-G-Sepharose immobilisiert und mit 2,5 ml
293-Gesamtzellextrakt inkubiert. Es wird funfmal mit |1P-Puffer-Puffer gewaschen und mit
1,6 ml Glycin (0,1 M, pH 2,3) eluiert. Nach TCA-Prézipitation und SDS-PAGE werden die
Proteine durch Westernblot wechselseitig nachgewiesen. HA-Fusionsproteine werden mit je

20 pg immobilisiertem anti-HA aus 1 ml Extrakt transfizierter 293-Zellen préazipitiert, nach
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Waschen mit IP-Puffer mit SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert und eine TUBA-Coprézipitation

durch Westernblot nachgewiesen.

Als Spezifitdtskontrolle der Immunprézipitationen werden in alen Falen parallel zum
eigentlichen Ansatz auf gleiche Weise behandelte Kontrollprazipitationen mit unspezifischen

Antikérpern oder -seren durchgefhrt.

3.3.5 Immunfluoreszenz-Mikroskopie
Die intrazelulare Lokalisation von Proteinen kann durch indirekte Immunfluoreszenz-

Mikroskopie analysiert werden. Dazu werden COS-1-, HeLa- oder 3T3-Zellen auf sterilen
Deckglaschen in 24-well-Platten unter Standardbedingungen (siehe Kapitel 3.1.4) kultiviert.
Bei etwa 50% Konfluenz werden die Zellen mit PBS (37 °C) gewaschen, in 3,7 %
Formaldehyd in PBS (frisch angesetzt) fir 7 min bel RT fixiert, dann mit 0,2 % Triton X-100
in PBS far 10 min permeabilisiert. Danach werden die Zellen dreima mit PBS (RT)
gewaschen und zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen fur 30 min in 3% (w/v)
bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBP-Puffer
(0,2 % [v/v] Tween-20 und 0,2 % [w/v] BSA in PBS) werden die Zellen fur 2 h mit dem
priméren Antikorper, verdinnt in TBP, inkubiert. Anschlief3end werden die Zellen funfmal
mit TBP gewaschen, dann mit dem Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Sekundarantikorper in
TBP fur 1 h im Dunkeln inkubiert. Die geeignete Verdinnung wird fur jeden Antikorper in
Vorversuchen empirisch ermittelt. Nach Bindung der Sekundérantikorper wird erneut finfmal
mit TBP, dann zweimal mit H,O gewaschen. Dann werden die Deckglaschen mit den Zellen
auf einem Objektrager in einem Tropfen PVA-DABCO (Polyvinylalkohol-Einbettmedium mit
DABCO, Fa Fluka) eingebettet und bis zum Mikroskopieren bei 4 °C im Dunkeln gelagert.
Zellen, die nach Transfektion GFP-Fusionsproteine exprimieren, werden nur wie oben
beschrieben fixiert und in PVA-DABCO eingebettet.

Die Praparate werden unter einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop (, Axioplan 2¢, Fa.
Zeiss) oder einem Laser-Scanning-Mikroskop (,LSM410“, Fa. Zeiss) mit einem
40" /1,3 Neofluar- oder 100" /1,3 Neofluar-Olimmersionsobjektiv betrachtet. FITC- und GFP-
Fluoreszenzen werden bei 488 nm angeregt, die Emission mit einem 510-525nm-
Bandpassfilter gefiltert, TRITC-Fluoreszenzen werden bei 543 nm angeregt und mit einem
570nm-Langpassfilter betrachtet. Die Fluoreszenzen werden Uber eine gekoppelte CCD-

Kamera dokumentiert.



52 Methoden

3.4 Spezielle Experimente

3.4.1 Acetylierung von Histonen
Die in-vitro-Acetylierung von Histonen dient der Analyse der enzymatischen Aktivitat einer

Histon-Acetyltransferase, in diesem Fall GCN5-S (Kapitel 4.1.3.4). Als Substrat dienen freie
Histone aus Kalbsthymus (Typll-A, Fa. Sigma) oder durch Oktamertransfer an DNA in vitro
rekonstituierte Nucleosomen (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Kelko Ikeda,

Genzentrum der LMU Minchen).

Es werden zunéchst 2 pg gereinigtes His-=GCN5-S zur Komplexbildung mit 2 bis 20 pug His-
SMNrp, HissSMNrpDN, HissSMNrpDC oder BSA ds Kontrolle auf Eis préinkubiert.
Anschlief?end werden 10 pg frele Histone oder 100 ng Nucleosomen und Reaktionspuffer
(50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM Isobuttersdure, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0.1 mM EDTA,
10% [v/v] Glycerin) zu einem Gesamtvolumen von 23 pl pro Ansatz zugegeben. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 1 pl [1-*C]-Acetyl-CoA (59 mCi/mmol) gestartet und fiir
30 min bei 30 °C inkubiert. Anschlief3end werden die Proben durch SDS-PAGE aufgetrennt

und durch Coomassiefarbung oder Autoradiographie analysiert.

3.4.2 Spleil3en einer pra-mRNA
3.4.2.1 Radioaktive Markierung von RNA

Markierung am 3'-Ende durch pCp:

Fir den Nachweis von snRNAs in Immunprazipitationen werden die RNAs aus den Elutionen
Phenol-extrahiert und mit Ammoniumacetat und Ethanol geféllt (Sambrook et al., 1989).
Anschliefend wird die RNA in RNase-freiem H,O aufgenommen und am 3'-Ende mit [**P)-
pCp (Cytidin-3"-5"-bisphosphat) markiert. Folgender Ansatz wird dafUr verwendet:

100 ng RNA

2,5l Dimethylsulfoxid (DM SO)

1pl 10" -Puffer fiir TA-RNA-Ligase (MBI)

1l [*2P]-pCp (10mCi/ml, Fa. Amersham-Pharmacia)
1ul T4-RNA-Ligase (10U/ul, MBI)

Die Ansdtze werden fir 2h bel 4 °C inkubiert. Anschlief3end wird die RNA mit Ethanol
prézipitiert, in 50 ul RNA-Probenpuffer (90 % [v/v] Formamid, 0,025 % [w/v] Xylencyanal,

0,025 % [w/v] Bromphenolblau) aufgenommen, durch denaturierende PAGE in einem 4%-
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Ge (4% Polyacrylamid [Acrylamid/ N,N"-Methylen-Bisacrylamid, 19:1 (w/w)], 8 M
Harnstoff in 0,5° TBE) aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

Markierung durch in-vitro-Transkription:
Als Substrat fur Spleil3reaktionen wird eine pr&mRNA verwendet, die durch Run-off-
Transkription des pAd48-Konstrukts erhalten wird (Fischer et al., 1995). Die RNA wird dabel
durch Einbau von a-[*2P]-UTP radioaktiv markiert. Zunachst wird hierfir das pAd48-Plasmid
durch Restriktionsverdau mit BamHI linearisiert. Die DNA wird durch Agarosegel-
Elektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel eluiert. Fir die in-vitro-Transkription wird
folgender Ansatz zusammenpipettiert:

2 pl pAd48-DNA (1 pg/ul, linearisiertes Plasmid)

3l 10" -Reaktionspuffer fir RNA-Polymerase

5l NTP-Mix (je5 mM ATP,CTP,GTPund UTP)

1pl m'GpppG (25 mM)

25ul  DTE(0,1 M)

8ul RNase-freies H,O

1l BSA (1 pg/pl, RNase-frei)

3l a-[*P]-UTP (3000 Ci/mmol)

2 pl RNA-Polymerase (10 u/ul)
Die Reaktion wird fur 2 h bel 37 °C inkubiert. Zur Reinigung der in-vitro-transkribierten RNA
wird der gesamte Reaktionsansatz mit 1 Volumen RNA-Probenpuffer (s. 0.) gemischt und
durch denaturierende Gelelektrophorese in einem 4%-Polyacrylamidgel (s. 0.) aufgetrennt.
Die durch Autoradiographie sichtbar gemachte Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten, mit
400 ul AES-Puffer (300 mM NaAc [pH 5,2], 2mM EDTA, 0,1 % [w/v] SDS) versetzt und
tiber Nacht bei 4 °C in einem Uberkopf-Schiittler inkubiert. Anschliefend wird die extrahierte
RNA Ethanol-prazipitiert, in RNase-freiem H,O gel6st und ihre spezifische Radioaktivitét

durch Messung der Cherenkov-Strahlung im Szintillationsmessgerét ermittelt.

3.4.2.2 Herstellung von SMNrp-depletiertem Kernextrakt
Fur in-vitro-Splei3reaktionen wird Kernextrakt aus Hel a-Zellen, wie in Kapitel 3.2.5.2 (Seite

46) beschrieben, verwendet. Zur Depletion von SMNrp aus dem Kernextrakt wird 200 pg
anti-SMNrp in Abséttigungspuffer (0,1 mg/ml BSA, 0,1 pg/ml tRNA und 0,1 pg/ml Glycogen
in PBS) an Protein-G-Sepharose gebunden (2 h, 4 °C). Fir die Kontrolldepletion (mock-
Depletion) wird die Protein-G-Sepharose nur mit Absattigungspuffer inkubiert. Anschlief3end
wird je 500 pl Kernextrakt in Roeder-C-Puffer (nach dem letzten Zentrifugationsschritt, siehe
Kapitel 3.25.2) fur 1h bei 4°C mit der Sepharose inkubiert. Die Sepharose wird
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abzentrifugiert und der Uberstand zum Schluss gegen Roeder-D-Puffer (siehe Kapitel 3.2.5.2)
diaysiert. Je 10 und 20 pl des Extrakt werden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die SMNrp-
Depletion durch Westernblot Uberprift.

3.4.2.3 Spleil3reaktion in vitro
In-vitro-Spleifdreaktionen werden nach Segault et al. (1995) durchgefihrt. Ein

Reaktionsansatz enthalt 30 % (v/v) HeLa-Kernextrakt (siehe Kapitel 3.2.5.2), 2-10* cpm ¥P-
markierte pAd48-pr&mRNA (siehe Kapitel 3.4.2.1), 40 mM KCI, 10 mM Creatinphosphat,
3 mM MgCl; und 2mM ATP in einem Gesamtvolumen von 12,5 pl. Die Ansétze werden fur
1h bei 30 °C inkubiert. Anschlief3end wird die RNA durch Phenolextraktion und Ethanol-
Préazipitation aufgereinigt, in RNA-Probenpuffer (siehe Kapitel 3.4.2.1) aufgenommen und
durch denaturierende PAGE in einem 5%-Gel (5% Polyacrylamid [Acrylamid/ N,N"-
Methylen-Bisacrylamid, 19:1 (w/w)], 8 M Harnstoff in 0,5 TBE) aufgetrennt. Die
Reaktionsprodukte werden durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

Fur Antikorper-Inhibitionsstudien wird 12,5 ul Kernextrakt vor der Spleif3reaktion fir 30 min
mit 1 bis 5 pg anti-SMNrp oder Kontrollantikérper bei 37 °C prainkubiert.

Die Herstellung von SMNrp-depletiertem Kernextrakt ist in Kapitel 3.4.2.2 beschrieben. Fur
die Rekonstitution der Spleil3aktivitdt werden vor der Spleifdreaktion 1 oder 5 ug rekombinant
exprimiertes, affinitdtsgereinigtes His-SMNrp zugegeben.

3.4.2.4 Das Xenopuslaevis Oocytensystem
Oocyten des afrikanischen Krallenfrosches X. laevis sind aufgrund ihrer Grof3e, Stabilitdt und

leichten Zuganglichkeit zur in-vivo-Analyse zellulérer Prozesse besonders geeignet.

Pré&par ation von Oocyten:

Zur Entnahme der Oocyten werden weibliche Frosche durch Unterkihlung auf Eis fir 45 min
narkotisiert. Dann werden nacheinander die Bauchhaut und die darunter liegende
Muskelschicht durch zwei etwa 0,5 bis 1 cm lange Schnitte durchtrennt und der Bauchraum
gedffnet. Das freiliegende Ovar kann mit einer Pinzette aus dem Bauchraum gezogen werden
und wird an gewinschter Stelle mit einer Schere abgeschnitten. Die Operationswunde wird

zum Schluss mit 2 bis 3 Stichen vernaht.

Fir Injektionsstudien ist es notwendig, dass das Bindegewebe, das die Oocyten im Ovar
umgibt, entfernt wird. Dazu wird das entnommene Ovar in einer Kollagenase-L 6sung (0,5 mg
Kollagenase/ml OR-Puffer [s.u] ohne CaCl,) fur 2h im Dunkeln leicht geschwenkt.
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Anschliel3end werden die Oocyten einmal mit OR-Puffer (82,5 mM NaCl, 25 mM KCl,
5mM HEPES-KOH [pH 7,6], 1 mM MgCl,, 1 mM Na&HPO,, 1 mM CaCl,) gewaschen.

Mikroinjektion:

Fir die Mikroinjektion werden mit Hilfe eines Kapillarziehgerdts (Fa. Sutter Instruments,
Modell P97) Injektionskapillaren (Fa. Blaubrand) gezogen. Die geschlossene Kapillare wird
durch Abbrechen eines kleinen Stuicks ihrer Spitze getffnet. Anschlief3end wird die Kapillare
in die Kapillarhalterung einer Mikroinjektionsapparatur (Fa. Medical Systems, Modell
PLI100) eingespannt. Die genaue Funktionsweise dieses Gerdtes ist vom Hersteller
beschrieben. Fur den Injektionsvorgang werden die Oozyten auf einer rautenformigen
Schuhsohle (Fa. Woolworth) o. & fixiert und mit OR-Puffer (s. 0.) bedeckt. Die Injektion der

Oocyten erfolgt unter einer Binokularlupe bei einem Anstechwinkel von 40°.

Fur die Injektion in den Zellkern wird die animale (dunkle) Seite der Oocyten angestochen
und ein Volumen von etwa 20 nl injiziert. Nach Ende des Experiments werden die Zellkerne

mit einer Pinzette mechanisch aus den Zellen isoliert.

3.4.25 Spleildreaktion in Xenopuslaevis Oocyten
Das Spleifen von pr&mRNA wird wie in Fischer et al. (1995) beschrieben anaysiert.

Zunéchst werden je 200 ng anti-SMNrp oder Kontrollantikorper in den Zellkern mehrerer
Oocyten injiziert und die Zellen fur 30 min bei 20 °C prainkubiert. Anschlief3end werden je
20 nl **P-markierte pAd48-pr&mRNA (250000 cpm/pl, siehe Kapitel 3.4.2.1) in den Kern
injiziert. Nach Inkubation fir 1 h bei 20 °C werden die Zellkerne mechanisch aus den Oocyten
isoliert. Die RNA wird Phenol-extrahiert, Ethanol-prazipitiert und in RNA-Probenpuffer
(siehe Kapitel 3.4.2.1) aufgenommen. Sie wird durch denturierende PAGE in einem 5%-Gel
(siehe Kapitel 3.4.2.3) aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.4.3 Decatenierung von Kinetoplast-DNA
Decatenierungsexperimente dienen dem Nachweis der enzymatischen Aktivitét von

Topoisomerasen, in diesem Fall von TOP3b (Kapitel 4.2.3.3). Als Catenane werden
ringférmige DNA-Molekile bezeichnet, die wie Glieder einer Kette miteinander verknupft
sind. Als Substrat wird die catenane Kinetoplast-DNA des |nsekten-Trypanosomiden
Crithidia fasciculata (Fa. TopoGen, Columbus, Ohio, USA) verwendet. Bei Decatenierung
dieser hochmolekularen DNA werden kleine ringférmige DNA-Molekile freigesetzt die durch

Agarosegel-El ektrophorese nachgewiesen werden kdnnen.
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Zunéchst werden 20 ng GST-TOP3b zur Komplexbildung mit 20 ng HissTUBA oder 120 ng
GST-TUBA fur 30 min auf Eis prainkubiert. Anschlief3end werden 150 ng Kinetoplast-DNA,
2ul 10" -Reaktionspuffer fir DNA-Topoisomerase-ll (Fa. USB) und H,O zu einem
Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl zugegeben. Die Ansdtze werden fir 1h bel 30°C
inkubiert, dann die Reaktion durch Zugabe von 1 % (w/v) SDS gestoppt und die DNA durch
Agarosegel-Elektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung analysiert. Als Positivkontrolle
werden 150 ng Kinetoplast-DNA unter den gleichen Bedingungen mit humaner DNA-
Topoisomerase-l1 (Fa. USB) decateniert.

3.4.4 |Inhibition der in-vitro-Translation einer mRNA
Zur Anayse der Aktivitst von FMRP werden Trandations-Inhibitions-Studien nach

Laggerbauer et al. (2001) durchgefihrt. Als Substrat der Reaktion dient SMN-mRNA, die
durch Run-off-Transkription in vitro hergestellt wird.

3.4.4.1 Run-off-Transkription der SMN-cDNA
Zunéchst wird pHA-SMN durch Pvull-Restriktionsverdau linearisiert. Die Pvull-Schnittstelle
liegt dabei jenseits des 3'-Endes der SMN-cDNA im Konstrukt. Die DNA wird durch
Agarosegel-Elektrophorese  aufgetrennt und aus dem Gel eluiert. Danach werden
typischerwei se zusammengegeben:

5ul pHA-SMN (1 pg/ul, Pvull-linearisierte DNA)

5l DTT (0,1 M)

5ul RNasin (Fa. Promega)

10u  m’GpppG (25 mM, Fa. Amersham-Pharmacia)

10l NTP-Mix (je5mM ATP,CTP,GTP und UTP)

10l 5 -Reaktionspuffer fir T7-RNA-Polymerase

2 pl RNase-freies H,O

3l T7-RNA-Polymerase (10 u/ul)
Der Ansatz wird zur Transkription fur 1 h bel 37 °C inkubiert. AnschlieRend wird die
neusynthetisierte  SMN-mRNA  durch  Phenolextraktion und Ethanol-Préazipitation
aufgereinigt und in RNase-freiem H,O aufgenommen. Zur Kontrolle der Synthese wird ein
Aliquot der Reaktion durch Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und durch

Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht.

3.4.4.2 Trandations-Assay
Fir die Trand ationsexperimente werden affinitatsgereinigtes HissFMRP, Hiss TUBA und His-

TUBAGsss744 0der RNase-freies BSA (Fa. Promega) verwendet. Alle Proteine werden gegen
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PBS250-G (PBS mit insgesamt 250 mM NaCl und 5% Glycerin) diaysiert und durch
Ultrafiltration auf 0,1 bis 1 pg/ul eingeengt. Vor der in-vitro-Translation werden die Proteine
zur Komplexbildung in den angegebenen Mengen fir 1 h auf Eis inkubiert. Anschlief3end
werden je 15 pg SMN-mRNA (s.0.) und PBS-250-G zu einem Gesamtvolumen von 2 pl pro

Ansatz zugegeben und fur weitere 30 min auf Eisinkubiert.

Fir die in-vitro-Trangdation wird das ,,Rabbit reticulocyte lysate system” der Fa. Amersham-
Pharmacia verwendet. Pro 2ul-Ansatz der préinkubierten Proteine mit SMN-mRNA werden je
10,5 pl Trangdlations-Mix zugegeben:

0,25 pl MgAc (25 mM)

0,5ul KAc (2,5 M)

0,5 ul RNase-Inhibitor (Fa. MBI)
0,5l [*°S]-Methionin (10 pCi/pl)

1y Aminosaure-Mix ohne Methionin
2,75 ul RNase-freies H,O
5ul Reticulocyten-Lysat

Die Ansdtze werden fur 1 h bei 30 °C inkubiert, die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.
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4 Ergebnisse

4.1 Das SMN-homologe Protein SMNrp

4.1.1 Identifizierung und Klonierung von SMNrp

4.1.1.1 Entdeckungvon SMNrp und Klonierung der cDNA

Am Beginn dieser Arbeit stand die Frage, ob es beim Menschen bisher noch unbekannte
Homologe von SVIN, dem Krankheitsgen der spinalen Muskelatrophie, gibt. Damit verband
sich die Hoffnung, durch die Analyse solcher verwandten Proteine nicht nur Erkenntnisse tber
bisher unerforschte Gene zu erhaten, sondern auch weitere Hinweise auf die Funktion von
SMN selbst zu gewinnen.

Daher wurden mit der SMN-Sequenz Datenbanksuchen mit dem Sequenzvergleich-Programm
»BLAST 2.0" (Altschul et al., 1997; http://www.nchi.nih.gov/BLAST/) in verschiedenen
GenBank-Seguenzdatenbanken beim National Center for Biotechnology Information (NCBI),
USA, durchgefihrt. Dabel wurden Sequenzen von expressed sequence tags (ESTs, kurze
cDNA-Fragmente exprimierter Gene) zweier verschiedener, bis dahin unbekannter Gene,
gefunden, die nennenswerte Homologien zur SMN-Sequenz aufwiesen. Von diesen EST-
Sequenzen wurden Oligonucleotide abgeleitet und as genspezifische Primer zur PCR-
Amplifikation der cDNAS aus einer humanen, aus Gehirngewebe stammenden cDNA-Bank
(,Marathon human brain cDNA“, Fa. Clontech) verwendet. Die so zunéchst amplifizierten
Fragmente wurde anschlief?end durch 5'- und 3'-RACE mit der gleichen cDNA-Bank as
Matrize vervollstéandigt, in verschiedene Vektoren kloniert und sequenziert. Kapitel 4.1
befasst sich im folgenden mit SMINrp (fir SVIN-related protein, Name Ubernommen von
Talbot et al., 1998), dem ersten der beiden isolierten Gene. Dem zweiten der beiden Gene,
TUBA, ist Kapitel 4.2 gewidmet.

In Abbildung 4-1 ist die vollsténdige cDNA-Sequenz des humanen SMNrp gezeigt. Die
1735bp lange Sequenz enthdt ein offenes Leseraster, das fur ein Protein aus 238
Aminosauren codiert. Die Suche nach konservierten Doméanen mit dem Programm , RPS-
BLAST® (NCBI, http://www.nchi.nih.gov/BLAST/) ergab, dass SMNrp wie SMN eine
Tudor-Doméane in der Mitte des Proteins (von Aminosaure Trpzs bis Lys;zp) besitzt. Eine

weitere Analyse der Sequenz mit dem Programm ,, PSORT I1“ (Human Genome Center, IMS,
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Universitdt Tokio, http://psort.nibb.ac.jp/) zeigte, dass SMNrp ein putatives, zweitelliges
Kernlokalisationssignal vom Nucleoplasmin-Typ enthélt (LySi42 bis Leussg).

1 GITCCTCCCTTCCCCCTCGCCGCCGACCGAGTTCTTCCTTTTCAGACCGEGTCGCCTTGC 60
61 TGTCGTCGCGGIGATTTTCCTGCTACTGCTACTGCTGCTGCTGCCACCGCCACTACCACT 120

121 GGGCTCATTTGCCCOOGACCCCT TOCCEOCGCCCOGCCCCCAGOCCCACACAAGATGTCAG 180
(1) M S E (3)

181 AGGATTTAGCAAAGCAGCTGGCAAGCTACAAAGCT CAGCTCCAGCAAGTTGAAGCTGCAT 240
(4 DL AKO QLA ASYTZ KAOQLG QO QVEAA L(23

241 TATCTGGAAATGGAGAAAATGAAGATTTGCTAAAATTGAAGAAAGATTTACAAGAAGTTA 300
(24p S G N GENZEDTULL KL KKDUL QE V I (43

301 TAGAACTAACCAAAGACCTTCTGTCAACT CAACCTTCTGAGACGCTTGCAAGTTCAGACA 360
(4 E L TKDLTLST QPSTETTLAS S D S(63)

361 GITTTGCTTCTACTCAACCTACTCATTCATGGAAAGTAGGAGACAAGTGTATGGCAGTCT 420
() F A ST QPTHSWEKYVYGDI KT CMA V W(83

421 GGAGTGAAGATGGACAGT GTTATGAAGCGGAGAT TGAGGAGATAGATGAAGAAAATGGCA 480

(8) S EDGQCVYEATEI EEI DEENG T(103)
481 CCGCTGCAATCACCTTTGCTGGTTATGGCAATGCTGAAGT GACTCCACTGTTGAACCTCA 540
(104 A A I T F AGY GNAEVTUPLLNL K(123

541 AGCCTGTAGAAGAAGGAAGGAAGGCAAAGGAGGACAGT GGCAACAAACCCATGTCAAAAA 600
(1249 P V E E G R K A K E D S G NK P M S K K(143)

601 AAGAAATGATTGOCCAGCAGCGTGAATATAAAAAGAAGAAAGCT TTGAAAAAAGCTCAGA 660
(144) E M I A Q Q RE Y KKK KAL K K A Q R(163)

661 GAATAAAAGAACT TGAGCAGGAAAGAGAGGACCAGAAAGT GAAATGGCAACAATTCAACA 720

(164) | K E L E Q E REDG QKV K WOQQF N N(183)
721 ACAGAGCCTATTCTAAAAACAAAAAAGGCCAGGTAAAGAGGAGTATTTTTGCTTCACCTG 780
(18) R A Y S K N K K G Q V KR S I F A S P E (203

781 AGAGTGTGACTGGTAAAGT TGGAGTAGGAACCTGTGGAATTGCTGATAAACCTATGACAC 840
(204 S VT GKV GV GTCGI A DKWPMT Q(223

841 AATATCAAGATACCTCTAAATACAATGTCAGGCATTTGATGOCTCAATAATCAGAAAAAC 900
(2240 Y Q DT SKYNVRHLMPOQ * (238)

901 TGTTGGATTTCATCTCTGCAGGGCTTTTACATTTACCTTTTTATCCTTATATTTTTCCTA 960

961 AAGGTAAATTATTTGTTAGATGAGTAAGCAAGATACCATTGTCGTCATTGGTTGGCTTCA 1020
1021 GTAGAATGAAACGTGAAGAAATTGCATTTGATAACTGCTATTCATTTAACTTTTCTCATT 1080
1081 ATCAGTACCACGGTTCCCTCAAAGTTTGTTGAATAAAGCAACTTTTGTAGATGCTGITTC 1140
1141 ATACAGCACTTAGATGAATTATTGATCTTCCTAATATCAGGCGCCTACTTAACCTATGGT 1200
1201 ATGTACTTTTTGTAAGTTGTAACTTGAAATTTTCAGATGCTTTGAACTTGACACATACTC 1260
1261 TAGCAATTCATTGGAACACCAAGGCAAAAACACCAACCTGCTAAAAGAGATCTTTTCATT 1320
1321 TTTCTTATTTTCAGCTTTAAAACTTAGCTGTCGTTCAGTTAAGCTTAAAGATAGGTTAAT 1380
1381 TTGTAAATGCCAAAGTTTGTITTTGAGGTTTTTCCTCAATAACTTGTTTCCCAGGCCTATT 1440
1441 AGGCCATCTCTAAAATTGATCTAGCTGITTTATTTTTATGTACTCTTAGITTTATGTAAG 1500
1501 AAACCTTAGGATGAGCTCCCTTTTCTAAGGTGITTTTGITTTTTGTATGTTTGCTTTTTT 1560
1561 CCTGITTTTTGITTTTTCCATTTACGGCAGTGGTACCATGTTTTGGATGTGTGATGITTA 1620
1621 TATGGGAGAACAAAAAGCTGATGTATAGCCCTGTATACAGTGTAGATACTATTTTTGTAA 1680
1681 AAACACAAGGCTAAATTAATGAACAAGAATACTGAATATTTCATCATTAAAAATT 1735

Abbildung 4-1: Die cDNA-Sequenz von humanem SMNrp. Unter der cDNA-Sequenz (Nucleotidpositionen:
Zahlen am Rand) ist die abgeleitete Aminosiuresequenz (Zahlen in Klammern) angegeben. Start- und Stopcodon
sind grau hinterlegt. Das in-frame-Stopcodon in der 5-UTR ist mit einer Wellenlinie gekennzeichnet. Die
Position der Tudor-Doméne ist durch durchgezogene Unterstreichung, die des putativen Kernlokalisationssignals
durch unterbrochene Unterstrei chung angegeben. Ein mdgliches Polyadenylierungssignal in der 3'-UTR ist durch
Fettdruck hervorgehoben.

Zur genaueren Analyse der Homologie zwischen SMNrp und SMN wurden die Aminosaure-
Sequenzen beider Proteine mit dem Programm ,GAP* (Genetics Computer Group, Inc.)

verglichen. Dabei ergab sich, dass eine signifikante Ahnlichkeit im mittleren Abschnitt der
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beiden Proteine, im Bereich der Tudor-Doménen, besteht (siehe Abbildung 4-2). Hier sind die
beiden Proteine zu 41 % identisch und zu 47 % &hnlich im Sinne konservativer Aminosaure-
Substitutionen (verglichen sind SMNrp.127 mit SMNgp.148). Die N- und C-terminaen
Abschnitte sind dagegen weniger stark konserviert. Uber die komplette Lange beider Proteine
betragt die Aminosaure-Identitét noch 20 %, die Ahnlichkeit 25 %.

SM\r p 1 MSEDLAKQUASYKEQIQQ 18
SMN 1 MAMBSGGSGGGVPEQEDSVL FRRGTGQSDDSDI WODTHLI KA 42

SMNr p 19 VEARL SGNGENEDL[MILKKBLJSVI ELT[IDLLSTUESETLAE 60
SIWN 43 YDKRVA- - - SFK - NGBl ASTSCKPITTPKRKFAKKNKE 80
SM\rp 61 SDSFASTQPTHSWRYERXeM\i=ve AEJEEBEENG 102
SWN 81 KKNTAAS- LQQUuYen e \US=neCl NFATIRASEBFKRE 122
SMNrp 103 gAAI TE ENAEVTHELN- BKEVEEGRKAKEDSGNKPMSKK 143
SIWN 123 e\REEQNRSDL[MSgl SVANNI EONAQENENES 164

SWrp 144 EM AQQREYKKKKAL KEAQRIXEL EQEREDQKVKWOXFNNRA 185
SW 165 QVSTDESENSRSPG NISDNEEPKSAPWNSFLPPPPPMPGPR 205

SWNrp 186 YSKNEKEQVKRSI FASEESVTCGKVGVGTEG ADKEMIQYQDT 227
SW 206 LGPAYPELKFNG - PPRPPPPPPPHLL S@W.PPFESGPPI | P 245

SMNrp 228 SKYNVRHLMPQ 238
SWN 246 PPPPl CPDSLDDADALGSM.I SWMSGYHTGYYMGF (+14) 295

Abbildung 4-2: SMNrp ist Uber die Tudor-Doméne homolog zu SMN. Vergleich der Aminoséure-Sequenzen
von humanem SMNrp und humanem SMN. Der Vergleich wurde mit dem Programm ,,GAP* (Fa. Genetics
Computer Group) erstellt. Identische Aminoséuren sind schwarz, dhnliche Aminoséuren grau hinterlegt
dargestellt.

< 11,9 kb >
T — — -

(10q25) E1 E2 E3 || Ed ES E6

«< 23 kb >
mRMNA ARA

5-UTR ORF J-UTR

- 238 AS >

Protein N4 I | | FC
Tudor NLS

Abbildung 4-3: Genomische, mRNA- und Proteinstruktur von SMNrp. Der obere Balken zeigt schematisch die
relativen Langen und die Vertellung der Exons (E1 bis E6) im humanen SMNrp-Gen. In der Mitte ist die
SMNrp-mRNA mit 5'- und 3'-UTR und dem offen Leseraster (ORF) dargestellt. Der untere Balken zeigt die
Primérstruktur des SMNrp-Proteins mit den relativen Positionen der Tudor-Doméne und des Kernlokalisations-
signals (NLS).
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Weitere BLAST-Sequenzvergleiche in genomischen Datenbanken ergaben, dass SMNrp von
sechs Exons codiert wird, die sich Uber einen knapp 12 kb langen genomischen Abschnitt auf
Chromosom 10 im Abschnitt 10925 verteilen (siehe Abbildung 4-3; Homo sapiens
chromosome 10 working draft sequence segment, GenBank-Accession: NT_030081.2). Die
exonischen Sequenzen sind von unterschiedlich langen Introns mit klassischen Introngrenzen
unterbrochen. Wie im Northernblot beobachtet, ist das Transkript nach Spleif3en und
Polyadenylierung noch 2,3 kb grof3 (vgl. Abbildung 4-5, Seite 63).
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Abbildung 4-4: SMNrp ist ein bei Eukaryonten weit verbreitetes Protein. Multipler Sequenzvergleich der
SMNrp-Aminoséuresequenzen von Mensch (H.s., eigene Klonierung), D. melanogaster (D.m.: LD28068-
Protein, GenBank-Accession: AAL28898), C. elegans (C.e.: hypothetisches Protein Y71D11A.2, GenBank-
Accession: AAK85507), A. thaliana (A.t.. hypothetisches Protein, GenBank-Accession: NP_178361) und
S. pombe (S.p.: hypothetisches Protein SPCC1281.02c, GenBank-Accession: T40921). Der Vergleich wurde mit
dem Programm ,DIALIGN 2.1 (Burkhard Morgenstern u.a., Universitét Bielefeld, http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/dialign/) erstellt, die graphische Darstellung mit dem Programm ,,BOXSHADE 3.21* (K. Hofmann
und M. Baron, Swiss Ingitute of Bioinformatics, http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).
Identische Aminosduren in drei oder mehr Sequenzen sind schwarz, éhnliche Aminoséuren grau hinterlegt.

4.1.1.2 SMNrp ist ein entwicklungsgeschichtlich altes Protein
Um festzustellen, ob SMNrp ein rein humanes Protein ist, wurden weitere BLAST-

Datenbanksuchen mit der Aminosdure-Sequenz durchgefiihrt. Dabei wurden nicht nur

Homologe in D. melanogaster und C. elegans entdeckt, erstaunlicherweise kommt SMNrp
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sogar in entwicklungsgeschichtlich weit entfernten Organismen wie in der Spalthefe S. pombe
oder der Pflanze A. thaliana vor. Die Aminosdure-Sequenz ist dabei Uber die gesamte Lange
stark konserviert, ale Homol oge besitzen eine Tudor-Domane (siehe Abbildung 4-4). SMNrp
ist demnach ein offenbar in der frihen Entwicklungsgeschichte der Eukaryonten, noch vor der
Trennung von Pflanzen, Pilzen und Tieren entstandenes Gen. In der Backerhefe S. cerevisiae

lassen sich dagegen, wie auch fur SMN, keine SMNrp-homologen Sequenzen finden.

4.1.2 SMNrp wird ubiquitar transkribiert und codiert fiir ein
Kernprotein

4.1.2.1 Das SMNrp-Gen wird in allen Geweben transkribiert

Bel der Analyse eines Gens kann das Expressionsmuster erste Hinweise auf eine mogliche
gewebespezifische Funktion des codierten Proteins geben. Daher wurde nach den reinen
Sequenzanalysen nun die Expression des SMNrp-Gens im Menschen untersucht. Es wurde
eine Northernblot-Membran, auf der definierte Mengen poly(A)-RNA aus acht verschiedenen
menschlichen Geweben aufgetragen sind (Multiple Tissue Northern Blot, Fa. Clontech), mit
radioaktiv markierter SMNrp-cDNA as Sonde hybridisiert. Es zeigte sich, dass SMNrp in
allen untersuchten Geweben als 2,3 kb grof3e mRNA exprimiert wird (siehe Abbildung 4-5).
Da in dlen Féllen nur eine einzelne Bande beobachtet wurde, gibt es keine Hinweise auf

alternativ gespleif3te Varianten von SMNrp.
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Abbildung 4-5: SMNrp ist ein ubiquitar exprimiertes Gen. Die Abbildung zeigt die Autoradiographie eines
Multiple Tissue Northern Blots (Fa. Clontech), der mit radioaktiv markierter SMNrp-cDNA as Sonde
hybridisiert wurde. Jede Spur des Blots enthdlt 2 pug poly(A)-RNA der angegebenen humanen Gewebe. Ein
RNA-Langenstandard ist an der Seite angegeben.
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Vergleicht man die Intensitéten der SMNrp-Signale im Northernblot, erscheint die Expression
in den Muskelgeweben (Herz und Skelettmuskel, Spur 1 und 6) am hochsten. SMNrp ist
alerdings kein gewebespezifisch exprimiertes Gen. Das Expressionsmuster legt vielmehr
nahe, dass es in allen Geweben, also ubiquitdr exprimiert wird. Daraus, wie auch aus der
Tatsache, dass SMNrp in weit verwandten Organismen vorkommt, kann man schlief3en, dass
es mit hoher Wahrscheinlichkeit ein sog. housekeeping-Gen ist, also ein Gen, das eine
grundsétzliche Funktion im Zellstoffwechsel erfillt.

4.1.2.2 Herstellung eines SMNrp-spezifischen Antiserums
Wiein der Einleitung beschrieben, zeigt SMN eine ungewdhnliche zelluldre Lokalisation. Das

Protein ist einersaits diffus im Cytoplasma verteilt, andererseitsist esim Zellkern in diskreten
Foci, sogenannten coiled bodies/ gems konzentriert (vgl. Abbildung 1-3, Seite 18).
Entsprechend werden auch unterschiedliche Aufgaben der beiden SMN-Pools in der Zelle
diskutiert (siehe Kapitel 1.3.3 und 1.3.4). Aufgrund seiner Homologie zu SMN war es daher
interessant zu untersuchen, ob auch fur SMNrp eine &dhnliche intrazellulére Verteilung
beobachtet werden kann. Fir das Protein schien dabel zumindest eine Lokalisation im
Zellkern wahrscheinlich, da bel den Sequenzanalysen ein putatives Kernlokalisationssignal

gefunden worden war.

Um seine Lokalisation durch indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie bestimmen zu kénnen,
wurde zunéchst ein spezifisches Antisserum gegen SMNrp hergestellt. Dazu wurde die
codierende Sequenz in den Vektor pET28a kloniert und das Protein in E. coli mit einem N-
terminalen Histidin-tag exprimiert (His-SMNrp). Nach Aufreinigung tber Ni-NTA-Agarose
wurde mit dem Protein ein Kaninchen immunisiert. Das Antiserum wurde durch Affinitéts-
chromatographie an einer GST-SMNrp-Saule aufgereinigt  und seine Spezifitdt Im
Westernblot bestimmt (siehe Abbildung 4-6): In Kern- und Gesamtzellextrakt aus Hel a-
Zellen wird hochspezifisch ein etwa 30 kDa grof3es Protein detektiert. Die beobachtete Grofe
entspricht dem nach der Aminosdure-Sequenz errechneten Molekulargewicht von SMNrp.
Dartberhinaus wird SMNrp auch in Extrakten aus X. laevis Oocyten erkannt. Das Antiserum
ist spezifisch fir SMNrp, das homologe SMN-Protein wird nicht detektiert (getestet mit GST-
Fusionsproteinen, siehe Spur 4 und 5). Das so hergestellte, affinitatsgereinigte Kaninchen-

Antiserum wird im folgenden nur noch mit ,,anti-SMNrp* bezeichnet.
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Abbildung 4-6: Ein Antiserum erkennt hochspezifisch SMNrp in Extrakten aus HeLa-Zellen und Xenopus-
Oocyten. Westernblot mit einem SMNrp-spezifischem Kaninchen-Antiserum. 1: Kernextrakt aus HeL a-Zellen. 2:
Gesamtzellextrakt aus Hela-Zellen. 3: Gesamtzellextrakt aus X. laevis Oocyten. 4: rekombinant exprimiertes
GST-SMNrp. 5: rekombinant exprimiertes GST-SMN. Ein Molekulargewichtstandard ist an der Seite angegeben.

4.1.2.3 SMNrp lokalisert im Zellkern
Zur Analyse der intrazelluldren Lokalisation von SMNrp wurden COS-1-Zellen mit anti-

SMNrp markiert und konfokal mikroskopiert. Zum Vergleich der intrazelluléren Verteilung
waren die Zellen gleichzeitig mit einem monoklonalen, SMN-spezifischen Antikorper
markiert. Es wurde deutlich, dass SMNrp — im Gegensatz zu SMN — ein reines Zellkern-
protein ist (siehe Abbildung 4-7, Bild 1 bis 3). Seine intranukleére Verteilung ist dabel diffus
und spart die Nucleoli aus. Als Spezifitétskontrolle wurde der Antikérper mit einem
Uberschuss an His-SMNrp vorinkubiert, was zu einer fast vollstandigen Reduktion des
beobachteten Signals fuhrte (Bild 5).

Das diffuse SMNrp-Signal im Zellkern bei der Fluoreszenzmikroskopie konnte keine weiteren
Hinweise auf eine Funktion des Proteins geben. Daher wurde im Rahmen einer Kooperation
mit Prof. Stanidav Fakan (Universitdt Lausanne, Schweiz) die Ultrastruktur der
intranukledren Verteilung von SMNrp analysiert. Ultradtinnschnitte cryofixierter HTC-Zellen
(Ratten-Hepatomzellen) wurden mit anti-SMNrp markiert und elektronenmikroskopisch
untersucht. Interessanterweise wurden SMNrp-Signale dabel hauptséchlich an Perichromatin-
fibrillen gefunden. Diese subnukledren Strukturen gelten als Bereiche, an denen Transkription
und pré&amRNA-SpleiRen stattfinden (Fakan, 1994; Puvion und Puvion-Dutilleul, 1996).
Dagegen ist nur wenig SMNrp in Bereichen von kondensiertem Chromatin oder von

I nterchromatingranula-Clustern lokalisiert.
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Abbildung 4-7: SMNrp ist ein Kernprotein. Indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit COS-1-Zellen
(Falschfarbendarstellung). 1: Markierung mit anti-SMNrp. 2: Markierung derselben Zellen mit anti-SMN. 3:
Uberlagerung der Bilder 1 und 2. 4: Phasenkontrastaufnahme zu Bild 1-3. 5: Markierung mit anti-SMNrp nach
Préadsorbtion mit His-SMNrp. 6: Phasenkontrastaufnahme zu 5.
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Abbildung 4-8: SMNrp lokalisiert an Perichromatinfibrillen, den transkriptions- und spleif3aktiven Bereichen
im Nucleoplasma. Immunlokalisation von SMNrp im Zellkern eines Ultradiinnschnitts aus HTC-Zellen durch
Transmissions-Elektronenmikroskopie. Einige Perichromatinfibrillen sind mit kleinen Pfeilen markiert. Der
grof3e Pfeil zeigt ein Interchromatingranula-Cluster. C: kondensiertes Chomatin. NE: Kernmembran. Der Balken
entspricht 0,5 um. (Die Aufnahme wurde freundlicherweise von Prof. Stanidav Fakan, Universitét Lausanne,
Schweiz, zur Verfligung gestellt.)

4.1.3 SMNrp ist ein Aktivator der Histon-Acetyltransferase GCN5-S
4.1.3.1 Suche nach Interaktionspartnern durch Two-Hybrid-Screen

Die Lokalisation von SMNrp an Perichromatinfibrillen lief3 vermuten, dass das Protein eine
Funktion in Zellkernprozessen wie Transkription oder Spleif3en besitzt. Um weitere Hinweise
zu erhalten, wurde als N&chstes versucht, Interaktionspartner des Proteins zu finden. Dazu
wurde das hefegenetische Screening-V erfahren Two-Hybrid-Screen verwendet. SMNrp wurde
in den Vektor pAS2-1 kloniert und mit diesem Bait-Konstrukt eine humane, aus
Gehirngewebe stammende cDNA-Bank nach Bindungspartnern durchsucht. Mit diesem
Verfahren wurden 51 positive Klone isoliert, die cDNA-Sequenzen verschiedener potentieller
Interaktionspartner von SMNrp enthielten (siehe Tabelle 4-1). Das starkste Signal wurde fur
die Histon-Acetyltransferase GCN5-S (Genbank-Accession: U57316) gefunden. Das Protein
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war im Screen von sechs unabhangigen cDNAS reprasentiert. Andere gefundene Bindungs-
Kandidaten von SMNrp waren TAXREB107 (Genbank-Accession: D17554), das Jun
activation domain binding protein (Genbank-Accession: U65928) und das a-fetoprotein
enhancer binding protein (Genbank-Accession: A41948), denen eine Funktion bel der
Transkriptionsaktivierung zugesprochen wird, sowie der Spleif¥regulator Transformer-
2a (Genbank-Accession: U53209).

Interaktionspartner im Two-Hybrid-Screen b-Galaktosidase-Test
GCN5-S (U57316) ++
TAXREB107 (D17554) +

Jun activation domain binding protein (U65928) +
a-Fetoprotein enhancer binding protein (A41948) +
Transformer-2a (U53209) +

pACT2 (Vektorkontrolle) -

Tabelle 4-1: GCN5-S ist ein starker Interaktor von SMNrp im Two-Hybrid-Screen. Die Tabelle
fasst die im Two-Hybrid-Screen identifizierten, potentiellen Interaktionspartner von SMNrp
zusammen. In Klammern sind die Genbank-Accession-Nummern der einzelnen Klone angegeben.
Die rechte Spalte gibt die relative Stérke der Blaufarbung im ,,b-Gal-Filter-Lift-Assay" als Mal3 fur
die Stérke der SMNrp-Interaktion wieder. pACT2 ist der leere Vektor, in den die im Screen
verwendete cDNA-Bank konstruiert war (Negativkontrolle).

4.1.3.2 SMNrp bindet direkt an GCN5-S
Im Two-Hybrid-Screen wurde die Histon-Acetyltransferase GCN5-S as putativer, starker

Interaktor von SMNrp identifiziert. Durch PCR wurde daher die codierende Sequenz aus einer
humanen cDNA-Bank (,,Marathon human fetal brain cDNA*, Fa. Clontech) amplifiziert und
fUr weitere Studien in verschiedene Vektoren kloniert. Ein erstes Bindungsexperiment sollte
in vitro die Interaktion von GCN5-S mit SMNrp bestétigten. Dazu waren die cDNAS beider
Proteine zundchst in den Vektor pET21a-zz kloniert und in E. coli exprimiert worden. Die
dadurch am N-Terminus jeweils mit einem ZZ-tag (zwel Ig-bindenden Doménen von
Protein A aus Staphylococcus aureus) versehenen Proteine kdonnen an 1gG-Sepharose
immobilisiert werden. Zum Bindungstest wurden sie mit in-vitro-tranglatierten, radioaktiv
markierten Proteinen inkubiert. In diesem Experiment konnte in-vitro-trandatiertes GCN5-S
an immobilisiertes ZZ-SMNrp gebunden werden und umgekehrt (siehe Abbildung 4-9A, Spur
1 und 2). Im Gegensatz dazu bindet SMN nicht an ZZ-GCN5-S (Spur 3), die SMNrp-GCN5-
S-Interaktion ist also spezifisch. Ebenso binden SMNrp- (nicht gezeigt) oder GCN5-S-
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Trandat (Spur 4) nicht an das ZZ-Peptid dleine. Da fur die Herstellung der Trandate
Reticulocytenlysat verwendet wurde, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass darin
enthaltenen (Linker-) Proteine die Bindung von SMNrp an GCN5-S vermitteln. Daher wurde
nun die Wechselwirkung mit rekombinant exprimierten und gereinigten Proteinen untersucht.
Auch hier konnte HissSMNrp an immobilisiertes ZZ-GCN5-S gebunden werden (siehe
Abbildung 4-9B, Spur 2). Die Bindung der beiden Proteinen erfolgt aso offensichtlich direkt.
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Abbildung 4-9: GCN5-S bindet in vitro direkt an SMNrp. A: Autoradiographie eines Bindungsexperiments mit
in-vitro-translatierten Proteinen. ZZ-SMNrp (Spur 1), ZZ-GCN5-S (Spur 2 und 3) oder das ZZ-Kontrollpeptid
(Spur 4) wurden an 1gG-Sepharose immobilisiert und mit den angegebenen, in-vitro-trandatierten, [*S]-
markierten Proteinen inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde mit Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Spur 5, 6 und 7 zeigen 20% der jeweils eingesetzten Trandlate. B: Bindungsexperiment mit
rekombinant exprimierten Proteinen. ZZ-GCN5-S (Spur 2) oder das ZZ-Kontrollpeptid (Spur 3) wurden
immobilisiert und mit His-SMNrp inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Proteine mit Probenpuffer
eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassieférbung sichtbar gemacht. Spur 4, 5 und 6 zeigen
10 % der eingesetzten Proteine, Spur 1 einen Molekulargewichtstandard.

Das folgende Experiment sollte Uberprifen, ob die in vitro beobachtete Interaktion auch in
vivo relevant ist. Dazu wurde ZZ-GCN5-S immobilisiert und mit Gesamtzellextrakt aus
HeLa-Zellen inkubiert. Durch Westernblot mit anti-SMNrp konnte nachgewiesen werden,
dass das SMNrp aus dem Extrakt spezifisch an GCN5-S gebunden hatte (siehe Abbildung
4-10). Die Tatsache, dass beide Proteine im Zellextrakt aneinander binden, deutet darauf hin,
dass eine Wechselwirkung auch real in der Zelle stattfindet.
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Abbildung 4-10: SMNrp aus HelLa-Zellextrakt interagiert spezifisch mit GCN5-S. ZZ-GCN5-S (Spur 2) oder
das ZZ-Kontrollpeptid (Spur 3) wurden an 1gG-Sepharose immobilisiert und mit Hel a-Gesamtzellextrakt
inkubiert. Nach Elution mit Probenpuffer wurden die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. SMNrp ist durch
Westernblot mit anti-SMNrp sichtbar gemacht. Spur 1 zeigt 10 % des eingesetzten Extrakts.

4.1.3.3 DieTudor-Doméanevon SMNrp ist fur die Bindung an GCN5-Swichtig
Als Néchstes wurde untersucht, welche Doméane von SMNrp die Bindung an GCN5-S

vermittelt. Dazu wurden durch PCR zwei Deletionskonstrukte hergestellt: SMNrpDC, das aus
dem N-terminalen Abschnitt und der Tudor-Doméane von SMNrp besteht (Met; bis Aspizs),
und SMNrpDN, das die Tudor-Domane und den C-terminalen Abschnitt umfasst (Thrzo bis
Glngyzg).

Fur die Histon-Acetyltransferase GCN5 sind zwei unterschiedlich grof3e Spleif3-Isoformen im
Menschen bekannt (Smith et al., 1998; Xu et al., 1998). Als SMNrp-interagierendes Protein
wurde im Two-Hybrid-Screen GCN5-S, die kurze Variante, identifiziert und weiter
untersucht. FUr die folgende Bindungsstudie wurde nun auch GCN5-L, die am N-Terminus

um 360 Aminosauren langere Variante der Histon-Acetyltransferase, kloniert.

Alle Proteine wurden in E. coli mit ZZ-tag exprimiert oder durch in-vitro-Trandation
radioaktiv markiert. Damit wurden Bindungsexperimente, wie im letzten Kapitel beschrieben,
durchgefuihrt (siehe Abbildung 4-11). Es zeigte sich erstens, dass SMNrp mit sich selbst
interagiert. Dies konnte mit SMNrp voller Lange (Spurl) und der Deletionsmutante
SMNrpDN (Spur 2, 6 und 7), nicht aber mit SMNrpDC (Spur 3, 8 und 11-13) beobachtet
werden. Demnach ist der C-terminale Abschnitt von SMNrp fur die Di- oder
Oligomerisierung des Proteins notwendig. Zum zweiten wurde gezeigt, dass nicht nur
GCNB5-S sondern auch die langere Isoform GCN5-L mit SMNrp interagieren kann (Spur 4
und 5). Da sowohl SMNrpDN (Spur 9 und 10) as auch SMNrpDC (Spur 14 und 15) an die



Ergebnisse 71

GCN5-Konstrukte binden konnen, wird diese Wechselwirkung mit GCN5 sehr

wahrscheinlich Uber die Tudor-Doméane von SMNrp vermittelt.
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Abbildung 4-11: Unterschiedliche Doméanen von SMNrp vermitteln die Dimerisierung und GCN5-Bindung.
Oben: Autoradiographie eines Bindungsexperiments mit in-vitro-tranglatierten Proteinen. ZZ-SMNrp (Spur 1 bis
5), ZZ-SMNrpDN (Spur 6 bis 10) oder ZZ-SMNrpDC (Spur 11 bis 15) wurden an 1gG-Sepharose immobilisiert
und mit den angegebenen, in-vitro-translatierten, [**S]-markierten Proteinen inkubiert. Nach Waschen mit PBS
wurde mit Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Als Kontrolle wurde das ZZ-Peptid mit einem
Gemisch dler Trandate getestet (Spur 16). Die Spuren 17 bis 21 zeigen je 20% der eingesetzten Trandate.
Unten: Die Bakendiagramme zeigen schematisch die Primérstruktur der getesteten Deletionsmutanten von
SMNrp mit den Positionen der Tudor-Doméne und des Kernlokalisationssignal (NLS).

4.1.3.4 De GCN5-S-SMNrp-Komplex kann Nucleosomen acetylieren
Die Histon-Acetyltransferase GCN5-S kann in vitro freie Histone acetylieren, wenn Acetyl-

CoA as Cosubstrat zur Verfigung steht. Interessanterweise werden , verpackte® Histone in
Nucleosomen, das eigentliche physiologische Substrat, unter denselben Bedingungen nicht
modifiziert (Yang et al., 1996). Aus der Hefe weil3 man, dass GCN5, wie andere Histon-
Acetyltransferasen auch, in vivo Teil grof3er makromolekularer Proteinkomplexe ist. Diese
Komplexe vermitteln effizient und kontrolliert die Acetylierung von Histonen in
Promotorbereichen von Genen und sind so an der Kontrolle der Transkription beteiligt. Einige
Komponenten dieser Komplexe haben dabel vermutlich die Aufgabe, die Chromatinstruktur
zu offnen und so die nucleosomaen Histone fur GCNS, die katalytische Aktivitdt des

Komplexes, zuganglich zu machen (Grant et al., 1998b). Im Gegensatz zur Hefe ist die



72 Ergebnisse

Zusammensetzung der humanen Histon-Acetyltransferase-Komplexe noch wenig bekannt.
Aufgrund der Bindungsdaten schien es daher wahrscheinlich, dass das Kernprotein SMNrp

Teil eines humanen GCN5-Komplexesist.
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Abbildung 4-12: SMNrp stimuliert die Aktivitdt von GCN5-S an freien Histonen. Es wurden 2 pg HissGCN5-S
mit Reaktionspuffer (Spur 2) oder mit je 2, 10 und 20 pg His-SMNrp (Spur 3-5), HissSMNrpDN (Spur 6-8), His-
SMNrpDC (Spur 9-11) oder BSA (Spur 12-14) préinkubiert. Zum Nachweis ener intrinsischen Histon-
Acetyltransferase-Aktivitdét wurden 20 pg HissSMNrp, HissSMNrpDN oder HissSMNrpDC nur mit
Reaktionspuffer préinkubiert (Spur 15-17). AnschlieRend wurden [1-*C]-Acetyl-CoA und freie Histone
zugegeben. Nach Ende der Acetylierungsreaktion wurden die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Coomassie angeférbt (unterer Teil). Der Nachweis acetylierter Histone erfolgte durch Autoradiographie (oberer
Teil). Spur 1 zeigt einen Molekulargewichtmarker.

Durch in-vitro-Acetylierungsexperimente sollte eine mogliche Funktion von SMNrp in
diesem Zusammenhang untersucht werden. Zun&chst wurde der Einfluss von SMNrp auf die
katalytische Aktivitdt von GCN5-S an freien Histonen getestet. Dazu wurde gereinigtes His-
GCN5-S zusammen mit freien Histonen aus Kalbsthymus und [1-**C]-Acetyl-CoA inkubiert.
Die durch Acetylierung radioaktiv markierten Histone wurden durch Autoradiographie
nachgewiesen. Wie erwartet, wurden die Histone H3 und H4, und schwécher auch H2a und
H2b, effektiv durch GCN5-S modifiziert (siehe Abbildung 4-12, Spur 2). Be ener
Préinkubation von GCN5-S mit steigenden Mengen von HissSMNrp konnte eine bis zu
zweifach verstérkte Histon-Acetylierung beobachtet werden (Spur 3-5). Dieser Effekt ist auf
eine Stimulierung der Aktivitdt von GCN5-S zurlickzufihren, da SMNrp aleine keine
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intrinsische Histon-Acetyltransferase-Aktivitét besitzt (Spur 15). Die Prdinkubation von
GCN5-S mit BSA in Kontrollreaktionen hatte keinen Effekt (Spur 12-14). Dies zeigt, dass die
mit SMNrp beobachtete Aktivitét spezifisch ist. Um die GCN5-stimulierende Aktivitdt von
SMNrp genauer einzugrenzen, wurden auch die Deletionsmutanten SMNrpDN und SMNrpDC
getestet. Hierbel zeigte sich, dass SMNrpDC den gleichen Effekt auf GCN5-S wie SMNrp
voller Lange hatte (Spur 9-11). SMNrpDN veréndert die Aktivitat des Enzyms dagegen nicht
(Spur 6-8). Offenbar ist also die N-terminale Doméane von SMNrp fur die Stimulierung von
GCN5-S verantwortlich.
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Abbildung 4-13: Der GCN5-S-SMNrp-Komplex kann Histon H3 in Nucleosomen acetylieren. Eswurden 2 ug
His-GCN5-S mit Reaktionspuffer (Spur 2) oder mit je 20 pg His-SMNrp (Spur 3), His-SMNrpDN (Spur 4), His-
SMNrpDC (Spur 5) oder BSA (Spur 6) préainkubiert. Fir die Acetylierungsreaktion wurden [1-**C]-Acetyl-CoA
und in-vitro-rekonstituierte Nucleosomen (Spur 2-7) oder als Kontrolle freie Histone (Spur 8) zugegeben. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt (unterer Teil). Der Nachwels
acetylierter Histone erfolgte durch Autoradiographie (oberer Teil). Spur 1 zeigt einen Molekulargewichtmarker.
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Der Effekt von SMNrp auf die Aktivitat von GCN5-S an freien Histonen ist zwar sichtbar,
erscheint aber relativ gering, da schon das Enzym alleine die Acetylierung effizient
katalysiert. Auf gleiche Art und Weise wurde nun die Reaktion an Histonen, die mit DNA in
Nucleosomen eingebunden sind, untersucht. Dazu wurden statt freier Histone jetzt in-vitro-
rekonstituierte Nucleosomen (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Kelko Ikeda,
Genzentrum der LMU Miinchen) as Substrat im Acetylierungsexperiment eingesetzt. Wie
schon aus der Literatur bekannt war (Yang et al., 1996), konnte GCN5-S alleine keine
nucleosomalen Histone acetylieren (siehe Abbildung 4-13 oben, Spur 2). Erstaunlicherweise
fUhrte eine Préinkubation des Enzyms mit SMNrp dazu, dass eine Acetylierung nun sehr
effizient stattfand (Spur 3). Im Gegensatz zur Reaktion an freien Histonen (Spur 8) wurde hier
selektiv nur H3 acetyliert. Die Deletionsmutante SMNrpDC konnte die Reaktion in gleichem
MalRe wie SMNrp voller Lange aktivieren (Spur5). SMNrpDN hat dagegen einen
schwécheren, aber immer noch sichtbaren Effekt auf die katalytische Aktivitdt von GCN5-S
(Spur 4). Dadurch wurde die schon mit freien Histonen gemachte Beobachtung bestétigt, dass
die N-terminale Doméne von SMNrp eine wichtige Rolle bei der Stimulierung der GCN5-
Aktivitét spielt.

Die bisher gezeigten Daten lassen darauf schlief3en, dass das Kernprotein SMNrp ein Cofaktor
der Histon-Acetyltransferase GCN5-S ist. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass es die
Aktivitét des Enzyms deutlich moduliert. Wahrend GCN5-S aleine nur freie Histone
modifizieren kann, werden im Komplex mit SMNrp auch in Nucleosomen verpackte Histone,
das naturlichen Substrat der Acetyltransferase, erkannt. SMNrp ist in vivo vermutlich eine fur
die Substraterkennung wichtige Komponente des humanen GCN5-Komplexes und damit an
der Kontrolle der Transkription durch Histon-Acetylierung beteiligt. Im nun folgenden Kapitel

wird eine weitere Funktion von SMNrp im Zellkern beschrieben.

4.1.4 SMNrp ist ein essentieller Spleil3faktor

4141 SMNrp ist mit dem 17S-U2-snRNP assoziiert

Wahrend der Arbeit an diesem Projekt wurde SMNrp (bezeichnet as ,SPF30“) bel der
biochemischen Aufreinigung von Spleif3osomen gefunden (Neubauer et al., 1998). Dies war
interessant, da SMNrp, wie oben gezeigt, im Zellkern an Perichromatinfibrillen gefunden
wurde, also an Strukturen, die als aktive Bereiche der Transkription aber auch des
Spleil¥prozesses gelten (Fakan, 1994; Puvion und Puvion-Dutilleul, 1996). Darliberhinaus

scheint auch das verwandte Tudor-Doméanen-Protein SMN eine wichtige Rolle beim
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Spleifprozess zu spielen (siehe Kapitel 1.3.4). Im Folgenden wurde daher eine mdgliche
Beteiligung und Funktion von SMNrp beim pr&mRNA-Splei3en ndher untersucht.

Zunéchst sollte Uberprift werden, ob SMNrp mit Spleifl3faktoren wechselwirken kann.
Sedimentationsanalysen gaben dabel erste Hinweise auf eine Assoziation des Proteins mit
spleifRosomalen snRNPs. In Kernextrakten aus Hel.a-Zellen zeigen die verschiedenen snRNPs
ein charakteristisches Sedimentationsverhalten. Durch Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
lassen sich das 12S-U1-snRNP, das 17S-U2-snRNP und das 25S-[U4/U6-U5]-tri-snRNP
voneinander trennen (siehe Abbildung 4-14 unten). Die Untersuchung der Sedimentation von
SMNrp bei dieser Ultrazentrifugation ergab, dass das Protein in drei verschiedenen Bereichen
des Gradienten zu finden ist (siehe Abbildung 4-14 oben): im oberen Bereich,
korrespondierend zu Sedimentationskoeffizienten von weniger as 6S (Spur 1-6), im 17S
Bereich (Spur 11-14) und in der Pellet-Fraktion am Boden des Gradienten (> 30S, Spur 23).
Dieses Sedimentationsverhalten von SMNrp war sehr gut reproduzierbar, wobei die im 17S-

Bereich gefundene Proteinmenge je nach Extraktpraparation zwischen 20 und 80 Prozent der

Gesamtmenge an SMNrp betrug.
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Abbildung 4-14: SMNrp cosedimentiert mit dem 17S-U2-snRNP in Hel a-Zellkernextrakten. Ein Kernextrakt
aus HelLaZdlen wurde durch Ultrazentrifugation Uber einen linearen 15- bis 45-prozentigen
Saccharosegradienten aufgetrennt. Oben: Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt und SMNrp durch Westernblot mit anti-SMNrp nachgewiesen. Unten: Die RNAs der Fraktionen
wurden extrahiert, durch denaturierende PAGE aufgetrennt und Uber Silberférbung sichtbar gemacht. Spur 24
zeigt einen snRNA-GroRRenstandard.
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Die Sedimentation von SMNrp im 17S-Bereich der Gradienten lief3 vermuten, dass das
Protein mit dem U2-snRNP assoziiert sein konnte. Um genaueren Aufschluss dartiber zu
bekommen, wurde das Protein aus solchen, SMNrp-reichen 17S-Fraktionen
immunprazipitiert. Zum Nachweis moglicherwel se coprézipitierter sShRNPs wurden die RNAs
extrahiert und durch radioaktive Markierung am 3'-Ende sichtbar gemacht. Dabel wurde ein
starkes U2-snRNA-Signal in der Immunpréazipitation mit anti-SMNrp gefunden, in einer
Kontrollprézipitation wurden dagegen keine RNAs markiert (sehe Abbildung 4-15). Durch
diese Co-Immunprézipitation konnte gezeigt werden, dass SMNrp in der Tat mit dem 17S-
U2-snRNP assoziiert ist. Dartiberhinaus wurden auch U1-, U4- und U5-snRNA schwach

coprazipitiert.
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Abbildung 4-15: SMNrp ist mit dem 17S-U2-snRNP assoziert. SMNrp-reiche Fraktionen aus dem 17S-Bereich
nach Dichtegradientenzentrifugation wie in Abbildung 4-14 wurden mit anti-SMNrp (Spur 4) oder einem
Kontroll-Antikdrper (Spur 3) immunprézipitiert. Die RNAs aus den Prézipitaten (Spur 3 und 4) und aus 25 % der
jeweiligen Uberstande (Spur 1 und 2) wurden Phenol-extrahiert, mit [*?P]-pCp radioaktiv markiert und durch
denaturierende PAGE aufgetrennt. Sie wurden durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

4.1.4.2 Das Spleif3en von pr&mRNA bendtigt SMNrp
Die Bildung des Spleiffosoms aus den snRNPs und der pr&mRNA ist ein schrittweise

erfolgender Vorgang (siehe Abbildung 5-1, Seite 118). Hierbel wird zuerst das U1-snRNP an
die 5-Spleil3stelle (Exonl-Intron-Grenze) gebunden. Dies ist die Vorraussetzung fir die
nachfolgende Bindung des U2-snRNPs an die Verzweigungsstelle im Intron, en
energieabhangiger Vorgang, der zur Bildung des sogenannten Pr& Spleif3osoms fihrt. Als
letzte Komponente wird das [U4/U6-U5]-tri-snRNP integriert und so das funktionelle , friihe
Spleilosom” gebildet, das nach Umlagerungen die zweischrittige Spleilreaktion katalysiert.

In einer ersten Transesterifizierungsreaktion wird dabei die Verzweigungsstelle mit dem
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5-Ende des Introns verknupft. Dadurch entstehen das Exonl und en Intron-Exon2-
Zwischenprodukt, die beide im , spaten Spleif3osom” komplexiert bleiben. Im zweiten Trans-
esterifizierungsschritt werden die beiden Exons miteinander ligiert. Nach dem Zerfall des
Spleiflosoms werden sie schliefdich zusammen mit dem Lasso-férmigen Intron (,Lariat*)
freigesetzt (Burge et al., 1999).
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Abbildung 4-16: Antikdrper gegen SMNrp inhibieren das SpleifRen von pré-mRNA in vitro und in vivo. A:
Autoradiographie eines in-vitro-SpleiRexperiment. Hel a-Zellkernextrakt wurde mit 5ug Kontroll-Antikdrper
(Spur 2) oder mit 1, 3 und 5pg anti-SMNrp (Spur 3-5) prainkubiert. Zur Spleifreaktion wurde *P-markierte
pAd48-pr&-mRNA zugegeben. Die RNAs wurden extrahiert und durch denaturierende PAGE aufgetrennt. Spur 6
zeigt die Spleif¥reaktion in Abwesenheit von Antikdrpern, Spur 1 das pr&mRNA-Transkript. Die Produkte der
Spleil¥reaktionen sind am Rand schematisch wiedergegeben, von oben nach unten: Intron-Lariat / Intron-Exon2-
Zwischenprodukt, pr&mRNA, gespleifte mRNA. B: SpleiRexperiment in X. laevis Oocyten. ¥P-markierte
pAd48-pr&mRNA wurde in Oocytenkerne injiziert, die mit 200 ng Kontroll-Antikdrper (Spur 2) oder anti-
SMNrp (Spur 3) préinjiziert waren. Nach 60 Minuten wurden die Kerne isoliert und die RNAs wie in A
analysiert. Spur 1 zeigt die pr&mRNA.

Die Assoziation von SMNrp mit dem U2-snRNP deutete auf eine mogliche Funktion des
Proteins beim pr&mRNA-Spleil3en hin. Es war daher interessant zu untersuchen, ob SMNrp-
spezifische Antikorper einen Einfluss auf die Spleil3reaktion haben. In in-vitro-Experimenten
wurden dazu spleif3aktive Hela-Zellkernextrakte mit radioaktiv markierter pr&mRNA
inkubiert (siehe Abbildung 4-16A). Nach erfolgter Reaktion kann so neben der pr&mRNA
das Auftreten der gespleil3ten mRNA, des Intron-Exon2-Zwischenprodukts und des Intron-

Lariats beobachtet werden (Spur 6; die beiden letztgenannten RNASs laufen im verwendeten
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Gelsystem auf gleicher Hohe, vgl. Fischer et al., 1995). Die Zugabe steigender Mengen von
anti-SMNrp in den Extrakt vor der Reaktion inhibierte die Bildung der Reaktionsprodukte
(Spur 3-5). Das Fehlen des Intron-Exon2-Zwischenprodukts zeigt dabel an, dass schon der
erste Transesterifizierungsschritt der Spleif3reaktion nicht mehr stattfinden kann. Die Zugabe
eines Kontroll-Antikorpers hatte dagegen keinen Effekt auf die Reaktion, die Inhibition durch
anti-SMNrp ist also spezifisch (Spur 2). Als Nachstes wurde der Einfluss von anti-SMNrp auf
das Spleiffen in vivo untersucht. Dazu wurde die radiomarkierte pr&mRNA in Kerne von
X. laevis Oocyten microinjiziert und das Spleiffen wie vorher analysiert (sehe Abbildung
4-16B). Auch hier fuhrte eine Préinjektion von anti-SMNrp in die Zellkerne zu einer
Inhibition des Spleif3vorgangs vor dem ersten Reaktionsschritt (Spur 3).

A B
& unbehandelt
mock- | SMNrp- + + mock-depletiert
depletiert | depletiert + T + | + | + | SMNrp-depletiert
10 20 | 10 20 plExteakt + + [+| [His-SMNrp
+ |BsSA
S - —SMNrp
-Q/Q g

- - .

- Ty -\

1 2 i 4

423 @ iEE T A
B s -
BB 3 R

Abbildung 4-17: Rekombinantes SMNrp rekonstituiert das Spleif3en in immundepletierten Kernextrakten. A:
Westernblot-Analyse von SMNrp (oben) oder SMN as Kontrolle (unten) aus immundepletierten Hel a-
Zellkernextrakten. Aufgetragen sind je 10 und 20 pl Extrakt nach Depletion mit anti-SMNrp (Spur 3 und 4) oder
mock-Depletion (Spur 1 und 2). B: Autoradiographie von in-vitro-Spleil3experimenten. Mit Kernextrakten, die
entweder anti-SMNrp-immundepletiert (Spur 2, 4 und 6-8), mock-depletiert (Spur 3 und 5) oder unbehandelt
waren (Spur 1), wurde das Spleilen von pAd48-pr&mRNA wie in Abbildung 4-16A untersucht. Zur
Rekonstitution der SpleifRreaktion wurden den Ansétzen 1 pg (Spur 4 und 6) oder 5 pg (Spur 7) His-SMNrp oder
als Kontrolle 5 pg BSA (Spur 8) zugegeben. Die Produkte der Spleif3reaktionen sind am Rand wie in Abbildung
4-16 schematisch wiedergegeben. Der untere Teil von Spur 5-8 ist zusétzlich in einer léngeren Exposition
gezeigt, um das Produkt der SpleifRreaktion besser sichtbar zu machen.
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Die Ergebnisse der Inhibitionsstudien mit anti-SMNrp legten nahe, dass SMNrp as U2-
snRNP-assoziiertes Protein eine wichtige Funktion beim Spleil3prozess erfullt. Um auszu-
schlief3en, dass die beobachteten Antikorper-Effekte indirekt sind (z.B. durch sterische
Behinderung anderer Proteine in der Néhe von SMNrp) wurde das Spleif3en in SMNrp-
immundepletierten Extrakten untersucht. Dazu wurde Hela-Kernextrakt Uber anti-SMNrp,
gekoppelt an ProteinG-Sepharose, gegeben. Aus dem Extrakt wurden so Uber 95 % des
endogenen SMNrp depletiert (gezeigt durch Westernblot, siehe Abbildung 4-17A). Die
Spleif¥reaktion war in solchen Extrakten dhnlich stark inhibiert wie bel der Antikorper-
Inhibition (siehe Abbildung 4-17B, Spur 2). Auch hier zeigte das stark verminderte Auftreten
des Intron-Exon2-Zwischenprodukts, dass die Resktion schon vor dem ersten Trans
esterifizierungsschritt blockiert war. Im Kontrollansatz mit mock-depletiertem Extrakt lief die
Reaktion dagegen unverandert ab (Spur 3 und 5). Dartiberhinaus war es in diesem Experiment
sogar maglich, die Spleif3aktivitét des depletierten Extrakts durch nachtrégliche Zugabe von
gereinigtem, rekombinant exprimiertem SMNrp wiederherzustellen (Spur 4, 6 und 7). Die
Zugabe von BSA als Kontrolle hatte dagegen keinen Effekt auf die Reaktion (Spur 8). Damit
wurde eindeutig gezeigt, dass SMNrp ein essentieller Spleil¥faktor ist, der fur die erste
Transesterifizierung in der Reaktionsfolge benttigt wird.

4.2 Das UBA-und Tudor-Doméanen-Protein TUBA

4.2.1 Identifizierung und Klonierung eines weiteren Tudor-
Domé&nen-Proteins

4.2.1.1 Entdeckungvon TUBA und Klonierung der cDNA

Wie am Anfang von Kapitel 4.1 beschrieben (siehe Seite 59), wurden bei der Datenbanksuche
nach SMN-homologen Sequenzen neben SMNrp noch EST-Sequenzen eines weiteren
verwandten und bisher unbekannten Gens gefunden. Von diesen EST-Sequenzen wurden
ebenso Oligonucleotide abgeleitet und damit die Sequenz aus einer humanen Gehirn-cDNA-
Bank (Marathon human brain cDNA, Fa. Clontech) amplifiziert. Die so zundchst erhaltene
cDNA wurde durch 5'- und 3'-RACE vervollstandigt, in verschiedene Vektoren kloniert und
sequenziert. Abbildung 4-18 zeigt die komplette, 2578 Nucleotide lange Sequenz der auf
diese Weise klonierten cDNA. Sie enthdlt ein offenes Leseraster, das fur ein Protein aus 744
Aminosauren codiert. Die Lage des Startcodons gilt als sicher, da sich nur wenige Nucleotide

in 5’-Richtung stromaufwaérts ein Stopcodon im Leseraster (in-frame-Stopcodon) befindet und
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da die Sequenzumgebung des Startcodons eine hohe Homologie mit der Kozak-Consensus-

sequenz aufweist (Kozak, 1987). Die 3'-UTR enth&lt ein putatives Polyadenylierungssignal.

1 GGGGTCTCAAGTAGGAGGCCT CCCCAT CACCCCCACCCCAGCCCCCCACCACCCCCGECC 60
61 TAAGCAGCTACCATGGCCCAGGT GECCGEECECEECGT TGTCCCAGGCGEGT TGGTATCTT 120

(1) MAQVAGAALSO QA AGW!Y L (16
121 TCAGATGAAGGCATTGAGGCTTGCACAAGCT CTCCAGACAAAGTCAATGTAAATGACATC 180
(17 S DE G| E A CT S S PDKVNVNDI (36
181 ATCCTGATTGCTCTCAATACAGATCTGAGAACAATTGGCAAGAAATTCCTCCCCAGTGAC 240
(31 LI ALNTDLTI RTI!GKZKTFTLTZPSD (56
241 ATCAATAGTGGAAAGGTAGAAAAGCT CGAAGGTCCATGTGTTTTGCAAATTCAAAAAATT 300
(57 1 N S G K V E K!L EGPCVLOQIl QK (76

301 CGCAATGITGCTGCACCAAAGGATAATGAAGAAT CTCAGGCT GCACCAAGGATGCTGOGA 360
(7)) R NV AAP KDNTETES S QQAAPT RML R (96

361 TTACAGATGACTGATGGTCATATAAGI TGCACAGCAGTAGAATTTAGITATATGICAAAA 420

(97) L Q M T DGHI S CTAVETFSYMS K (116)
421 ATAAGCCTGAACACACCACCTGGAACTAAAGTTAAGCTCTCAGGCATTGTTGACATAAAA 480
(117) | S!'L N T P P G T KV KL S G I V D1 K (136)

481 AATGGATTCCTGCTCTTGAATGACTCTAACACCACAGT TCTTGGT GGTGAAGT GGAACAC 540
(1379) N G F L L L NDSNTTUVL GGE V E H (156)

541 CTTATTGAGAAATGGGAGI TACAGAGAAGCTTATCAAAACACAATAGAAGCAATATTGGA 600
(157 L I E K WE L Q R S L S KHNRSNI G (176)

601 ACTGAAGGTGGACCACCGCCTTTTGTGOCTTTTGGACAGAAGT GTGTATCTCATGTCCAA 660
(177 T E G G P P P F V P F G Q!K C V S H V Q (196)

661 GTGGATAGCAGAGAACTTGATCGAAGAAAAACATTGCAAGT TACAATGCCTGTCAAACCT 720
(199 V D S RE L DRRKTL QV T MP V K P (216)

721 ACAAATGATAATGATGAATTTGAAAAGCAAAGGACGGCTGCTATTGCTGAAGI TGCAAAG 780
(21777 T N D ND E F E K QRTAAI A E V A K (236

781 AGCAAGGAAACCAAGACATTTGGAGGAGGT GGTGGTGGTGCTAGAAGTAATCTCAATATG 840
(237) S K EJ/T K T F GG G GG GARSNULNM (256)

841 AATGCTGCTGGTAACCGAAATAGGGAAGT TTTACAGAAAGAAAAGT CAACCAAATCAGAG 900
(257 N A A GNRNREVL QKEK ST K S E (276)

901 GGAAAACATGAAGGTGTCTATAGAGAACT GGTTGAT GAGAAAGCTCTGAAGCACATAACG 960
(277 G K H E GV YR E L!VDEJKA ALKHI T (29)

961 GAAATGGGCTTCAGTAAGGAAGCATCGAGGCAAGCTCTTATGGATAATGGCAACAACTTA 1020
(297 E M G F S K E A SROQAL MDNGN NL (316)

1021 GAAGCAGCACTGAACGTACTTCTTACAAGCAATAAACAGAAACCTGTTATGGGTCCTCCT 1080
(317 E A AL NVLLTSNI K QKUPVMGTP P (33

1081 CTGAGAGGTAGAGGAAAAGGCAGGGGEGOGAATAAGAT CTGAAGATGAAGAGGACCTGGGA 1140
(33) L R GR GKGRGRI RSETUDTETETDTL G (356

1141 AATGCAAGGCCATCAGCACCAAGCACATTATTTGATTTCTTGGAATCTAAAATGGGAACT 1200
(357 N A RP S AP STLUFDZFLESIKMGT (376)

1201 TTGAATGTGGAAGAACCTAAATCACAGCCACAGCAGCT TCATCAGGGACAATACAGATCA 1260
(377 L NV E!E P K S QP QQLUHOQGTI QYR S (39)
1261 TCAAATACTGAGCAAAATGGAGT AAAAGAT AATAATCATCTGAGACATCCTCCTCGAAAT 1320
(397 S N T E Q NGV KDNNUHLTRHP P R N (416)

1321 GATACCAGGCAGCCAAGAAATGAAAAACCGCCTCGTTTTCAAAGAGACTCCCAAAATTCA 1380
(417 D T R Q P R NE K P P RF QR DS Q N S (436)

1381 AAGTCAGTTTTAGAAGGCAGTGGATTACCTAGAAATAGAGGTTCTGAAAGACCAAGTACT 1440
(437) K S VL E GS GL P RNRGSERUP S T (456)

1441 TCTTCAGTATCTGAAGTATGGGCTGAAGACAGAATCAAATGTGATAGACCGTATTCTAGA 1500
(457 S S V S E VWA E DRI K CDIRP Y S R (476)

1501 TATGACAGAACTAAAGATACTTCATATCCTTTAGGTTCTCAGCATAGTGATGGTGCTTTT 1560
(477 Y D R T K DT S Y PL GSQHSDGA F (49)

1561 AAAAAAAGAGATAACTCTATGCAAAGCAGATCAGGAAAAGGT CCCTCCTTTGCAGAGGCA 1620
(497 K K R D NS M Q SR S GKGPSFATE A (516

1621 AAAGAAAATCCACTTCCTCAAGGATCTGTAGATTATAATAATCAAAAACGTGGAAAAAGA 1680
(5177 K E NP L P QG SV DYNNTG QEKTR RGK R (536
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1681 GAAAGCCAAACATCTATTCCTGATTATTTTTATGACAGGAAATCACAAACAATAAATAAT 1740
(537) E S Q T S| PDY FYDRIEKS SO QT I NN (556

1741 GAAGCTTTCAGTGGTATAAAAATTGAAAAACATTTTAATGTAAATACTGATTATCAGAAT 1800
(557 E AF S GIl KI EKHFNVNTUDY QN (576)

1801 CCAGTTCGAAGTAATAGTTTCATTGGTGTTCCAAATGGAGAAGTAGAAATGCCACTGAAA 1860
(577 P VR S NS FI1 GV P NGEVEMPL K (59)

1861 GGAAGACGAATAGGACCTATTAAGCCAGCAGGACCTGTCACAGCTGTACCCTGTGATGAT 1920
(597 G R R1 G P I KP A GPVTAVUPTCTD D (616

1921 AAAATATTTTACAATAGTGGGOCCAAACGAAGAT CTGGGCCAATTAAGCCAGAAAAAATA 1980
(617 K 1 F Y NS GP KRR S GP I KPE K | (636

1981 CTAGAATCATCTATTCCTATGGAGTATGCAAAAATGTGGAAACCTGGAGATGAATGTTTT 2040
(637) L E S S| P MEY A KMWEKZP GDE CF_ (656

2041 GCACTTTATTGGGAAGACAACAAGT TTTACCGGGECAGAAGT TGAAGCCCTCCATTCTTCG 2100
(657 AL Y WE DNJKF VY RAEVEALUHS S (676

2101 GGTATGACAGCAGITGITAAATTCATTGACTACGGAAACTATGAAGAGGTGCTACTGAGC 2160

(6777 G M T A V V K F | DY GNJVYEEVLL S (69)
2161 AATATCAAGCCCATTCAAACAGAGGCAT GEGAGGAAGAAGGCACCTACGATCAAACTCTG 2220
(697 N1 K Pl QT EAWIEEEGTVYDG QT L (716)

2221 GAGTTCCGTAGGGEGAGET GATGGCCAGCCAAGACGAT CCACTCGGCCAACCCAACAGTTT 2280
(717 E F R R G G D GQ P RR S TRUPT QQ F (736

2281 TACCAACCACCCOGGGECT CGGAACTAATAGGAAAAGACT CTTTGT GAAGAAACGAGCCAG 2340
(73) Y Q P P R A R N * ! (744)

2341 TGACTGAAACACCCTGGTGGAAACCTGT TGACAGACCTTCCACTTTCTCTTCAGAATAAG 2400
2401 TAGCTGIGGTGGATATTATTATTTGAAGAAAGAAAAAACAGATTTTAGGGTGGAAAAAAC 2460
2461 AGTCAACTCACACAAAGAAT GGAAAAAAATACT GAGTTAAATTAAGCAAATACCTTTTAC 2520
2521 AAGTGAAAGGAAGAATTTTTCTTCTGCCGTCAATAAAACCATTGTGCTCGAGCGEEEG 2578

Abbildung 4-18: Die humane cDNA-Sequenz von TUBA. Es sind die cDNA-Sequenz (Nucleotidpositionen:
Zahlen am Rand) und die abgeleitete Aminosdure-Sequenz (Zahlen in Klammern) von TUBA angegeben. Start-
und Stopcodon sind grau unterlegt. Das in-frame-Stopcodon innerhalb der 5'-UTR ist durch eine Wellenlinie
gekennzeichnet. Die Kozak-Consensussequenz in Bereich des Startcodons und das putative Polyadenylierungs-
signal in der 3'-UTR sind durchgehend unterstrichen. Die Lage der UBA-Doméne ist durch unterbrochene
Unterstreichung, die der Tudor-Domane durch doppelte Unterstreichung gekennzeichnet. Die beiden mdglichen
Kernlokalisationssignale sind durch Fett-Kursivdruck hervorgehoben. Die putativen Exon-Grenzen sind durch
das Zeichen | innerhalb der Aminosiure-Sequenz dargestellt.

Mit dem Programm ,,RPS-BLAST* (NCBI, http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/) wurden in der
Aminosauresequenz zwel konservierte Doménen gefunden: eine Ubiquitin-assoziierte
Domane (UBA-Domane; von Aminosaure Asp,gs bis Leuszs) und eine Tudor-Domane (LySes7
bis Prozg). Aufgrund dieser Doménenstruktur wurde das Protein , TUBA* genannt, fUr engl.
,Judor and UBA domain-containing protein”. Innerhalb der Tudor-Doméne ist die
Aminosauresequenz von TUBA zu 38 % identisch und zu 57 % &hnlich (im Sinne
konservativer Aminosaure-Substitutionen) mit der Sequenz von SMN. Tatséchlich wurden die
ersten ESTs von TUBA Uber diese Homologie mit der SMN-Tudor-Doméne entdeckt. Zu
SMNrp bestehen 44 % Identitdt und 59 % Ahnlichkeit in diesem Bereich. Ein multipler
Sequenzvergleich von SMN, SMNrp und dem C-terminalen Abschnitt von TUBA ist in
Abbildung 4-19 gezeigt. Innerhalb der UBA-Doméane besteht die grofite gefundene

Sequenzidentitdt mit beschriebenen humanen Proteinen zur Ubiquitin-1sopeptidase T
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(GenBank-Accession: XM _032614; 62 % Ahnlichkeit und 42 % ldentitat). Neben diesen
beiden konservierten Doménen zeigt TUBA keine weiteren Homologien zu bekannten
Proteinen. Die Suche nach Protein-Sortierungssignalen mit dem Programm ,PSORT |I*
(Human Genome Center, IMS, Universitdt Tokio, http://psort.nibb.ac.jp/) ergab zwel
mogliche Kernlokalisationssignale vom SV40-Typ im C-terminalen Bereich der TUBA-
Sequenz (siehe Abbildung 4-18).
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Abbildung 4-19: DieTudor-Doménen von TUBA, SMN und SMNrp sind konserviert. Multipler
Sequenzvergleich der Aminosduresequenzen von humanem SMN, SMNrp und TUBAgsy.744, €rstellt mit den
Programmen DIALIGN 2.1 und BOXSHADE 3.21 (vgl. Abbildung 4-4, Seite 62). Identische Aminosduren in
zwei oder drei Sequenzen sind schwarz, dhnliche Aminoséuren grau hinterlegt. Die Position der Tudor-Doméne
ist eingezeichnet.
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Abbildung 4-20: Genomische, mRNA- und Proteinstruktur von TUBA. Der obere Balken zeigt schematisch die
Verteilung der 14 Exons (E1 bis E14) im TUBA-Gen. Die Langen der Exons sind nicht mal3stabgerecht. Der
mittlere Balken zeigt die TUBA-mRNA mit den relativen Langen der 5- und 3'-UTR und des offenen
Leserasters (ORF). Der untere Balken stellt die Primérstruktur des TUBA-Proteins mit den Positionen der UBA-
und Tudor-Doméne dar.
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4.2.1.2 Dashumane TUBA-Gen besteht aus 14 Exons
Weitere BLAST-Anaysen mit der TUBA-cDNA-Sequenz in genomischen Datenbanken

(NCBI) zeigten, dass das humane TUBA-Gen auf Chromosom 13 im Bereich 13g21
lokalisiert ist. Die komplette cDNA verteilt sich in 14 Exons Uber einen 167 kb langen
Abschnitt der genomischen Sequenz (Homo sapiens chromosome 13 working draft sequence
segment, GenBank-Accession: NT_009850.3). Die exonischen Sequenzen sind von
unterschiedlich langen Introns mit klassischen Introngrenzen unterbrochen (schematische
Darstellung: siehe Abbildung 4-20 oben; Exongrenzen in der cDNA: siehe Abbildung 4-18).
Die pr&mRNA ist demnach mindestens 167 kb lang, die mRNA nach dem Spleif3en noch 2,9
kb (vgl. Abbildung 4-22, Seite 85).

4.2.1.3 TUBA ist ein bei hoheren Eukaryonten konserviertes Protein
Um festzustellen, ob TUBA auch in anderen Organismen vorkommt, wurden weitere BLAST-

Datenbanksuchen mit der Aminosaure-Sequenz von TUBA durchgefihrt. Dabei wurde
gefunden, dass es neben einem fast identischen Homolog in der Maus auch Homologe in
D. melanogaster und in C. elegans gibt. Abbildung 4-21 zeigt einen Sequenzvergleich dieser
Proteine. In den inzwischen komplett sequenzierten Hefen S cerevisiae und S. pombe gibt es
dagegen keine Homologe. Im Gegensatz zu SMNrp (vgl. Kapitel 4.1.1.2) ist TUBA demnach

ein erst in der jlingeren Entwicklungsgeschichte der Eukaryonten evolviertes Protein.

4.2.1.4 DasTUBA-Gen wird ubiquitar exprimiert
Durch Northernblot-Analyse verschiedener menschlicher Gewebe wurde nun untersucht, ob

TUBA gewebespezifisch oder, wie SMN und SMNrp, ubiquitédr im Organismus exprimiert
wird. Dazu wurde eine ,Multiple Tissue Northern Blot“-Membran (Fa. Clontech) mit
radioaktiv markierter TUBA-CDNA als Sonde hybridisiert. Es zeigte sich, dass TUBA in alen
untersuchten Geweben als 2,9 kb grol3e mRNA exprimiert wird. Die beobachtete Grélde
entspricht der Vorhersage nach der Grofde der klonierten cDNA mit einer typischen 3'-
Polyadenylierung. In alen Geweben wird nur eine einzelne TUBA-Bande beobachtet.

Demnach gibt es keine Hinweise auf alternativ gespleif3te Formen des Primartranskripts.

Die Northernblotanalyse legt nahe, dass TUBA in alen humanen Geweben ubiquitar
exprimiert wird. Dies, wie auch die Existenz homologer Proteine in
entwicklungsgeschichtlich entfernteren Spezies, deuten darauf hin, dass auch TUBA (wie
schon SMNrp) ein housekeeping-Gen mit einer grundsétzlichen, nicht gewebespezifischen
Funktion im Zellstoffwechsel ist.
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Abbildung 4-21: TUBA ist unter héheren Eukaryonten konserviert. Multipler Sequenzvergleich der TUBA-
Aminosaure-Sequenzen von Mensch (H.s.: eigene Klonierung), Maus (M.m.: cDNA-Klon, GenBank-Accession:
BC005670, davon Nucleotide 127-2358 trandatiert), D. melanogaster (D.m.: CG13472-Protein, GenBank-
Accession: Q9VUHS8) und C.elegans (C.e: hypothetisches Protein Y50D4C.3, GenBank-Accession:
AAKG68508). Das Vergleich wurde mit dem Programm ClustaW (Thompson et al., 1994; European
Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) durchgefiihrt, die graphische Darstellung mit dem
Programm BOXSHADE 3.21 (vgl. Abbildung 4-4, Seite 62). ldentische Aminosduren in drei oder mehr
Sequenzen sind schwarz, éhnliche Aminosduren grau hinterlegt.
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Abbildung 4-22: TUBA ist ein ubiquitdr exprimiertes Gen. Die Abbildung zeigt die Autoradiographie eines
Multiple Tissue Northern Blots (Fa. Clontech), der mit radioaktiv markierter TUBA-cDNA als Sonde hybridisiert
wurde. Auf dem Blot sind pro Spur 2 pg poly(A)-RNA der angegebenen humanen Gewebe aufgetragen.

4.2.2 TUBA istim Cytoplasma und im Zellkern lokalisiert

4.2.2.1 Herstellung eines spezifischen Antiserums

Das Tudor-Doménen-Protein SMN, Produkt des Krankheitsgens der spinalen Muskelatrophie,
zeigt eine sowohl cytoplasmatische als auch nukledre Lokalisation in Zellen. Entsprechend
sind auch verschiedene Funktionen des Proteins in den Kompartimenten beschrieben worden
(siehe Kapitel 1.3.3 und 1.3.4). Dasim ersten Tell dieser Arbeit untersuchte Homolog SMNrp
wird nur im Zellkern gefunden (vgl. Abbildung 4-7, Seite 66). Dies deckt sich mit den
gefundenen Funktionen als essentieller Spleiffaktor und moglicher Aktivator der Histon-
Acetyltransferase GCN5 (Kapitel 4.1.3.4 und 4.1.4). Bel der Sequenzanalyse von TUBA
wurden zwei potentielle Kernlokalisationssignale im C-terminalen Abschnitt des Proteins

gefunden. Es stellte sich somit die Frage, ob auch TUBA ein Kernprotein ist.

Um diese durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie beantworten zu kdnnen, wurde zunéchst ein
spezifisches Antiserum gegen TUBA hergestellt. Dazu wurde die codierende Sequenz von
TUBA in den Expressionsvektor pET28a kloniert und als Histidin-tag-Fusionsprotein (His-
TUBA) in E. coli exprimiert. Das Protein wurde an Ni-NTA-Agarose aufgereinigt und zur
Immunisierung eines Kaninchens verwendet. Das schlieffdlich erhaltene Kaninchenserum
wurde durch Affinitétschromatographie aufgereinigt. Dazu wurde HissTUBA kovalent an
Sepharose gekoppelt.
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Nach der Reinigung wurde das Antiserum durch Westernblot auf seine Spezifitdt getestet
(siehe Abbildung 4-23): In Cytoplasmaextrakt aus HeL a-Zellen und in Gesamtzellextrakt aus
293-Zellen wird hochspezifisch ein etwa 85 kDa grof3es Protein erkannt (Spur 1 und 2). Das
beobachtete Molekulargewicht entspricht damit der anhand der Sequenz vorhergesagten
GroRe des TUBA-Proteins (83 kDa). Darlberhinaus wird auch in Ganzzell- und
Cytoplasmaextrakten aus X. laevis Oocyten ein entsprechendes Signal beobachtet (Spur 3 und
4), nicht jedoch in Kernextrakten (Spur 5). Das spezifische, affinitétsgereinigte Kaninchen-
Antiserum gegen das TUBA-Protein wird im folgenden nur noch mit ,anti-TUBA®

bezeichnet.
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Abbildung 4-23: Ein Antiserum gegen TUBA erkennt spezifisch ein 85kDa-Protein in Extrakten humaner
Zéell-Linien und in Xenopus-Oocytenextrakten. Westernblot mit affinitétsgereinigtem Kaninchen-Antiserum
gegen das TUBA-Protein. 1: Cytoplasmaextrakt aus Hel a-Zellen. 2: Gesamtzellextrakt aus 293-Zellen. 3:
Gesamtzellextrakt aus zwei X. laevis Oocyten. 4: Cytoplasmaextrakt aus zwei X. laevis Oocyten. 5: Extrakt aus
20 X. laevis Oocytenkernen.

4.2.2.2 Lokalisation von endogenem und rekombinantem TUBA in Kulturzellen
Zur intrazelluldren Lokalisation von TUBA wurde eine indirekte Immunfluoreszenz-

Mikroskopie mit anti-TUBA an HelaZellen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass TUBA im
Cytoplasma und mit geringerer Intensitdt auch im Zellkern zu finden ist. Das stérkste Signal
wurde im Cytoplasma, in einem Bereich nahe der Kernmembran gefunden (siehe Abbildung
4-24, Bild 1). Um die Lokalisation zu bestdtigen wurde TUBA in die eukaryontischen
Vektoren p3Myc und pEGFP-C2 kloniert und in HeLa-Zellen transfiziert. Zellen, die mit

p3Myc-TUBA transfiziert sind, exprimieren rekombinantes TUBA-Protein mit einem
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anti-TUBA
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Abbildung 4-24: TUBA st hauptsachlich ein cytoplasmatisches Protein. Fuoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von HelL a-Zellen. 1: Indirekte Immunfluoreszenz mit anti-TUBA. 3: Indirekte Immunfluoreszenz mit
anti-c-Myc nach Transfektion mit p3Myc-TUBA. 5: GFP-Fluoreszenz nach Transfektion mit pEGFP-TUBA. 2, 4
und 6: Phasenkontrastaufnahmen der Zellen von 1, 3 und 5.

dreifachen N-terminalen c-Myc-Epitop, das durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit anti-
c-Myc nachgewiesen werden kann. Transfektion mit pEGFP-TUBA fihrt zur Expression
eines Fusionsproteins aus TUBA und dem green fluorescent protein (GFP). Das

Fusionsprotein kann direkt durch Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden. Da beide
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Vektoren starke Promotoren tragen, fuhrt die Transfektion in der Regel zu einer
Uberexpression der rekombinanten Proteine im Vergleich zum endogenen Protein. In beiden
Fallen zeigen die rekombinanten Proteine eine dhnliche Lokalisation wie das endogene
TUBA: Myc-TUBA zeigt ebenfalls ein starkes cytoplasmatisches Signal in Kernnadhe (siehe
Abbildung 4-24, Bild 3), GFP-TUBA scheint fast ausschliefdich im Cytoplasma zu
lokalisieren (siehe Abbildung 4-24, Bild 5). Wie es auch bel anderen GFP-Fusionsproteinen
gelegentlich beobachtet wird, fiihrt die Uberexpression von GFP-TUBA in einigen Zellen zur
Bildung von Aggregaten (Abbildung 4-24, Bild 5: untere Zelle).

Um en genaueres Bild der TUBA-Lokalisation zu erhaten, wurden weitere
Immunfluoreszenz-Studien durchgefihrt: COS-1-Zellen wurden mit anti-TUBA markiert und
am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop beobachtet. Dabei wurden in verschiedenen
Ebenen konfokale Schnitte durch die Zellen gelegt und fotografiert (siehe Abbildung 4-25).
Die kernnahe Lokalisation von TUBA im Cytoplasma zeigt hier eine z.T. tubulér
erscheinende Struktur, die bis an die Kernhtlle reicht und diese mit einzubeziehen scheint.

Dagegen ist die Verteilung von TUBA innerhalb des Zellkerns diffus.

Es stellte sich die Frage, ob es sich bel der beobachteten cytoplasmatischen Struktur um eine
Lokalisation am Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Zelle handelt. Deshalb wurde
untersucht, ob sich das cytoplasmatische TUBA-Signal mit einem ER-Marker colokalisieren
l&sst. Hierfir wurde ein Antikorper gegen das ER-Lumen-stdndige Hitzeschock-Protein
Hsp47 verwendet. Bei indirekten Co-lmmunfluoreszenzstudien mit anti-TUBA und anti-
Hsp47 an Hel.a- und 3T3-Zellen wurde nur eine partielle Uberlappung der beiden Signale
beobachtet (siehe Abbildung 4-26). Dies deutet darauf hin, dass das cytoplasmatische TUBA
zumindest nicht ausschliefdlich am ER gefunden wird und vermutlich kein ER-Lumen-
sténdiges Protein ist. Es ist eher wahrscheinlich, dass TUBA an der cytoplasmatischen Seite

bestimmter Bereiche der ER- und Kernmembran lokalisiert.

Abbildung 4-25 (gegenuberliegende Seite): Konfokale Mikroskopie zeigt deutlich die intrazellulére Verteilung
von TUBA. COS-1-Zellen wurden mit anti-TUBA markiert und konfokal mikroskopiert. 1, 3, 5 und 7: Indirekte
Immunfluoreszenz mit anti-TUBA in vier verschiedenen Schnittebenen der gleichen Zelle. 2, 4, 6 und 8:
Phasenkontrastaufnahmen zu den Bildern 1, 3, 5und 7.
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Hela: anti-TUBA Hela: anti-Hspd7

L

Hela: Uberlagerung Hela: Phako

3T3: anti-TUBA 3T3: anti-Hsp47

3T3: Uberlagerung 3T3: Phako

Abbildung 4-26: Cytoplasmatisches TUBA colokalisiert nur partiell mit dem Endoplasmatischen Retikulum.
HelLa-Zellen (Bild 1-4) und 3T3-Zellen (Bild 5-8) wurden fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Fal schfarben-
darstellung). 1 und 5: Indirekte Immunfluoreszenz mit anti-TUBA. 2 und 6: Indirekte Immunfluoreszenz der
gleichen Zellen mit dem ER-Marker anti-Hsp47. 3 und 7: Uberlagerung der anti-TUBA- und anti-Hsp47-
Aufnahme. 4 und 8: Phasenkontrastaufnahme der Zellen von 1-3 bzw. 5-7.
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4.2.3 TUBA interagiert mit DNA-Topoisomerase-lll-beta (TOP3b)
4.2.3.1 TOP3b coprézipitiert mit TUBA in stéchiometrischen Mengen

SMN und SMNrp (und auch andere Tudor-Domanenproteine) agieren nicht alleine in der
Zelle sondern sind mit makromolekularen Komplexen assoziiert. Den Tudor-Doménen kénnte
dabei eine generelle Funktion als eine Art Plattform fur die Interaktion mit anderen Proteinen
zukommen. Daher wurde nun untersucht, ob sich auch fir TUBA Bindungspartner in der
Zelle finden lassen. Ein erster Ansatz bestand darin, TUBA durch Immunprézipitation aus
Zellextrakten zu isolieren und zu untersuchen, ob andere Proteine mitprazipitiert werden
konnen. Dazu wurde anti-TUBA an ProteinG-Sepharose immobilisiert und mit Cytoplasma-
extrakt aus Hel a-Zellen inkubiert. Nach Waschen mit P300 mit 0,5 % lIgepal wurden die
Préazipitate durch pH-Schock (0,1M Glycin pH 2,3) €euiert und durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Coomassieférbung zeigte, dass zwei Proteine von etwa 95 und 85 kDa
prézipitiert werden konnten (Abbildung 4-27A, die mit * gekennzeichneten Banden). Beide
wurden mit Trypsin verdaut, aus dem Gel eluiert und durch MALDI-Massenspektrometrie
(durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Lottspeich, MPI fur Biochemie, Martinsried) analysiert.
Uber die Massen der tryptischen Fragmente wurde so das 95kDa-Protein eindeutig als DNA-
Topoisomerase-111-beta (TOP3b, GenBank-Accession: 095985) identifiziert. Beim 85kDa
Protein handelte es sich, wie schon anhand der Grof3e vermutet worden war, um TUBA selbst.
Interessanterweise wurden beide Proteine in etwa gleichen Mengen prézipitiert. Daher kann
angenommen werden, dass TOP3b im Extrakt in einem 1:1-Komplex an TUBA gebunden
vorliegt. Zur weiteren Anayse der Interaktion wurde die cDNA von TOP3b
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Prof. Shu-Wing Ng, Brigham and Women's
Hospital, Boston, USA) in den Vektor pHA kloniert und damit 293-Zellen transfiziert. Die
Zellen exprimieren dadurch TOP3b mit einem N-terminalen Peptidepitop des Hamagglutinin-
Proteins des humanen Influenzavirus (HA-tag). Das so exprimierte HA-TOP3b wurde dann
aus Zellextrakten mit einem HA-spezifischen Antikérper immunprézipitiert. Durch
Westernblot mit anti-TUBA konnte gezeigt werden, dass dabei endogenes TUBA
mitprézipitiert wurde (siehe Abbildung 4-27B). Die Tatsache, dass die Co-lmmunprézipitation
von TUBA mit TOP3b auch in umgekehrter Richtung moglich ist, ist ein Indiz fur die

tatsachliche Interaktion der beiden Proteinein vivo.
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Abbildung 4-27: DNA-Topoisomerase-111-beta (TOP3b) co-immunprézipitiert mit TUBA in stéchio-
metrischen Mengen. A: Immunprézipitation aus Hel a-Cytoplasmaextrakt. Es wurde mit anti-TUBA (Spur 2)
oder einem Kontrollserum (Spur 3) prézipitiert. Nach Waschen mit P300 mit 0,5% Igepal wurden die
gebundenen Proteine mit 0,1 M Glycin pH 2,3 eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
angefarbt. Die mit * gekennzeichneten Banden wurden aus dem Gel eluiert und durch MALDI-
Massenspektrometrie als TOP3b bzw. TUBA identifiziert. 1g-HC: Immunglobuline, schwere Ketten. 1g-LC:
Immunglobuline, leichte Ketten. B: Immunprézipitation aus Gesamtzellextrakten transfizierter 293-Zellen. Die
Zellen wurden mit pHA-TOP3b (Spur 1 und 2) oder pHA-GFAP als Kontrolle (Spur 3 und 4) transfiziert. Nach
der Extraktion wurde mit anti-HA prézipitiert. Es wurde mit IP-Puffer gewaschen und mit SDS-PAGE-
Probenpuffer eluiert. TUBA wurde durch Westernblot mit anti-TUBA detektiert. Input (Spur 1 und 3): 20 % der
Menge Extrakt, die zur Prézipitation eingesetzt wurde.

4.2.3.2 TOP3b und TUBA binden direkt aneinander und colokalisieren im Cytoplasma
Mit den folgenden Experimenten wurde versucht, die Interaktion von TUBA mit TOP3b in

vitro nachzuvollziehen. Dafir wurde die TUBA-Sequenz zunéchst in den Vektor pET21a-zz
kloniert und das Protein in E. coli mit einem N-terminalen ZZ-tag exprimiert (ZZ-TUBA, vgl.
Kapitel 4.1.3.2). ZZ-TUBA wurde immobilisiert und mit in-vitro-translatierter, radioaktiv
markierter TOP3b inkubiert. In der Tat konnte mit diesem Bindungsexperiment gezeigt
werden, dass TOP3b auch in vitro an TUBA bindet (siehe Abbildung 4-28A). Um
nachzuweisen, ob die Interaktion direkt erfolgt, wurden beide Proteine in E. coli rekombinant

exprimiert und aufgereinigt. In einem anschlief3enden Bindungsexperiment wurde beobachtet,
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Abbildung 4-28: TOP3b interagiert in vitro direkt mit TUBA. A: Autoradiographie eines Bindungsexperiments
mit in-vitro-trandatiertem TOP3b. ZZ-TUBA (Spur 1) oder ZZ-GCN5-S als Kontrolle (Spur 2) wurden an 1gG-
Sepharose immobilisiert und mit in-vitro-trangatiertem, [*S]-markiertem TOP3b inkubiert. Nach Waschen mit
P300 wurde mit Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE aufgetrennt. Input (Spur 3): 50 % der Menge des
eingesetzten Trandlats. B: Bindungsexperiment mit rekombinant exprimierten Proteinen. ZZ-TUBA (Spur 2)
oder ZZ-GCN5-S als Kontrolle (Spur 3) wurden immobilisiert und mit GST-TOP3b inkubiert. Nach Waschen
mit PBS wurde die Proteine mit Probenpuffer eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-
Farbung sichtbar gemacht. IgG-HC: IgG, schwere Ketten.

dass auch gereinigtes TOP3b an gereinigtes, immobilisiertes TUBA band (siehe Abbildung
4-28B). Die Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen ist also offensichtlich nicht von

Linkerproteinen abhangig sondern erfolgt direkt.

Um weitere Hinweise Uber die beobachtete Interaktion von TUBA mit TOP3b zu erhalten,
wurde die intrazelluldre Lokalisation beider Proteine untersucht. Da kein geeigneter
Antikorper gegen TOP3b zur Verfiigung stand, wurde die Sequenz in den Vektor pEGFP-C2
kloniert und das Protein nach Transfektion von Hela-Zellen als GFP-Fusionsprotein
exprimiert. Im Fluoreszenzmikroskop zeigte sich, dass GFP-TOP3b ausschliefdlich im
Cytoplasma der transfizierten Zellen zu finden war (siehe Abbildung 4-29). Dort Uberlappte
das beobachtete Signal zum Teil mit der Lokalisation von TUBA (bestimmt durch indirekte
Immunfluoreszenz). Im Zellkern wurde dagegen nur TUBA beobachtet. GFP-TOP3b zeigte
also eine partielle Colokalisation mit endogenem TUBA in den untersuchten Hel a-Zellen,

was fir eine in-vivo-Interaktion der beiden Proteine im Cytoplasma spricht.
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Abbildung 4-29: GFP-TOP3b colokalisiert mit endogenem TUBA im Cytoplasma von Hel a-Zellen. Hel a-
Zellen wurden mit pEGFP-TOP3b transfiziert und fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Falschfarben-
darstellung). 1: Fluoreszenz von rekombinantem GFP-TOP3b. 2: Indirekte Immunfluoreszenz von endogenem
TUBA in den gleichen Zellen. 3: Uberlagerung der GFP-TOP3b- und anti-TUBA-Aufnahme. 4: Phasen-
kontrastaufnahme der beobachteten Zellen.

4.2.3.3 TUBA hat keinen Einfluss auf die Topoisomerase-Aktivitat von TOP3b in vitro
Die hier as TUBA-Interaktionspartner gefundene DNA-Topoisomerase TOP3b war erst kurze

Zeit zuvor in Mensch und Maus entdeckt und beschrieben worden (Seki et al., 1998; Ng et al .,
1999). Aufgrund von Untersuchungen mit einem Hefe-Homolog wird diskutiert, dass TOP3b
eine Rolle bei DNA-Reparaturprozessen und bel der Aufrechterhaltung der genomischen
Stabilitét spielen konnte (Gangloff et al., 1994; Waitt et al., 1996). Die genaue Funktion des
Proteins ist bisher jedoch nicht bekannt. Es war daher schwierig, funktionelle Experimente zu

finden, um enen Einfluss der Interaktion mit TUBA zu untersuchen.

Die enzymatische Aktivitdt von TOP3b kann in vitro an der Auflésung catenaner DNA
(Decatenierung) untersucht werden. Als Catenane werden ringférmige DNA-Molekile
bezeichnet, die wie Glieder einer Kette miteinander verknipft sind. Natrlicherweise
entstehen sie bel der Replikation zirkulérer DNASs und werden durch die Aktivitét von DNA-

Topoisomerasen voneinander getrennt. Als Substrat fir Decatenierungsexperimente mit
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TOP3b wurde Kinetoplast-DNA des Insekten-Trypanosomiden Crithidia fasciculata (Fa.
TopoGen) verwendet. Die Inkubation dieser hochmolekularen DNA mit rekombinant
exprimierter, aufgereinigter TOP3b fuhrt zur Decatenierung, d. h. zur Freisetzung Kkleiner,
ringformiger DNA-Molekile, die durch Agarosegel-Elektrophorese sichtbar gemacht werden
kénnen (siehe Abbildung 4-30, Spur 2). Die unbehandelte Kinetoplast-DNA kann dagegen
aufgrund ihrer Grof3e nicht ins Agarosegel einwandern (Spur 8). Nach Prainkubation von
TOP3b mit verschiedenen gereinigten TUBA-Praparationen konnte keine nennenswerte
Verénderung der Aktivitdt des Enzyms beobachtet werden (Spur 5 und 6). Entsprechend
besitzt auch TUBA adleine keine Topoisomerase-Aktivitdt (Spur 3 und 4). Als
Positivkontrolle der Decatenierung wurde humane DNA-Topoisomerase-11 verwendet, deren
Aktivitdt hauptsachlich zur Bildung , zirkulér-genickter* DNA (ringformige DNA mit
Einzelstrangbruch) fuhrte (Spur 7).

Anders as bei der Interaktion von SMNrp mit der Histon-Acetyltransferase GCN5-S fihrt
hier die Bindung von TUBA an nicht zu einer offensichtlichen Beeinflussung der
enzymatischen Aktivitét des Interaktionspartners. Die zelluldre Funktion von TOP3b und die
in-vivo-Substrate des Enzyms sind allerdings auch noch nicht bekannt. Insofern ist die

Bedeutung der Interaktion des Proteins mit TUBA noch unklar.

TOP3p:|#| = | + |
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GST-TUBA
His-TUBA
GST-TUBA
His-TUBA
Topo Il
KDNA
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Abbildung 4-30: TUBA hat keinen Einfluss auf die Aktivitdt von TOP3b bei der Decatenierung von
Kinetoplast-DNA. 20 ng GST-TOP3b wurden mit Reaktionspuffer (Spur 2), mit 120 ng GST-TUBA (Spur 5)
oder mit 20 ng HissTUBA (Spur 6) préinkubiert. Als Kontrolle auf intrinsische Aktivitdt wurden 120 ng GST-
TUBA (Spur 3) oder 20 ng HissTUBA (Spur 4) mit Reaktionspuffer préinkubiert. Zur Decatenierung wurden je
150 ng Kinetoplast-DNA (KDNA) zugegeben. Nach der Resktion wurden die DNAs durch Agarosegel-
Elektrophorese aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Férbung sichtbar gemacht. Als Positivkontrolle wurden
150 ng KDNA mit 2 u DNA-Topoisomerase-Il (Fa. USB) inkubiert (Spur 7). In Spur 8 ist die unbehandelte
KDNA aufgetragen, die nicht ins Agarosegel einwandert, Spur 1 zeigt einen DNA-GroRenmarker.
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4.2.4 FMRP, das Krankheitsgenprodukt des Fragilen-X-Syndroms,
und seine Homologe interagieren mit TUBA

4241 FXR1wird alsInteraktionspartner von TUBA im Two-Hybrid-Screen gefunden

Ein zweiter Ansatz bei der Suche nach Bindungspartnern war die Durchfiihrung eines Two-
Hybrid-Screens mit TUBA als bait-Konstrukt. Hierfir wurde das ,Pretransformed
Matchmaker Library“-System (Fa. Clontech) verwendet und insgesamt 2-10° cDNA-Klone
aus einer humanen, aus Gehirn stammenden cDNA-Bank getestet. Mehrere Proteine wurden
SO zunéchst as putative Interaktoren von TUBA identifiziert. In Tabelle 4-2 sind die
Kandidaten mit starkster Interaktion im Two-Hybrid-Screen aufgelistet. Neben falsch
positiven oder bisher noch unbeschriebenen Proteinen wurde interessanterweise FXR1 as

moglicher TUBA-Bindungspartner gefunden.

FXRL1 ist eines der beiden autosomalen Homologen von FMR1, dem Krankheitsgen des
Fragilen-X-Syndroms (Siomi et al., 1995). Das Fragile-X-Syndrom ist die haufigste erbliche
Form mentaler Retardation des Menschen mit einer geschatzten Pravalenz von 1:4000 bei
Méannern und 1:6000 bei Frauen (Turner et al., 1996; de Vries et al., 1997). Den Patienten

TUBA-Interaktoren im Two-Hybrid-Screen Ef:eBSZ?ct(r-l Iiiirrlgit?grrm
Novel centrosomal protein RanBPM (RANBPM) NM_005493.1 ++
Microtubule-associated protein 1a (MAP1A) U38292.1 ++
Fragile X mental retardation, autosomal homolog 1 (FXR1) NM_005087.1 ++
Glial fibrillary acidic protein (GFAP) S40719.1 ++
CUG triplet repeat,RNA-binding protein 2 (CUGBP2) NM_006561.1 ++
Zinc-finger protein (ZNF76) gene M91592.1 ++
RAB28, member RAS oncogene family (RAB28) NM_004249.1 ++
Ribosomal protein L12 (RPL12) NM_000976.1 +
Homo sapiens clone 24627 mRNA sequence AF070618.1 +
Homo sapiens mMRNA; cDNA DKFZp566K1924 hypothetical protein AL110235.1 +

Tabelle 4-2: FXR1 ist ein starker Interaktor von TUBA im Two-Hybrid-Screen. Die Tabelle fasst die im Two-
Hybrid-Screen identifizierten, potentiellen Interaktionspartner von TUBA zusammen. Die GenBank-Accession-
Nummern der einzelnen Klone sind angegeben. Die rechte Spalte gibt die relative Wachstumsgeschwindigkeit
der Hefe-Kolonien auf SDC-Medium ohne Leucin, Tryptophan, Adenin und Histidin als MaR3 fir die Stérke der
Interaktion wieder.
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fehlt das FMR1-Genprodukt, das Protein FMRP, aufgrund einer CGG-Trinucleotidexpansion
im Promotorbereich des Gens, die zur Inhibition seiner Transkription fihrt. Die Expression
der beiden Homologen FXR1 und FXR2 ist dagegen unbeeinflusst. Alle drel Produkte dieser
Genfamilie sind RNA-bindende Proteine und bilden Homo- und Heterodimere untereinander.
Sie werden mit dem Zellkern-Cytoplasma-Transport von mRNA und mit der Kontrolle der
MRNA-Trandation an Ribosomen in Verbindung gebracht (Imbert et al., 1998; Jin und
Warren, 2000). Ihre genauen Funktionen aber — und damit auch der Mechanismus der
Krankheitsentstehung beim Fehlen von FMRP — sind bisher noch nicht verstanden. Eine
mogliche Interaktion dieser Proteine mit TUBA war nicht zuletzt auch deshab interessant,
weil auch andere Tudor-Doménen-Proteine, SMN und SMNrp eingeschlossen, haufig an
RNA-metabolen Prozessen beteiligt sind.

Zunéchst wurde versucht, die im Two-Hybrid-Screen beobachtete Interaktion von TUBA mit
FXRL1 in vitro nachzuvollziehen. Dazu wurden Bindungsexperimente mit immobilisiertem
ZZ-TUBA und durch in-vitro-Trandation radioaktiv markiertem FXR1 durchgefihrt.
Gleichzeitig wurde so auch eine Bindung von TUBA an FMRP und FXR2 gestestet (CDNA-
Klone dler drel Proteine wurden freundlicherweise von Dr. Bernhard Laggerbauer, MPI fir
Biochemie, Martinsried, zur Verfigung gestellt). Das Bindungsexperiment bestétigte die
TUBA-FXRI1-Interaktion (siehe Abbildung 4-31, Spur 1). Dartberhinaus wurden auch die
beiden Homologen FMRP und FXR2 effizient an TUBA gebunden (Spur 2 und 3). In
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Abbildung 4-31: TUBA interagiert mit FMRP, dem Produkt des Krankheitsgens des Fragilen-X-Syndroms,
und seinen Homologen FXR1 und FXR2. ZZ-TUBA (Spur 1-3) oder das ZZ-Kontrollpeptid (Spur 4-6) wurden
an 1gG-Sepharose immobilisiert und mit in-vitro-transatiertem, [**S]-markiertem FXR1 (Spur 1 und 4), FXR2
(Spur 2 und 5) oder FMRP (Spur 3 und 6) inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde mit Probenpuffer eluiert,
durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Trandlate durch Autoradiographie sichtbar gemacht. Input (Spur 7-9): je
30% der eingesetzten Trand ate.
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Abbildung 4-32 TUBA lé&sst sich zusammen mit FMRP, FXR1 und FXR2 immunprézpitieren. A:
Immunprézipitation aus 293-Gesamtzellextrakten. Es wurde mit anti-TUBA (Spur 3) oder einem unspezifischen
Kontrollserum (Spur 5) immunpréazipitiert, mit IP-Puffer gewaschen und mit SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert.
FMRP wurde durch Westernblot mit anti-FMRP detektiert. Input (Spur 1) und Ubersténde der Prézipitationen
(Spur 2 und 4): je 5% der Extraktmengen in der Immunprézipitation. B: Immunprézipitation wie in A. Hier
wurde mit anti-FMRP (Spur 3) oder anti-HA als Kontrolle (Spur 5) prézipitiert und TUBA durch Westernblot
mit anti-TUBA detektiert. C: Immunprézipitation aus Gesamtzellextrakten transfizierter 293-Zellen. Die Zellen
wurden mit pHA-FXR1 (Spur 1-3), pHA-FXR2 (Spur 4-6) oder pHA-GFAP als Kontrolle (Spur 7-9) transfiziert.
Es wurde mit anti-HA prézipitiert und TUBA durch Westernblot detektiert. Input (Spur 1, 4 und 7) und
Uberstande (2, 5 und 8): je 10% der Extraktmenge in der Immunprézipitation.
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gleichen Bindungsstudien mit den anderen Two-Hybrid-Kandidaten RANBPM, MAPILA,
GFAP, CUGBP2, ZNF76, RAB28 und RPL 12 konnte keine Interaktion mit TUBA beobachtet

werden. Es handelt sich daher bel ihnen vermutlich um falsch-positive Klone.

4242 FMRP, FXR1und FXR2 binden direkt an TUBA und lassen sich
coprazipitieren

Uber Immunprazipitationen wurde nun getestet, ob die in vitro beobachtete Interaktion von
TUBA mit den Produkten der FMR1-Genfamilie auch in vivo relevant ist. Dazu wurden
TUBA und FMRP aus Gesamtzellextrakten von 293-Zellen immunprazipitiert und durch
Westernblot eine wechselseitige Copréazipitation tUberprift (,anti-FMRP*, ein monoklonaler
FMRP-spezifischer Maus-Antikorper wurde freundlicherweise zur Verfigung gestellt von
Eva Keidel, MPI fur Biochemie, Martinsried). Es konnte so gezeigt werden, dass FMRP mit
TUBA coprazipitiert wird und umgekehrt (siehe Abbildung 4-32, A undB). Immun-
prézipitationen mit Kontrollantikoérpern waren in beiden Féllen negativ. Es wurde beobachtet,
dass nur ein geringer Teil des Gesamt-FMRP aus dem Extrakt mit TUBA coprézipitiert wurde
(Abbildung 4-32A), umgekehrt scheint ein grofderer Anteil von TUBA mit FMRP assoziiert
zu sein (Abbildung 4-32B). Da fir FXR1 und FXR2 keine geeigneten AntikOrper zur
Verfligung standen, wurden beide in den Vektor pHA kloniert und in 293-Zellen as HA-
Fusionsproteine exprimiert. Aus Zellextrakten konnten die Proteine so mit einem HA-
spezifischen Antikdrper prézipitiert werden. Im Westernblot wurde nachgewiesen, dass auch
hier TUBA mit (HA-) FXR1 und FXR2 coprazipitiert wurde (siehe Abbildung 4-32C). Die
beobachteten Coprazipitationen aus Zellextrakten sind ein deutlicher Hinwels darauf, dass

TUBA auch in vivo mit FMRP und seinen Homologen interagiert.

Als Néchstes wurde untersucht, ob die beobachteten Interaktionen unmittelbar erfolgen oder
von Linkerproteinen in den Extrakten vermittelt werden. Dazu wurden rekombinant
exprimiertes und gereinigtes ZZ-FMRP, ZZ-FXR1 und ZZ-FXR2 an 1gG-Sepharose
immobilisiert und mit gereinigtem GST-TUBA inkubiert. In allen drel Falen wurde so eine
direkte Bindung von TUBA nachgewiesen (siehe Abbildung 4-33, Spur 1-3). In der
Coomasssiefarbung zeigte sich zudem, dass TUBA in einem 1:1-Verhdtnis an die Proteine
der FMRP-Familie bindet.
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Abbildung 4-33: Die Bindung von TUBA an die Proteine der FMRP-Familie erfolgt direkt.
Bindungsexperiment mit rekombinant exprimierten, gereinigten Proteinen. ZZ-FMRP (Spur 2), ZZ-FXR1 (Spur
3), ZZ-FXR2 (Spur 4) oder das ZZ-Kontrollpeptid (Spur 5) wurden immobilisiert und mit GST-TUBA inkubiert.
Nach Waschen mit PBS wurden die Proteine mit Probenpuffer eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Spur 6-10 zeigt je 10% der eingesetzten Proteine, Spur 1 einen
Molekulargewichtsmarker.

4.2.4.3 TUBA und FMRP zeigen ein ahnliches Laufverhalten bel der Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation und colokalisieren partiell im Cytoplasma

FMRP ist in der Zelle Teil makromolekularer Komplexe. Diese haben unterschiedliche
Grofen, vermutlich durch unterschiedliche Protein-Zusammensetzungen und die Assoziation
mit (verschieden grof3en) MRNAS. Bel der Ultrazentrifugation von Zellextrakten zeigt FMRP
daher ein heterogenes Sedimentationsverhalten: Das Protein verteilt sich Uber viele Fraktionen
im hochmolekularen Bereich eines Dichtegradienten (siehe Abbildung 4-34 unten). Die
Sedimentations-Anayse von TUBA in Hela-Gesamtzellextrakten ergab, dass das Protein im
Gradienten dhnlich verteilt ist wie FMRP (Abbildung 4-34 oben). Dieses Laufverhalten ist mit
verschiedenen Extrakten und Gradienten reproduzierbar. Es deutet darauf hin, dass beide
Proteine in vivo miteinander wechselwirken und Teil der gleichen makromolekularen

Komplexe sein kdnnten.

Weitere Hinweise auf eine Interaktion von FMRP und TUBA in vivo ergaben sich aus

Immunlokalisationsstudien. Dazu wurden die beiden Proteine zundchst in HeLa-Zellen mit
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Abbildung 4-34: TUBA und FMRP zeigen ein dhnliches Sedimentationsverhalten bel der Dichtegradienten-

Ultrazentrifugation von Zellextrakten. Hel a-Gesamtzellextrakt wurde Uber einen 15- bis 45-prozentigen
Saccharosegradienten ultrazentrifugiert. Die Proteine aus 23 Fraktionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und TUBA (oben) oder FMRP (unten) durch Westernbl ot nachgewiesen.

Antikérpern markiert und durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert. Es konnte
beobachtet werden, dass TUBA und FMRP im Cytoplasma der analysierten Zellen
colokalisieren (siehe Abbildung 4-35, Bild 1 bis 3). Fur beide Proteine wurde besonders auch
die schon bel der TUBA-Lokalisation aleine gesehene, kernnahe Struktur angefarbt. Bei
Immunlokalisationen in 3T3-Zellen zeigte sich dagegen keine vollstandige Uberlappung der
TUBA- und FMRP-Signale im Cytoplasma. Hier wurden die stérksten Signale beider Proteine
oft auf verschiedenen Seiten des Zellkerns gefunden (siehe Abbildung 4-35, Bild 5 bis 7:
Pfeile). Diese nur partielle Colokalisation ist konsistent mit den Ergebnissen der Co-
Immunprézipitation, die zeigten, dass das endogene FMRP in Extrakten nur zum Teil mit
TUBA assoziiert ist.

4244 Ein Einflussvon TUBA auf die Aktivitat von FMRP alsInhibitor der
Trandation ist nicht nachweisbar

Die zellulare Funktion von FMRP ist bisher nicht genau bekannt. Es wird diskutiert, dass das
RNA-bindende Protein am spezifischen Kern-Cytoplasma-Transport von mRNASs und an der
Kontrolle der Tranglation beteiligt ist. In der Tat konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe
von FMRP die Trandation verschiedener mRNAs in vitro inhibiert werden kann (Laggerbauer
et al., 2001). Es stellte sich daher die Frage, ob TUBA einen Einfluss auf diese Funktion von
FMRP hat. Um dies zu tberprifen, wurden die rekombinant exprimierten gereinigten Proteine
zusammen mit in vitro transkribierter MRNA, Kaninchen-Reticulocytenlysat (Fa. Amersham),
Aminosauren und [*S]-Methionin inkubiert. Die synthetisierten Translate werden durch
Autoradiographie sichtbar gemacht. In ersten Trandationsexperimenten mit TUBA voller

Lénge stellte sich heraus, dass das Protein selbst schon in der Lage war, die Trandation zu
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Abbildung 4-35: FMRP und TUBA colokalisieren partiell im Cytoplasma. HelLa-Zellen (Bild 1-4) und 3T3-
Zellen (Bild 5-8) wurden mit anti-TUBA und anti-FMRP markiert und fluoreszenzmikroskopisch analysiert
(Falschfarbendarstellung). 1 und 5: Indirekte Immunfluoreszenz mit anti-TUBA. 2 und 6: Indirekte Immun-
fluoreszenz der gleichen Zellen mit anti-FMRP. 3 und 7: Uberlagerung des anti-TUBA- und anti-FMRP-Bildes. 4
und 8: Phasenkontrastaufnahme der Zellen von 1-3 bzw. 5-7. An einer 3T3-Zéelle ist die kernnahe Lokalisation

von TUBA (dicker Pfeil) und FMRP (dinner Pfeil) hervorgehoben.
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inhibieren (siehe Abbildung 4-36). Die Inhibition wird aber erst bel Zugabe einer mindestens
funffach molaren Menge erreicht, verglichen mit der Menge von FMRP die fur einen solchen
Effekt verantwortlich ist (vgl. Spur 2 mit 4). TUBA ist en sehr basisches Protein — der
isoelektrische Punkt wurde anhand der Sequenz mit pH 9,7 errechnet — und kann bei
physiologischem pH-Wert unspezifisch an Nukleinsduren binden (nicht gezeigt). Im
Gegensatz zu FMRP besitzt es keine der bekannten RNA-Bindungsdoménen. Die beobachtete
Trandation-inhibierende Wirkung bel Zugabe grofkerer Mengen TUBA ist daher sehr
wahrscheinlich auf das unspezifische ,Abfangen® der mRNA im Versuchsansatz
zurtckzufthren. Entsprechend hatte die Zugabe beider Proteine einen additiven Effekt, d. h.

siefuhrte zu einer verstérkten Inhibition der Tranglation (Spur 6-8).

FMRP | - | + | - | + | +
‘ I | Il TUBA TUBA BSA
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kDa 80—
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Abbildung 4-36: TUBA voller Lange hemmt in gréferen Mengen die Trandation einer mRNA in vitro.
Autoradiographie eines in-vitro-Trand ationsexperiments. 75 ng HissFMRP wurden mit Reaktionspuffer (Spur 2),
oder einer 1fachen, 5fachen oder 10fachen molaren Menge von HisTUBA (Spur 6-8) oder von BSA als
Kontrolle (Spur 9-11) préinkubiert. Anschlief3end wurden zur in-vitro-Translation je 20 ng SMN-mRNA und der
Reaktionsmix aus Reticulocytenlysat mit Aminossuren und [**S]-Methionin zugegeben. Die Translate wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Spur 1 zeigt die Translation der mRNA ohne rekombinante Proteine, Spur 3-5
nach Zugabe von HisTUBA aleine (80, 400 und 800 ng, entsprechend den in Ansatz 6-8 mit FMRP
préinkubierten Mengen).

Da der Einfluss auf die Wirkung von FMRP als Inhibitor der Trandation mit TUBA voller
L&nge so nicht getestet werden konnte, wurde der Versuch mit einem C-terminaen Fragment
des Proteins (TUBAGsss.744) Wiederholt, das mit hoher Effizienz noch an FMRP bindet (vgl.
Abbildung 4-42, Seite 111). Im Gegensatz zum Protein voller Lange inhibiert TUBAssg 744
aleine die Trandation nicht (bis zu einer finffach molaren Menge verglichen mit FMRP,
siehe Abbildung 4-37, Spur 6 und 7). Die Préinkubation von FMRP mit diesem Fragment
fuhrt allerdings zu keiner sichtbaren Verstdrkung (oder Verringerung) der inhibitorischen
Wirkung (vgl. Spur 2 mit 3 und 4). Zusammengefasst war also ein Einfluss von TUBA auf die

Tranglation-inhibierende Wirkung von FMRP in vitro nicht nachweisbar.
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Abbildung 4-37: Ein C-terminales TUBA-Fragment (TUBAssg.744), das noch an FMRP bindet, hat keinen
Einfluss auf dessen Trandation-inhibierende  Wirkung.  Autoradiographie  eines  in-vitro-
Tranglationsexperiments wie in Abbildung 4-36 gezeigt. 75 ng HissFMRP wurde hier mit Reaktionspuffer
(Spur 2) oder einer 1fachen oder 5fachen molaren Menge TUBAssg 744 (Spur 3-4) oder einer S5fachen Menge BSA
(Spur 5) prainkubiert. Spur 1 zeigt die Translation der mRNA ohne Zugabe rekombinanter Proteine, Spur 6-8
nach Zugabe von HisTUBA oder BSA dleine (Mengen entsprechend den in Ansatz 3-5 mit FMRP
préinkubierten Mengen).

4245 Zwei unterschiedliche Regionen in der FMRP-Sequenz sind fir die Bindung an
TUBA verantwortlich

FMRP ist ein aus 632 Aminosauren bestehendes Protein, das drel konservierte RNA-
Bindungsmotive enthalt. In seinem mittleren Abschnitt werden zwel KH-Domanen (KH1 und
KH2; siehe Schema in Abbildung 4-38 unten), im C-terminalen Abschnitt eine Arginin-
Glycin-reiche Domane (RGG-Box) gefunden. Im folgenden wurde mit Bindungsexperimenten
untersucht, welcher Bereich des Proteins fur die Interaktion mit TUBA verantwortlich ist.
Dazu wurden insgesamt 11 verschiedene Deletionsmutanten von FMRP kloniert, durch in-
vitro-Trandation radioaktiv markiert und deren Bindung an immobilisiertes ZZ-TUBA
getestet. Interessanterweise wurde dabei festgestellt, dass zwel unterschiedliche Bereiche in
der Priméarstruktur fur die Bindung an TUBA essentiell sind (siehe Abbildung 4-38). Zum
einen ist der Abschnitt von Aminosaure 430 bis 486 an der Bindung beteiligt. So ist die
Bindung von FMRP;.430 an ZZ-TUBA (Spur 4) nicht grof3er als die an die ZZ-Kontrolle
(Spur 11), die von FMRP;.485 aber im Vergleich deutlich (vgl. Spur 5 mit Spur 12,
unglucklicherweise zeigen einige der FMRP-Fragmente eine relativ hohe Hintergrundbindung
an das ZZ-Kontrollpeptid.). Zum zweiten wird der Bereich, der die beiden KH-Domanen tragt
(Aminosdure 216-332), fur die TUBA-Bindung benétigt, so wird FMRP,16.632 Nnoch effektiv

Abbildung 4-38 (gegenuberliegende Seite): Die Bindung von FMRP an TUBA wird von zwei Abschnitten in
der Primérstruktur des Proteins vermittelt. Oben und Mitte: Autoradiographie von in-vitro-Bindungs-
experimenten. ZZ-TUBA (Spur 1-7 und 22-25) oder das ZZ-Kontrollpeptid (Spur 8-14 und 26-29) wurden
immobilisiert und mit radioaktiv markierten Translaten der angegeben FMRP-Deletionsfragmente inkubiert.
Nach Waschen mit P300 wurde mit Probenpuffer eluiert und die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Spur
15-21 und 30-33 zeigen je 30 % der eingesetzten Translate. Unten: Die Baken zeigen schematisch die
Primérstrukturen der getesteten FMRP-Fragmente mit den Positionen der KH-Doménen und der RGG-Box (RG).
Die Tabelle daneben fasst die Ergebnisse der Bindungsexperimente zusammen.
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gebunden (Spur 7), FMRPs32.632 dagegen nicht mehr (Spur 22). Fragmente, die nur eine der
beiden Bindungsstellen enthalten, interagieren nicht mit TUBA. Daher ist anzunehmen, dass
beide Abschnitte der Primérstruktur im gefalteten Protein in rd&umlicher Néhe zueinander

liegen und zusammen die TUBA-Bindungsstelle konstituieren.

4.2.4.6 Diein Patienten gefundene Punktmutante FM RP-1304N bindet nicht mehr an
TUBA

In Patienten mit Fragilem-X-Syndrom wird in der Regel eine CGG-Trinucleotidexpansion im
Promotorbereich des FMR1-Gens gefunden, was zur Inaktivierung der Transkription des Gens
fuhrt (Imbert et al., 1998). Die Symptomatik der Krankheit wird demnach durch einen Mangel
an FMRP in den Zellen hervorgerufen. Es ist aber auch ein Patient mit schwerer Form der
Krankheit bekannt, bel dem die Expression von FMRP nicht gestort ist (De Boulle et al.,
1993). Bei diesem Patienten wurde statt der Trinucleotidexpansion eine Punktmutation
innerhalb des offenen Leserasters von FMRP gefunden. Die Mutation fuhrt zu einem
Aminosaure-Austausch innerhalb der zweiten KH-Domaéne (llesos zu Asn, kurz: 1304N). Die
Folgen dieser Mutation auf molekularer Ebene sind noch nicht genau verstanden, so ist z.B.
die RNA-Bindungskapazitét des mutierten Proteins in vitro unveradndert (Brown et al., 1998;
Laggerbauer et al., 2001). Laggerbauer et al. (2001) konnten aber zeigen, dass FMRP-1304N
einen Dimerisierungsdefekt aufweist und in vitro keinen inhibitorischen Einfluss mehr auf die
Trandation hat. In der Zelle ist das Protein offenbar nicht funktionell, was, wie das komplette
Fehlen von FMRP, zur Entstehung des Syndroms fiihrt.

Der Proteinabschnitt, der die beiden KH-Domanen tragt, ist, wie oben gezeigt, an der Bindung
von FMRP an TUBA betelligt. Daher wurde nun durch in-vitro-Bindungsexperimente
untersucht, ob der 1304N-Aminosaure-Austausch diese Interaktion beeinflusst. Um graduelle
Unterschiede mit Wildtyp-FMRP besser beobachten zu kénnen, wurden die Versuchsansétze
mit steigender Stringenz (durch steigende NaCl-Konzentration im Puffer) gewaschen.
Erstaunlicherweise zeigten die Versuche, dass die Austauschmutante FMRP-1304N in ihrer
TUBA-Bindung stark beeintrachtigt ist (siehe Abbildung 4-39). Schon bei der geringsten
(physiologischen) Salzkonzentration binden hier nur noch weniger als 10 Prozent der Menge
an TUBA-Trandat, die an Wildtyp-FMRP gebunden wird (vgl. Spur 1 mit Spur 5). Wie
geschildert, verursacht der Aminosaure-Austausch im Patienten einen starken Phanotyp. Esist
daher gut moglich, dass der gefundene TUBA-Bindungsdefekt urséchlich an der Entstehung
der Krankheitssymptome beteiligt ist. Die Interaktion von Wildtyp-FMRP mit TUBA ist
dagegen sehr stabil. Auch bei 750 mM NaCl, der hochsten getesteten Salzkonzentration, ist
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das Signal des gebundenen TUBA-Trandats nur wenig schwécher als unter physiologischen
Bedingungen (vgl. Spur 1 mit Spur 4). Die Coomassie-Farbung zeigt dabei, dass bei dieser
hohen NaCl-Konzentration schon ein Tell des immobilisierten ZZ-FMRP von der 1gG-
Sepharose abgewaschen wurde. Relativ zu der noch gebundenen ZZ-FMRP-Menge ist die

Interaktion mit TUBA hier sogar unverandert.
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Abbildung 4-39: Die in einem Patienten gefundene Punktmutante FMRP-1304N kann nicht mehr an TUBA
binden. ZZ-FMRP-Wildtyp (Spur 1-4), ZZ-FMRP-1304N (Spur 5-8) oder das ZZ-Peptid a's Kontrolle (Spur 9)
wurden an 1gG-Sepharose immobilisiert und mit [*S]-markiertem, in-vitro-translatiertem TUBA inkubiert.
Anschlieflend wurde je funfmal mit P150 (Spur 1, 5 und 9), P300 (Spur 2 und 6), P500 (Spur 3 und 7) oder P750
(Spur 4 und 8) gewaschen. Die Proteine wurden mit Probenpuffer eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und das
TUBA-Trandat durch Autoradiographie sichtbar gemacht (oberer Teil). In Spur 9 sind 30 % des eingesetzten
Trandats aufgetragen. Der untere Teil der Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Gels nach Coomassie-Farbung.

Konsistent mit dem Befund, dass FMRP-1304N keine Aktivitét als Inhibitor der Translation
hat, konnten Laggerbauer et al. (2001) zeigen, dass die Punktmutante nicht mehr mit sich
selbst interagieren kann. Dieser Homodimerisierungs-Defekt kénnte also der Grund fur den
Aktivitétsverlust von FMRP-1304N sein. Dadurch wurde die Frage aufgeworfen, ob die
Dimerisierung von FMRP eine Vorraussetzung fir die Interaktion mit TUBA darstellt. Um
diese Frage zu untersuchen, wurden Bindungsexperimente mit immobilisiertem ZZ-FMRP
durchgefihrt, das zuvor mit HissFMRP dimerisiert worden war. ES zeigte sich dabel, dass der

Dimerisierungsdefekt von FMRP-1304N nicht vollstandig ist. Wie von Laggerbauer et al.

(2001) fir in-vitro-trandatierte Proteine beschrieben, ist auch hier die Bildung von
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Abbildung 4-40: FMRP-1304N zeigt noch geringe Dimerisierung aber keine TUBA-Interaktion mehr. ZZ-
FMRP-Wildtyp (Spur 1 und 2) oder ZZ-FMRP-1304N (Spur 3 und 4) wurden an 1gG-Sepharose immobilisiert
und mit HissFMRP-Wildtyp (Spur 1 und 3) oder HissFMRP-1304N (Spur 2 und 4) dimerisiert. Als Kontrolle
wurde das ZZ-Peptid immobilisiert und HissFMRP-Wildtyp zusammen mit -1304N zugegeben (Spur 5).
Anschlieend wurden die Proteine mit [*S]-markiertem TUBA-Translat inkubiert. Die Ansétze wurden mit P300
gewaschen, die Proteine mit Probenpuffer eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung
(oberer Teil) und Autoradiographie (unterer Teil) sichtbar gemacht. Spur 6 zeigt 30 % des eingesetzten TUBA-
Trangdlats.

Heterodimeren mit Wildtyp-FMRP nicht beeintréchtigt (siehe Abbildung 4-40, Spur 2 und 3,
oben). Die Bindung von in-vitro-trandatiertem TUBA an die Heterodimere ist gegeniiber der
Bindung an Wildtyp-FMRP-Homodimere nur geringfiigig schwécher (vgl. Spur 1 und 2,
unten). Bel der Homodimerisierung konnten an die immobilisierte Punktmutante noch etwa
20% HissFMRP-1304N gebunden werden, verglichen mit der Heterodimerisierung mit
Wildtyp-FMRP (vgl. Spur 3 und 4, oben). Im Bindungsexperiment mit TUBA nimmt aber das
Signal des gebundenen Trandats nicht entsprechend auf 20 % ab, vielmehr wurde Uberhaupt
kein TUBA an die 1304N-Homodimere gebunden (Spur 4, unten). Trotz der beobachteten
Restaktivitéat bel der Homodimerisierung ist die TUBA-Bindung an FMRP-1304N vollstandig

gestort. Demnach scheint die FMRP-Dimerisierung offenbar keine Voraussetzung fur die



Ergebnisse 109

TUBA-Interaktion zu sein. Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Quartérstruktur in 1304N-Homodimeren so stark gestort ist, dass eine TUBA-Bindung nicht
mehr stattfinden kann.

4.2.5 Verschiedene Domanen von TUBA haben unterschiedliche
Aufgaben bei der Protein-Interaktion

4.25.1 TOP3b bindet an den N-Terminusvon TUBA, die FMRP-Bindungsstelleist der
Tudor-Domane benachbart

Mit TOP3b und FMRP (und seinen Homologen) wurden verschiedene, bisher nicht in einem

Zusammenhang beschriebene Proteine gefunden, die mit dem neu entdeckten UBA- und
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Abbildung 4-41: Der N-Terminus von TUBA vermittelt die TOP3b-Interaktion, FMRP bindet an den
C-Terminus des Proteins. Oben: Autoradiographie von in-vitro-Bindungsexperimenten. ZZ-FMRP (Spur 1-4),
ZZ-TOP3b (Spur 5-8) oder das ZZ-Peptid as Kontrolle (Spur 9-12) wurden immobilisiert und mit [*S]-
markierten Transaten der angegeben TUBA-Deletionsfragmente inkubiert. Nach Waschen mit P300 wurde mit
Probenpuffer eluiert und die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. In Spur 13-16 sind 30 % der eingesetzten
Trandate gezeigt. Unten: Die Balken zeigen schematisch die Primérstrukturen der getesteten TUBA-Fragmente
mit den Positionen von UBA- und Tudor-Doméne. Die Tabelle daneben fasst die Ergebnisse der Bindungs-
experimente zusammen. Die Bindungsstellen fir TOP3b und FMRP sind Uiber den Balkendiagrammen angezeigt.
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Tudor-Doménen-Protein  TUBA interagieren. Im folgenden wurde untersucht, welche
Regionen des TUBA-Proteins fur die einzelnen Interaktionen verantwortlich sind. Dazu
wurden zunéchst vier verschiedene Deletionskonstrukte von TUBA kloniert und durch in-
vitro-Trandation radioaktiv markiert (siehe Schemata in Abbildung 4-41 unten).
Bindungsexperimente an immobilisiertem ZZ-FMRP und ZZ-TOP3b ergaben, dass die beiden
Proteine an unterschiedliche Regionen im TUBA-Protein gebunden werden. FMRP bindet nur
an Konstrukte, die den C-terminalen Abschnitt des Proteins enthalten (Aminoséure 562-744;
siehe Abbildung 4-41, Spur 1-4). Dagegen liegt die TOP3b-Bindungsstelle am N-Terminus
von TUBA (Aminosaure 1-185; Spur 5-8).

Die Tudor-Domanen verschiedener Proteine sind as Protein-Interaktionsdoméanen
beschrieben worden. So kann Uber seine Tudor-Doméne z.B. SMN an Sm-Proteine binden
(Blhler et al., 1999) oder SMNrp, wie oben gezeigt, an GCN5 (siehe Kapitel 4.1.3.3).
Innerhalb der C-terminalen 183 Aminosauren, die die FMRP-Bindungsstelle beinhalten, liegt
die Tudor-Doméne von TUBA. Das warf die Frage auf, ob Uber diese die FMRP-Interaktion
vermittelt wird. Daher wurde die FMRP-Bindungsstelle genauer kartiert. Mit funf weiteren
Deletionskonstrukten von TUBA wurden wie oben Bindungsexperimente an ZZ-FMRP
durchgefiihrt (siehe Abbildung 4-42). Dabei zeigte sich, dass die Tudor-Doméne fur die
FMRP-Bindung entbehrlich ist, ihre Deletion beeinflusst die Bindung nicht (vgl. Spur 4 und
5). Vielmehr liegt die Bindungsstelle fur FMRP in direkter Nachbarschaft der Tudor-Doméne
(Aminosaure 703-723, vgl. Spur 6 und 7). Damit blieb offen, welche Funktion die Tudor-
Doméne von TUBA hat.

4.2.5.2 DieUBA-Domanevon TUBA bindet spezifisch an Lysss-verknupfte Ubiquitin-
Ketten

TUBA tragt in seinem mittleren Abschnitt eine Ubiquitin-assoziierte Domane (UBA-
Domaéne). Als mit dieser Arbeit begonnen wurde, war nur bekannt, dass es sich hierbei um
eine evolutiondr konservierte Doméane handelt, die in einigen, am Ubiquitin-Stoffwechsel
beteiligten Proteinen vorkommt (Hofmann und Bucher, 1996). Es wurde daher vermutet, dass
UBA-Domanen mit Ubiquitin interagieren kdnnen. In ersten Experimenten mit TUBA konnte
aber keine Bindung an monomeres Ubiquitin beobachtet werden. In der Zelle kommt
Ubiquitin nicht nur als Monomer vor, vielmehr werden vor allem aus mehreren Ubiquitin-
Molekulen bestehende Ketten gefunden, die kovalent mit anderen Proteinen verknipft sind.
Hierdurch werden diese Proteine fur bestimmte zelluldre Prozesse markiert. Die Art der

Verknipfung innerhalb der Ubiquitin-Ketten stellt dabel ein Signal dar. So ist z. B. schon



Ergebnisse 111

2z FMRP | Kontr. | Input
a = =
= = =
5 3 I e 3 o @ o 9 9 0 oo
TUBA v*vﬁaﬁ $;ﬁ‘ﬂ'¢l: 'd'-wgﬂcl;
153355 e s g ghE
h”?ﬁmmmmgﬁ‘wh.mmgm;““?hmmmm’é
— v M W N N N - v M W W\ oWy W Wl = M W Wmow wn oo
kDa 173—
11— o
B0 — —
61_ —
49— — —
36—
25—
19— Gl s i
13— ‘
o EE =

1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

TUBA- | FMRP-

‘ Fragm. Bdg.
UBA Tudor
[ 1 ] 1T +
[ 1 ] 1-561 -
[ E | 374744 +
[ B ] 555744 +

[ ] [ ] 558-T44ATu +

(— . 558-723 +
. B58-703 -
H ] G47-744 +

Abbildung 4-42: Die FMRP-Bindungsstelle liegt zwischen Aminosiure 703 und 723 von TUBA. Oben:
Autoradiographie von in-vitro-Bindungsexperimenten wie in Abbildung 4-41. ZZ-FMRP (Spur 1-8) oder das ZZ-
Kontrollpeptid (Spur 9-16) wurden immobilisiert und mit Translaten der angegebenen TUBA-Fragmente
inkubiert. In Spur 17-24 sind 30 % der eingesetzten Translate gezeigt. Unten: Die Balken zeigen schematisch die
getesteten TUBA-Fragmente, die Position der FMRP-Bindungsstelle ist angegeben. Die Tabelle daneben fasst
die Ergebnisse der Bindungsexperimente zusammen.

lange bekannt, dass Proteine durch Ubiquitinierung (kovaente Verknipfung mit Ubiquitin)
fUr den proteolytischen Abbau am 26S-Proteasom markiert werden kénnen. In diesem Fall ist
ein Ubiquitin-Molekil mit seinem Aminosaurerest Lyssg durch Isopeptidbindung mit dem C-
Terminus des nachsten Ubiquitin-Molekils in einer Kette verknipft. Daneben kennt man
inzwischen ubiquitinierte Proteine, bei denen die Ubiquitin-Molekile in den Ketten tber

Lysss verknipft sind. In diesem Fall ist die Ubiquitinierung keine Abbaumarkierung sondern
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Abbildung 4-43: Die UBA-Doméne von TUBA bindet spezifisch an Lyss-verknipftes Tetra-Ubiquitin. A:
GST-TUBA (Spur 1-3), GST-TUBA-DUBA (Spur 4-6), GST-UBA (Spur 7-9) oder GST als Kontrolle (Spur 10-
12) wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit monomerem Ubiquitin (Spur 1, 4, 7 und 10), LySss-
verkniipftem Tetra-Ubiquitin (Spur 2, 5, 8 und 11) oder Lysss-verkntpften Ubiquitin-Ketten (Spur 3, 6, 9 und 12)
inkubiert. Nach Waschen mit PBS + 0,5% Tween20 wurden die Proteine mit Probenpuffer eluiert, durch SDS
PAGE aufgetrennt und Ubiquitin durch Westernblot sichtbar gemacht. Spur 13-15 zeigt je 10 % der getesteten
Ubiquitin-Formen. B: Bindungsexperiment wie in A. Die angegeben GST-Konstrukte wurden hier mit SUMO-1
inkubiert und dieses dann durch Westernbl ot nachgewiesen. Spur 5 zeigt 10 % des eingesetzten SUMO-1.
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dient vermutlich als Signal bel Prozessen wie DNA-Reparatur, mitochondrialer Vererbung

oder der Endocytose bestimmter Hefe-Proteine (Pickart, 2000).

Um zu klaren, ob TUBA Uber seine UBA-Domédne an ene der verschiedenen
Ubiquitinformen oder an das Ubiquitin-homologe Protein SUMO-1 binden kann, wurden
Bindungsstudien durchgefiihrt. Dazu wurde TUBA in den Vektor pGEX-5X-1 kloniert und in
E. coli exprimiert. Das dadurch am N-Terminus mit Glutathion-S-Transferase fusionierte
Protein (GST-TUBA) kann an Glutathion-Sepharose immobilisiert werden. Auf gleiche Art
wurde ein TUBA-Konstrukt mit deletierter UBA-Domane (GST-TUBA-DUBA) und ein nur
aus der UBA-Doméne bestehendes Konstrukt (GST-UBA) hergestellt. Nach Immobilisierung
wurde eine Interaktion mit folgenden Proteinen getestet: monomeres Ubiquitin (Fa. Sigma),
Lyssg-verknipftes Tetra-Ubiquitin  (Fa. Affiniti Research Products), Lysess-verknipfte
Ubiquitin-Ketten (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Edith Oberhofer, Abteilung
Jentsch, MPI fur Biochemie, Martinsried) und SUMO-1 (freundlicherweise zur Verfigung
gestellt von Tanja Busgen, AG Melchior, MPI fir Biochemie, Martinsried). Bei den
Bindungsstudien stellte sich heraus, dass alleine das Lysss-verknipfte Tetra-Ubiquitin an
TUBA gebunden werden kann (siehe Abbildung 4-43A, Spur 2). Monomeres und LySes-
verknipftes Ubiquitin zeigen keine Interaktion (Abbildung 4-43A, Spur 1 und 3), ebenso
bindet SUMO-1 nicht an TUBA (Abbildung 4-43B). In Spur 15 (Input) ist zu sehen, dass die
hier verwendeten Lysss-verknipften Ubiquitin-Ketten schon bis auf Dimergréf3e degradiert
waren. In mehreren Bindungsstudien mit intakten multimeren Ketten konnte aber eindeutig
beobachtet werden, dass TUBA nicht mit Lyses-verknupftem Ubiquitin interagiert (nicht
gezeigt). Mit den in Abbildung 4-43A gezeigten Bindungsexperimenten wurde aul3erdem
nachgewiesen, dass die Interaktion mit Lyssg-verkntpftem Ubiquitin von der UBA-Doméne
vermittelt wird. So zeigt die isolierte UBA-Doméane (Spur 8) die gleiche Bindung wie TUBA
voller Lange (Spur 2), TUBA-DUBA interagiert dagegen nicht mehr mit Tetra-Ubiquitin
(Spur 5). Die sehr spezifische Bindung an Lysss-verknipftes Ubiquitin l&sst demnach
vermuten, dass TUBA in der Zelle Uber seine UBA-Doméane an Proteine bindet, die fir den
Abbau am 26S-Proteasom bestimmt sind.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Isolierung und Charakterisierung von zwei bisher unbekannten

Genen beschrieben. Beide wurden Uber ihre Homologie zu SVIN, dem Krankheitsgen der
spinalen Muskelatrophie, entdeckt. SMINrp, das erste der beiden Gene, codiert fur ein
Zellkernprotein, das offensichtlich eine Rolle bel der Transkriptionsregulation und beim pr&
MRNA-Spleiflen spielt. Damit befasst sich der erste Teil dieses Kapitels. Im zweiten Tell

werden die Ergebnisse der Erforschung von TUBA, dem anderen der beiden Gene, diskutiert.

5.1 SMNrp ist ein Protein mit verschiedenen Funktionen
im Zellkern

5.1.1 Initiale Charakterisierung von SMNrp
Die Analyse der Sequenz ergab, dass SMNrp fur ein Protein aus 238 Aminosduren codiert.

Mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 30 kDa ist es ungeféhr so grofd wie SMN.
SMNrp tragt, wie SMN, im mittleren Abschnitt seiner Primérsequenz eine Tudor-Doméne,
die zwischen beiden Proteinen stark konserviert ist. Im N- und C-terminalen Abschnitt
unterscheiden sich die beiden Proteine dagegen deutlich, was auf unterschiedliche Funktionen
hindeutete. Durch Datenbanksuchen wurden Homologe von SMNrp auch in S pombe und
A. thaliana entdeckt. Demnach ist SMNrp schon friih in der Entwicklung der Eukaryonten,
noch vor der Trennung von Tieren, Pflanzen und Pilzen entstanden und damit wie SMN ein
entwicklungsgeschichtlich altes Protein. In S cerevisae konnte dagegen kein SMNrp-
homologes Protein gefunden werden. Die Anayse des vollstandig sequenzierten Genoms
zeigt inzwischen, dass es in der Béckerhefe offenbar generell keine Proteine mit Tudor-

Domanen gibt.

Wahrend dieser Arbeit wurden von Talbot et al. (1998) die cDNA-Sequenz und eine erste
Charakteriserung von SMNrp verdffentlicht. Die Autoren beschreiben dort, dass SMNrp
gewebespezifisch exprimiert wird, und zwar hauptsachlich im Skelettmuskel, sehr gering auch
in Herz und Pankreas. Im Hinblick auf eine mogliche Funktion des Tudor-Doménen-Proteins
im RNA-Stoffwechsel diskutieren sie, dass SMNrp daher eine Rolle im Metabolismus
spezifischer mRNA-Subklassen spielen konnte. Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass SMNrp vielmehr eine ubiquitére Expression in allen getesten Geweben
aufweist, wobel im Northernblot in der Tat starkere Signale in Skelettmuskel und Herz alsin
den anderen Geweben beobachtet wurden (Abbildung 4-5). Die ubiquitére Expression spricht
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dafUr, dass SVINrp wie SMIN ein sogenanntes ,, Haushaltsgen“ (housekeeping gene) ist, also ein
Gen mit einer grundsétzlichen und nicht gewebespezifischen Funktion im Zellstoffwechsel.
Auch die Verbreitung von SMNrp in weit verwandten Spezies, darunter der einzelligen Hefe
S. pombe, spricht gegen eine gewebespezifische und fir eine solche ,, Haushaltsfunktion® von
SMINrp. Die im Northernblot beobachteten mMRNA-Level lassen daher eher auf einen von der
jeweiligen Stoffwechselleistung abhéngigen, unterschiedlich hohen Bedarf an SMNrp in den
verschiedenen Geweben schlief3en. Dabei ist zu beachten, dass bisher nicht untersucht ist,
inwieweit die Expression auch tber die Translation oder die Stabilitét des Proteins reguliert

wird.

Die Analyse der intrazelluléren Lokalisation zeigte deutliche Unterschiede zwischen SMNrp
und SMN. Wahrend letzteres im Cytoplasma und im Zellkern gefunden wird, wurde SMNrp
durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie nur im Zellkern detektiert. Es ist dabei nicht (wie
SMN) in coiled bodies/ gems konzentriert, vielmehr verteilt sich das Protein Uber den ganzen
Zellkern, wobei die Nucleoli ausgespart bleiben (Abbildung 4-7). Durch die Analyse der
intranukledren Verteilung auf Ultrastruktur-Ebene konnten erste Hinweise auf eine Funktion
von SMNrp gewonnen werden. Hierbel zeigte sich, dass das Protein hauptséachlich an
Perichromatinfibrillen lokalisiert ist, also an Substrukturen des Zellkerns, die als aktive
Bereiche der Transkription und des Spleil3ens gelten (Fakan, 1994; Puvion und Puvion-
Dutilleul, 1996). Bei der weiteren, biochemischen Analyse von SMNrp stellte sich dann
tatsachlich heraus, dass das Protein eine Funktion bei diesen Prozessen im Zellkern hat: Es
wurde nachgewiesen, dass SMNrp ein U2-snRNP-assoziierter, essentieller Spleif¥faktor ist.
Dartberhinaus scheint es as Aktivator der Histon-Acetyltransferase GCN5-S auch in die

Kontrolle der Transkription involviert zu sein.

5.1.2 SMNrp ist ein U2-snRNP-assoziierter, essentieller
Spleil3faktor

Bei der Analyse von Peptiden, die bel der biochemischen Aufreinigung von Spleif3osomen
isoliert worden waren, wurde von Neubauer et al. (1998) ein EST identifiziert, das fur Teile
von SMNrp codiert. Von SMN wusste man bereits, dass es eine wichtige Funktion bei der
Biogenese der spleiffosomalen snRNPs im Cytoplasma und beim Spleif3prozess selbst im
Zellkern hat (Fischer et al., 1997; Liu et al., 1997; Pellizzoni et al., 1998). Dadurch stellte
sich die Frage, ob auch SMNrp eine Rolle beim Spleil3en spielt.
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Das Spleif3en von pr&mRNA ist ein in mehreren Schritten ablaufender Prozess. Dabei kommt
es zuerst zur sequentiellen Anlagerung der verschiedenen snRNPs (und anderen, hier nicht
erwahnten Proteinen), was dann zur Ausbildung des katalytisch aktiven Spleil3osoms fihrt
(siehe Abbildung 5-1): Als erstes wird das U1-snRNP an die 5'-Spleil3stelle gebunden und so
der sogenannte ,Komplex E* gebildet. Als zweites bindet das U2-snRNPs an die
Verzweigungsstelle im Intron. Bel diesem energieabhangigen Vorgang entsteht der
»Komplex A“ oder das , Pré&SpleiRosom*. Als letzte Komponente wird das [U4/U6-U5]-tri-
snRNP integriert und es entsteht ,Komplex B, das ,frihe Spleiffosom”, das nach
verschiedenen Umlagerungen die zweischrittige Spleil3reaktion katalysiert. In einer ersten
Transesterifizierungsreaktion wird dabei die Verzweigungsstelle mit dem 5’ -Ende des Introns
verknupft. Dadurch entstehen das Exonl und ein Intron-Exon2-Zwischenprodukt, die beide
noch mit dem ,spdten Spleifl3osom* (Komplex C) assoziiert bleiben. Im zweiten Trans-
esterifizierungsschritt werden dann die beiden Exons miteinander ligiert. Nach dem Zerfall
des Spleif3osoms werden sie schliefdlich zusammen mit dem Lasso-formigen Intron (, Lariat*)
freigesetzt (Kramer, 1996; Burge et al., 1999).

Die Analyse von SMNrp konnte eindeutig zeigen, dass das Protein eine essentielle Funktion
beim Splei3prozess hat: Bel Dichtegradienten-Ultrazentrifugationen wurde beobachtet, dass
ein bedeutender Teil (zwischen 20 und 80 %) des Proteins aus Kernextrakten mit dem 17S-
U2-snRNP cosedimentiert. Immunpréazipitationen mit anti-SMNrp bestétigten die Vermutung,
dass SMNrp ein U2-snRNP-assoziiertes Protein ist. Eindeutige Hinweise auf elne Beteiligung
des Proteins an der Spleildreaktion lieferten die Antikdrper-Inhibitions- und Immundepl etions-
studien. Hier konnte gezeigt werden, dass das Spleif3en einer pr&mRNA durch anti-SMNrp
inhibiert werden kann, und zwar sowohl in Zellkernextrakten in vitro, as auch nach
Mikroinjektion in Xenopus-Oocyten in vivo (Abbildung 4-16). Auf gleiche Art flhrt die
Immundepletion von SMNrp aus Kernextrakten zu einer nahezu vollstdndigen Hemmung des
Spleil¥eaktion. In allen drei Féllen wurde beobachtet, dass es nicht mehr zur Bildung des
Intron-Exon2-Zwischenprodukts kommt. Das bedeutet, dass der mehrstufige Spleil3prozess
noch vor der ersten Transesterifizierungsreaktion blockiert wird. Der letztendliche Bewels
dafir, dass SMNrp in der Tat ein essentieller Spleil¥faktor ist, war der Befund, dass die
Inhibition des SpleifRens in SMNrp-depletierten Extrakten durch Zugabe von gereinigtem,
rekombinantem SMNrp wieder aufgehoben werden konnte (Abbildung 4-17). Dies zeigt
eindeutig, dass die Blockade der Reaktion einzig auf das Fehlen von SMNrp in den Extrakten

zuriickzufiihren war.
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Abbildung 5-1: Das SpleiRen von pré-mRNA ist ein mehrstufiger Prozess. Die Abbildung zeigt schematisch
vereinfacht die Entstehung der verschiedenen spleiffosomalen Komplexe durch die aufeinander folgende
Anlagerung der snRNPs an die pr&mRNA und die anschlieffende Spleildreaktion. Weitere Erkl&rungen hierzu im
Text (verandert nach Krdmer, 1996).

Die Analyse des SMNrp-Homologs in S. pombe bestétigte die hier beschriebene Funktion des
humanen Proteins als essentieller Spleif¥faktor (Hannus, 2001; Meister et al., 2001c). So zeigt

die Deletion des Hefe-Gens einen letalen Phanotyp, es handelt sich also um ein essentielles
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Gen in S pombe. Durch Untersuchung von temperatursensitiven Mutanten konnte dann
nachgewiesen werden, dass auch hier die Depletion des Proteins in den Zellen zu einem
Spleilkdefekt fuhrt. Dieser Defekt kann durch die Expression eines chiméren Proteins, das aus
dem N-terminalen Abschnitt des humanen und dem C-terminalen Abschnitt des Hefe-Proteins
besteht, wieder aufgehoben werden. Dies zeigte, dass das Uber seine Sequenzhomologie

gefundene S-pombe-Protein auch funktionell homolog zum humanen SMNrp ist.

Weiterfhrende Untersuchungen durch G. Meister konnten die Funktion des humanen SMNrp
beim Spleil3prozess genauer eingrenzen (Meister et al., 2001c). Es zeigte sich hier, dass
SMNrp wéahrend des Prozesses mit Komplex A und B assoziiert ist. Die Immundepletion des
Proteins in Kernextrakt fuhrt dazu, dass zwar noch Komplex A, jedoch nicht mehr
Komplex B entstehen kann. Durch Zugabe von gereinigtem SMNrp wird die Blockade der
Reaktionsfolge an dieser Stelle wieder aufgehoben, d. h. Komplex B wird wieder gebildet.
Demnach wird SMNrp fur die Reifung des frihen Spleif3osoms aus dem Pr& Spleif3osom
bendtigt. Diese Befunde sind konsistent mit den hier gemachten Beobachtungen, dass die
Reaktionsfolge bel SMNrp-Depletion oder Antikorper-Inhibition noch vor der ersten
Transesterifizierungsreaktion blockiert ist. Die Ergebnisse fuhrten zu der Vermutung, dass
SMNrp fur die Rekrutierung des [U4/U6-U5]-tri-snRNPs bei der Bildung des frihen
Spleif3osoms verantwortlich sein kénnte. Weltere Untersuchungen konnten in der Tat zeigen,
dass SMNrp in vitro auch mit dem [U4/U6-U5]-tri-snRNP interagieren kann und zwar durch
eine direkte Interaktion mit dem U4/U6-90kDa-Protein (Meister et al., 2001c; Rappsilber et
al., 2001). Zusammengefasst legen die Daten nahe, dass SMNrp ein U2-snRNP-assoziierter
Faktor ist, der die Interaktion des pra-spleif3osomalen Komplexes A mit dem [U4/U6-U5]-tri-
snRNP vermittelt und so eine entscheidende Rolle bei der Bildung des reifen, katalytisch
aktiven Spleif3osoms spilt.

Zur Zeit ist noch unklar, ob SMNrp eine integrale Komponente des 17S-U2-snRNPs ist, oder
ob die Interaktion nur transient erfolgt. Das Protein ist bisher nicht as eines der 11
spezifischen Proteine, die im U2-snRNP gefunden werden, identifiziert worden (Behrens et
al., 1993). Auch dierelativ geringe Abundanz von SMNrp in Zellkernextrakten |&sst eine eher
transiente Interaktion mit dem U2-snRNP vermuten. Die meisten bisher bekannten U2-
spezifischen Proteine werden fir die Bindung des U2-snRNPs an Komplex E bei der Bildung
von Komplex A bendtigt (Hodges und Beggs, 1994; Reed, 1996; Caspary und Seraphin, 1998;
Cagpary et al., 1999). Im Gegensatz dazu scheint SMNrp an der Rekrutierung des U2-snRNPs
in das Pr&Spleif3osom nicht beteiligt zu sein. Dies lasst sich aus der Beobachtung schlief3en,



120 Diskussion

dass die Bildung von Komplex A in Kernextrakten durch die SMNrp-Depletion oder die
Antikoérper-Inhibition nicht betroffenist (Meister et al., 2001c).

Zukunftige Untersuchungen sollen aufdecken, Uber welche U2-spezifische Proteine die
Interaktion von SMNrp mit dem U2-snRNP erfolgt und welche Bedeutung die in vitro
beobachtete Bindung an das [U4/U6-U5]-tri-snRNP in vivo hat. Auf3erdem wird es spannend
sein, die Aufgaben der verschiedenen Domanen von SMNrp bei der Funktion des Proteins
genauer zu kléren. Untersuchungen mit Mutanten gaben bereits erste Hinweise darauf, dass
die N-terminale Domane von SMNrp fur die U2-Interaktion verantwortlich ist, die Tudor-
Domaéne dagegen eine entscheidende Rolle bei der Bildung des frihen Spleif3osoms spielt
(Meister et al., 2001c). Im Gegensatz zu SMN, dass Uber seine Tudor-Domane mit den
spleif3osomalen Sm-Proteinen interagiert (Buhler et al., 1999), konnte fir SMNrp bisher keine
Bindung an Sm- oder Lsm-Proteine nachgewiesen werden (G. Meister, personliche
Mitteilung). Die Tudor-Doméane von SMNrp ist daher vermutlich an der Vermittiung von

Wechselwirkungen mit anderen Proteinfaktoren betelligt.

5.1.3 SMNrp als Cofaktor der Histon-Acetyltransferase GCN5
Neben seiner Funktion als essentieller Spleiffaktor scheint SMNrp noch eine weitere

Funktion im Zellkern zu haben. So lassen die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen in
dieser Arbeit darauf schliefien, dass SMNrp as Cofaktor der Histon-Acetyltransferase
GCN5-S auch eine Rolle bel der Aktivierung der Transkription spielt.

In Eukaryonten ist DNA durch Bindung an Histone in Nucleosomen, die sich wiederholende
Grundstruktur des Chromatins, verpackt. Ein Nucleosom besteht dabei aus einem 146 bp
langen DNA-Abschnitt, der sich um einen oktameren Komplex aus je zwei der Histone H2A,
H2B, H3 und H4 windet (Struhl, 1998; Workman und Kingston, 1998; Kouzarides, 1999).
Gene, die in solchermal3en verpackten DNA-Abschnitten liegen, werden normalerweise nicht
transkribiert, da offenbar die hierflr nétige Bindung von Transkriptionsaktivatoren und den
Faktoren der basalen Transkriptionsmaschinerie an ihre Erkennungssequenzen nur sehr
ineffizient erfolgen kann (Lee et al., 1993; Recht und Odley, 1999). Eine entscheidende Rolle
bei der Aktivierung der Transkription spielt die Acetylierung der nucleosomalen Histone
(Allfrey et al., 1964). Diese posttrandationale Modifikation erfolgt an Lysinresten, was zu
einer Neutralisation der positiven Ladungen fuhrt. Man nimmt an, dass dadurch die
Interaktion der Histone mit der negativ geladenen DNA geschwécht, die nucleosomale

Struktur aufgelockert und so die Bindung von Transkriptionsfaktoren an ihre
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Erkennungssequenzen ermoglicht wird (Lee et al., 1993; Vettese-Dadey et al., 1996;
Anderson et al., 2001; Sewack et al., 2001). In umgekehrter Weise wird die Deacetylierung
von Histonen mit der Repression der Transkription in Verbindung gebracht (Taunton et al.,
1996; Workman und Kingston, 1998). Inzwischen deutet sich an, dass die Acetylierungen,
zusammen mit Phosphorylierungen, Methylierungen und Ubiquitinierungen, Tell eines
komplexen Modifikationsmusters der Histone sind (, Histon-Code®: Strahl und Allis, 2000;
Turner, 2000), das den jeweiligen Aktivitétszustand des Chromatins widerspiegelt und von
spezifischen Regulatorproteinen nachfolgender Prozesse erkannt wird (Berger, 2002
Orphanides und Reinberg, 2002).

Die Acetylierung von Histonen wird durch Histon-Acetyltransferasen (HATS) katalysiert
(Marmorstein und Roth, 2001; Roth et al., 2001). Auf der Suche nach Bindungspartnern von
SMNrp durch Two-Hybrid-Screen wurde eines dieser Enzyme, GCN5-S, als putativer
Interaktor von SMNrp identifiziert. Verschiedene Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dass
SMNrp ein Regulator dieser HAT im Zellkern ist: 1) SMNrp lokalisiert an Perichromatin-
fibrillen (s. 0.), die als aktive Bereiche des Spleif3ens aber auch der Transkription gelten. 2)
Die im Two-Hybrid-Screen beobachtete, starke Interaktion mit GCN5-S konnte durch
Bindungsexperimente in vitro bestdtigt werden. Dabei wurde auf3erdem gezeigt, dass die
Interaktion zwischen beiden Proteinen direkt erfolgt. 3) SMNrp konnte Uber immobilisiertes
GCN5-S selektiv aus Zellextrakten prazipitiert werden. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis
darauf, dass eine SMNrp-GCN5-S-Interaktion auch in vivo stattfinden konnte. 4) SMNrp
stimuliert die HAT-Aktivitat von GCN5-S an freien Histonen. Vor alem aber konnte gezeigt
werden, dass ein Komplex aus SMNrp und GCN5-S in vitro Histone acetylieren kann, diein
Nucleosomen eingebunden sind. Diese Aktivitédt besitzt GCN5-S alleine nicht. Anders als bei
freien Histonen wird hierbel selektiv nur Histon H3 acetyliert (Abbildung 4-13). Die Daten
legen demnach nahe, dass SMNrp ein Cofaktor der HAT GCNS5-S ist, der die
Substratspezifitat des Enzyms entscheidend moduliert.

51.3.1 Ist SMNrp Komponente eines humanen GCN5-K omplexes?
Acetylierungsexperimente zeigen, dass rekombinantes GCN5-S in vitro zwar freie Histone

modifizieren kann, Histone in Nucleosomen aber nicht erkennt (Yang et al., 1996). Wie man
aus Untersuchungen von GCN5 in der Hefe weil3, ist das Protein, wie die meisten HATS, Teil
grol3er Multiproteinkomplexe. In S. cerevisiae sind zwel solche HAT-Komplexe, ,Ada’ und
»SAGA*, beschrieben worden, die GCN5 als katalytische Untereinheit enthalten (Grant et al.,
1997; Horiuchi et al., 1997; Saeh et al., 1997). In diesen Komplexen kann GCN5 die
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Acetylierung von Histonen in Nucleosomen effektiv katalysieren, was darauf hindeutet, dass
Komponenten der Komplexe die Substraterkennung des Enzyms so modifizieren, dass dasin
vivo relevante Substrat erkannt wird (Grant et al., 1997). Der Ada-Komplex in Hefe enthalt
neben GCNS5 die Proteine Ada2, Ada3 und Adab, wahrend im SAGA-Komplex zusétzlich
noch mehrere Spt-Proteine gefunden werden (Grant et al., 1997). Beide Komplexe
interagieren mit Transkriptionsfaktoren, was vermutlich die Rekrutierung der HAT-Aktivitat
zu transkriptionsaktiven Stellen im Genom bewirkt (Silverman et al., 1994). Inzwischen sind
auch in hoheren Eukaryonten &hnliche HAT-Komplexe beschrieben worden. Die beiden
Homologen von Hefe-GCN5 im Menschen, das humane GCN5 und die verwandte
Acetyltransferase p/CAF, werden in mindestens drei verschiedenen, SAGA-&hnlichen
Komplexen gefunden (Martinez et al., 1998; Ogryzko et al., 1998; Brand et al., 1999). Neben
humanen Homologen der Hefe-Proteine Ada2, Ada3 und Spt3 enthalten sie auch verschiedene
TATA binding protein-assoziierte Faktoren (TAFs), die bis dahin nur als Untereinheiten des
allgemeinen Transkriptionsfaktors TFIID bekannt waren (Ogryzko et al., 1998). Auch im
SAGA-Komplex in S. cerevisiae wurden solche TAFs gefunden, was nahe legt, dass die
beschriebenen GCN5-Komplexe in Hefe und Mensch strukturell und funktionell konserviert
sind (Grant et al., 1998a; Struhl und Mogtaderi, 1998).

Der Befund, dass GCN5-S im Komplex mit SMNrp Histone in Nucleosomen acetylieren
kann, lasst die Vermutung zu, dass SMNrp eine Komponente eines humanen GCN5-S-
Komplexes ist, welche die Erkennung des in-vivo-Substrats durch das Enzym vermittelt. Bel
der biochemischen Aufreinigung humaner GCN5-Komplexe konnte SMNrp jedoch bisher
nicht als Bestandtell identifiziert werden (Ogryzko et al., 1998; Brand et al., 1999; Martinez
et al., 2001). Wie bereits berichtet, gibt es kein SMNrp-Homolog in S. cerevisiae. Demnach
ist das Protein offenbar auch keine der zwischen Mensch und Hefe konservierten
Komponenten der GCN5-Komplexe. Beides konnte darauf hindeuten, dass SMNrp eine
spezifische Funktion bei GCN5-S in hdheren Eukaryonten erfillt und dabei moglicherweise

Komponente eines anderen als der bisher beschriebenen GCN5-Komplexeiist.

Fir das humane GCN5 sind zwei unterschiedlich grof3e Spleif3-1soformen bekannt (Smith et
al., 1998; Xu et al., 1998). Im Two-Hybrid-Screen wurde GCN5-S, die kirzere Variante, as
SMNrp-Interaktor identifiziert. Es ist gezeigt, dass GCN5-L, die am N-Terminus um 360
Aminosauren langere Isoform, im Gegensatz zu GCN5-S Histone in Nucleosomen in vitro als
Substrat erkennt (Xu et al., 1998). Demnach kénnte SMNrp as Cofaktor von GCN5-S eine

ahnliche Funktion haben wie der N-Terminus der langeren Isoform GCN5-L. Zwischen
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beiden (SMNrp und dem N-terminalen Abschnitt von GCN5-L) besteht alerdings keine
Sequenzdhnlichkeit, so dass hier hochstens eine funktionelle Homologie vorlage. In
Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass SMNrp mit gleicher Effizienz auch mit GCN5-
L interagiert (Abbildung 4-11). Bisher ist nicht bekannt, ob und inwieweit sich die HAT-
Komplexe der beiden Isoformen in ihrer Zusammensetzung voneinander unterscheiden. Daher
bleibt offen, ob SMNrp auch eine Rolle als Cofaktor von GCN5-L spielt.

Obwonhl die experimentellen Daten eine Funktion von SMNrp als Cofaktor von GCN5-S nahe
legen, liefd sich bisher nicht eindeutig zeigen, ob die in vitro beobachtete I nteraktion zwischen
beiden Proteinen auch tatsachlich in vivo relevant ist. Der stérkste Hinweis darauf, dass beide
auch in vivo miteinander interagieren, ist der Befund, dass sich SMNrp Uber immobilisiertes,
rekombinantes GCN5-S selektiv aus Zellextrakten prazipitieren lasst. Der Beweis steht aber
noch aus, dass beide Proteine in der Zelle tatséchlich aneinander binden. So war es bisher
nicht moéglich, z. B. durch Co-Immunprézipitation, einen SMNrp-GCN5-S-Komplex aus Zell-
extrakten zu isolieren. Dies konnte aber auch darauf zurtickzufihren sein, dass die Interaktion
zwischen den beiden Proteinen nur von transienter Natur ist und sie sich daher einer
gemeinsamen Aufreinigung entziehen. In diesem Fall ware SMNrp tatsachlich keine integrale
Komponente eines humanen GCN5-Komplexes. Dartber hinaus ist es denkbar, dass die
Interaktion der beiden Proteine in der Zelle durch spezifische posttrandationae
Modifikationen reguliert wird. Fir GCN5 sind bisher Phosphorylierungen und Acetylierungen
beschrieben worden, die die Aktivitat des Enzyms beeinflussen (Barlev et al., 1998; Winston
und Allis, 1999).

5.1.3.2 Welche Funktion kdnnte die I nteraktion von SMNrp mit GCN5 haben?
Aus Untersuchungen in der Hefe weil3 man, dass die Histon-Acetylierung durch GCN5 die

Transkription nur bestimmter Gene stimuliert (Kuo et al., 1998). Diese Selektivitét wird
vermutlich dadurch vermittelt, dass der GCN5-Komplex durch spezifische Interaktion mit
Transkriptionsaktivatoren an den jeweiligen Promotorregionen rekrutiert wird. Es ist
prinzipiell vorstellbar, dass SMNrp als GCN5-S-Cofaktor solche Interaktionen vermittelt. Im
Two-Hybrid-Screen mit SMNrp wurden mit TAXREB107 (Morita et al., 1993), dem Jun
activation domain binding protein (Claret et al., 1996) und dem a-Fetoprotein enhancer
binding protein (Morinaga et al., 1991) mehrere in Frage kommende Faktoren isoliert, die die
Anlagerung eines humanen SMNrp-GCN5-S-Komplexes an spezifische DNA-Abschnitte
vermitteln konnten. Weitere Untersuchungen sind hier nétig, um herauszufinden, ob es sich

bel diesen Kandidaten um echte SMNrp-Bindungspartner in der Zelle handelt. Die Tatsache,
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dass GCN5-S im Komplex mit SMNrp die Acetylierung von Histonen in Nucleosomen in
vitro katalysieren kann, spricht eher dafir, dass SMNrp direkt die Aktivitdét des Enzyms
beeinflusst. FUr das Tudor-Doménen-Protein SMN wird eine Chaperon-ahnliche Funktion bel
der Zusammenlagerung von snRNPs aus Sm-Proteinen und snRNA diskutiert (MacKenzie
und Gendron, 2001). SMNrp konnte auf vergleichbare Art eine Auflockerung der
nucleosomalen Struktur bewirken, die dazu fuhrt, dass die Histone, speziell H3, besser
zuganglich fur die GCN5-S-katalysierte Acetylierung werden. In S. cerevisiae wurde kirzlich
ein nur aus Ada2, Ada3 und GCN5 bestehender HAT-Komplex beschrieben, der das gleiche
Acetylierungsmuster an Nucleosomen erzeugt, wie der deutlich grofdere SAGA-Komplex
(Sendra et al., 2000). Offenbar werden also keine weiteren Faktoren fir die ,, ordungsgemal3e”
Erkennung des in-vivo-Substrats durch GCN5 bendtigt. Im Menschen kénnte SMNrp im
GCN5-S-Komplex daher die Funktion von Ada2 oder Ada3 Ubernehmen. Sequenzvergleiche
zeigen alerdings keine Verwandtschaft der Proteine, so dass hier (wie schon mit dem N-
terminalen Abschnitt von GCN5-L, s.0.) dlenfals eine funktionelle Homologie besteht.
Dartberhinaus konnte ein Effekt von SMNrp auf die Aktivitdt von GCN5-S auch schon bel
der in-vitro-Acetylierung freier Histone beobachtet werden, wenn auch nur geringfiigig. Dies
l&sst aber darauf schlief3en, dass SMNrp eher einen direkten, stimulierenden Einfluss auf die
enzymatische  Aktivitdt von GCN5-S hat, =z B. durch Bewirkung ener

Konformationsanderung des Enzyms bei der Interaktion.

5.1.4 SMNrp, ein Bindeglied zwischen Transkription und Spleifl3en?
Wenn SMNrp im Zellkern tatsachlich mit GCN5-S interagiert und die Aktivitét des Enzyms

moduliert, stellt sich die Frage, ob es dabei einen Zusammenhang mit seiner Rolle als
U2-snRNP-assoziierter, essentieller Spleif3faktor gibt, oder ob das Protein zwel voneinander
unabhéngige, sich moglicherweise sogar gegenseitig ausschlief3ende Aufgaben erfillt.
Interessanterwei se wurde kurzlich mit SAP130 zum ersten Mal ein Spleil3faktor beschrieben,
der mit dem humanen GCN5-Komplex ,STAGA*® assoziiert ist (Martinez et al., 2001).
SAP130 ist eine Untereinheit des Proteinkomplexes SF3b, der als Komponente des 17S-U2-
snRNPs eine entscheidende Rolle bei der Spleil3osom-Zusammenlagerung spielt (Das et al.,
1999). Die Funktion der Interaktion von SAP130 mit dem GCN5-Komplex ist nicht bekannt.
Es mehren sich damit aber die Hinweise auf eine direkte Verbindung zwischen der
Transkription und dem Spleif3prozess. Aus verschiedenen Untersuchungen weil3 man, dass die
Prozessierung der pr&mRNA cotranskriptional abléuft und dass sich die verschiedenen

Prozesse gegenseitig regulieren (Orphanides und Reinberg, 2002; Proudfoot et al., 2002).
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Eine besondere Rolle spielt dabei die C-terminde Domane der RNA-Polymerasell, die
wahrend der Transkription direkt mit den verschiedenen RNA-prozessierenden Faktoren
interagiert (Hirose und Manley, 2000). Die hier beschriebenen Assoziationen von
Spleif¥faktoren wie SMNrp oder SAP130 mit HAT-Komplexen deuten an, dass es nicht erst
wéahrend der Elongation, sondern schon bei der Aktivierung der Transkription zu
Wechselwirkungen mit dem Spleil3maschinerie kommt. So konnten Splei3osom-
Komponenten auf diese Weise schon frih an aktiv transkribierten Genen rekrutiert werden.
Auch der beschriebene Einfluss von Promotorsequenzen auf alternative Spleildvorgange

(Cramer et al., 1999) konnte Uber solche Interaktionen vermittelt werden.

Obwohl HATSs per definitionem die Acetylierung von Histonen katalysieren, sind inzwischen
auch zahlreiche andere Proteine als Substrate von HATs beschrieben worden, darunter
Transkriptionsaktivatoren wie p53 oder E2F1, die basalen Transkriptionsfaktoren TFIIEb und
TFIIF, Strukturproteine wie Tubulin, die Kernimport-Proteine der Importin-a-Familie und
einige andere (zusammengefasst in Roth et al., 2001). Daraus lasst sich die interessante
Hypothese ableiten, dass die Interaktion von SMNrp mit GCN5 auch die Funktion haben
konnte, eine HAT-Aktivitdt an das Spleiffosom zu binden, um dort die Acetylierung
spleiffosomaler Proteine zu katalysieren. In der Tat zeigten erste Experimente bereits, dass
sich verschiedene Sm- und andere spleiflosomale Proteine, durch den SMNrp-GCN5-S-
Komplex in vitro acetylieren lassen (G. Meister, personliche Mitteilung). Es bleibt
abzuwarten, ob sich auch in vivo Acetylierungen an spleifosomalen Proteinen finden lassen

und wel che Funktionen diese gegebenenfalls haben.

Weiterfuhrende Untersuchungen durch G. Meister zur Funktion von SMNrp als Spleif3faktor
gaben Hinweise darauf, dass der N-terminale Abschnitt des Proteins fur die Assoziation mit
dem U2-snRNP verantwortlich ist. Die Tudor-Doméne ist fur die Bildung des frihen
Spleil3osoms essentiell, moglicherweise erfolgt Gber sie die Interaktion von Komplex B mit
dem [U4/U6-U5]-tri-snRNP  (Meister et al., 2001c). Durch Experimente mit
Deletionsmutanten wurde hier gezeigt, dass SMNrp wahrscheinlich tUber die Tudor-Doméne
mit GCN5 interagiert. Der N-terminale Abschnitt des Proteins ist dagegen fir die
Stimulierung der katalytischen Aktivitdt der HAT wichtig. Zur Zeit ist nicht klar, ob die
verschiedenen Proteinabschnitte die genannten Aufgaben gleichzeitig austiben kénnen, oder
ob sich diese gegenseitig ausschlief3en. Zukinftige Experimente sollen diese Fragen klaren
und dabei vor allem untersuchen, ob SMNrp tatsachlich ein Faktor ist, der die Aktivierung der
Transkription mit dem Spleil3prozess verbindet (siehe Abbildung 5-2). Unabhangig davon
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Abbildung 5-2: Vermittelt SMNrp zwischen der Aktivierung der Transkription und dem Spleif3prozess? Die
Abbildung stellt schematisch die Interaktion von SMNrp mit dem U2-snRNP und seine daraus resultierende
Funktion als essentieller Spleil¥faktor dar. AufRerdem ist der (bisher nicht eindeutig bewiesene) Einfluss auf die
Aktivierung der Transkription Uber die Interaktion mit GCN5 gezeigt. Beide Prozesse kdnnten méglicherweise
Uber SMNrp miteinander in Verbindung stehen. Die Uberlegung, dass HAT-Komplexe in vivo auch
spleifRosomal e Proteine acetylieren, ist spekulativ (siehe Text).

scheint SMNrp aber, wie auch SMN, ein Protein zu sein, das an verschiedenen zelluldren
Vorgangen beteiligt ist. Bereits 1997 wurde postuliert, dass Proteine mit Tudor-Doméanen in
Prozesse im RNA-Stoffwechsel der Zelle involviert sind (Ponting, 1997). Man vermutet, dass
die Tudor-Doménen hierbel Plattformen fir Protein-Protein-Interaktionen darstellen (Selenko
et al., 2001). Beides scheint sich mit den beschriebenen Funktionen beim Spleif3en und bei der
Transkriptionsaktivierung auch fir das neuentdeckte Tudor-Doménen-Protein SMNrp zu

bestétigen.

5.2 Analyse des UBA- und Tudor-Doméanen-Proteins TUBA

5.2.1 Sequenz, Expression und intrazellulare Lokalisation
Uber seine Homologie im Bereich der Tudor-Doméne wurde auch TUBA (, Tudor and UBA

domain-containing protein“) bei der Datenbanksuche nach SMN-verwandten Sequenzen
entdeckt. Mit seinen 744 Aminosauren und einem Molekulargewicht von 85 kDa ist es etwa
dreimal so gro3 wie SMN und SMNrp. Neben der Tudor-Doméne, die im C-terminalen
Abschnitt von TUBA liegt, tragt das Protein noch eine Ubiquitin-assoziierte Domane (UBA-
Doméne) im zentralen Bereich der Primérstruktur. Jenseits dieser beiden konservierten
Abschnitte zeigt TUBA keine Sequenzverwandschaft zu bekannten humanen Proteinen.
Durch Northernblot konnte gezeigt werden, dass TUBA im humanen Organismus ubiquitér
exprimiert wird und demnach vermutlich ebenfalls eine ,, Haushaltsfunktion* im zelluldren
Stoffwechsel hat (Abbildung 4-22).
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In der Aminosauresequenz von TUBA lassen sich zwei putative Kernlokalisationssignale
finden. Durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde festgestellt, dass das Protein sowohl im
Cytoplasma als auch im Zellkern verschiedener Kulturzellen lokalisiert. Diese intrazellulére
Verteilung konnte durch Transfektion und Expression von TUBA-Konstrukten mit myc- oder
GFP-tag bestétigt werden. Konfokale Mikroskopie zeigte ein genaueres Bild der TUBA-
Lokalisation (Abbildung 4-25). Im Zellkern ist das Protein diffus verteilt und nicht wie SMN
in distinkten coiled bodies konzentriert. Im Cytoplasma lokalisiert das Protein an der
Kernhille und angrenzenden tubul&ren Strukturen, bel denen es sich vermutlich um Bereiche
des Endoplasmatischen Retikulums (ER) handelt. Eine Colokalisation mit dem ER-Marker
Hsp47 zeigte aber nur eine partielle Uberlappung der Signale (Abbildung 4-26). Demnach ist
TUBA vermutlich kein ER-Lumen-standiges Protein sondern eher an der cytoplasmatischen
Seite bestimmter Bereiche der ER- und Kernmembran lokalisiert. In biochemischen
Untersuchungen wurde herausgefunden, dass TUBA mit FMRP interagiert, fir das eine Rolle
als Regulator der Trandation am Ribosom diskutiert wird (Laggerbauer et al., 2001). Dies
l&sst die Spekulation zu, dass auch TUBA in die Kontrolle der Trangdlation involviert ist und
es sich daher bel den angefarbten Strukturen um Bereiche des (Ribosomen-beladenen) rauhen
ERs handeln  kénnte.  Einen genaueren  Aufschluss  hieriber  wird  die

elektronenmikroskopische Analyse der TUBA-L okalisation geben kdnnen.

5.2.2 Die Interaktion von TUBA mit DNA-Topoisomerase-lll-beta
Die Existenz einer Tudor-Domane liefd annehmen, dass TUBA mit anderen Proteinen in der

Zelle interagiert. Daher wurden verschiedene Strategien verfolgt, um Bindungspartner des
Proteins zu finden und so Hinweise Uber seine Funktion zu erhalten. Bei der
Immunprézipitation von TUBA aus Hela-Zellextrakten wurde in einem 1:1-Verhdtnis
reproduzierbar ein 95kDa grofes Protein coprazipitiet und durch MALDI-
Massenspektrometrie als DNA-Topoisomerase-111-beta (TOP3b) identifiziert. Ebenso konnte
auch in umgekehrter Richtung TUBA mit rekombinant exprimiertem HA-TOP3b aus 293-
Zellextrakten coprazipitiert werden (Abbildung 4-27). Mit hoher Wahrscheinlichkeit liegen
demnach beide Proteine in der Zelle als Komplex vor. Bindungsexperimente in vitro
bestétigten die Interaktion und konnten zeigen, dass TOP3b direkt an den N-terminalen
Abschnitt von TUBA bindet (Abbildung 4-41).

DNA-Topoisomerasen sind Enzyme, die den topologischen Zustand von DNA-Molekilen

verandern konnen (Wang, 1996). Indem sie die AuflGsung von Torsionsspannungen bewirken,
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sind sie entscheidend an den verschiedenen DNA-abhangigen Prozessen in der Zelle wie der
Replikation, der Transkription, der Rekombination oder der Chromatin-Remodellierung
beteiligt. Biochemisch werden zwei Subfamilien der Enzyme unterschieden. Bel Typ-I-
Topoisomerasen efolgt die Katalyse durch vorlbergehende Einfihrung eines
Einzelstrangbruchs in das DNA-Substrat, um die Passage des Gegenstrangs zu erlauben. Typ-
[1-Topoisomerasen erzeugen dafir voribergehend Doppelstrangbriiche im DNA-Molekdl. Im
Menschen sind (bisher) drei Typ-I-Enzyme entdeckt worden: die DNA-Topoisomerase-l und
die beiden nah verwandten DNA-Topoisomerase-l11-alpha (TOP3a) und -1lI-beta (TOP3b).
Waéhrend fur DNA-Topoisomerase-l Funktionen bei der Replikation und der Transkription
bekannt sind, weil3 man Uber die Aufgaben von TOP3a und TOP3b zur Zeit noch wenig
(Champoux, 2001). Gendisruptionen in der Maus zeigen, dass beide trotz ihrer nahen
Verwandschaft (die Aminosaure-Sequenzen sind zu 38 % identisch und zu 53 % &hnlich)
offenbar keine redundanten Funktionen haben. Wahrend ein homozygoter TOP3a-Verlust
schon wahrend der frilhen Embryonalentwicklung letal ist, entwickeln sich TOP3b “~-Méause
zundchst normal, zeigen aber eine geringere Lebenserwartung, die mit multiplen Schéden
innerer Organe korreliert (Li und Wang, 1998; Kwan und Wang, 2001). Da man noch keine
spezifische zellulére Funktion von TOP3b kennt, war es schwierig, die Bedeutung der
Interaktion mit TUBA zu untersuchen. Die katalytische Aktivitét des Enzyms kann in vitro
durch Decatenierung hochmolekularer DNA nachgewiesen werden. Auf die Decatenierungs-
aktivitdt von TOP3b hatte die Zugabe von TUBA im Experiment allerdings keinen Einfluss
(Abbildung 4-30). Anders als SMNrp bel GCN5-S kann also TUBA offenbar nicht direkt die

enzymatische Aktivitédt seines | nteraktionspartners modulieren.

Top3, das einzige Topoisomerase-llI-Homolog in S cerevisiae, interagiert mit Sgsl, einer
DNA-Helikase der RecQ-Familie (Gangloff et al., 1994). Erst kurzlich wurde beschrieben,
dass die humanen TOP3a und TOP3b an RecQ5b, ebenfalls Mitglied dieser Protein-Familie,
binden (Shimamoto et al., 2000). Dies deutet darauf hin, dass Topoisomerase-111-Enzyme in
Eukaryonten offenbar zusammen mit RecQ-Helikasen agieren. In allen Félen sind aber die
zelluldren Zusammenhange und die molekularen Funktionen der Interaktionen noch nicht
bekannt. Interessanterweise sind unter den funf bisher bekannten Helikasen der RecQ-Familie
beim Menschen auch BLM und WRN, die Krankheitsgene fur das Bloom- bzw. Werner-
Syndrom (Ellis et al., 1995; Yu et al., 1996). Beide Erkrankungen zeichnen sich durch
genetische Instabilitét in den Patientenzellen aus, die zu einer erhdhten Tumorprédisposition

und einer friihzeitigen Alterung der Betroffenen fihrt (Lindor et al., 2000). Dagegen sind
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bisher keine Krankheiten bekannt, die durch Mutationen in RecQ5 verursacht werden. Man
weil3 aber auch noch nicht, ob TOP3b, aul3er mit RecQ5b, auch mit BLM, WRN oder den
anderen Helikasen der RecQ-Familie interagiert. Insofern ist die mogliche Bedeutung von
TOP3b und seines Bindungspartners TUBA fir die genannten (oder andere) Erkrankungen

noch unklar.

Zukunftige Untersuchungen sollen kléaren, ob TOP3b gleichzeitig oder jeweils exklusiv mit
RecQ5b und TUBA interagiert und wie diese Wechselwirkungen reguliert sind.
Moglicherweise kann die intrazelluldare Lokalisation der Proteine hierauf schon Hinweise
geben. Interessanterweise wurde GFP-TOP3b, nach Transfektion und Expression in HelLa-
Zellen, im Cytoplasma gefunden, wo es mit endogenem TUBA colokalisiert (Abbildung
4-29). Dies ist konsistent mit der urspringlichen Coprézipitation beider Proteine aus
Cytoplasma-Extrakt von Hel.a-Zellen. Der Befund war aber insofern unerwartet, als dass man
fur ein Enzym mit putativem Kernlokalisationssignal und DNA als Substrat eher eine
Lokalisation im Zellkern erwarten wirde. Er steht Gberdies im Widerspruch zu Daten von
Shimamoto et al. (2000). In dieser Verdffentlichung war TOP3b in 293EBNA-Zellen
Uberexprimiert und Uber ein N-terminales Flag-tag im Nucleoplasma detektiert worden, wo es
mit ebenfalls Uberexprimiertem GFP-RecQ5b colokalisierte. Diese widersprichliche
intrazellulére Verteilung der Topoisomerase konnte prinzipiell auf Unterschiede zwischen den
verwendeten Zell-Linien hindeuten, oder auf die Verwendung der unterschiedlichen Protein-
tags (GFP bzw. Flag) zurlckzufuhren sein. Ebenso ist nicht klar, wie stark die Proteine
gegenlber dem endogenen TOP3b-Level jewells Uberexprimiert waren und welchen Einfluss
dies auf die intrazelluldre Vertellung der rekombinanten Proteine hat. Die Immunlokalisation
von endogenem TOP3b mit einem spezifischen Antikorper konnte indessen die hier
beobachtete L okalisation bestétigen (personliche Mittellung von Prof. SW. Ng, Brigham and
Women's Hospital, Boston, USA). Insbesondere scheint das Protein dabei, ahnlich wie fir
TUBA beobachtet, in der Nahe der Kernhille konzentriert zu sein. Da auch TUBA im
Cytoplasma und im Zellkern gefunden wird, ergibt sich aus den unterschiedlichen Befunden
die interessante, wenngleich spekulative Vorstellung, dass TUBA die intrazellulére
Lokalisation von TOP3b regulieren konnte. So wére denkbar, dass TOP3b durch die
Interaktion mit TUBA im Cytoplasma und damit r&umlich getrennt von seinem putativen
Substrat gehalten wird. Ein bestimmtes Signal in der Zelle konnte dann — entweder nach
Freisetzung oder im Komplex mit TUBA — zur Trandlokation in den Zellkern fuhren, wo

TOP3b dann mit RecQ5b interagiert und seiner Funktion als DNA-Enzym nachkommt.
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Die Analyse verschiedener Tudor-Doménen-Proteine fihrte zu der Vermutung, dass diese
allgemein an RNA-metabolen Prozessen beteiligt sind (s.o0.,, Ponting, 1997).
Interessanterweise wurde fur DNA-Topoisomerase-Ill aus E. coli gezeigt, dass das Enzym
synthetisch erzeugte RNA-Strange topologisch verandern kann und demnach in vitro auch
eine Aktivitét als RNA-Topoisomerase besitzt (Wang et al., 1996). Ob diese Aktivitét in vivo
eine Relevanz hat und ob &hnliches auch mit eukaryontischen Topoisomerasen beobachtet
werden kann, ist nicht bekannt. Wegen ihrer Interaktion mit dem Tudor-Domanen-Protein
TUBA wére TOP3b aber ein attraktiver Kandidat fur eine solche RNA-Topoisomerase. Es
bleibt abzuwarten, ob die weitere Erforschung der Funktion von TOP3b dabei helfen wird, die

Rolle der Interaktion mit TUBA besser zu verstehen.

5.2.3 TUBA ist ein Komplexpartner von FMRP und seinen
Homologen

Eine zwelte Strategie zur Identifizierung von Interaktionspartnern bestand in der
Durchfuihrung eines Two-Hybrid-Screens mit der TUBA-Sequenz als bait-Konstrukt. Hierbel
wurde FXR1 as Bindungspartner von TUBA entdeckt. Bindungsexperimente bestétigten in
vitro die Interaktion zwischen beiden Proteinen. Darlberhinaus bindet TUBA auch an die
beiden FXR1-homologen Proteine FXR2 und vor alem FMRP, das Produkt des
Krankheitsgens des Fragilen-X-Syndroms (Abbildung 4-31). Durch Experimente mit
rekombinant exprimierten, aufgereinigten Proteinen wurde herausgefunden, dass die Bindung
zwischen TUBA und den drel Proteinen der FMRP-Familie jeweils direkt und in einem 1:1-
Verhdtnis erfolgt. AuRerdem wurde gezeigt, dass die Interaktion von TUBA mit FMRP
vergleichsweise stabil ist (bis mindestens 750 mM NaCl, Abbildung 4-39). Als wichtigstes
Indiz fur eine tatsachliche Interaktion der Proteine in vivo gilt der Befund, dass FMRP durch
Immunprazipitation von TUBA aus Zellextrakt coprézipitiert werden konnte und umgekehrt.
Dabei wurde festgestellt, dass nur ein relativ geringer Teil des gesamten FMRP im Extrakt mit
TUBA assoziiert ist (Abbildung 4-32A). Offenbar interagiert TUBA also nur mit einem Tell
des zellularen FMRP-Pools. Die Interaktion mit FXR1 und FXR2 konnte durch
Coprazipitation von TUBA nach rekombinanter Expression und Immunprézipitation beider
Proteine Uber einen HA-tag bestétigt werden. Zusammengefasst deuten die Bindungsdaten
darauf hin, dass TUBA ein bisher unbekannter Komplexpartner von FMRP und seinen
Homologen FXR1 und FXR2 in der Zelleist.

Fragiles-X-Syndrom, die haufigste erbliche Form mentaler Retardation beilm Menschen, wird

durch eine CGG-Trinucleotidexpansion im Promotorbereich des FMR1-Gens verursacht
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(Verkerk et al.,, 1991; Verheij et al., 1993). Diese dynamische Mutation fihrt zur
Inaktivierung der Transkription und damit zu einem Verlust des Genprodukts FMRP in den
Zellen der Betroffenen. Die Sequenz von FMRP enthdlt drel konservierte RNA-
Bindungsmotive: zwei KH-Doméanen im mittleren Abschnitt und eine RGG-Box im C-
terminalen Abschnitt der Priméarstruktur (Ashley et al., 1993; Siomi et al., 1993). Daher
wurde schon friih vermutet, dass das Protein eine Rolle im RNA-Stoffwechsel der Zelle spielt.
FMRP ist ein hauptsachlich im Cytoplasma lokalisiertes Protein, trégt aber sowohl ein
Kernlokalisations- als auch ein Kernexportsignal. Man nimmt daher an, dass es eine Funktion
beim spezifischen Export von mRNAs aus dem Zellkern hat (Eberhart et al., 1996).
Verschiedene andere Untersuchungen konnten zeigen, dass FMRP, zusammen mit seinen
Homologen FXR1 und FXR2 und anderen Proteinen, im Cytoplasma mit mRNPs (messenger -
Ribonucleoprotein-Partikeln) und dartiber mit aktiv translatierenden Polyribosomen assoziiert
ist (Khandjian et al., 1996; Tamanini et al., 1996; Feng et al., 1997a; Ceman et al., 1999;
Schenck et al., 2001). Die Ergebnisse von in-vitro-Experimenten und Studien in X. laevis-
Oocyten schlagen fiur FMRP eine Funktion als negativer Regulator der Translation am
Ribosom vor (Laggerbauer et al., 2001; Li et al., 2001). Zusammengefasst deuten die Daten
darauf hin, dass FMRP spezifisch mit bestimmten mRNASs assoziiert und in den nucleo-
cytoplasmatischen Transport und die Kontrolle der Translation dieser mRNAS involviert ist.
Erst kirzlich wurde herausgefunden, dass FMRP Uber seine RGG-Box spezifisch an mRNAsS
bindet, die eine bestimmte intramolekulare Struktur, ein sogenanntes G-Quartett, tragen
(Darnell et al., 2001). Es konnten so bereits einige FMRP-assoziierte mRNAs isoliert werden,
deren Fehlregulation (bei FMRP-Mangel) zur Entstehung der Symptomatik in Patienten mit
Fragilem-X-Syndrom fuhren konnte (Brown et al., 2001; Darnell et al., 2001; Zhang €t al.,
2001).

Die Ergebnisse der Bindungsstudien mit TUBA und FMRP (und seinen Homologen FXR1
und FXR2) werden durch weitere Beobachtungen untermauert. Prinzipiell ist TUBA, wie
FMRP, ein hauptsachlich im Cytoplasma aber auch im Zellkern gefundenes Protein. Durch
Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass beide Proteine im Cytoplasma
partiell colokalisieren. Speziell in HelLa-Zellen wurden Uberlappende Signale dabei an
tubuldren Strukturen in der Umgebung des Zellkerns beobachtet (Abbildung 4-35). Bel
Ultrastrukturanalysen in Rattenhirn-Neuronen wurde FMRP in Ribosomen-reichen Regionen,
in der Néhe von oder zwischen Zisternen des rauhen Endoplasmatischen Retikulums,
lokalisiert (Feng et al., 1997b). Wie fur die TUBA-Lokalisation bereits oben diskutiert,
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scheint es daher wahrscheinlich, dass es sich auch bel den hier beobachteten Strukturen um
Bereiche des rauhen ERs handelt. Eine Ultrastrukturanalyse der cytoplasmatischen TUBA-
Verteilung wird hieriiber genaueren Aufschluss geben kdnnen. Interessanterweise wurde in
Maus-Fibroblasten (3T3-Zellen) nur eine partielle Colokalisation von FMRP und TUBA
beobachtet (Abbildung 4-35). Dabel wurden die stéarksten Signale der Proteine oft auf
verschiedenen Seiten des Zellkerns gefunden. Abgesehen von moglichen prinzipiellen
Unterschieden zwischen den verwendeten Zell-Linien, konnte dies auch darauf
zurlickzuftihren sein, dass TUBA, wie bei der Coprézipitation festgestellt wurde, nur mit

einem Tell des cytoplasmatischen FMRP-Pools assoziiert ist.

Ein weiterer Hinweis auf eine in-vivo-Interaktion ist der Befund, dass FMRP und TUBA bei
der Dichtegradienten-Ultrazentrifugation von  Zellextrakten ein sehr  &hnliches
Sedimentationsverhalten zeigen. Belde verteilen sich Uber viele Fraktionen im
hochmolekularen Bereich der Gradienten (Abbildung 4-34). Bei FMRP ist hierfur vermutlich
die Assoziation mit mRNPs und Polyribosomen verantwortlich. Eine Interaktion von TUBA
mit Ribosomen ist bisher nicht nachgewiesen worden, interessanterweise wurde aber im Two-
Hybrid-Screen u. a. RPL12, ein Protein der grof3en ribosomalen Untereinheit, als moglicher
Interaktor von TUBA entdeckt. Die im Two-Hybrid-Screen beobachtete Interaktion konnte
bisher in vitro noch nicht bestétigt werden. Es ist aber prinzipiell vorstellbar, dass TUBA
direkt an Ribosomen bindet und so FMRP-assoziierte mRNPs an den Trandationsort
rekrutiert.

FMRP kann die Trandation verschiedener mRNAS in vitro inhibieren (Laggerbauer et al.,
2001). Es wurde daher untersucht, ob die Interaktion mit TUBA diese Aktivitét von FMRP in
irgendeiner Weise beeinflusst. Dabel zeigte sich, dass schon TUBA alleine die Trandlation
einer mRNA in Reticulocytenlysat hemmt (Abbildung 4-36), vermutlich durch unspezifisches
Abfangen der mRNA im Ansatz aufgrund der hohen positiven Ladung des Proteins (der
errechnete isoelektrische Punkt von TUBA liegt bei pH9,7). Mit dem gleichen
experimentellen Ansatz wurde auch ein C-terminales Fragment von TUBA untersucht, das
mit hoher Effizienz noch an FMRP bindet, alleine aber die in-vitro-Trandation einer mRNA
nicht beeinflusst. Die Interaktion von FMRP mit diesem Fragment hatte keinen sichtbaren
Einfluss auf die Aktivitét des Proteins als Inhibitor der Translation (Abbildung 4-37). Da das
Fragment nur etwa das C-terminale Drittel der vollstédndigen TUBA-Sequenz umfasst, ist es
nattrlich gut moglich, dass hier zwar noch die FMRP-bindende Domane enthalten ist, aber

andere, fur die Funktion dieser Interaktion wichtige Bereiche des Proteins nicht mehr zur
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Verfigung stehen. Daher konnte die Bedeutung der TUBA-FMRP-Interaktion bei der
Trandation bisher nicht geklart werden.

Die Kartierung der TUBA-Bindungsstelle von FMRP durch Deletionsmutanten ergab, dass
zwei unterschiedliche Regionen in der Primérstruktur fur die Interaktion verantwortlich sind.
Da keiner der beiden Bereiche aleine eine Bindungsaktivitét zeigt, kann man vermuten, dass
sich beide im gefalteten Protein in r&umlicher Ndhe zueinander befinden und gemeinsam die
TUBA-Bindungsstelle konstituieren. Eine der beiden Regionen umfasst den Abschnitt von
FMRP mit den beiden KH-Domanen. Interessanterweise ist ein Patient mit Fragilem-X-
Syndrom beschrieben, bei dem statt einer CGG-Expansion eine Punktmutation innerhalb des
offenen Leserasters gefunden wurde, die zu einem Aminosaure-Austausch (1304N) innerhalb
der zweiten KH-Domane (KH2) von FMRP fihrt (De Boulle et al., 1993). Der Betroffene
weist dabei einen besonders schweren Krankheitsphanotyp auf. In Bindungsexperimenten
konnte diese Mutante, FMRP-1304N, nicht mehr mit TUBA interagieren (Abbildung 4-39).
Dies ist ein moglicher Hinwels darauf, dass die Interaktion von FMRP mit TUBA essentiell
fir die Funktion des Proteins ist und dass ihr Ausbleiben urséchlich an der Entstehung der
Symptome bei  Fragilem-X-Syndrom betelligt sein konnte. NMR-Analysen von FMRP-
Fragmenten deuten darauf hin, dass nur die erste der beiden KH-Domanen (KH1) eine
entsprechende Faltung aufweist und RNA-bindungsaktiv ist (Adinolfi et al., 1999). Der KH2-
Abschnitt, in dem auch die 1304N-Mutation gefunden wird, ist dagegen ungefaltet und bindet
in vitro nicht an RNA. Er hat daher vermutlich eher eine Bedeutung bel Protein-Protein-
Wechselwirkungen (wie z. B. mit TUBA) as bei der RNA-Bindung durch FMRP. Dies ist
konsistent mit dem Befund, dass FMRP-1304N im Cytoplasma keine veranderte Assoziation
mit mMRNA aufweist (Feng et al., 1997a). Dagegen ist FMRP-I304N aber, wie die
Untersuchung weiter zeigt, in abnorme mRNPs integriert, die im Gegensatz zu Wildtyp-
FMRP nicht mehr mit Polyribosomen assoziiert sind. Tatséchlich konnten Laggerbauer et al.
(2001) beobachten, dass FMRP-1304N keine Aktivité als Inhibitor der Trandation einer
MRNA in vitro mehr besitzt. Da die Mutante nicht mehr mit TUBA interagieren kann, kdnnte
letzteres direkt in die postulierte Funktion von FMRP as Regulator der Trandlation am
Ribosom involviert sein. Ein weiterer Befund der Analyse von FMRP-1304N war, dass die
Mutante im Gegensatz zu Wildtyp-FMRP nicht mehr mit sich selbst interagieren kann
(Laggerbauer et al., 2001). Die Untersuchungen dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die
Dimerisierung von FMRP aber vermutlich keine Voraussetzung fir die Interaktion mit TUBA

ist. So konnte mit rekombinant exprimierten Proteinen gezeigt werden, dass der Homo-
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Dimerisierungsdefekt von FMRP-I304N nicht vollsténdig ist. Wéhrend die Mutante noch
etwa 20 % Selbstbindungsaktivitdt aufweist (verglichen mit der Heterodimerisierung von
FMRP-1304N mit Wildtyp-FMRP), konnte trotzdem kein TUBA an 1304N-Homooligomere
gebunden werden (Abbildung 4-40).

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass die genaue Funktion der Interaktion von TUBA
mit FMRP bisher nicht geklart werden konnte. Gerade die Tatsache aber, dass die Mutante
FMRP-I304N, die im Patienten einen starken Phanotyp verursacht, keine TUBA-
Bindungsaktivitét mehr zeigt, lasst vermuten, dass TUBA eine wichtige Rolle bei der bisher

ebenfalls nur teilweise verstandenen Funktion von FMRP in der Zelle spielt.

5.2.4 Die Funktionen von Tudor-, UBA- und anderen Domanen
Durch Bindungsstudien wurden die fur die verschiedenen Interaktionen verantwortlichen

Doménen von TUBA Kartiert. Es stellte sich heraus, dass der N-Terminus von TUBA
(Aminosduren 1-185) fir die Interaktion mit TOP3b verantwortlich ist. FMRP wird dagegen
am C-terminalen Abschnitt, der auch die Tudor-Doméne des Proteins beinhaltet, gebunden
(Abbildung 4-41). Die Tudor-Domane von SMNrp war as GCN5-Interaktionsdoméne
beschrieben worden (s. 0.), die Tudor-Doméane von SMN ist fUr die Bindung an Sm-Proteine
verantwortlich (Buhler et al., 1999). Eine genauere Kartierung zeigte, dass FMRP nicht an die
Tudor-Doméne von TUBA sondern an eine direkt angrenzende Region (Aminosduren 707-
723) bindet. Die FMRP-Bindung wird dabel durch die Deletion der Tudor-Doméne nicht
beeintréchtigt (Abbildung 4-42). Die Funktion der Tudor-Doméne von TUBA ist daher noch
nicht bekannt. Es ist aber anzunehmen, dass sie auch in TUBA eine Funktion als Protein-
Protein-Interaktionsdomane hat und sich daher vermutlich noch weitere Bindungspartner von
TUBA finden lassen.

TUBA tragt im mittleren Abschnitt der Primérstruktur (Aminosauren 288-324) eine
Ubiquitin-assoziierte-Domane (UBA-Domane). Als mit dieser Arbeit begonnen wurde, war
nur bekannt, dass es sich dabei um eine konservierte Doméane mit noch unbekannter Funktion
handelt, die in einigen, am Ubiquitin-Stoffwechsel beteiligten Proteinen gefunden wird
(Hofmann und Bucher, 1996). Es wurde vermutet, dass UBA-Doméanen mit Ubiquitin
interagieren konnen. Durch Bindungsexperimente konnte tatséchlich eindeutig gezeigt
werden, dass die UBA-Domane von TUBA spezifisch an multimere Ubiquitin-K etten bindet,
in denen die einzelnen Monomere Uber Lyssg miteinander verknlpft sind (Abbildung 4-43).

Auf diese Weise verknipfte Ubiquitin-K etten findet man Ublicherwei se kovalent gekoppelt an
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Proteinen vor, die fir den Abbau am 26S-Proteasom bestimmt sind. Sie sind das eigentliche
Abbausignal und werden von den 19S-Komplexen an den Enden des Proteasoms erkannt
(Pickart, 2000). Dagegen konnten Lysss-verknlpfte Ubiquitin-Ketten in den Bindungsstudien
nicht an TUBA oder die isolierte UBA-Domane binden. Wie man inzwischen weil3, ist diese
aternative Ubiquitin-Verkntpfung kein Abbausignal, sondern dient vermutlich als Signal bei
Prozessen wie DNA-Reparatur, mitochondrialer Vererbung oder der Endocytose bestimmter
Hefe-Proteine (Pickart, 2000). Demnach interagiert TUBA in der Zelle vermutlich mit
Proteinen, die fur den Abbau am Proteasom markiert sind. Mit den hier gezeigten
Bindungsexperimenten konnte die bis dahin nur postulierte Funktion von UBA-Doménen als
Ubiquitin-Bindungsmotiv bewiesen werden. Dieser Befund ist inzwischen fur andere Proteine
mit UBA-Domaéanen bestétigt worden. So wurde auch fur die Hefe-Proteine Rad23, Mudl1 und
andere eine Interaktion mit Ubiquitin Uber ihre UBA-Doméanen gezeigt (Bertolaet et al.,
2001b; Chen et al., 2001; Wilkinson et al., 2001). Wilkinson et al. (2001) fanden dabei
heraus, dass die UBA-Doméane von Mudl mit Uber 300fach hoherer Affinitédt an Lysss-
verknupftes Tetra-Ubiquitin als an monomeres Ubiquitin bindet. Dies ist konsistent mit der
hier gemachten Beobachtung, dass TUBA (Uber seine UBA-Doméne) zwar mit Tetra

Ubiquitin, nicht aber mit monomerem Ubiquitin interagiert.

Es bleibt fraglich, welche Funktion die putative Wechselwirkung von TUBA mit abbau-
markierten, multi-ubiquitinierten Proteinen in der Zelle haben konnte. In einer Untersuchung
des Hefeproteins Rad23 war festgestellt worden, dass es die Multiubiquitinierung von
Proteinen verhindern konnte, offenbar indem es (Uber seine UBA-Doméane) an naszierende
Ubiquitin-Ketten bindet und diese gegen weitere Ubiquitin-Verknipfungen abschirmt
(Ortolan et al., 2000). Es wird diskutiert, dass Rad23 durch die Bindung und damit das
»Capping” von Ubiquitin-Ketten die Stabilitét seiner in-vivo-Zielproteine regulieren konnte.
Eine dhnliche Funktion ist entsprechend auch fir TUBA denkbar. Neben noch unbekannten
Proteinen wéren mdogliche Kandidaten hierfir die bereits identifizierten Bindungspartner
TOP3b oder die Proteine der FMRP-Familie. Fur ale ist bisher nicht bekannt, ob sie in der
Zelle durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse am 26S-Proteasom degradiert werden. Ein
weiterer interessanter Befund aus Untersuchungen von Rad23 ist, dass die UBA-Domane fir
die Dimerisierung des Proteins essentiell ist und dass die Dimerisierung die Bindung an
Ubiquitin ausschliefit (Bertolaet et al., 2001a). Danach spielt die Dimerisierung
moglicherweise eine Rolle bei der Regulation der Rad23-Funktion. Auch fur TUBA konnte in

Bindungsexperimenten eine Di- oder Oligomerisierungsaktivitét beobachtet werden (nicht
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gezeigt). Die dafur verantwortliche Doméne des Proteins ist alerdings bisher noch nicht

kartiert.

Obwohl mit TOP3b, den Proteinen der FMRP-Familie und Lyssg-verknlpften Ubiquitin-
Ketten bereits mehrere spezifische Interaktoren von TUBA entdeckt wurden, sind in alen
Féllen die Funktionen dieser Interaktionen noch unbekannt. Auch die Funktionen dieser
Bindungspartner liegen zum Teil noch im Dunkeln, sie scheinen aber in zelluldre Prozesse
involviert zu sein, die bisher als nicht im Zusammenhang stehend betrachtet werden. Es wird
daher interessant sein, zu erforschen, ob die verschiedenen Wechselwirkungen gleichzeitig an
TUBA erfolgen und ob es dadurch Verbindungen zwischen den unterschiedlichen Prozessen
in der Zelle gibt. Ebenso bleibt abzuwarten, welche Rolle die Tudor-Doméne bei diesen
Zusammenhangen spielt. Abschlief3end lasst sich aber bereits festhalten, dass TUBA, wie
schon SMN und SMNrp, offenbar ein multifunktionelles Protein in der Zelleist.
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6 Zusammenfassung

Spinale Muskelatrophie, die zweithéufigste autosomal rezessive Erbkrankheit mit Todesfolge

beim Menschen, wird durch Mutationen im SMN1-Gen verursacht, die zu eéinem Mangel an
funktionellem SMN-Protein in den Zellen fuhren. SMN besitzt eine konservierte Tudor-
Doméane und lokalisiert im Cytoplasma und im Zellkern. Das Protein ist Teil makro-
molekularer Komplexe und wird fir die Zusammenlagerung der spleifiosomalen snRNPs und
vermutlich auch anderer RNA-Protein-Partikel bendtigt. Am Anfang dieser Arbeit stand die
Frage, ob es verwandte Proteine von SMN im Menschen mit einer moglicherweise dhnlichen
Funktion gibt. Durch Datenbanksuchen wurden zwei bisher unbekannte, ubiquitér exprimierte
Gene entdeckt, die fur Proteine mit signifikanter Homologie zu SMN codieren. Die

vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der funktionellen Charakterisierung dieser Proteine.

Das SVIN related protein (SMNrp), das erste der beiden, besteht aus 238 Aminosauren, und
lokalisiert im Zellkern. Hier wird es an Perichromatinfibrillen gefunden, die als aktive
Bereiche der Transkription und des pr&mRNA-Spleiffens gelten. SMNrp ist mit dem
spleifosomalen 17S-U2-snRNP assoziiert. Es konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, dass
das Protein ein essentieller Spleif¥faktor ist, der noch vor der ersten Transesterifizierungs-
reaktion des mehrschrittigen Prozesses bendtigt wird. Daneben hat SMNrp mdglicherweise
auch eine Funktion bei der Aktivierung der Transkription. So wurde durch Two-Hybrid-
Screen die Histon-Acetyltransferase GCN5-S als putativer Interaktor von SMNrp identifiziert.
Bindungsstudien zeigen, dass die Tudor-Doméne von SMNrp fir die Bindung an GCN5-S
bendtigt wird. SMNrp hat einen bedeutenden Einfluss auf die Acetylierungsaktivitét von
GCN5-S. Ein SMNrp-GCN5-S-Komplex ist in der Lage, in vitro Histone zu acetylieren, die
in Nucleosomen verpackt sind. Dieses eigentliche in-vivo-Substrat der Acetyltransferase kann
von GCN5-S alleine nicht modifiziert werden. Demnach kdonnte SMNrp ein Cofaktor von
GCN5-Sim Zellkern sein, der die katalytische Aktivitét des Enzyms entscheidend moduliert.
Mit seiner Rolle beim Spleif3en und vermutlich auch bel der Transkriptionsaktivierung wurde
mit SMNrp ein Protein beschrieben, das, wie auch das homologe SMN, offenbar verschiedene
Funktionen in der Zelle hat.

Das Tudor and UBA domain-containing protein (TUBA), das zweite der beiden neu
entdeckten Proteine, besteht aus 744 Aminosauren und lokalisiert im Zellkern und im
Cytoplasma. Uber seine Ubiquitin-assoziierte (UBA-) Domane bindet TUBA in vitro
spezifisch an Lyssg-verknupfte Ubiquitin-Ketten. In der Zelle interagiert TUBA dadurch



138 Zusammenfassung

vermutlich mit Proteinen, die fur den Abbau am 26S-Proteasom markiert sind. Darliberhinaus
konnten noch weitere Interaktionspartner von TUBA identifiziert werden: Uber seinen
N-Terminus bindet TUBA an die erst kirzlich entdeckte DNA-Topoisomerase-lll-beta
(TOP3b). Die Bedeutung dieser Interaktion ist noch unklar. So zeigt TUBA keinen Einfluss
auf die katalytische Aktivitdt von TOP3b in Decatenierungsexperimenten. Aul3erdem wurden
FMRP, das Produkt des Krankheitsgens des Fragilen-X-Syndroms, und seine Homologen
FXR1 und FXR2 als TUBA-Interaktoren identifiziert. TUBA und FMRP zeigen ein dhnliches
Sedimentationsverhalten bel der Dichtegradienten-Zentrifugation und colokalisieren partiell
im Cytoplasma. Ein Einfluss von TUBA auf die Funktion von FMRP als Inhibitor der
Trandation in vitro konnte nicht nachgewiesen werden. Interessanterweise kann aber die
Austauschmutante FMRP-1304N nicht mehr mit TUBA interagieren. Diese Mutante stammt
aus einem Patienten mit einem stark ausgepragten Fragilen-X-Syndrom. Der beobachtete
TUBA-Bindungsdefekt kénnte daher eine Rolle bei der Entstehung der Krankheitssymptome
spielen.
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8 Anhang
8.1 Abkirzungen
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
BSA bovines Serumalbumin
°C Grad Celsius
¥c K ohlenstoffisotop 14
CaCl, Calciumchlorid
cDNA complementére DNA
Ci Curie (1Ci =3,7" 10" Bq)
CO; Kohlendioxid
cpm gezdhlte Zerfélle pro Minute (engl.: counts per minute)
Da Dalton (Atommasseneinheit, u)
DABCO 1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan
DMEM Dulbecco’s Maodified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: deoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxynucl eosi dtri phosphat
DTE 1,4-Dithioerythrit
DTT Dithiotreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
engl. englisch
ER Endoplasmatisches Retikulum
EST exprimierter Sequenzabschnitt (engl.: expressed sequence tag)
Fa. Firma
FCS fetales Kélberserum (engl.: fetal calf serum)
FITC Fluoreszei ni sothiocyanat
g bei Massenangaben: Gramm
bei Zentrifugationen: einfache Erdbeschleunigung (9,81 ms?)
m’GpppG 7-Methyl-guanylyl-(5'-5")-guanosi ntriphosphat
GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde
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HAT Histon-Acetyltransferase

HCI Salzsaure

HEPES N-2-Hydroxyethylpi perazin-N-2-ethansulfonséure

H,O Wasser (zweifach destilliert)

1gG Immunglobulin

IPTG | sopropyl-b-D-thiogal aktosid

KAc Kaliumacetat

kDa Kilodalton

kb Kilobasen(paare)

KCl Kaliumchlorid

KOH Kaliumhydroxid

Konz. Konzentration

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

| Liter (dm®)

LiAc Lithiumacetat

M mol dm™

MALDI Matrix-unterstiitzte L aserdesorption/lonisation (engl.: matrix assisted laser
desor ption/ionisation

MgAcC Magnesiumacetat

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO, Magnesiumsulfat

min Minute(n)

MPI M ax-Planck-Institut

MRNA Boten-RNA (engl.: messenger RNA)

NaAc Natriumacetat

NaCl Natriumchlorid

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

NaHPO, Dinatriumhydrogenphosphat

NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat

NaF Natriumfluorid

NCBI National Center for Biotechnology Information (http://www.nchi.nih.gov)

NMR magnetische Kernresonanz (engl.: nuclear magnetic resonance)

NTP Nucl eosi dtriphosphat

p Phosphorisotop 32

PAGE Polyacrylamidgel -Elektrophorese
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PBS
pCp

pH
PMSF
PVA
RACE

RNA
RNP
rpm

RT

358

SDS
SMA
snRNA
snRNP
SnoRNP
TCA
TEMED
Tris
TRITC

UTR
viv
wiv
wt
X-Ga

Phosphat-gepufferte Salzlsung (engl.: phosphate buffered saline)
Cytidin-3"-5"-hisphosphat

Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Konzentration
Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyvinylakohol

schnelle Amplifikation von cDNA-Enden (engl.: rapid amplification of
cDNA ends)

Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)
Ribonucleoproteinpartikel

Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)
Raumtemperatur

Schwefelisotop 35

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)
spinale Muskelatrophie

kleine nukledre RNA (engl.: small nuclear RNA)
kleines nukledres RNP (engl.: small nuclear RNP)
kleines nukleoldres RNP (engl.: small nucleolar RNP)
Trichloressigsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl -)aminomethan
Tetramethylrhodamini sothiocyanat

Enzymeinheit, unit

untrangdlatierte Region

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen (engl.: weight per volume)
Wildtyp

5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-b-D-gal aktopyranosid
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8.2 Buchstabensymbole fir Aminosauren und Nucleotide

Aminosauren:

A Ala Alanin M  Met Methionin

C Cys Cystein N Asn Asparagin

D Asp Asparaginsaure P Pro Prolin

E Glu Glutaminsaure Q GIn Glutamin

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S Se Serin

H His Histidin T Thr Threonin

I lle Isoleucin vV va valin

K Lys Lysin W  Trp Tryptophan
Leu Leucin Y Tyr Tyrosin

Nucleotidbasen:

A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
U Uracil
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