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|. Zusammenfassung

|. Zusammenfassung

Bei den autosomal-dominant vererbten spinozerebelldren Ataxien handelt es sich um
neurodegenerative Erkrankungen, die durch einen selektiven Verlust von Nervenzellen
im zentralen Nervensystem gekennzeichnet sind. Die spinozerebellire Ataxie Typ 3
(SCA3) ist die weltweit hdaufigste Form einer vererbten Ataxie-Erkrankung. Sie wird
durch eine CAG-Repeat-Expansion im translatierten Bereich eines Gens verursacht,
das fiir Ataxin-3, ein 42 kDa grofles Protein mit bisher unvollstindig geklarter
physiologischer Funktion, kodiert. Normales Ataxin-3 wird ubiquitdr exprimiert und
findet sich iiberwiegend im Zytoplasma von Zellen. Die CAG-Trinukleotid-Expansion
bewirkt, dass Ataxin-3 mit einem verldngerten Polyglutamin-Abschnitt exprimiert
wird und im Zellkern als unldsliches Proteinaggregat auftritt. Die Kerntranslokation
und Aggregation von Ataxin-3 stellt einen entscheidenden pathogenetischen Prozess
dar, der mit Neurodegeneration und Zelltod verbunden ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals durch systematische in silico Analysen
und Mutagenese-Studien ein Kerntranslokations-Mechanismus von Ataxin-3
identifiziert werden. Dieser beruht auf der Phosphorylierung von drei Serinen durch
Casein-Kinase II (CK2), im ersten und dritten Ubiquitin-interagierenden Motiv von
Ataxin-3. Wihrend die CK2-Phosphorylierung von normalen Ataxin-3 zu einer
Steigerung der transkriptionellen Repressoraktivitdt im Kern fiihrt, kommt es bei
expandierten Ataxin-3 zu einer verstirkten nukledren Aggregation des mutierten
Proteins und einem Verlust der transkriptionellen Ataxin-3-Repressoraktivitit. Durch
pharmakologische Inhibition der CK2-Aktivitit konnte ferner gezeigt werden, dass die
nukledre Translokation und nukledre Aggregation von Ataxin-3 verhindert werden
kann. Aus den Ergebnissen a6t sich schliessen, dass die CK2-abhingige
Phosphorylierung von Ataxin-3 einen entscheidenden Einfluss auf die Lokalisierung

und Funktion des Proteins hat und an der SCA3-Pathogenese beteiligt ist.
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I1. Einleitung

2.1 Spinozerebellare Ataxie Typ 3

Die spinozerebelldre Ataxie Typ 3 (SCA3) ist die weltweit hdufigste, autosomal
dominant vererbte Ataxie, die urspriinglich bei Patienten portugiesischer Herkunft von
den Azoren beschrieben wurde (Nakano et al. 1972; Woods et al. 1972). Die SCA3
beginnt im frithen bis mittleren Erwachsenenalter (30-40 Jahren) und ist durch eine
progressive Ataxie (Storung der Bewegungskoordination) gekennzeichnet. Zusétzlich
konnen Stérungen der Okulomotorik (Augenbewegung), Pyramidenbahnzeichen
(pathologisch  krankhafte Reflexe), bulbdare Symptome (Schluck- und
Sprachstorungen), Polyneuropathie (Erkrankung des peripheren Nervensystems),
Basalgangliensymptomatik (motorische Stérungen) und kognitive Stérungen auftreten.
Die der SCA3 zugrundeliegende Neurodegeneration betrifft in erster Linie die
pontinen Kerne (Hirnnervenkerne) im Hirnstamm, den Nucleus dentatus (Kleinhirn),
die Basalganglien (Substantia nigra, Pallidum, Nucleus subthalamicus) und das
Riickenmark (Vorderhorn, Clarke'sche Saule) (Diirr et al., 1996).

Die kausale Mutation ist eine verlingerte CAG-Trinukleotid-Wiederholung (Repeat)
in Exon 10 des SCA3-Gens (Kawaguchi et al., 1994) und kodiert einen Polyglutamin-
(PolyQ)-Abschnitt im Genprodukt Ataxin-3 (ATXN3) (Paulson et al., 1997). Der
Erkrankungsbeginn und der Schweregrad der Erkrankung korreliert invers mit der
Lange des CAG-Trinukleotid-Abschnitts im SCA3-Gen. Wihrend gesunde Menschen
zwischen 12 und 37 CAG-Repeats aufweisen, inden sich bei SCA3-Patienten 55 bis
84 CAG-Repeats. So erkranken Menschen mit 60 CAG-Repeats etwa im Alter von 62
Jahren und Menschen mit 82 CAG-Repeats bereits im Alter von 14 Jahren (Durr et al.,
1996; Maruyama et al., 2002). Die Ursache der CAG-Trinukleotid-Verldngerung ist
bislang nicht eindeutig geklirt, konnte aber bei der DNA-Replikation durch ein sog.
,»gene slippage der DNA-Polymerase verursacht werden (Sinden, 1999).
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2.2 Polyglutamin-Krankheiten

Neben der SCA3 werden weitere dominant vererbte, neurodegenerative Erkrankungen
durch CAG-Trinukleotid-Repeats verursacht und als Polyglutamin-(PolyQ)-
Krankheiten bezeichnet (s. Tabelle 2.1). Bei all diesen Erkrankungen, zu denen neben
der SCA3 die Huntington sche Krankheit (HD), die spinobulbidre Muskelatrophie
(SBMA), weitere spinozerebelldre Ataxien (SCAL, 2, 6, 7, 17) und die dentatorubro-
pallidoluysische Atrophie (DRPLA) gehoren, kommt den expandierten Polyglutamin-
haltigen Genprodukten eine wichtige pathogenetische Rolle zu. Die
Erkrankungsproteine weisen abgesehen von der PolyQ-Domine keine Ahnlichkeiten
untereinander auf. Dariiber hinaus sind bei jeder PolyQ-Krankheit nur bestimmte
Nervenzellen in bestimmten Gehirnregionen betroffen, obwohl die Proteine ubiquitér

exprimiert werden.

Tabelle 2.1 PolyQ-Krankheiten: Name, verantwortliches Protein, Molekulargewicht (kDa) des
Wildtyp-Proteins, Glutaminanzahl bei gesunden und kranken Menschen.

POIYQ" Protein Protein ‘Qn Qu
Krankheit (kDa) [ (Wildtyp) [ (Pathogen)
SCA3=MJD Ataxin-3 42 12-42 61-86
HD Huntingtin (Htt) 350 3-36 36-80
DRPLA Atrophin 1 124 9-36 49-88
SBMA Androgen-Rezeptor (AR) 99 93-36 38-62
SCAl Ataxin-1 87 6-44 39-88
SCA2 Ataxin-2 140 14-34 32-77
SCA6 CACNAI1A (Kalziumkanal a1A) 160-250 4-18 21-33
SCA7 Ataxin-7 95 4-35 37-300
SCA17 TATA binding protein (TBP) 37 25-42 47-63
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2.3 Fehlfaltung und Aggregation von Polyglutamin-haltigen Proteinen

Bereits kurz nach Entdeckung der CAG-Repeat-Mutationen wies Perutz auf die
erhohte Neigung von Polyglutamin-haltigen Proteinen zur Aggregation hin (Perutz et
al., 1994). Angeregt durch diese Vorstellung wurden in vitro-Untersuchungen
durchgefiihrt, die zeigten, dass trunkiertes expandiertes Huntingtin tatséchlich
aggregiert und Amyloid-dhnliche Fibrillen bildet (Scherzinger et al., 1997). Der erste
und geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Aggregation ist nach heutiger
Auffassung eine Anderung der Proteinkonformation von einer random coil- zu einer B-
Faltblatt-Struktur ~ gefolgt von  Oligomerisierung. Die intramolekulare
Konformationsédnderung tritt in Polyglutamin-haltigen Proteinen mit einer Repeatlinge
oberhalb des kritischen Bereichs von 35 bis 40 Einheiten auf. Oligomere konnten den
Ausgangspunkt fiir eine Polymerisation zu Amyloid-&hnlichen Fibrillen, wie sie auch
bei der Alzheimer Erkrankung gefunden werden, darstellen. Als mogliches in vivo-
Korrelat dieser Vorgdnge wurden bei allen Polyglutamin-Krankheiten im Zellkern und
in geringerem Umfang im Zytoplasma von Neuronen lichtmikroskopisch sichtbare
Aggregate, sog. neuronale Inklusionen (NI), gefunden (s. Abb. 2.1), deren
Hauptbestandteil das expandierte und immobilisierte Krankheitsprotein ist (Chai et al.,
2002).

Ataxin-1 (SCA1) Ataxin-2 (SCA2) Ataxin-3 (SCA3) Huntingtin (HD)

it
.

DN

Abb 2.1 Neuronale intranukleére Inklusionen (Pfeile) bei den Polyglutamin-Krankheiten SCAL,
SCA2, SCA3 und HD.

& | &

Die Bedeutung der NI fiir die Pathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankungen
ist nicht endgtiltig geklart. Eine Denkrichtung argumentiert, die NI und die mit ihnen
verbundene nukledre Pathologie seien die eigentliche Ursache der neurologischen
Storungen, da durch die Inklusionen essenzielle Kernfunktionen beeintrichtigt
wiirden. Auf der anderen Seite konnte die Ablagerung der Krankheitsproteine in Form

von Inklusionen auch einen Mechanismus darstellen, durch den abnorme Proteine
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unschidlich gemacht werden. Fiir diese Vorstellung sprechen Untersuchungen an
transgenen SCA 1-Méusen, bei denen eine Deletion in der Selbstassoziationsregion des
Gens die Bildung der NI, jedoch nicht die Entwicklung des neurologischen Phénotyp,
verhindert (Klement et al., 1998).

Die Hypothese, dass die Fehlfaltung bei der Aggregation von den Krankheitsproteinen
oder ihrer Spaltprodukte von entscheidender Bedeutung fiir die Pathogenese der
Polyglutamin-Erkrankungen ist, leitet sich vor allem aus Befunden her, dass
aggregations hemmende Peptide und Chaperone des Hsp70/Hsp40-Systems den
Krankeitsphénotyp in Zellkultur- und Tiermodellen von Polyglutamin-Erkrankungen
verhindern (Warrick et al., 1999; Kazantsev et al., 2002). Das Hsp70/Hsp40-System
fordert in einem ATP-abhédngigen Prozess die korrekte Faltung von Proteinen und
wirkt der Bildung von B-Faltblattstrukturen und der Proteinaggregation entgegen. Die
in mehreren Modellen beobachtete Dissoziation zwischen Auftreten des
Krankheitsphanotyps und Bildung von NI spricht dagegen, dass NI diejenigen
Aggregate darstellen, die fiir Krankheitsentstehung entscheidend sind (Klement et al.,
1998; Warrick et al., 1999). Uberlebensstudien mit transfizierten Zellen zeigten, dass
die Mortalitdt mit der Menge von diffus verteiltem Huntingtin (Htt) korreliert, aber
nicht mit der Menge von Htt-Aggregaten (Arrasate et al., 2004). Dennoch scheinen
auch NI zur Pathogenese beizutragen. In NI werden zahlreiche zelluldre Proteine, wie
z.B. Transkriptionsfaktoren sequestriert (Chai et al., 2002; Donaldson et al.; 2003).
Dies konnte zu einem zunehmenden Mangel an essenziellen Proteinen fithren. Zudem
scheint auch das Ubiquitin-Proteasom-Sytem (UPS) betroffen zu sein, so dass ein
geregelter Abbau dieser sequestrierten Proteine oder der Krankheitsproteine
moglicherweise nicht erfolgt und dadurch, wenn nicht zur Krankheitsentstehung, doch

zur Krankheitsprogression beitragen.

2.4 Ataxin-3

Das Genprodukt des SCA3-Gens, Ataxin-3 (ATXN3), ist ein ubiquitdr exprimiertes
Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 42 kDa, das bis zur Entdeckung der
SCA3-Mutation unbekannt war. ATXN3 ist ein sehr mobiles Protein, das sowohl im

Zytoplasma als auch im Kern zu finden ist (Tait et al., 1998; Chai et al., 2002). Im
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Kern assoziiert ATXN3 mit der nukledren Matrix, wahrend {iber die subzellulire
Lokalisierung des zytoplasmatischen Anteils von ATXN3 wenig bekannt ist.
ATXN3 ist Mitglied einer neuen Familie deubiquitinierender Enzyme (DUB), die als
Josephin-Familie bezeichnet wird und verschiedene Ubiquitin-spezifische Cystein-
Proteasen mit einem strukturell konserviertem katalytischem Zentrum enthalt (s. Abb.
2.2) (Albrecht et al., 2004; Burnett et al., 2003; Scheel et al., 2003; Tzvetkov u Breuer,
2007). Die zelluldren Funktionen von Josephin-Proteinen sind, wie die der meisten
DUBs (Kim et al., 2003; Kuhlbrodt et al., 2005), noch weitgehend ungeklart. Fiir
ATXN3 konnte jedoch gezeigt werden, dass es polyubiquitinierte Proteine tiber
konservierte Ubiquitin-Interaktions-Motive (UIM) in der C-terminalen Doméne bindet
und eine spezifische Deubiquitinierung interagierender Substrate liber das katalytische
Zentrum im N-terminalen Bereich vermittelt (Burnett et al., 2003; Chai et al., 2004).
ATXN3 ist ferner an der Erkennung proteolytischer Substrate beteiligt und verhindert
die proteasomale Degradation polyubiquitinierter Proteine (Doss-Pepe et al., 2003;
Berke et al., 2005). Interessanterweise findet man normales ATXN3 nicht nur in
Aggregaten bei der SCA3 selbst, sondern auch in EinschluBkérpern bei anderen
Polyglutamin-Krankheiten, wie der SCAl, SCA2 und der dentatorubro-
pallidoluysischen Atrophie (Uchihara et al, 2001), und mdglicherweise auch bei der
amyotrophen Lateralsklerose (Seilhean, 2004). Diese Befunde deuten darauf hin, dass
physiologische Funktionen von ATXN3, die durch Akkumulation fehlgefalteter Pro-
teine und einer Storung des UPS gekennzeichnet sind, bei neurodegenerativen
Erkrankungen von Bedeutung sein konnten.

Dariiber hinaus regulieren die DUB-Aktivitit und die UIMs von ATXN3 die
Aggresomen-Bildung, in dem sie fehlgefaltete Proteine zu dem an der Kernmembran
lokalisierten Mikrotubulus-organisierenden Zentrum transportieren (Burnett u Pittman,
2005). Die Ubiquitin-assoziierten Aktivitdten von ATXN3 wirken neuroprotektiv und
konnen eine Polyglutamin-induzierte Toxizitdt in vivo signifikant unterdriicken
(Warrick et al., 2005). Eine weitere wichtige Rolle besitzt ATXN3 beim Ubiquitin-
abhingigen proteasomalen Abbau fehlgefalteter Proteine des endoplasmatischen
Retikulums (ER), in dem es mit dem val osin-containing protein (VCP/p97) interagiert
und die Retrotranslokation fehlgefalteter ER-Proteine reguliert (Boeddrich et al., 2006;
Wang et al., 2006; Wojcik et al., 2006; Zhong & Pittman, 2006). Die genaue Rolle von
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ATXN3 ist dabei noch unklar. Wihrend die Uberexpression von ATXN3 die
Gleichgewichtsmenge der ER-Modell-Substrate CD36 und TCRa erhoht und die
RNAi-vermittelte Verminderung der Expression des endogenen ATXN3
destabilisierend zu wirken scheint (Zhong & Pittman, 2006), beschreiben Wang et al.
einen generell verstirkenden Einfluss von ATXN3 auf den Abbau von ERAD (ER-
assoziierte Degradation)-Substraten (Wang et al., 2006).

Untersuchungen zur Identifizierung funktioneller Krankheitsmediatoren bei der SCA3
belegen eine zentrale Rolle von ATXN3 in der Protein-Qualitétskontrolle durch das
UPS und die Autophagozytose (Bilen & Bonini, 2007). ATXN3-interagierende
Proteine, wie die DNA-Reparaturproteine HHR23 A und HHR23B, die den Ubiquitin-
abhingigen proteasomalem Abbau von Proteinen im Zellkern regulieren und
Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)-Prozesse beeinflussen, weisen dariiber hinaus auf
eine vermutlich weitere Funktion von ATXN3 bei der DNA-Reparatur hin (Wang et
al.,2000; Lim et al., 2006). HHR23 A und HHR23B besitzen beide Ubiquitin-dhnliche
(Ubl) Dominen, die eine Bindung mit der S5a Untereinheit des 26S Proteasom
eingehen und vermutlich fiir die NER-Aktivitit notwendig sind (Hiyama et al., 1999;
Lommel et al., 2000).

NT cT
A A
f Y A
UIM1&2 UImM3
(223-240) (334-353)
1 (174-183) (243-260) (282-285) 366

LT Josephin INES .. NLS | Qy .
e

‘ 207 1277
Katalytisches Cys CK2 CK2

Ubiquitin-Spaltung

Abb 2.2 Aminosaurepositionen konservierter Doméanen von ATXN3. Dargestellt sind die Josephin-
Domine, die drei UIM (Ubiquitin-Interagierende-Motive), das putative Kernlokalisierung (NLS) - und
Kernexport-Signal (NES), die Polyglutaminregion mit 19 Glutaminen (Q19), sowie die putativen CK2-
Motive und das katalytische Cystein in Position 14.

Neben seiner Beteiligung am UPS oder ERAD fungiert ATXN3 als transkriptioneller
Ko-Repressor. ATXN3 bindet den Ko-Aktivator CBP (CAMP response element binding
protein-binding protein), inhibiert dessen Histon-Azetyltransferase-(HAT)-Aktivitat
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und reprimiert die durch CBP-vermittelte Transkription (Li et al., 2002). Diese
Repressoraktivitét beruht auf einer direkten CBP-Bindung an den C-terminalen Anteil
und einer vom N-terminalen Anteil vermittelten Interaktion mit den Histonproteinen
H3 und H4 (Li et al., 2002).

Desweiteren konnten Evert et al. zeigen, dass ATXN3 an spezifische DNA-Motive in
distinkten Chromatinbereichen zelluldrer Gene bindet, Histon-deazetylierende
Komplexe mit den Ko-Repressoren NCoR und HDAC3 auf Genpromotoren bildet und
die Transkription physiologischer Zielgene reprimiert. Dadurch beeinflusst ATXN3
unmittelbar die Chromatinkonformation und kontrolliert epigenetisch die
Transkription bestimmter Zielgene (Evert et al., 2006). Die modulierenden
Eigenschaften von ATXN3 auf den Histon-Azetylierungsgrad sind ferner fiir die CAG-
Repeat-Stabilitit des SCA3-Gens in nachfolgenden Generationen verantwortlich (Jung
& Bonini, 2007). ATXN3 stellt somit ein Protein mit mehreren unterschiedlichen
Eigenschaften dar, die sowohl transkriptionelle Regulationsmechanismen als auch

Mechanismen der Proteinstabilitit und des Proteinabbaus beeinflussen.

2.5 Phosphorylierung von Proteinen

Die Phosphorylierung ist ein wichtiger Regulationsmechanismus der Zelle, um z.B.
die katalytische Aktivitit, subzelluldre Lokalisierung oder die Bindungseigenschaften
von Proteinen zu verdndern. Die Phosphorylierung von Proteinen wird durch
verschiedene Kinasen vermittelt, die y-Phosphatgruppen von ATP auf Zielproteine
iibertragen. Die Phosphorylierung erfolgt dabei an den Hydroxyl-(OH)-Gruppen der
Aminosduren Serin, Threonin oder Tyrosin. Die Proteinkinasen werden in zwei
Hauptgruppen unterteilt: (1) Serin/Threonin-Kinasen phosphorylieren Proteine an den
Aminosduren Serin und/oder Threonin und (2) Tyrosin-Kinasen phosphorylieren
Proteine an der Aminosdure Tyrosin (Krebs & Beavo, 1979). Daneben gibt es auch
Proteinkinasen, die sowohl Serin und Threonin als auch Tyrosin phosphorylieren
konnen (Lindberg et al., 1992). Die Entfernung der Phosphatgruppen erfolgt dagegen
durch Proteinphosphatasen (s. Abb. 2.3).
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Abb. 2.3 Schematische Darstellung der Phosphorylierung durch Proteinkinasen und
Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen.

Die Proteinkinasen reprisentieren die zweitgrosste Proteinfamilie in eukaryotischen
Zellen nach den G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Bockaert & Pin, 1999).
Im humanen Genom kodieren etwa 500 bis 600 Gene fiir verschiedene Proteinkinasen
(Manning et al., 2002), die hinsichtlich ihrer Spezifitdt und Funktion bestimmten
Untergruppen zugeordnet werden. Bei den Serin-/Threonin-Kinasen werden z.B.
Kinasen aus den Familien der Proteinkinase A, Proteinkinase B, Proteinkinase C,
Calcium/Calmodulin-abhéngige Kinasen und Casein-Kinase II unterschieden. Die
Proteinkinasen A (PKA), auch sog. cAMP-abhingige Kinasen, sind die am besten
charakterisierten Proteinkinasen beziiglich ihrer biochemischen und strukturellen
Eigenschaften (Taylor et al., 1993). PKAs werden durch den Botenstoff zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) reguliert (Walsh et al., 1968) und spielen eine
entscheidene Rolle bei der Regulation des Energiestoffwechsels, der
Signaltransduktion, der Differenzierung und dem Zellwachstum. Die Proteinkinase C
(PKC) erkennt d&hnliche Phosphorylierungsmotive wie die PKA und besitzt ebenfalls
regulierende Funktionen bei der Signaltransduktion und Zellproliferation. Desweiteren
haben PKCs regulatorische Auswirkungen auf die Gedichtnisbildung (Griinbaum &
Miiller, 1998). Die Proteinkinase B (PKB) oder Akt-Kinase ist Bestandteil des
PI3K/Akt-Signalwegs, der fiir die Regulation von Zellproliferation, Stoffwechsel und
zelluldrer Homoostase wichtig ist.

Die Casein-Kinase II (CK2) ist eine hochkonservierte, weitverbreitete tetramere
Ser/Thr-Phosphotransferase, die aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen

Untereinheiten besteht. Die gro3e Anzahl von physiologischen CK2-Substraten weist
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auf eine Beteiligung bei einer groflen Zahl zelluldrer Funktionen hin. Neben dem
Einfluss der CK2 auf das Zellwachstum und bei der Unterdriickung von Apoptose
beeinflusst die CK2 spezifische neuronale Funktionen (Blanquet, 2000; Di Maira et
al., 2005). Der CK2-Anteil im Gehirn ist héher als in anderen Geweben. Im
Hippocampus wird die Aktivitdt der CK2 durch Neurotrophine stimuliert und die CK2
ist in dieser Gehirnregion an der Neuritogenese (Entwicklung der Neuriten), Langzeit-
Potenzierung, synaptischen Transmission und Plastizitét beteiligt (Ulloa et al., 1994;

Liebman & Mody, 1999; Lin et al., 2001; Ulery & Nestler, 2007).

2.6 Phosphorylierung von PolyQ-Proteinen und Bedeutung bei der
PolyQ-induzierten Pathogenese

Bei mehreren Polyglutamin-Krankheiten konnte gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung der jeweiligen Erkrankungsproteine eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese spielt. Bei der HD verringert die Phosphorylierung des Insulin-
Wachstumsfaktors IGF-1 {iber den Akt/PKB-Signalweg den durch das
Krankheitsprotein Huntingtin-induzierten neuronalen Zelltod. Hierbei fiihrt die
Phosphorylierung von IGF-1 zur Aktivierung der Akt-Kinase, welche dann Huntingtin
am Serinrest 421 phosphoryliert und einen neuroprotektiven Effekt bewirkt, der auch
die Bildung von NIs hemmt (Humbert et al., 2002).

Das Erkrankungsprotein der DRPLA, Atrophin-1, wird invitroam Serinrest 734 durch
die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) phosphoryliert. Kinetische Studien haben gezeigt,
dass mutiertes Atrophin-1 eine verringerte Affinitét zu JNK aufweist als der Wildtyp.
Die daraus resultierende verlangsamte Phosphorylierung von mutantem Atrophin-1
verzogert zelluldre Prozesse, die fiir das neuronale Uberleben entscheidend sind
(Okamura-Oho et al., 2003).

Untersuchungen am Androgen-Rezeptor, dem Erkrankungsprotein der SBMA, haben
gezeigt, dass die Phosphorylierung am Serinrest 514 durch den MEK 1/2 MAP-Kinase-
Signalweg die proteolytische Spaltung durch Caspase-3 und die Erzeugung toxischer
Fragmente erhoht (LaFevre-Bernt & Ellerby, 2003).

Die Pathogenese der SCAT1 korreliert mit einer spezifischen Phosphorylierung durch
die Akt-Kinase am Serinrest 776 in Ataxin-1. Transgene SCA1-Maiuse, die eine nicht-

phosphorylierbare Form des expandierten Ataxin-1 exprimieren, zeigen deutlich
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verringerte Krankheitssymptome (Emamian et al., 2003). Es konnte ferner gezeigt
werden, dass das regulatorische Multifunktionsprotein 14-3-3 die Neurotoxizitéit von
Ataxin-1 vermittelt, indem es phosphoryliertes Ataxin-1 bindet und dessen
proteolytischen Abbau verlangsamt (Chen et al., 2003). Die Interaktion zwischen Akt-
phosphoryliertem Ataxin-1 und 14-3-3 verstarkt sich mit zunehmender Polyglutamin-
Lénge (Chen et al., 2003). Im SCA 1-Fliegenmodell fiihrt die Uberexpression der Akt-
Kinase zu einer Verstirkung des pathologischen Phénotyps, wihrend die
Unterdriickung der Akt-Kinase-Aktivitit den Phanotyp deutlich verbessert (Chen et
al., 2003). Der Akt-Signalweg und 14-3-3 haben somit einen entscheidenden Einfluss

auf die Neurotoxizitdt von Ataxin-1 bei der SCA1-Pathogenese.

2.7 Zielsetzung der Arbeit

PolyQ-Krankheiten sind durch neuronalen Zellverlust und Bildung intranukledrer
Inklusionen gekennzeichnet, die als Hauptkomponente das jeweilige mutierte Protein
enthalten. Die Kerntranslokation und Aggregation PolyQ-expandierter Proteine stellt
einen entscheidenden pathogenetischen Prozess dar, der letztlich zum neuronalen
Zelltod fiihrt. Die bisherigen Befunde zur Bedeutung der Phosphorylierung PolyQ-
expandierter Proteine haben gezeigt, dass posttranslationale Modifikationen der
Proteine einen entscheidenden Einfluss auf die Neurotoxizitdt und/oder subzelluldre
Lokaliserung haben. In der vorliegenden Arbeit soll gekliart werden, ob ATXN3
spezifisch phosphoryliert wird und welchen Effekt eine solche Phosphorylierung auf
die durch expandiertes ATXN3-induzierte Neurotoxizitit und zelluldre Lokalisierung
hat.

Dazu werden im einzelnen potenzielle Phosphorylierungsmotive verschiedener
Proteinkinasen zunédchst durch in silico Analysen in ATXN3 identifiziert und mit Hilfe
Phosphorylierungs-defizienter und -imitierender ATXN3-Konstrukte iiberpriift.
Dariiber hinaus soll gekldrt werden, ob die Phosphorylierung von ATXN3 einen
Einfluss auf die Inklusionsbildung, Protein-Protein-Interaktionen und bekannte

Funktionen von ATXN?3 besitzt.
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I11. Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Alle eingesetzten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen

Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

3.2 Puffer und Losungen

Laemmli-Laufpuffer (2x):

Lyse-Pufter:
(Eukaryonten)

PBS:

SDS-Sammelgelpufter:
SDS-Trenngelpuffer:
Western Blot-Laufpuffer:
Western Blot-Transferpuffer:

DNA-Ladepuffer (10x):

TAE-Puffer:

500 mM Tris-HCI (pH 6.8), 50% (w/v) Glyzerin,
16% (w/v) SDS, 20 mM EDTA,

0.2% (w/v) Bromphenolblau, 8 mM DTT

150 mM NacCl, 50 mM Tris—HCI pH 7.2,

1% Natrium-desoxycholat, 0.1% SDS,

1% Triton X-100, ImM DTT

137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10.1 mM Na,HPOy,,
1.8 mM KH,PO,, pH 7.4

125 mM Tris-HCL, 0.1% SDS, pH 6.8

370 mM Tris-HCL, 0.1% SDS, pH 8.8

25 mM Tris, 192 mM Glyzin, 1 % (w/v) SDS

25 mM Tris, 192 mM Glyzin, 20 % (v/v) Methanol

60% Saccharose, 0.25% Bromphenolblau,
0.25% Xylencyanol, 0.25 M EDTA

1 mM EDTA, 40 mM Tris-HCI, Essigsdure, pH 8

Weitere Losungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgefiihrt.

12
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3.3 Radioaktive Materialien

[v**P] ATP, 370 MBg/ml, 10 mCi/ml, >5000 Ci/mMol

3.4 Gerate

Tabelle 3.1 Verwendete Gerite

Amersham Biosciences

Gel-Elektrophoresekammern

SDS-PAGE Elektrophoresekammern
Transferkammern

Filmentwicklungsgerét

UV-Lampe + Gel-Dokumentation (Kamera)
Photometer, Smartspec 3000

pH-Meter, Toledo

Vortex, MSI Minishaker

Heizblock (Shaker), Thermomixer comfort
Uberkopfschiittler, Roto Shake Genie
Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 200M
Zellkultur-Mikroskop, Axiovert 25

Waage, BP2000&BP2110D

Gerit Bezugsquelle
-20 °C Gefrierschrank BOSCH

-80 °C Gefrierschrank Haeraus

37 °C COp-Inkubator, IR Autoflow Nuaire
Sterilwerkbank, Hera Safe Heraeus
Vakuumzentrifuge Savant
Wasserbad, Y22 Grant
Zellkultur-Zentrifuge, Megafuge 1.0R Heraeus
Tischkiihlzentrifuge, Primo R Heraeus
Ultrazentrifuge, J2-21 Beckman
Sequenzierer, ABI Prism 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems
PCR-Maschine, Tpersonal&professional Biometra
Schiittelinkubator HAT Infors AG
37 °C Inkubator Memmert

Amersham Bioscience
Biorad

Biorad

Agfa

INTAS

Biorad

METTLER

IKA

Eppendorf

Scientific Industries Inc.
Zeiss

Zeiss

Sartorius

13
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3.5 Zellen

3.5.1 Bakterienstamme

Tabelle 3.2 Verwendete Bakterienstimme von E.coli.

E.coli Stamm Bezugsquelle
DH5a Invitrogen
XLI1 Blue Invitrogen
TOP10 Invitrogen

3.5.2 Eukaryontische Zelllinien

HEK?293: Humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney)
MEF: Murine embryonale Fibroblasten
CSM14.1: Mesenzephale Rattenzellen

3.6 Nahrmedien

3.6.1 Medien fur die Zellkultur

Fiir die Zellkultur wurde das Medium DMEM + Glutamin (Dulbecco’s modified
Eagle’s Medium) der Firma PAA bezogen. Vor der Verwendung wurden dem Medium

folgende Zusitze zugegeben:

10 % Hitze-inaktiviertes fotales Kalberserum (PAA)
50 U/ml Penizillin und 50 pg/ml Streptomycin (PAA)

Fir die Markierung mit radioaktiven Orthophosphat wurden die Zellen in

phosphatfreiem DMEM Medium + Glutamin kultiviert.
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3.6.2 Medien fur Bakterienkulturen

LB-Medium: 10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Bacto-Trypton, pH 7.5

LB-Medium wurde bei 120 °C und 1,2 bar fiir 20 Min autoklaviert und nach Abkiihlen

mit 100 pg/ml Ampizillin (Roth) als Selektionsantibiotika versetzt.

Fiir die Herstellung von LB-Agarplatten mit Ampicillin wurde zu LB-Medium 20 g/

Agar (Invitrogen) hinzugefiigt und bei 120 °C und 1,2 bar fiir 20 Min autoklaviert.

Nach Abkiihlung auf ca. 50 °C wurde 100 pg/ml Ampizillin zugesetzt und das

Gemisch in die Platten gegossen.

3.7 Antikorper

3.7.1 Primare Antikorper

Tabelle 3.3 Verwendete primére Antikorper.

Bezeichnung Verwendung Bezugsquelle
Anit-GST WB, IP Sigma-Aldrich
Anti-HIS WB, IP, IF Qiagen
Anti-Myc IF Sigma-Aldrich
Anti-Aktin WB Sigma-Aldrich
Anti-Presenilin-2 WB Walter AG, UKB
Anti-Histon H3 WB Walter AG, UKB
Anti-RAD23B WB Wanker AG, MPI, Berlin
Anti-HDAC3 WP, IF Sigma-Aldrich
Anti-CK2 WP Santa Cruz
Anti-VCP WP, IF Santa Cruz

Abkiirzungen: Immunprézipitation (IP), Western Blot (WB) und Immunfluoreszenz (IF)
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3.7.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 3.4 verwendete sekundire Antikorper

Bezeichnung Antigen Verwendung | Bezugsquelle
Anit-rabbit-HRP Kaninchen IgG | WB Sigma-Aldrich
Anti-mouse-HRP Maus IgG WB Sigma-Aldrich
Anti-sheep-HRP Schaf IgG WB Sigma-Aldrich
Alexa Fluor 488 Maus IgG IF Molecular Probes
Alexa Fluor 594 Maus IgG IF Molecular Probes

Abkiirzungen: Immunprézipitation (IP), Western Blot (WB) und Immunfluoreszenz (IF)

3.8 Vektoren und DNA-Konstrukte

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten wurden folgende Vektoren benutzt:

Tabelle 3.5 Ubersicht der verwendeteten Vektoren

Bezeichnung Funktion Bezugsquelle

pGEX-5X-1 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. Amersham
coli

pcDNA3-His Expression von His-Fusionsproteinen in Invitrogen
eukaryontischen Zellen

In Tabelle 3.6 sind die ATXN3-Konstrukte aufgefiihrt, die fiir die vorliegende Arbeit

kloniert und verwendet wurden. Angegeben sind die jeweiligen Aminosdurepositionen

von ATXN3 der klonierten DNA-Fragmente, sowie die Oligonukleotide, die zur

Klonierung verwendet wurden und die entsprechenden Restriktionsschnittstellen.
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Tabelle 3.6 Klonierte DNA-Konstrukte

Restriktions- . .
DNA- hnittstell Oligonukleotide
Vektor Fragment (AS) selm el
Konstrukt (5,3
(5°,3%) ’
AT3-WT 1-361 BamHI, BamHI AT3-B-F, AT3-B-R
pGEXS5X-1 Ataxin-3 Q23 AT3-NT 1-191 BamHI, BamHI AT3-B-F, AT3-NT-B-R
AT3-CT 191-361 BamHI, BamHI AT3-CT-B-F, AT3-B-R
AT3-WT 1-361 BamHI, Agel AT3-B-F, AT3-A-R
pcDNA3-His | Ataxin-3 Q23 AT3-NT 1-191 BamHI, Agel AT3-B-F, AT3-NT-A-R
AT3-CT 191-361 BamHI, Agel AT3-CT-B-F, AT3-A-R
AT3 Q70-WT  1-431 BamHI, Agel AT3-B-F, AT3-A-R
pcDNA3-His Ataxin-3 Q70
AT3 257Q70 257-431 BamHI, BamHI 257Q70-F, AT3-Myc-R

3.9 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Thermo

Hybaid bezogen. Die lyophylisierten Oligonukleotide wurden in destilliertem H,O als

100 uM Stammldsungen angesetzt und bei -20 °C gelagert.

3.9.1 Oligonukleotide fur die Klonierungen

Die Sequenzen der Oligonukleotide, die fiir die Klonierungen verwendet wurden, sind

in Tabelle 3.7 angegeben. Die Restriktionsschnittstellen sind jeweils fett dargestellt.
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Tabelle 3.7 Verwendete Oligonukleotide fiir die Klonierung

Bezeichnung Oligonukleotiden-Sequenz (5°-3”) Schnittstelle
AT3-B-F GTGGATCCAGTCGACGATGGAG BamHI
AT3-B-R CAGGATCCAAAGTGGACCCTATGCTG BamHI
AT3-NT-B-R | GAGGATCCAATAAGTTTTGGTCGATGC BamHI
AT3-CT-B-F CAGGATCCAGTGGTTTAACTTGAATTCTC BamHI
AT3-NT-A-R | ACCGGTAATAAGTTTTGGTCGATGC Agel
AT3-A-R ACCGGTTTTCAAATCATTTCTGACAG Agel
257Q70-F GGATCCATGCAAGGTAGTTCCAGAAACATATCT | BamHI
CAAG
AT3-Myc-R GGATCCCAAGTCTTCTTCAGAAATGAGCTTTTG | BamHI

TTCACAACCGGTTTTCAAATCATTTCTGACAGTT

3.9.2 Oligonukleotide fur die Sequenzierung

Klonierte und mutagenisierte Konstrukte wurden mit den Oligonukleotiden aus

Tabelle 3.8 sequenziert, um die Richtigkeit der Sequenz zu iiberpriifen.

Tabelle 3.8 Verwendete Oligonukleotide fiir die Sequenzierung

Bezeichnung Oligonukleotiden-Sequenz (5°-3)

polyQ-R GTGAACTCTGTCCTGATAGGTCCCCCTG
polyQ-F GAGCTTCGGAAGAGACGAGAAGC
AT3-VHS-R GTGGATCCTCTGATACTCTGGACTGTTGAAC
AT3-GAT-F CGGGATCCCAGAGTATCAGAGGCTCAGG

3.9.3 Oligonukleotide fur die zielgerichtete Mutagenese

Die Oligonukleotide, die fiir die zielgerichtete Mutagenese verwendet wurden, sind in

Tabelle 3.9 angegeben. Die Basensubstitutionen sind fett dargestellt, die

Oligonukleotid-Paare sind zueinander komplementir.
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Tabelle 3.9 Verwendete Oligonukleotide fiir die zielgerichtete Mutagenese

Bezeichnung Oligonukleotiden-Sequenz (5°-3”)
AT3-T207A-F AGCAAAGAGTCCATAAAGCAGACCTGGAACGAGTG
AT3-T207A-R CACTCGTTCCAGGTCTGCTTTATGGACTCTTTGCT
AT3-S236AF GAGGGCTCTGGCACTAGCGCGCCAAGAAATTGACATG
AT3-S236A-R CATGTCAATTTCTTGGCGCGCTAGTGCCAGAGCCCTC
AT3-S256A-F GGGCTATTCAGCTAGCTATGCAAGGGCTGCC
AT3-S256A-R GGCAGCCCTTGCATAGCTAGCTGAATAGCCC

AT3-S260A, S261A-F
AT3-S260A, S261A-R

GCTATTCAGCTAAGTATGCAAGGTGCTGCCAGAAACAT
ATGTTTCTGGCAGCACCTTGCATACTTAGCTGAATAGC

AT3-S265A-F AAGGTAGTTCCAGAAACATAGCCCAAGATATGACACAGACATC
AT3-S265A-R GATGTCTGTGTCATATCTTGGGCTATGTTTCTGGAACTACCTT
AT3-S272A-F TCAAGATATGACACAGACAGCAGGTACAAATCTTACTTCAG
AT3-S272A-R CTGAAGTAAGATTTGTACCTGCTGTCTGTGTCATATCTTGA
AT3-T277A-F CATCAGGTACAAATCTTGCTTCAGAAGAGCTTCGG
AT3-T277A-R CCGAAGCTCTTCTGAAGCAAGATTTGTACCTGATG
AT3-S278A-F ACACAGACATCAGGTACAAATCTTACTGCAGAAGAGCTTC
AT3-S278A-R GAAGCTCTTCTGCAGTAAGATTTGTACCTGATGTCTGTGT
AT3-S314A-F GCAGGGGGACCTAGCAGGACAGGCTGCACATC

AT3-S314A-R GATGTGCAGCCTGTCCTGCTAGGTCCCCCTGC

AT3-S317A, S318A-F
AT3-S317A, S318A-R

AGGGGGACCTAGCAGGACAGGCTGCACATCCATGTGAAAG
CTTTCACATGGATGTGCAGCCTGTCCTGCTAGGTCCCCCT

AT3-S325A, S328A-F
AT3-S325A, S328A-R

GAAAGGCCAGCCACCGCTGCAGGAGCACTTGGGTGTG
CACACCCAAGTGCTCCTGCAGCGGTGGCTGGCCTTTC

AT3-S333A-F GCTGCAGTGACCATGGCTTTAGAAACTGTCAG
AT3-S333A-R CTGACAGTTTCTAAAGCCATGGTCACTGCAGC
AT3-S340A-F GATCTAGGTGATGCTATGGCCGAAGAAGACATGCTTCAG
AT3-S340A-R CTGAAGCATGTCTTCTTCGGCCATAGCATCACCTAGATC
AT3-S352A-F GCAGCTGTGACCATGGCTTTAGAAACTGTCAG
AT3-S352A-R CTGACAGTTTCTAAAGCCATGGTCACAGCTGC
AT3-S236D-F GAGGGCTCTGGCACTAGACCGCCAAGAAATTGACATG
AT3-S236D-R CATGTCAATTTCTTGGCGGACTAGTGCCAGAGCCCTC
AT3-S256D-F GGGCTATTCAGCTAGACATGCAAGGGCTGCC
AT3-S256D-R GGCAGCCCTTGCATATCTAGCTGAATAGCCC

AT3-S260D, S261D-F
AT3-S260D, S261D-R

GCTATTCAGCTAAGTATGCAAGGTGACGACAGAAACAT
ATGTTTCTGTCGTCACCTTGCATACTTAGCTGAATAGC

AT3-S340D-F GATCTAGGTGATGCTATGGACGAAGAAGACATGCTTCAG
AT3-S340D-R CTGAAGCATGTCTTCTTCGTCCATAGCATCACCTAGATC
AT3-S352D-F GCAGCTGTGACCATGGATTTAGAAACTGTCAG
AT3-S352D-R CTGACAGTTTCTAAATCCATGGTCACAGCTGC
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3.10 Langenstandards

DNA-Marker (Genecraft):

1 kb DNA-Ladder: 250, 500, 750, 1000, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000,

7000, 8000, 10.000

100bp DNA-Ladder: 100, 200, 300, 400, 500, 600 , 700, 800, 900,1000

Protein-Marker (Biorad):

Kaleidoscope: 214, 132, 85, 40, 32, 17, 7 (kDa)

Page ruler stain: 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15, 10 (kDa)

3.11 Enyzme und Kits

Tabelle 3.10 Verwendete Enzyme und Kits

Enyzm / Kit Bezugsquelle
Casein-Kinase II (CK2) NEB
Protein Kinase A (PKA) NEB

Taq Polymerase Genecraft
T4 DNA Ligase NEB
Shrimp Alkalische Phosphatase NEB
Plasmid-DNA-Maxipraparations-Kit Qiagen
Plasmid-DNA-Minipréparations Kit Promega
Gel-Extraktions-Kit Promega
DNA-Aufreinigungs-Kit Promega
Quickchange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene

Enhanced Chemolumineszenz (ECL)-Kit
Fugene 6 Transfektionsreagenz

Proteasen Inhibitor Cocktail (Tabletten)

Amersham Bioscience
Roche
Roche

DNA-Restriktionsenzyme wurden entweder von MBI Fermentas oder NEB (New

England Biolabs) bezogen.
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3.12 Molekularbiologische Methoden

3.12.1 Kultivierung und Gefrierlagerung von Bakterien

Uber Nacht (UN)-Kulturen von Bakterien wurden bei 37 °C und ausreichender
Beliiftung in LB-Medium geschiittelt. Zur Selektion wurden dem Medium Ampicillin
(100 pg/ml) zugesetzt. Zur Anlage von Glyzerinkulturen wurden 750 pl einer
Bakterien-UN-Kultur mit 250 ul Glycerin in ein Cryordhrchen iiberfiihrt, gemischt
und bei -80 °C gelagert.

3.12.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung kleinerer Plasmid-DNA-Mengen wurden DNA-Mini-Praparationen
nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Stephen et al., 1990) durchgefiihrt. Hierfiir
wurden von einer 7 ml Ubernachtkultur 6,5 ml entnommen und bei 13.000 Upm 10
Min lang zentrifugiert. Die restliche Bakterienkultur wurde fiir das Ansetzen einer
Maxi-Praparation aufbewahrt. Das bei der Zentrifugation entstandene Zellpellet wurde
in 200 pl Mini-Puffer I (50 mM D-Glucose, 25 mM Tris pH 8,0 und 10 mM EDTA
(pH 8,0) resuspendiert. Danach wurden 400 pl Mini-Puffer I (0,2 M NaOH und 1 %
SDS) hinzupipettiert, vorsichtig gemischt und 5 Min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 300 pl Mini-Puffer III (3 M Kaliumacetat pH 5,1) wurde wieder vorsichtig
gemischt und anschliessend bei 13.000 Upm 5 Min lang zentrifugiert; dabei wurde die
Plasmid-DNA von den Zellbestandteilen und Proteinen getrennt. Der Uberstand mit
der Plasmid-DNA wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal tiberfiihrt und durch
Zugabe von 2 ml absoluten Ethanol und anschliessender Zentrifugation fiir 5 Min bei
13.000 Upm gefillt. Die Plasmid-DNA wurde in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet
und in 50 pl destillierten H,O resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

Um grofere Mengen an Plasmid-DNA zu isolieren, wurde 100 ml einer
Ubernachtkultur bei 4000 Upm fiir 10 Min abzentrifugiert. Die Lyse des Bakterien-
Pellets und die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe eines Endotoxin-
freien Isolierungs-Kits (Qiagen) nach den Anweisungen des Herstellers. Das
prazipitierte DNA-Pellet wurde in 300 pl TE Puffer resuspendiert, die DNA-
Konzentration im UV-Spektrometer bei 260 nm bestimmt und bei -20 °C gelagert.
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3.12.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die ATXN3-Fragmente (s. Tab. 3.6) wurden durch Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) hergestellt. Mit Hilfe der PCR 1aBt sich ein definierter Bereich einer
doppelstrangigen DNA als Template vervielfaltigen (Mullis et al., 1986). Hierzu
wurden 50 ng einer ATXN3-Wildtyp-Plasmid-DNA mit 100 uM dNTPs (Genecraft), je
50 pmol 5" bzw. 3’Oligonukleotiden (s. Tab. 3.7) und 1 U Taq Polymerase in den
jeweiligen Magnesium-haltigen Reaktionspuffern gemischt. Nach 5-miniitiger
Denaturierung bei 94 °C wurden 30 Zyklen zur Amplifikation (94 °C 30 Sek, 55 °C
30 Sek, 72 °C 30 Sek) und eine anschliessende Extension fiir 7 Min bei 72 °C
durchgefiihrt. Die Spezifitit des PCR-Produktes wurde auf einem 1 - 2 %igen
Agarosegel (s 3.12.5) iiberpriift. Anschliessend wurde das PCR-Produkt aufgereinigt
und der DNA-Gehalt im UV-Spektrometer bei 260 nm bestimmt.

Folgender PCR Ansatz wurde Folgendes PCR-Programm wurde
verwendet: verwendet:
50 ng DNA-Matrize 94°C %
50 pmol Oligonukleotide (sense) 94 °C 30 Sek
50 pmol Oligonukleotide (anti-sense) 55°C 30Sek > 30x
100 uM dNTPs 72°C 30 Sek
10x Tag-Polymerase-Puffer 72°C T
1 U Tag-Polymerase 4°C o

ad 50 pl dH,0

3.12.4 Restriktionsspaltung von DNA

Fir die  Restriktionsspaltung  von ~ DNA  wurden  verschiedene
Restriktionsendonukleasen mit den jeweils mitgelieferten Reaktionspuffern der
Herstellerfirmen MBI Fermentas oder NEB eingesetzt.

Fiir analytische Ansédtze wurden 1 - 2 pg Plasmid-DNA in dem entsprechenden vom
Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer mit 5 U Restriktionsenzym fiir 3 - 4 Std bei
37 °C inkubiert. Die Uberpriifung der DNA-Restriktion erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese (s. 3.12.5).

Fiir praparative Ansétze im Rahmen der Klonierung wurden 3 - 5 pug Plasmid-DNA

oder 1 - 3 pg des entsprechenden PCR-Produktes in dem vom Hersteller empfohlenen
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Reaktionspuffer mit 10 U der entsprechenden Restriktionsenzyme fiir 4 - 12 Std bei 37
°C inkubiert und iiber ein 1 - 1,5 % Agarosegel aufgetrennt. Die entsprechenden DNA-
Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit einem Gelextraktions-Kit

isoliert (s. 3.12.6).

3.12.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Restriktionsspaltung wurde die jeweiligen DNA-Proben mit 1/10
Volumen DNA-Ladepuffer versetzt und in einem 1 — 2 % TAE-Ethidiumbromid (1
pg/ml)-Agarosegel (s. 3.2) bei 100 - 120 V aufgetrennt. Die DNA wurde auf einem
UV-Illuminator bei 254 nm sichtbar gemacht. Die GroBenbestimmung der DNA-
Fragmente erfolgte durch Vergleich zu einem DNA-Langenstandard wie dem A-DNA
HindIII-Marker.

3.12.6 Gelelution von DNA-Fragmenten

Nach Elektrophorese und Ethidiumbromidfarbung wurde das gewiinschte DNA-
Fragment unter langwelligem UV-Licht (300 nm) mit einem Skalpell ausgeschnitten

und mit einem Gelextraktions-Kit der Firma Promega nach Herstellerangaben isoliert.

3.12.7 Dephosphorylierung von DNA

Vor einer Ligation (s. 3.12.8) wurden die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten
Vektoren (s. 3.12.4) mit Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP; 1 U/ul) entfernt, um
die Selbstligation des Vektors zu verhindern. Dazu wurden 3 - 5 pg linearisierte
Plasmid-DNA mit 5 U SAP und Reaktionspuffer des Herstellers fiir 1 Std bei 37 °C
inkubiert und zuletzt nochmal bei 67 °C fiir 15 Min inkubiert um die Phosphatase zu
inaktivieren. Die linearisierte, dephosphorylierte Plasmid-DNA wurde anschliessend

iiber ein Agarosegel aufgereinigt und isoliert (s. 3.12.5).
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3.12.8 DNA-Ligation

Durch Ligation wurden PCR-amplifizierte und {iber Restriktionsenzyme gespaltene
DNA -Fragmente in die entsprechenden linearisierten und dephosphorylierten Vektoren
kloniert. Hierzu wurden 50 - 100 ng Vektor und eine entsprechende Menge DNA-
Fragment (Insert) im Verhiltnis 1:2, 1:3 und 1:4 mit 1 U T4-DNA-Ligase und 10x
Ligationspuffer angesetzt und UN bei 16 °C inkubiert. 1/3 des Ligationsansatzes

wurden zur Transformation in kompetente E.coli verwendet (s. 3.12.9).

3.12.9 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Die Vervielféltigung von Plasmid-DNA erfolgte tiber Transformation in kompetente
Bakterienzellen. Zur Transformation von Bakterien wurden 10 ng Plasmid-DNA bzw.
1/3 eines Ligationsansatzes (s. 3.12.8) mit 50 pul kompetenten Bakterien (DHSa oder
Top10) gemischt und fiir 30 Min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C
fiir 42 Sek Bakterien fiir 2 Min auf Eis inkubiert, danach in 500 pl LB-Glucose-
Medium (Glucose-Konz.: 20 mM/1) aufgenommen und fiir 1 Std bei 37°C inkubiert.
Zur Selektion rekombinanter Bakterien-Klone wurde der Transformationsansatz auf

einer LB-Ampicillin-Platte ausplattiert und die Platte UN bei 37 °C inkubiert.

3.12.10 Identifizierung rekombinanter Klone

Fir die Identifizierung rekombinanter Bakterienklone wurden jeweils mehrere
Bakterienkolonien von der LB-Ampicillin-Platte gepickt (s. 3.12.9) und fiir eine
Plasmid-DNA-Mini-Préparation in 7 ml LB-Medium angeimpft (s. 3.12.2). Die
isolierte Plasmid-DNA wurde mit den Restriktionsenzymen gespalten, die fiir die
Klonierung verwendet wurden, und anschliessend im Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt (s. 3.12.5), um erfolgreich ligierte Vektoren mit Insert-DNA zu
identifizieren. Fiir positiv identifizierte rekombinante Klone wurde der restliche
Kulturansatz von der DNA-Mini-Préparation fiir den Ansatz von Maxi-DNA-

Préaparation verwendet (s. 3.12.2).
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3.12.11 DNA-Sequenzierung

Alle hergestellten DNA-Konstrukte wurden mit einem ABI Prism Sequenzierer 310
(Fa. Applied Biosystems) und dem Taq FS BigDye-Terminator-Kit (Fa. Perkin Elmer
Applied Biosystems) sequenziert. Fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurden
etwa 350 ng DNA mit jeweils 2 pmol der jeweiligen Oligonukleotide (s. Tab 3.8) und
1 ul BigDye-Terminator in einem 10 pl Volumen angesetzt und durch 25 Zyklen bei
60 °C fiir 4 Min und 94 °C fiir 1 Min in einem PCR-Gerdt amplifiziert. Die
amplifizierten Produkte wurden anschliessend durch Zugabe von Ammoniumacetat
(0,3 M) und 2,5 Volumenteile Ethanol bei 15.000 Upm fiir 20 Min préazipitiert. Nach
Waschen mit 70% Ethanol wurden die DNA-Pellets in 4 pl H,O und 16 pl Formamid

fiir die automatische Sequenzierung aufgenommen.

3.12.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren kdnnen anhand der Absorption von
UV-Licht  bestimmt werden. Nukleinsdurebasen besitzen ein  UV-
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Eine optische Dichte (OD) bei der Wellenldnge A =
260 nm und einer Kiivettendicke von 1 cm entspricht einer Nukleinsdurekonzentration
von 50 pg/ml bei doppelstrangiger DNA und 40 pg/ml bei einzelstrangiger RNA.
Proteine besitzen ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlédnge von 280 nm. Das
Verhéltnis von ODye0/280 15t ein MaB fiir die Verunreinigung der DNA durch Proteine.
Reine DNA-Losungen besitzen einen Quotienten zwischen 1.60 und 1.95.

Die zu messende DNA wurde 1:100 in distillierten H,O verdiinnt. Die Extinktion
wurde anschliessend in einer Quarzkiivette bei 260 nm und 280 nm gegen destilliertes

H>0 vermessen.

3.12.13 Zielgerichtete Doppelstrang-Mutagenese

Um Mutationen gezielt in die ATXN3-kodierenden Vektoren einzufiigen, wurde der
QuickChange Site-directed Mutagenese-Kit (Fa. Stratagene) verwendet. Das Plasmid,
welches die zu mutagenisierende DNA enthilt, wurde dafiir mit zwei zueinander
komplementédren Oligonukleotiden, die die gewiinschte einzufiihrende Mutation

enthalten, vollstandig durch PCR amplifiziert (siche Tab. 3.9). Da das fiir die PCR
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eingesetzte Ausgangsplasmid im Gegensatz zum amplifizierten PCR-Plasmid
methyliert vorliegt, kann durch einen anschliessenden Verdau mit dem Enzym Dpn I,
das methylierte Ausgangsplasmid abgebaut werden und die mutagenisierte DNA
angereichert werden. Das nicht methylierte, durch PCR neu hergestellte Plasmid wird
dann durch Transformation kompetenter Bakterien vervielfaltigt (s. 3.12.9) Die

Mutagenese-Reaktionen wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.13 Proteinbiochemische Methoden

3.13.1 Proteinextraktion aus eukaryontischen Zellen (Zelllysat)

Zur Herstellung eines Gesamt-Zelllysats wurden eukaryontische Zellen bis zu einer
Dichte von 80 - 90 % Konfluenz kultiviert, das Medium abgesaugt und die Zellen in
250 pl Lysepuffer+ Proteasen Inhibitor Cocktail von der Firma Roche (1 Tablette auf
10 ml Lysepufter) von den Kulturschalen abgeschabt und auf Eis fiir 10 Min inkubiert.
Anschliessend wurde der Ansatz bei 13.000 Upm, 4 °C fiir 12 Min zentrifugiert. Der
Uberstand mit dem 1slichen Protein wurde in ein neues Eppendorf-GefiB iiberfiihrt
und ein Aliquot fiir die Bestimmung des Proteingehalts (s. 3.13.6) entnommen. Die

Lysate wurden entweder sofort eingesetzt der bei -80 °C gelagert.

3.13.2 Nukleare Proteinextraktion aus eukaryontischen Zellen

Um die zytoplasmatische und nukledre Fraktion voneinander zu trennen, wurden
konfluent wachsende Zellen dreimal mit hypotonem Puffer A (10 mM HEPES pH 7.9,
10 mM NacCl; 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,1 % NP-40) gewaschen und in 500 pl
hypotonem Puffer A abgeschabt und 10 Min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension
wurde anschliessend bei 2,000 xg, 4 °C fiir 5 Min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
120 pl hypotonem Puffer A+ 0,1 % Triton X-100 resuspendiert und erneut fiir 10 Min
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 2,000 xg, 4 °C fiir 5 Min wurde der
Uberstand als zytosolische Fraktion isoliert. Das Pellet wurde in 80 ul hypotonem
Puffer B (20 mM HEPES, 420 mM NacCl, 25 % Gycerol, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
EDTA) resuspendiert und fiir 30 Min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation bei 16,000 xg, 4 °C fiir 20 Min diente der erhaltene Uberstand als
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nukledre Fraktion. Nach Bestimmung des Proteingehalts (s. 3.13.6) wurden die
Protein-Fraktionen bei -80 °C aufbewahrt.
Allen verwendeten Puffern wurde ein Proteasen-Inhibitor-Cocktail von der Firma

Roche zugefiigt (1 Tablette auf 10 ml Puffer).

3.13.3 Préazipitationen und Aufreinigung von His-Proteinen

Fiir die Prézipitation und Aufreinigung von Histidin-markierten Fusionsproteinen aus
transient transfizierten eukaryontischen Zellen (s. 3.14.5 u 3.13.1) wurden 200 pg
Zelllysat mit 8 ul Ni-NTA-Agarose (3x gewaschen mit Lysispuffer) versetzt (Gesamt
Volumen von 300 pl ad Lysispuffer - 0,6 M NaCl) und fiir 30 - 60 Min bei 4°C im
Uberkopfschiittler gemischt. Die Ni-NTA-Agarose wurde durch Zentrifugation (1300
Upm, 4 °C, 2 min) sedimentiert und 4 x mal mit Waschpuffer (Lysispuffer - 0,6 M
NaCl, 10 mM Imidazol) je 5 Min gewaschen. His-Fusionsproteine wurden entweder
von der Ni-NTA-Agarose durch 50 ul 100 mM Imidazol eluiert oder direkt in
Laemmli-Laufpuffer bei 100 °C aufgekocht. Proteine wurden mittels SDS-PAGE (s.
3.13.7) und Western Blot (s. 3.13.9) analysiert.

3.13.4 Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

Die Expression von GST (Glutathion S-Transferase)-Fusionsproteinen (pGEX-5X-1
Konstrukte) erfolgte in E. coli DH5a.. Zur Proteinexpression wurde LB-Medium 1:10
mit einer UN-Kultur angeimpft und im 37°C-Schiittler inkubiert. Bei einer ODgp von
0.2 - 0.3 wurde die Kultur mit 0.15 mM IPTG (Isopropyl-thio-B-D-galactopyranosid)
induziert und fiir weitere 3 Std bei 37 °C geschiittelt, um die Expression des
Fusionsproteins zu ermdglichen. Danach wurde die Bakterienkultur 15 Min mit 5.000
Upm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig vom Bakterienpellet
abgegossen, welches dann auf Eis in 10 ml Triton-X 100/PBS (1% Triton-X 100)
Puffer resuspendiert wurde. Die Bakterien wurden dann durch Ultraschallbehandlung
aufgebrochen und das Zellysat 15 Min mit 10.000 Upm bei 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand mit den GST-Fusionsprotein wurde wie unter 3.13.5 beschrieben

aufgereinigt.
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3.13.5 Aufreinigung von GST-Fusionsprotein

Die Aufreinigung des GST-Fusionsproteins erfolgt {iber die Bindung an Glutathion-
Sepharose 4B (Roche) und anschliessendem Waschen der Sepharose mit gebundenem
Fusionsprotein. Hierzu wurde die Sepharose dreimal mit eiskaltem 1% Triton-X
100/PBS Puffer gewaschen, um den Ethanol-haltigen Lagerungspuffer zu entfernen.
Zu 10 ml Bakterienlysat, welches das Fusionsprotein enthilt, wurden 100 - 150 pl der
gewaschenen Sepharose dazu pipettiert und fiir 30 Min bei 4°C im Uberkopfschiittler
gemischt. Danach wurde die Sepharose mit den gebundenen Fusionsprotein
abzentrifugiert (5 Min, 2.800 Upm bei 4°C) und mindestens dreimal mit 1% Triton-X
100/PBS gewaschen, um die Reste des Bakterienlysats zu entfernen. Die gebundenen
GST-Fusionsproteine wurden mit 500 ul 10 mM reduzierten Glutathion, 50 mM
Tris/HCI (pH 8,0) von der Sepharose eluiert. Die Reinheit des Fusionsproteins wurde
mittels SDS-PAGE und anschliessender Coomassie-Farbung iiberpriift (s. 3.13.7 u

3.13.8) Zusitzlich wurde die Proteinkonzentration photometrisch gemessen (s. 3.13.6).

3.13.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad Protein-
Assays bei einer Wellenldnge von 595 nm gegen Wasser/Bradford-Reagenz als
Leerwert. Anhand einer BSA-Konzentrationsreihe (1 bis 12 pg/ul) wurden die

Proteinkonzentration der jeweiligen Proben bestimmt.

3.13.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970) dient der
linearen Auftrennung von verschiedenen Proteinen nach ihren Molekulargewichten.
Hierfiir wird ein diskontinuierliches System aus zwei Gelen eingesetzt, einem
Trenngel (unten) und einem Sammelgel (oben), die sich beide im Hinblick auf den pH,
die lonenstérke und die Porengréfe unterscheiden. Die Proben werden im Sammelgel
zundchst konzentriert, bevor sie im Trenngel aufgetrennt werden. Fiir ein 10 %iges-
Trenngel wurden 7.5 ml SDS-Trenngelpuffer, 10 ml Wasser und 10 ml Acrylamid
gemischt. Durch Zugabe von 300 pl APS und 30 ul TEMED wurde die Polymerisation

gestartet und die Trenngel-Losung anschliessend sofort in die Gelapparatur gegossen

28



Il Material und Methoden

und mit etwas Isopropanol iiberschichtet. Vor dem Uberschichten des Trenngels mit
der Sammelgel-Losung wurde das Isopropanol entfernt. Fiir das 5%ige Sammelgel
wurde 3.75 ml SDS-Sammelgelpuffer, 8.75 ml Wasser und 2.5 ml Acrylamid (Fa.
Biorad) gemischt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 150 ul APS und 15 pl
TEMED gestartet. Die Probentaschen im Sammelgel wurden durch das Einsetzen
eines Probenladungs-Kammes gebildet. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen
in Laemmli-Ladungspuffer fiir 10 Min bei 100 °C aufgekocht. Die Elektrophorese
erfolgte in Western Blot-Laufpuffer bei konstanten 120 V fiir 90 min. Die Proteine
wurden wie unter 3.13.10, 3.13.11, 3.13.12 beschrieben sichtbar gemacht.

3.13.8 Coomassie Blau-Farbung

Fiir den Nachweis von Proteinen im SDS-Gel wurde eine Coomassie (0.1 % (w/v)
Brillant blue R250 Farbelosung (Fa. Pierce) eingesetzt. Das Gel wurde fiir 1 Std in der
Coomassie-Losung geschwenkt und anschliessend mit destilliertem H,O bis zur

gewiinschten Farbung der Proteinbanden entfarbt.

3.13.9 Western Blot

Beim Western Blot werden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine durch
Elektrotransfer auf eine Nitrozellulose- oder PVDF (Polyvinyliden Difluorid)-
Membran iibertragen. Als Blotkammer wurde eine Transferkammer von Biorad
verwendet und der Transfer wurde in Transferpuffer bei 400 mA fiir 1 Std unter
Wasserkiihlung durchgefiihrt. Beide Membrantypen wurden vor dem Zusammenbau
der Apparatur in WB-Transferpuftfer dquilibriert, wobei die PVDF Membran zuvor mit
Methanol inkubiert wird.

3.13.10 Ponceau-Rot-Farbung von Western Blot

Der Transfer der Proteine von einem SDS-Gel auf die Membran wird durch eine
reversible Ponceau-Rot-Farbung tiberpriift. Dazu wird die Membran fiir 1 Min in
Ponceau S Farbelosung inkubiert. Danach wird die Nitrozellulosemembran mehrmals
mit destillierten H,O gewaschen, um Proteinbanden (>50 ng) sichtbar zu machen.

Durch kurzes Waschen der Membran in PBS-T-Puffer (PBS/0,05 % Tween) 146t sich
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die Proteinfarbung vollstindig entfernen. Diese Membranen konnen anschliessend fiir
Western Blot-Analysen mit spezifischen Antikdrpern oder fiir den Nachweis

radioaktiv-markierter Proteine durch Autoradiografie verwendet werden.

3.13.11 Immunchemische Detektion von Western Blot

Transferierte Proteine auf einer Tradgermembran konnen durch spezifische Antikorper
nachgewiesen werden. Hierzu wurde die Membran zuerst fiir 50 Min bei RT in einer
Blockierungs-Losung (5% BSA in PBS-T-Puffer) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen der Antikdrper zu unterdriicken. Die so behandelte Membran wurde
fiir 1 Std bei RT oder UN mit einer Primirantikdrperldsung (s. Tab. 3.3, Verdiinnung
nach Herstellerangaben in Blockierungs-Losung) versetzt. Die Membran wurde
anschliessend 3x fiir 5 Min mit PBS-T-Puffer gewaschen und weiter fiir 50 Min bei RT
mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundédren Antikorper (s. Tab. 3.4, Verdiinnung
1:2000, oder nach Herstellerangaben in 1,2 % BSA, PBS-T-Puffer) inkubiert, der
spezifisch an den priméren Antikdrper bindet. Die Membran wurde erneut 3x fiir 5
Min gewaschen. Die Detektion immobilisierter Antigene auf der Membran erfolgte
dann durch die Zugabe von Chemolumineszenz-Substraten (ECL Kit; Fa. Amersham
Bioscience), die von der Peroxidase des sekundiren Antikorpers unter Lichtemission
umgesetzt werden. Die freigesetzte Chemolumineszenz wurde mit Kodak X-OMAT
Filmen nachgewiesen. Die Quantifizierung immundetektierter Proteinbanden erfolgte

nach Scannen der belichteten Filme mit dem Programm Image].

3.13.12 Autoradiogramm von Western Blot

Zur Detektion von **P-markierten Proteinen wurden die Proben in SDS-Gelen
aufgetrennt und durch Western Blot auf eine Membran iibertragen. Radioaktive
Proteinbanden wurden anschliessend nach Exposition mit Kodak X-OMAT AR-
Rontgenfilmen in Kodak X-Omatic-Filmkassetten nachgewiesen. Nach 6 - 48

stiindiger Exposition bei -80 °C wurden die Filme entwickelt.

30



Il Material und Methoden

3.13.13 In vitro Phosphorylierung mit CK2 / PKA

Die in vitro Phosphorylierungsversuche wurden mit aufgereinigten GST-
Fusionsproteinen sowie den entsprechenden Kinasepuftern (CK2 - 20 mM Tris, 50
mM KCI, 10 mM MgCl,, pH 7.2; PKA - 50 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 7.2) und
Kinasen durchgefiihrt. Folgender Ansatz wurde bei 27 °C fiir 30 Min inkubiert.

5 ug GST-Fusionsprotein
2 U Kinase
20 pl Puffer
3ul 100 pM [y-**P]-ATP

Der Reaktionsansatz wurde mit 2x Laemmli-Laufpuffer aufgekocht und tiber SDS-

PAGE (s. 3.13.7) aufgetrennt und, wie in 3.13.12 beschrieben, nachgewiesen.

3.13.14 In vivo Phosphorylierung

HEK?293-Zellen kultiviert in 3 cm Zellkulturschalen wurden mit den jeweiligen DNA-
Konstrukten transient transfiziert (s. 3.14.5) und nach 24 Std einmal mit
phosphatfreiem DMEM Medium + Glutamin (angesetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem
fotalem Kélberserum und einer Penizillin/ Streptomycin-Lsung) gewaschen und in
phosphatfreiem Medium fiir 45 Min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurde das Medium durch 3 ml neues phosphatfreies Medium ersetzt und
30 pCi **P-Orthophosphat dazugegeben und fiir weitere 3 Std bei 37 °C inkubiert. Am
Ende der Inkubation wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, die Proteinextraktion

und Prézipitation mit Ni-NTA-Agarose durchgefiihrt (s. 3.13.1 u 3.13.3).

3.13.15 Phosphoaminosaurenanalyse

[**P]-markierte Proteine koénnen durch partielle Hydrolyse mit HCl in
Phosphoaminosdure-Peptide gespalten werden, und durch Auftrennung auf
Diinnschicht-Chromatographieplatten im elektrischen Feld nachgewiesen werden von
(Boyle etal., 1991). Nach der Préazipitation und Auftrennung der radioaktiv markierten
His-Fusionsproteine iiber die SDS-PAGE (s. 3.13.7) und Transfer auf eine
Polyvinylidene Difluorid (PVDF) Membran, wurden die entsprechenden Bande
ausgeschnitten und in 6 M HCL fiir 2 Std bei 110 °C inkubiert. Der Hydrolyse-Ansatz
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wurde in einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet und das Pellet in 2 pl Elektrophorese-
Puffer (5,9 % (v/v) Essigsdure, 0,8 % (v/v) Formylséure, 0.3 % (v/v) Pyridin, 0.3 mM
EDTA) resuspendiert. Die Proben wurden mit Phosphoaminoséuren-Markern (Fa.
Sigma-Aldrich) auf die Diinnschicht-Chromatographieplatten aufgetragen und bei
konstanten 1400 V und 40 mA fiir 1 Std aufgetrennt. Die Phosphoaminosduren wurden

anschliessend durch Auflegen eines Filmes autoradiografisch identifiziert (s. 3.13.12).

3.13.16 Reportergen-Analysen

Fiir Reportergen-Analysen wurden 1.5 x 10° CSM14.1 Zellen pro Kavitit einer 24-
well-Platte ausgesiat. Am nichsten Tag wurden die Zellen mit 200 ng der angegebenen
Reportergen-Firefly-Luciferase-Konstrukte transfiziert (s. 3.14.5). Zusétzlich wurde
bei jeder Transfektion 0.4 ng eines Ko-Reportergens, Renilla-Luciferase (pRL-CMYV,
Promega), kotransfiziert. Nach 48 Std wurde die Luciferase-Aktivitit durch das Dual-
Luziferase Reportergen-Analyse System der Fa. Promega nach den Angaben des

Herstellers im Mikroplatten-Luminometer (Fa. Berthold) gemessen.

3.14 Zellbiologische Methoden

3.14.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Fiir die Versuche wurden HEK293 Zellen und MEF verwendet. Die Kultivierung
dieser Zellen erfolgte im CO2-Inkubator bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und einem 5
% igem CO2/Luft-Gemisch. HEK293 und MEF Zellen wurden in 175 cm’
Zellkulturflaschen in 10 ml DMEM + Glutamin, 10 % hitzeinaktiviertem fotalem
Kélberserum, einer Penizillin/ Streptomycin Losung kultiviert. Alle Arbeiten wurden

unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Werkbank durchgefiihrt.

3.14.2 Einfrieren und Auftauen von Kulturzellen

Zum Anlegen von Kryokulturen wurden konfluent gewachsene Zellen einer 175 cm’
Zellkulturflasche mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und mittels Trypsin—-EDTA
Losung abgeldst. Anschliessend wurden die Zellen bei 1300 Upm bei RT fiir 3 Min

zentrifugiert, der Uberstand entsorgt und das Zellsediment in 1 ml frischem

32



Il Material und Methoden

Einfriermedium (10 % fotales Kélberserum (PAA) versetzt und mit 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO, Roth) resuspendiert. Der Ansatz wurde in Kryoréhrchen
iiberfiihrt und bei -80 °C gelagert. Zur Reaktivierung wurden die Zellen bei 37 °C
angetaut, DMSO-Reste durch einmaliges Waschen mit Normalmedium entfernt und

die Zellen in Normalmedium wieder ausgesit.

3.14.3 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage 1:10 bis 1:20 passagiert. Dazu wurden sie 1x
mit PBS gewaschen und zum Abldsen 3 Min mit 600 pl Trypsin/EDTA-Ldsung bei 37
°C inkubiert. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgte durch Zugabe von 5 ml
Normalmedium. Nach dem Uberfiihren in ein steriles 50 ml Falcon-Réhrchen wurden
die Zellen bei 1300 Upm und 3 Min zentrifugiert, der Uberstand entsorgt und die

Zellen in neuem Medium resuspendiert.

3.14.4 Bestimmung der Zellzahl

Von der Zellsuspension wurden 50 pl mit 450 pl Medium verdiinnt. Anschliessend
wurden 25 pul dieser Suspension auf eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die

Zellzahl unter dem Mikroskop bestimmit.

3.14.5 Transfektion eukaryontischer Zellen

Die Transfektion von HEK293- und MEF-Zellen wurde mit dem Transfektions-
Reagenz Fugene 6 (Fa. Roche) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen bis zu einer
Konfluenz von etwa 50 % kultiviert und mit Transfektionsreagenz-DNA-Gemisch
(Verhiltnis 1:3; nach den Angaben des Herstellers) transfiziert. Nach 18 Std wurden
die transfizierten Zellen lysiert (s. 3.13.1).

3.14.6 Immunzytochemie

Deckgldschen wurden mit Poly-L-Lysin-Losung 5 % (Sigma-Aldrich) fiir 30 Min bei
37 °C im CO,-Brutschrank beschichtet und anschliessend mit PBS gewaschen. Die
Poly-L-Lysin beschichteten Deckglischen wurden in die entsprechenden

Zellkulturschalen gelegt und bis zu einer Konfluenz von 30 % kultiviert.
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Anschliessend wurden die Zellen transient transfiziert (s. 3.14.5) und fiir weitere 24
Std kultiviert bis eine Konfluenz von etwa 70 % erreicht wurde. Die Zellen wurden
dann 1x mit PBS-Puffer gewaschen und 5 Min bei -20 °C mit einem
Aceton/Isopropanol (1:1)-Gemisch fixiert.

Zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungen folgte eine 30-miniitige Inkubation
mit Blockierungslosung (5 % BSA in PBS). Der Primérantikorper (s. 3.7.1) wurde in
mit 2 % BSA-haltigem PBS-Puffer verdiinnt (1:500) und fiir 45 Min bei RT zu den
fixierten Zell-Priparaten gegeben. Danach wurden die Préparate 5x mit PBS-Puffer
gewaschen und fiir 30 Min mit Sekundarantikorper, verdiinnt (1:500) in PBS-Puffer (2
% BSA), (siehe 3.1.7) inkubiert. Fiir die Kernfarbung wurden die Priparate mit DAPI
(4°, 6-Diamidino-2-Phenylindol verdiinnt (1:1000) in PBS-Puffer (2 % BSA) fiir 30
Sekinkubiert. Anschliessend wurden die Deckgldser erneut mit PBS-Puffer und
destillierten H,O gewaschen und mit Mowiol-Losung auf dem Objekttriger fixiert.
Durch den Einsatz FITC- und/oder Texas Red-markierter Zweitantikorper (s. 3.7.2)
konnte die zelluldre Lokalisierung immunodetektierten Antigens im

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Zeiss) analysiert und dokumentiert werden.
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V. Ergebnisse

4.1 Potenzielle Phosphorylierungsmotive der Casein-Kinase Il in ATXN3

Analysen der Primérstruktur von ATXN3 haben ergeben, dass ATXN3 zwei
konservierte putative Casein-Kinase II (CK2) Motive (TDLE, TSEE) enthilt, die
durch eine Phosphorylierung der Threoninreste in den Posititionen 207 und 277
modifiziert werden konnten (Tait et al., 1998; Albrecht, et al., 2002). Zusitzlich zu
diesen  Motiven  wurden durch in  sSilico  Analysen mit  den
Phosphorylierungspradiktions-Programmen Netphosk1.0 und Disphos1.3 zwei weitere
CK2-Motive mit jeweils einem Serin an den Positionen 236 und 340 identifiziert (s.
Abb. 4.1). Das Erkennungsmotiv der CK2 besteht aus vier Aminosduren, von denen
die erste Aminosiure, an der die Phosphorylierung stattfindet, ein Serin oder Threonin
ist, gefolgt von zwei beliebigen Aminosduren und einer Glutamin- bzw.
Asparaginsdure. Die in silico Analyse des Disphosl.3 berechnet zusétzlich die
Wabhrscheinlichkeit (auf einer Skala von 0 bis 1) mit der eine Phosphorylierung der
jeweiligen CK2-Motive stattfinden konnte (s. Tab. 4.1). Als potenzielle Kandidaten

kamen nach dieser Analyse nur die beiden Serinreste an den Positionen 236 und 340 in

Betracht.
NT CcT
A A
r Y Al
UIM18&2
(223-240) UIM3
(243-260) polyQ 334-353
i [
L rd 1 Y a |
| " : r. 366
1 191
207 236 ‘ 277 340
[VHKTDLE |[LALSRQE]|  [TNLTSEE] DAMSEED

Abb 4.1 Schematische Darstellung von ATXN3 und potenzielle CK2-Motive. Zwei CK2-Motive,
236-239 und 340-352, befinden sich im ersten und dritten Ubiquitin-Interaktions-Motiv (UIM). Fiir die
invitro Phosphorylierungsversuche wurden zusétzlich zum Vollldngen-ATXN3, Konstrukte eingesetzt,
die entweder die N- oder C-terminale Doméne von ATXN3 beinhalteten. Das Erkennungsmotiv der
CK2 besteht aus vier Aminoséuren, von denen die erste Aminoséure, an der die Phosphorylierung
stattfindet, ein Serin oder Threonin ist, gefolgt von zwei beliebigen Aminosduren und einer Glutamin-
bzw. Asparaginsiure.
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Tabelle 4.1 In silico Analyse der vier CK2-Motive aus der Disphos 1.3 Datenbank. ,,AS* bezieht
sich auf die Aminosdure und der ,,Score* ist die Wahrscheinlichkeit mit der eine Phosphorylierung an
dieser Position stattfinden kann (angegeben mit ja oder nein). Maximaler Wahrscheinlichkeitswert ist
1.000.

Position AS Score Sequenz Ja/Nein
207 T 0.166 RVHKTDLER Nein
236 S 0.915 ALALSRQEI Ja
277 T 0.173 GTNLTSEEL Nein
340 S 0.736 GDAMSEEDM Ja

4.2 CK2 phosphoryliert den C-terminalen Bereich von ATXN3 in vitro

Fiir die invitro Phosphorylierungsversuche wurden GST-Fusionsproteine von ATXN3-
Q19 verwendet. Zusitzlich zum Volllaingen-ATXN3-Q19-Protein (ATXN3-Q19-WT,
Wildtyp), wurde der N-terminale (ATXN3-Q19-NT; 1-191) und der C-terminale
Bereich (ATXN3-Q19-CT; 192-366), der die vier potenziellen CK2-Motive enthilt,
untersucht. Die entsprechenden GST-Fusionsproteine wurden in E. coli DH5a

exprimiert und {iber Glutathion-Sepharose aufgereinigt (s. 3.13.4 - 3.13.7).

ATXN3-Q19

Marker WwT NT cT
(kDa) L | E L | E L | E

128 |-
83 [w—

Coomassie — =
41 |- — - -

29 |-

Abb. 4.2 Nachweis der gereinigten GST-ATXN3-Fusionsproteine im Coomassie-Gel, die fur die in
vitro CK2-Phosphorylierungsversuche verwendet wurden. Fir den Nachweis der GST-
Fusionsproteine ATXN3-Q19-WT (Volllingen-Protein, Wildtyp), ATXN3-Q19-NT und ATXN3-Q19-
CT wurden jeweils 10 pl der Bakterien-Zelllysate (L, nicht gereinigtes GST-ATXN3-Q19-
Fusionsprotein) bzw. 10 pl der gebundenen GST-ATXN3-Q19-Fusionsproteine (E) nach Aufreinigung
tiber Glutathion-Sepharose in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung
sichtbar gemacht. Die molekularen Groflen (kDa) der exprimierten Proteine entsprechen beim
Volllingen ATXN3-Q19-WT etwa 78 kDa, bei ATXN3-Q19-NT und ATXN3-Q19-CT etwa 43 kDaund
45 kDa.

Der invitro CK2-Phosphorylierungsversuch wurde mit CK2, ATP und [y-""P]-ATP und

den jeweils aufgereinigten GST-Fusionsproteinen unter Standardreaktionsbedingungen
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durchgefiihrt (s. 3.13.13). Als Positivkontrolle der CK2-Phosphorylierung wurde
Presenilin-2 (23 kDa) verwendet, das von der CK2 phosphoryliert wird (Walter et al.,
1996). Das Autoradiogramm und der Western Blot der **P-markierten GST-ATXN3-
Q19-Proteine zeigten, dass sowohl Volllingen ATXN3-Q19-WT als auch die C-
terminale Doméne von ATXN3-Q19 phosphoryliert werden, wihrend die N-terminale
Domine keine Phosphorylierung aufwies. Die Phosphorylierungssignale der GST-
ATXN3-Q19-Fusionsproteine konnten eindeutig von den Signalen abgegrenzt werden,
die durch die Autophosphorylierung der CK2 entstehen (s. Abb. 4.3A).

Zusitzlich zur in vitro Phosporylierung von ATXN3-Q19 mit der CK2, wurde die
Phosphorylierung von ATXN3-Q19 mit der Proteinkinase A (PKA) getestet. Als
Positivkontrolle wurde Histon H3 (16 kDa) verwendet, das von der PKA
phosphoryliert wird (Deborah, et al., 1999). ATXN3-Q19-WT wurde von der PKA
nicht phosphoryliert, obwohl die in slico Analyse zwei potenzielle
Phosphorylierungsstellen vorhersagte (s. Abb. 4.3B u. Abb. 4.8) und die
Positivkontrolle Histon H3 phosphoryliert wurde.

A B
PS2 ATXN3-Q19 - | H3 |ATXN3-Q19
FL FL NT CT
Cck2: + + - + o+ + PKA: + + -+
— 4 ATXN3-FL
N = 4ATXN3-CT o — — — %
T - - §
— 4PSs2 — 4H3
g v — CATXNB-FL % — e | 4 ATXNG-FL
. (4ATXNS-CT
‘g A ATXN3-NT 'g
o i)
= =

Abb. 4.3 In vitro Phosphorylierung von ATXN3 mit den Kinasen CK2 und PKA. Die GST-
Fusionsproteine von ATXN3-Q19-WT, -NT, -CT und Kontroll-Ansétze wurden mit ATP, 32p_ATP, und
CK2 (A) bzw. PKA (B) inkubiert. Anschliessend wurden die radioaktiv markierten GST-ATXN3-Q19-
Proteine iiber Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot
bzw. Autoradiogramm detektiert. Nur Volllangen ATXN3-Q19-WT und derC-terminale Bereich wurden
von CK2 invitro phosphoryliert. Als Negativkontrollen wurden Reaktionen angesetzt, die nur CK2 oder
PKA enthielten, um die Autophosphorylierung der Kinasen zu identifizieren (s. Stern).
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4.3 CK2 phosphoryliert ATXN3 in vitro an Serin 340

Um die CK2-Phosphorylierungsmotive von ATXN3-Q19-WT einzugrenzen, wurden
die konservierten CK2-Motive durch gezielte Mutagenese verdndert. Durch den
Austausch der Aminoséduren Serin oder Threonin gegen die Aminoséure Alanin, wurde
iiberpriift, ob an der entsprechenden Aminosdure-Position eine Phosphorylierung
stattfinden kann (s. 3.13.13 u. 3.13.12). Hierzu wurde das GST-ATXN3-Q19-WT-
Konstrukt durch Doppelstrang-Mutagenese mit komplementidren Primern, die die
einzufilhrende Mutation beinhalteten, amplifiziert (Tab. 4.2). Zusétzllich zu den
einzelnen Alanin-Mutanten wurde eine kombinierte Mutante hergestellt, die alle vier

Mutationen beinhaltet.

Tabelle 4.2 Aminosaure-Positionen und Bezeichnungen der mutagenisierten ATXN3-Konstrukte.
Bezeichnungen der verwendeten GST-ATXN3-Q19-Konstrukte und der jeweiligen Aminoséure-
Positionen, die in ATXN3-Q19 mutagenisiert wurden.

Mutagenisierte Positionen Konstrukt

T207A pGEX5X-1-ATXN3-Q19-T207A
S236A pGEXS5X-1-ATXN3-Q19-S236A
T277A pGEXS5X-1-ATXN3-Q19-T277A
S340A pGEXS5X-1-ATXN3-Q19-S340A
T207A, S236A, T277A, S340A pGEX5X-1-ATXN3-Q19-Alle

Die invitro Phosphorylierung der ATXN3-Q19-Alanin-Mutanten mit der CK2 zeigte
eindeutig, dass nur die ATXN3-Q19-Alaninmutante S340A keine radioaktive Bande
mehr im Autoradiogramm aufweist (s. Abb 4.4). Die anderen ATXN3-Alanin-
Mutanten weisen radioaktive Banden im Autoradiogramm auf, deren Intensitét der des
ATXN3-Q19-WT entsprechen. Dadurch konnte gezeigt werden, dass ATXN3-Q19in
vitro spezifisch am Serinrest 340 von der CK2 phosphoryliert wird.
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ATXN3-Q19
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Abb. 4.4 In vitro Phosphorylierung von ATXN3 und der ATXN3-Alanin-Mutanten durch CK2.
ATXN3-Q19-WT und die entsprechenden ATXN3-Alanin-Mutanten wurden mit ATP, 32p_ATP, und
CK2 inkubiert. Die radioaktiven markierten GST-Proteine wurden anschliessend iiber Glutathion-
Sepharose aufgereinigt, im SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und im Autoradiogramm/Western Blot
dargestellt. Von den ATXN3-Alanin-Mutanten wurde nur ATXN3-Q19-S340A, bzw. ATXN3-Q19-Alle
(T207A, S236A, T277A, S340A) nicht mehr phosphoryliert. Als Kontrolle diente ein Reaktionssansatz,
der nur mit der CK2 ohne rekombinantes Protein angesetzt wurde und die Autophosphorylierung der
CK2 zeigt (Stern).

4.4 Invivo Phosphorylierung von ATXN3 in HEK293-Zellen

Die Ergebnisse der in vitro Versuche wurden im folgenden in vivo tiberpriift. Hierfiir
wurden die cDNAs der vorhandenen GST-ATXN3-Q19-Konstrukte in einen Vektor
umkloniert, der die Expression der verschiedenen ATXN3-Q19-Isoformen mit einer C-
terminalen 6-fachen Histidin-Markierung in eukaryontischen Zellen ermdglicht (s.
3.13.3). Die His-ATXN3-Fusionsproteine wurden in HEK293 Zellen (humane
embryonale Nierenzellen) transient exprimiert, mit Ni-NTA-Agarose prazipitiert und

im Coomassie-Gel iiberpriift (s. Abb. 4.5).
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Abb. 4.5 Expression und Ni-NTA-Préazipitation von His-ATXN3-Fusionsprotein aus transfizierten
HEK?293-Zellen. Fiir den Nachweis des His-ATXN3-Q19-WT-Fusionsproteins wurden jeweils 35 ul
des Ausgangs-Zelllysats (L), der beiden Waschschritte (W1, W2) und der Elutionsschritte (E1, E2, E3)
im SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie Farbung (oberer Teil) sichtbar gemacht. Die Western
Blot Analyse dieses Gels (unterer Teil) mit einem His-spezifischen Antikorper bestitigt, dass es sich bei
dem aufgereinigtem His-Protein um ATXN3-Q19-WT handelt.

Die Phosphorylierung von Proteinen kann unterschiedlich schnell erfolgen und der
Grad der Phosphorylierung hidngt von der Prdsenz und Aktivitit zelluldrer
Phosphatasen ab (Ubersax et al., 2007; Patwardhan et al., 2007). Um die Inkorporation
von *?P in ATXN3-Q19-WT im Zeitverlauf zu ermitteln, wurde ATXN3-Q19-WT
unterschiedlich lang und in An- oder Abwesenheit des Phosphatase-Inhibitors,
Okadasdure (10uM), untersucht. In einem Zeitverlauf tiber 3 Std wurde die
Inkorporation von **P in ATXN3-Q19-WT densitometrisch durch Quantifizierung der
Banden im Autoradiogramm und Western Blot bestimmt (s. Abb. 4.6A, B) Mit
Okadasdure kommt es zu einer Anreicherung von radioaktiv phosphoryliertem
ATXN3-Q19-WT wihrend ohne Okadasdure eine verzogerte Anreicherung
phosphorylierten ATXN3-Q19-WT stattfindet. Das Autoradiogramm zeigt, dass nach
einer Stunde Inkubationszeit ohne Okadasdure noch keine Phosphorylierung von
ATXN3-Q19-WT nachgewiesen werden konnte, wahrend mit Okadasdure bereits eine
schwache Phosphorylierungsbande von ATXN3-Q19-WT zu erkennen ist (s. Abb. 4.6).
Uber die gesamte Inkubationszeit von 3 Std kommt es mit oder ohne Okadasiure zu
einer Akkumulation von phosphoryliertem ATXN3-Q19-WT. Der Phosphatasen-

Inhibitor Okadasdure ist somit nicht erforderlich, um die Stabilitit der

Phosphorylierung aufrechtzuerhalten. Alle im weiteren durchgefiihrten in vivo
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Phosphorylierungsreaktionen wurden daher ohne Okadasdure und mit einer

dreistiindigen Inkubationszeit durchgefiihrt.
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Abb. 4.6 In vivo Phosphorylierung von ATXN3 in HEK293 Zellen. (A) Autoradiogramm und
Western Blot von transient mit ATXN3-Q19-WT transfizierten HEK293-Zellen. Die HEK293-Zellen
wurden nach 48 Std fiir 1 Std in einem phosphatfreien Ndhrmedium inkubiert und anschliessend mit 0,5
mCi radioaktiven Orthophosphat unterschiedlich lang (0:30, 1:00, 1:30, 2:00, 2:30 und 3:00 Std) in An-
oder Abwesenheit des Phosphatase-Inhibitors Okadasiure (OA; 10 uM) markiert. Nach der Herstellung
der entsprechenden Zelllysate wurde rekombinantes ATXN3-Q19-WT iiber Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt, im SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und durch Autoradiografie bzw. Western Blot
nachgewiesen. Eine Akkumulation phophorylierten ATXN3-Q19-WT wird auch ohne OA erreicht (B)
Quantifizierung des eingebauten **P in ATXN3-Q19-WT im Zeitverlauf der Inkubation. Die
Bandenintensitdt im Autoradiogramm und Western Blot wurde densitometrisch vermessen und als
Verhiltnis eingebauten radioaktiven Phosphats zu immunoreaktiven ATXN3-Q19-WT-Protein
dargestellt.
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4.5 in vivo Phosphorylierung des C-Terminus von ATXN3

Um den Bereich von ATXN3-Q19-WT einzugrenzen, der in vivo phosphoryliert wird,
wurde die Phosphorylierung der N-terminalen mit der C-terminalen Region von
ATXN3-Q19-WT in HEK293-Zellen verglichen. Ubereinstimmend mit den in vitro
Ergebnissen war die C-terminale Region von ATXN3-Q19-WT invivo phosphoryliert,
wihrend der N-terminale Bereich von ATXN3-Q19-WT keine Phosphorylierung
zeigte (s. Abb. 4.7A). Die invivo Phosphorylierung der ATXN3-Q19-S340A-Mutante
zeigte zwar eine deutliche Abnahme der Phosphorylierungsintensitét im Vergleich zum
ATXN3-Q19-WT, aber die Inkorporation von **P war nicht vollstindig unterdriickt (s.
Abb. 4.7B).

Zusitzlich wurde die Phosphorylierung von expandierten ATXN3 Wildtyp (ATXN3-
Q70-WT) und der entsprechenden ATXN3-Q70-S340A-Mutante untersucht, um den
Einfluss der verldngerten Polyglutaminregion auf die Phosphorylierung zu priifen.
Expandiertes ATXN3-Q70-WT und die ATXN3-Q70-S340A-Mutante zeigten
vergleichbare Phosphorylierungsintensitdten wie normales ATXN3-Q19-WT und die
ATXN3-Q19-S340A-Mutante (s. Abb. 4.7B).

A B
- ATXN3-Q19 - |ATXN3-Q19| ATXN3-Q70
FL NT CT WT S340A| WT S340A
. a2p T s
s2p —
- We ——
— — —
WB
—

Abb. 4.7 In vivo Phosphorylierung von normalen und expandierten ATXN3 und der jeweiligen
S340A-Mutanten in HEK293-Zellen. HEK293-Zellen wurden mit jeweils normalen und expandierten
ATXN3-Q19-WT und den S340A-Mutanten fiir 48 Std transient transfiziert, fir 1 Std in einer
phosphatfreien Néhrlosung inkubiert und anschliessend mit 0,5 mCi radioaktiven Orthophosphat 3 Std
markiert. Das rekombinante His-ATXN3-Q19 der Zelllysate wurde mit Ni-NTA-Agarose aufgereinigt,
im SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und durch Autoradiografie bzw. Western Blot nachgewiesen. Volllangen
ATXN3-Q19-WT sowie der C-terminale Bereich werden in vivo phosphoryliert. Die Mutagenese von
S340A kann die Phosphorylierung von ATXN3-Q19 und -Q70 nicht vollstdndig unterdriicken.
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4.6 Weitere potenzielle Phosphorylierungsstellen von ATXN3

Da die Phosphorylierung der ATXN3-Q19-S340A-Mutanten nicht vollstindig
unterdriickt war, wurden weitere potenzielle Phosphorylierungsstellen der C-
terminalen Region von ATXN3 untersucht, die sich aus der in silico-Analyse mit den
Programmen Netphosk1.0 und Disphos1.3 ergeben haben (s. Abb. 4.8). Es handelt sich
dabei um 18 weitere potenzielle Phosphorylierungsstellen (7 Threonine und 11
Serine), die von insgesamt sieben entsprechenden Kinasen erkannt werden konnten.
Nach dieser Analyse werden ausschliesslich Serin- und Threonin-Reste im C-Terminus

von ATXN3 phosphoryliert jedoch keine Tyrosin-Reste.

7 7
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$-265 RNTSQDM $-236 LALSRQE 5-261 QGSSRNI 5-265 RNISQDM
T-274 TSGTNLT T-277 TNLTSEE S-265 RNISODM T-269 QDMTOTS
T-277 TNLTSEE $-278 NLTSEEL T-274 TSGTINLT §-352 VIMSLET
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Abb 4.8 C-terminale Aminosduresequenz und potenzielle Phosphorylierungsstellen von ATXNS3.
Die Positionen der 18 Serin- und Threonin-Reste sind jeweils iiber der Aminosiduresequenz mit
Symbolen gekennzeichnet. Die Symbole verweisen auf die jeweils identifizierten Sequenz-Motive und
entsprechenden Kinasen im unteren Teil der Abbildung, die mit der Priadiktionsanalyse und den
Programmen Netphosk1.0 und Disphos1.3 ermittelt wurden.
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4.7  Phosphoaminosauren-Analyse von ATXN3

Die Liste potenzieller Phosphorylierungsstellen im C-Terminus von ATXN3 umfasst
18 Kandidaten, von denen 7 Threoninreste und 11 Serinreste filir die Phosphorylierung
in Frage kommen. Mit einer Phosphoaminosduren-Analyse (s. 3.13.15) wurde
iiberpriift, ob die Phosphorylierung von ATXN3 an Serin-, Threonin- oder Tyrosin-
Resten erfolgt. Fiir die Analyse wurde das ATXN3-Q19-WT und die ATXN3-Q19-
S340A-Mutante in HEK293-Zellen exprimiert und in vivo radioaktiv phosphoryliert
(s. 3.13.13). Das radioaktiv markierte His-ATXN3-Fusionsprotein der Zelllysate
wurde iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt, im SDS-PAGE-Gelelektrophorese
aufgetrennt und auf eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)- Membran iibertragen. Im
Autoradiogramm wurden die spezifisch phosphorylierten Banden aus der PVDF-
Membran ausgeschnitten und in 6 M HCI fiir 2 Std bei 110 °C hydrolisiert, um eine
Phosphoaminoséduren-Analyse einzelner Aminoséduren der prizipitierten Proteine zu
ermoglichen. Da die Phosphodiester-Bindung zwischen der radioaktiven
Phosphatgruppe und der jeweiligen Aminosdure bei der HCL-Behandlung nicht
angegriffen wird, konnen nach Auftrennung dieses Gemischs {iiber Zellulose-
Diinnschicht-Chromatografieplatten mit einem entsprechenden Aminoséuren-Standard
aus Phospho-Serin, -Threonin und -Tyrosin die phosphorylierten Aminoséurenreste
von ATXN3 im Autoradiogramm zugeordnet werden. Das Autoradiogramm der
Diinnschicht-Chromatografie (s. Abb. 4.9B) zeigte, dass hydrolisiertes, markiertes
ATXN3-Q19-WT und die ATXN3-Q19-S340A-Mutante ausschliesslich im Bereich
des Phospho-Serin-Markers radioaktive Signale aufweisen. Darliber hinaus bestétigte
die Phosphoaminosiuren-Analyse die verringere Phosphorylierung der ATXN3-Q19-
S340A-Mutante (s. Abb. 4.9A, B).
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Abb. 4.9 Phosphoaminosauren-Analyse von ATXN3. HEK293-Zellen wurden jeweils mit ATXN3-
QI19-WT und ATXN3-Q19-S340A fiir 48 Std transient transfiziert, fiir 1 Std in einer phosphatfreien
Néhrlosung inkubiert und anschliessend mit 0,5 mCi radioaktiven Orthophosphat 3 Std markiert. Das
rekombinante His-ATXN3 der Zelllysate wurde iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt, anschliessend im
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine Polyvinylidene Difluorid-(PVDF)-Membran iibertragen. (A)
Autoradiogramm und ATXN3-Q19-spezifischer Western Blot der His-ATXN3-Proben (ATXN3-Q19-
WT und ATXN3-Q19-S340A) sowie 10 % des Ausgangszelllysats, das fiir Aufreinigung iiber Ni-NTA-
Agrose verwendet wurde. (B) Zellulose-Diinnschicht-Chromatografie und Autoradiografie der HCI-
hydrolisierten, radioaktiven ATXN3-Banden von der PVDF-Membran. Die drei umkreisten und mit
Pfeilen gekennzeichneten Bereiche entsprechen den Phosphoaminoséuren-Markern Phospho-Serin, -
Threonin und -Tyrosin. ,Start bezeichnet den Ausgangspunkt des Probenauftrags. Die
Phosphoaminoséuren Analyse zeigt, dass die Phosphorylierung von ATXN3-Q19 ausschliesslich an
Serin-Resten erfolgt.

4.8 Massenspektrometrische Analyse von ATXN3

Durch die Phosphoaminosdurenanalyse konnte gezeigt werden, dass die in vivo
Phosphorylierung von ATXN3-Q19-WT ausschliesslich an Serin- und nicht an
Threonin- oder Tyrosin-Resten erfolgt. Um weitere, potenzielle Phosphorylierungs-
stellen in ATXN3 einzugrenzen, wurde eine massenspektrometrische Analyse von
ATXN3 durchgefiihrt. Hierzu wurde ATXN3-Q19-WT-His-Fusionsprotein in vivo in
HEK293-Zellen phosphoryliert und iiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt (s. 4.6). Die
ATXN3-Q19-WT-Bande wurde aus dem gefarbten Coomassie-Gel ausgeschnitten und
fiir die massenspektrometrische Analyse mit Trypsin verdaut und aufgereinigt (s.
3.13.3). Die identifizierten Peptide (Fa. Proteomics Factory, Berlin) deckten etwa 84
% der ATXN3-Proteinsequenz ab. In der Abbildung 4.10 sind die Peptidfragmente und
-sequenzen aufgefiihrt, die als Phosphopeptide vom Massenspektrometer identifiziert
wurden. Die identifizierten phosphorylierten Peptidsequenzen ermoglichten zwar

keine exakte Zuordnung einzelner Phosphoserine innerhalb der Peptidfragmente,
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stimmten aber mit Ausnahme des Serins in Position 236 mit der in silico Analyse
potenzieller Phosphorylierungsstellen in ATXN3 iiberein (s. Abb. 4.8). Dariiber hinaus
konnten nach der massenspektrometrischen Analyse vier weitere Serinreste an den
Positionen 317, 327, 328 und 333 als weitere potenzielle Phosphorylierungsstellen in
ATXN3 in Frage kommen (Tab. 4.3).
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Abb. 4.10 Massenspektrometrische Analyse von ATXN3. HEK293-Zellen wurden mit His-ATXN3-
Q19-WT fiir 48 Std transient transfiziert, fiir 1 Std in einer phosphatfreien Néhrlgsung inkubiert und
anschliessend mit 0,5 mCi radioaktiven Orthophosphat 3 Std markiert. His-ATXN3-Q19-WT wurde
tiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt, im SDS-PAGE aufgetrennt und anschliessend mit Coomassie
gefarbt. Die entsprechende ATXN3-Q19-WT Bande wurde aus dem Coomassie-Gel ausgeschnitten und
fiir die massenspektrometrische Analyse aufbereitet. Die mit der Massenspektrometrie identifizierten
Peptidsequenzen, die eine oder mehrere Phosphatgruppen gebunden haben, sind jeweils unterhalb der
C-terminalen Aminosduresequenz von ATXN3-Q19-WT dargestellt.
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Tabelle 4.3 Vergleich der durch die massenspektrometrische Analyse identifizierten und den
durch die in silico Analyse vorhergesagten potenziellen Phosphorylierungsstellen in ATXNS3.
Ubereinstimmende Serinpositionen sind mit einem Plus gekennzeichnet und nicht iibereinstimmende
Positionen mit einem Minus.

Position der Serinreste
Ol o O ~| L] v o = ‘_-“_\_- “ N| | o ©Of Qv
||| F|a|a|s|s|6|d|8S |38
InsilicoAnalyse | + | + |+ |+ |+ |+ | +| +|-|+]|-|-|-|+]|+
MS Analyse SO I o T o U ol ol O o I o T O o O o o B O I

4.9 Charakterisierung aller phosphorylierten Serine in ATXN3

Den bisherigen Ergebnissen zufolge wird ATXN3 in vivo ausschliesslich an
Serinresten im C-terminalen Bereich phosphoryliert. Nach der in silico und
massenspektrometrischen Analyse kommen dafiir 15 Serine in Betracht (Tab. 4.3). Um
die tatsdchlichen Phosphorylierungsstellen in ATXN3 einzugrenzen, wurde daher jedes
einzelne Serin durch zielgerichtete Mutagenese mit einem Alanin substituiert (s. Tab
4.4). In kurzem Abstand aufeinander folgende Serine wurden als zusammengesetzte
Alanin-Mutanten hergestellt, so dass die Serinreste S260A und S261A, S317A und

S318A sowie S327A und S328A jeweils gemeinsam mutagenisiert wurden.

Tabelle 4.4 Aminosaure-Positionen und Bezeichnungen der mutagenisierten ATXN3-Konstrukte.
Bezeichnungen der verwendeten His-ATXN3-Q19-Konstrukte und der jeweiligen Aminosédure-
Positionen, die in ATXN3-Q19 mutagenisiert wurden.

Mutagenisierte Positionen Konstrukt

S236A pcDNA3-ATXN3-Q19-S236A (UIM1)

S256A pcDNA3-ATXN3-Q19-S256A

S260A, S261A pcDNA3-ATXN3-Q19-S260A/S261A

S265A pcDNA3-ATXN3-Q19-S265A

S272A pcDNA3-ATXN3-Q19-S272A

S278A pcDNA3-ATXN3-Q19-S278A

S314A pcDNA3-ATXN3-Q19-S314A

S317A, S318A pcDNA3-ATXN3-Q19-S317A/S318A
S327A, S328A pcDNA3-ATXN3-Q19-S327A/S328A

S333A pcDNA3-ATXN3-Q19-S333A

S340A pcDNA3-ATXN3-Q19-S340A

S352A pcDNA3-ATXN3-Q19-S352A

S256A, S260A, S261A pcDNA3-ATXN3-Q19-S256A/S260A/S261A (UIM2)
S340A, S352A pcDNA3-ATXN3-Q19-S340A/S352A (UIM3)
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Die His-ATXN3-Q19-Fusionskonstrukte wurden in HEK293-Zellen transfiziert und
nach Standardbedingungen (s. 3.13.14) in vivo phosphoryliert. Hierfiir wurden His-
ATXN3-Q19-Fusionsproteine aus den jeweiligen Zelllysaten {iber Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt, im SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und mit Autoradiografie sichtbar
gemacht. Die Bandenstirken im Autoradiogramm und Western Blot wurden
densitometrisch vermessen und als Verhiltnis der Phospho-Signalintensitit zu
immunoreaktiven ATXN3-Protein dargestellt. In Abbildung 4.11 sind die ATXN3-
Q19-Mutanten gezeigt, die eine verringerte Phosphorylierung im Vergleich zu ATXN3
Wildtypprotein zeigten.

Die stirkste Verringerung der Phosphorylierungsintensitdt wurde mit den Alanin-
Mutanten S340A und S352A beobachtet; auch die Alaninmutanten S236A, S256A und
S260A/S261A wiesen eine deutliche Verringerung auf. Alle diese Positionen befinden
sich in einem der drei UIMs (s. Abb. 4.1). Die Alanin-Mutanten S265A, S272A,
S278A, S317A/S318A, S327A/S328A und S333A zeigten eine vergleichbar starke
Phosphorylierung wie das ATXN3-Q19-Wildtypprotein (Daten nicht gezeigt) und
tragen damit offenbar nicht zur Phosphorylierung von ATXN3 bei. Die
Phosphorylierungsstellen der zweiten und dritten UIM wurden anschliessend zu
jeweils einer Alaninmutante (UIM2: S256 A+S260A+S261A; UIM3: S340A+S352A)
zusammengesetzt und erneut in der in vivo Phosphorylierung untersucht. Im Vergleich
zu den Intensititen der Einzelmutanten wurde mit den zusammengesetzten Alanin-
Mutanten jedoch nur eine geringfiigig verringerte Intensitidt der Phosphorylierung
erzielt. Eine Sechsfachmutante aus den Positionen der ersten, zweiten und dritten UIM
(S236A, S256A, S260A, S261A, S340A und S352A) bewirkte einen Verlust der
Phosphorylierung um etwa 80%. Auffallend ist ein Banden-Shift der Alanin-Mutante
S352A, der mdglicherweise durch eine SDS-resistente konformationelle Anderung

zustande kommt.
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Abb 4.11 Phosphorylierung von ATXN3 an den Serinresten in den Positionen 236, 256, 260, 261,
340 und 352. (A) HEK293-Zellen wurden jeweils mit ATXN3-Q19-WT und den Alaninmutanten von
ATXN3-Q19 fiir 48 Std transient transfiziert, 1 Std in einer phosphatfreien Néhrlosung inkubiert und
mit 0,5 mCi radioaktiven Orthophosphat 3 Stdmarkiert. Das rekombinante His-ATXN3-Q19 der
Zelllysate wurde tiber Ni-NTA-Agarose aufgereinigt, anschliessend im SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und
durch Autoradiografie bzw. Western Blot sichtbar gemacht. (B) Quantifizierung des eingebauten **P in
die jeweiligen ATXN3-Q19-Isoformen. Die Bandenintensitit des Autoradiogramms und Western Blots
wurde densitometrisch vermessen und als Verhéltnis der Phosphosignal-Intensitit zu immunreaktiven
ATXN3-Protein dargestellt. Die Werte stellen die Mittelwerte = Standardabweichung (SEM) in Prozent
von jeweils drei unabhéngigen Versuchen dar, wobei die Ratio des ATXN3-Q19-WT-Wertes als 100 %
festgelegt wurde.
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4.10 Lokalisierung von ATXN3 in HEK293-Zellen

Die Phosphorylierung stellt einen wichtigen zelluldren Regulationsmechanismus
biologischer Prozesse dar, der die Lokalisierung und Funktion von Proteinen
beeinflusst (Cozzone, 1988; Zhou et al., 1999; Nestler & Greengard, 2002).
Nachfolgend wurde daher der Einfluss der Phosphorylierung auf die Lokalisierung
von ATXN3 in der Zelle untersucht.

Dazu wurden nukledre und zytoplasmatische Fraktionen transfizierter HEK293-Zellen
hergestellt und die Lokalisierung von ATXN3-Q19-WT und der sechsfachen ATXN3-
Q19-Phosphomutante (ATXN3-Q19-Alle, S236A/S256A/S260A/ S261A/S340A/
S352A) untersucht (s. 3.13.2). ATXN3 liegt in der Zelle iiberwiegend zytoplasmatisch
vor (Paulson et al., 1997b). Die Ergebnisse (Abb 4.12) bestdtigen, dass ATXN3-Q19-
WT und ATXN3-Q19-Alle iiberwiegend in der zytoplasmatischen Fraktion zu finden
sind (bzw. 70 % und 95 %), wobei der zytoplasmatische Proteinanteil von ATXN3-
Q19-Alle im Vergleich zum Wildtyp 25 % hoher liegt. Dementsprechend verringert
sich der Anteil von ATXN3-Q19-Alle in der nukleédren Fraktion auf 5 % im Vergleich
zu 30 % Kernanteil von ATXN3-Q19-WT. Diese Ergebnisse weisen darauthin, dass
die Phosphorylierung von ATXN3-Q19 einen erheblichen Einfluss auf seine zelluldre
Lokalisierung besitzt und offenbar iiberwiegend phosphoryliertes ATXN3-Q19 in den
Kern gelangt.
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Abb. 4.12 Lokalisierung von ATXN3-Q19-WT und dessen Phosphomutante nach subzellularer
Fraktionierung. (A) Transient mit ATXN3-Q19-WT oder der ATXN3-Q19-Alle-Mutante
(S236A/S256A/S260A/ S261A/S340A/ S352A) transfizierte HEK293-Zellen wurden in
zytoplasmatische (C) und nukledre Fraktionen (N) aufgetrennt. Anschliessend wurden die Zell-
Fraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit einem His-Antikorper
nachgewiesen. ATXN3-Q19-Alle lokalisiert im Gegensatz zu ATXN3-Q19-WT fast ausschliesslich im
Zytoplasma. (B) Quantifizierung von ATXN3-Q19-WTund ATXN3-Q19-Alle in zytoplasmatischen und
nukledren Fraktionen. Die Bandenintensitit des Western Blots wurde densitometrisch vermessen und als
Verhiltnis von immunreaktiven ATXN3-Protein zu immunreaktiven Aktin-Protein dargestellt. Die
Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichung (SEM) in Prozent von jeweils drei unabhéngigen
Versuchen dar, wobei beide Fraktionen als 100 % festgelegt wurden.

4.11 Phosphorylierung von Serin 340 und 352 in ATXN3 beeinflusst die
zellulare Lokalisierung

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass phosphoryliertes ATXN3 in den Zellkern
gelangt und im nicht phosphorylierten Zustand im Zytoplasma der Zelle vorliegt,
wurden die His-Fusionsproteine ATXN3-Q19-WT und Sechsfach-Phosphomutante
ATXN3-Q19-Alle in HEK293 Zellen transient exprimiert und die Lokalisierung der
Proteine durch indirekte Immunfluoreszenz-Zytochemie iiberpriift (s. 3.14.6).
Wihrend das ATXN3-Q19-WT-Protein eine diffuse zytoplasmatische und nukleére
Verteilung in HEK293-Zellen zeigte, wurde das Protein der Phospho-Mutante ATXN3-
Q19-Alle ausschliesslich im Zytoplasma nachgewiesen (s. Abb. 4.13A). Um dariiber
hinaus festzustellen, welche der sechs Serin-Phosphorylierungsstellen von ATXN3-
Q19 die Anderung in der Lokalisierung beeinflusst, wurden alle Einzel- und
kombinierten UIM-Alanin-Mutanten transient exprimiert und die Lokalisierung
immunzytochemisch tiberpriift. Von den iiberpriiften ATXN3-Q19-Phosphomutanten
zeigte nur die kombinierte Alanin-Mutante der dritten UIM (ATXN3-Q19-
S340A/S352A) eine der Sechsfach-Mutante ATXN3-Q19-Alle vergleichbare,
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ausschliesslich zytoplasmatische Lokalisierung. Transient exprimiertes, expandiertes
ATXN3-Q70-Wildtypprotein (ATXN3-Q70-WT) und die expandierte ATXN3-Q70-
Mutanten, ATXN3-Q70-Alle und ATXN3-Q70-S340A/S352A, wiesen e¢ine
vergleichbare zelluldre Lokalisierung wie die nicht-expandierten ATXN3-Q19-
Isoformen auf. ATXN3-Q70-WT zeigte eine diffuse zytoplasmatische und nukleédre
Verteilung im Vergleich zu einer ausschliesslich zytoplasmatischen Lokalisierung der
ATXN3-Q70-Mutanten ATXN3-Q70-Alle und ATXN3-Q70-S340A/S352A.

Nukledre und zytoplasmatische Fraktionen von ATXN3-Q19-S340A/S352A und
ATXN3-Q70-S340A/S352A transfizierten HEK293-Zellen bestétigten die Protein-
Verteilung der immunzytochemischen Abbildungen (s. Abb. 4.13B). Fiir die nukledre
Lokalisierung von nicht-expandiertem und expandiertem ATXN3 erscheint somit die
Phosphorylierung der Serine in Position 340 und 352 erforderlich zu sein, wéhrend die

Polyglutaminexpansion von ATXN3 keinen Einfluss zu haben scheint.
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Abb. 4.13 Lokalisierung von normalen und expandierten ATXN3-Wildtyp und ATXN3-Mutanten
in HEK293-Zellen. (A) Fiir die immunzytochemischen Farbungen von ATXN3-Q19-WT und der
Mutanten ATXN3-Q19-Alle (S236A/S256A/S260A/S261A/S340A/S352A) und ATXN3-Q19-
S340A/S352A, sowie expandiertes ATXN3-Q70-WT und der expandierten Mutanten ATXN3-Q70-Alle
(S236A/S256A/S260A/S261A/S340A/S352A) und ATXN3-Q70-S340A/S352A wurden die Konstrukte
jeweils in HEK293-Zellen transient exprimiert und durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen.
Normales und expandiertes ATXN3-WT zeigen eine diffuse zytoplasmatische und nukledre Verteilung,
wihrend die Alaninmutanten, ATXN3-Q19/Q70-Alle und ATXN3-Q19/Q70-S340A/S352A nur im
Zytoplasma lokalisiert sind. Kernfarbungen mit DAPI (blau) und ATXN3-Nachweis mit His-Antikdrper
(rot). (B) Gesamt-Zelllysate (Gesamt Lysat), sowie nukledre und zytoplasmatische Fraktionen von
ATXN3-Q19-S340A/S352A und ATXN3-Q70-S340A/S352A.
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4.12 Phosphorylierung von ATXN3 beeinflusst Lokalisierung und Bildung
intrazellularer Inklusionen

Bei der SCA3 sowie in SCA3-Zell- und Tier-Modellen aggregiert expandiertes
ATXN3 im Zellkern zu den charakteristischen nukledren, neuronalen Inklusionen (NI).
Daher stellte sich die Frage, ob fiir die Lokalisierung der NI moglicherweise
expandiertes ATXN3 in seiner phosphorylierten Form vorliegen muss und ob die
nukledre Inklusionsbildung mit der Phosphomutante ATXN3-Q70-S340A/S352A
unterbleibt. Da expandiertes Volllingen-ATXN3-Q70 iiber den kurzen Zeitverlauf
einer transienten Expression in HEK293-Zellen nicht aggregiert (s. Abb. 4.13A),
wurde ein N-terminal, trunkiertes expandiertes ATXN3-Q70 Konstrukt (ATXN3-
257Q70) verwendet, dessen N-Terminus bis zur Aminosdure 256 fehlt. Dieses
trunkierte ATXN3-Fragment bildet auch bei transienten Transfektionen sehr effizient
intrazelluldre Aggregate (Haacke et al., 2006). Fiir diese Untersuchungen wurde neben
dem ATXN3-257Q70-WT auch eine entsprechende Alanin- und Aspartat-Mutante der
Serin-Positionen 340/352 eingesetzt.

Die immunzytochemischen Abbildungen 4.14A zeigen, dass die Expression von
ATXN3-257Q70-WT in transient transfizierten HEK293-Zellen zur Bildung von
iiberwiegend nukledren Inklusionen und, zu einem geringeren Anteil, auch zu
zytoplasmatischen Inklusionen fiihrt. Im Gegensatz dazu bildet die ATXN3-257Q70-
S340A/S352A-Mutante iiberwiegend zytoplasmatische Inklusionen und die ATXN3-
257Q70-S340D/S352D-Mutante iiberwiegend nukleédre Inklusionen.

Die Quantifizierung der immunzytochemischen Farbungen bestétigte, dass ATXN3-
257Q70-WT im Kern mehr Inklusionen als im Zytoplasma bildet. Bei der ATXN3-
257Q70-S340A/S352A-Mutante dndert sich das Verhéltnis deutlich, so dass
wesentlich mehr zytoplasmatische als nukledre Inklusionen vorliegen. Die ATXN3-
257Q70-S340D/S352D-Mutante bildete dagegen {iberwiegend nukledre Inklusionen
und deutlich weniger zytoplasmatische Inklusionen (Abb 3.14B).
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Abb. 4.14 Subzelluldre Lokalisierung und Quantifizierung von Inklusionen mit N-terminal
trunkiertem ATXN3-257Q70 und analoger Phosphomutanten in HEK293-Zellen. (A)
Immunzytochemische Farbungen transient transfizierter HEK293-Zellen mit den Konstrukten ATXN3-
257Q70, ATXN3-257Q70-S340A/S352A und ATXN3-257Q70-S340D/S352D. Kernfarbungen mit
DAPI (blau) und ATXN3-Nachweis mit einem His-Antikorper (griin). Die Balken entsprechen jeweils
15 pm. (B) Die Quantifizierung der NIs wurde mit drei unabhéngigen Farbungen transient transfizierter
HEK?293-Zellen und den angegebenen Konstrukten durchgefiihrt. Die Werte stellen die Mittelwerte +
Standardabweichung (SEM) in Prozent von jeweils drei unabhéngigen Versuchen dar.

Um die Lokalisierung und Aggregation der N-terminal trunkierten ATXN3-Protein-
Isoformen (ATXN3-257Q70-WT, ATXN3-257Q70-S340A/S352A und ATXN3-
257Q70-S340D/S352D) in einem ATXN3-freien Hintergrund zu iiberpriifen, wurden
homozygote ATXN3-knockout-Maus-Embryo-Fibroblasten-(MEF)-Zellen, die kein
endogenes ATXN3 exprimieren, mit den ATXN3-Konstrukten transfiziert und nach 18
bzw. 36 Std Expressionszeit analysiert.

Die immunzytochemischen Féarbungen der transfizierten ATXN3-knockout-MEF-
Zellen zeigten, dass mit der ATXN3-Alanin-Mutante (ATXN3-257Q70-
S340A/S352A) nur zytoplasmatische und mit der ATXN3-Aspartat-Mutante (ATXN3-
257Q70-S340D/S352D) nur nukledre Inklusionen gebildet werden. Im Gegensatz dazu
bildete das ATXN3-Wildtypprotein Inklusionen sowohl im Kern als auch im
Zytoplasma (s. Abb. 4.15). Uber die lingere Expressionszeit von 36 Std findet sich bei

55



IV Ergebnisse

der ATXN3-Aspartat-Mutante eine starke Zunahme an Zahl und Gré8e der gebildeten
Inklusionen im Vergleich zu ATXN3-Wildtyp oder ATXN3-Alanin-Mutante nach 36
Std. Die Phosphorylierung von ATXN3 konnte demnach die Aggregationstendenz von
ATXN3 beschleunigen.

ATXN3-257Q70-WT ATXN3-257Q70-S340A/S352A | |ATXN3-257Q70-5340D/5352D

18 Std

36 Std

Abb. 4.15 Subzellulare Lokalisierung von Inklusionen mit N-terminal trunkiertem ATXN3-
257Q70 und analoger Phosphomutanten in MEF-Zellen. Immunzytochemische Farbungen transient
transfizierter ATXN3-knockout-MEF-Zellen mit den Konstrukten ATXN3-257Q70, ATXN3-257Q70-
S340A/S352A und ATXN3-257Q70-S340D/S352D nach 18 Std und 36 Std. Inklusionen von ATXN3-
Q19-WT sind in MEF-Zellen im Zytoplasma und Kern vorhanden, wahrend Inklusionen von ATXN3-
Q19-S340A/S352A nur im Zytoplasma und die von ATXN3-Q19-S340D/S352D nur im Nukleus
vorliegen. Die Aggregatbildung von ATXN3-Q19-S340D/S352D nimmt iiber lingere Expressionszeiten
(36 Std) zu verglichen mit ATXN3-Q19-WT und ATXN3-Q19-S340A/S352A. Kernfarbungen mit DAPI
(blau) und ATXN3-Nachweis mit His-Antikorper (rot). Die Balken entsprechen jeweils 10 pm.

4.13 Nukleare Lokalisierung von phosphorylierten ATXN3 ist unabhéngig
von der NLS in ATXN3

ATXN3 besitzt ein konserviertes, putatives nukledres Lokalisierungs-Signal (NLS)
zwischen den Aminoséduren 282-285 (RKRR). Es sollte daher untersucht werden, ob
die Phosphorylierung und Kerntranslokation von ATXN3 von der NLS-Sequenz
abhangt. Hierfiir wurde die NLS-Sequenz sowohl beim normalen ATXN3-Q19-WT als
auch bei den Aspartat-Mutanten, ATXN3-Q19-S340D/S352D und ATXN3-257Q70-
S340D/S352D, RKRR zu HNHH mutagenisiert und die subzelluldre Lokalisierung in

transient transfizierten HEK293-Zellen untersucht.
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Trotz des Verlusts der NLS konnte ATXN3-Q19-WT-HNHH sowohl im Zytoplasma
als auch im Nukleus von HEK293-Zellen nachgewiesen werden. Auch die nukledre
Prisenz der Aspartat-Mutanten von ATXN3-Q19-S340D/S352D-HNHH und ATXN3-
257Q70-S340D/S352D-HNHH énderte sich nicht durch die Mutagenese der NLS (s.
Abb. 4.16).

ATXN3-Q19-WT-HNHH ATXN3-Q19-5340D/S352D-HNHH ATXN3-257Q70-S340D/S352D-HNHH

Abb. 4.16 Subzellulare Lokalisierung von ATXN3-Q19-WT-HNHH, ATXN3-Q19-S340/S352D-
HNHH und ATXN3-257Q70-S340/352D-HNHH in MEF-Zellen. Immunzytochemische Farbungen
transient transfizierter ATXN3-knockout-MEF-Zellen mit den Konstrukten ATXN3-Q19-WT-HNHH,
ATXN3-Q19-S340D/S352D und ATXN3-257Q70-S340D/S352D. Die zellulare Lokalisierung von
ATXN3-Q19-WT-HNHH, ATXN3-Q19-S340D/S352D-HNHH und ATXN3-257Q70-S340D/S352D-
HNHH wurde durch die mutagenisierte NLS nicht verdndert. Kernfiarbungen mit DAPI (blau) und
ATXN3-Nachweis mit His-Antikorper (rot).

4.14 Die Hemmung der ATXN3-Phosphorylierung mit einem CK2
Inhibitor verhindert die Kerntranslokation von ATXN3

Die bisherigen Ergebnissen haben gezeigt, dass die Phosphorylierung von S340 und
S352 in den CK2-Motiven von ATXN3 fiir die Kerntranslokation entscheidend ist. Da
die Phosphorylierung von CK2-Motiven pharmakologisch mit dem CK2-Inhibitor 2-
Dimethylamino-4,5,6,7-Tetrabromo-1H-Benzimidazol (DMAT) unterdriickt werden
kann (Pagano et al., 2004), wurden HEK293-Zellen jeweils mit ATXN3-Q19-WT und
N-terminal trunkiertem ATXN3-257Q70-WT transfiziert und mit DMAT fiir 48 Std
behandelt. Unterschiedliche DM AT-Konzentrationen wurden zuvor an den HEK293-
Zellen ausgetestet und zeigten, dass bei einer Behandlung mit 15 uM die geringsten
zytotoxischen Effekte auftreten. Die DMAT-Behandlung der transfizierten Zellen
fiihrte mit ATXN3-WT zur ausschliessich zytoplasmatischen Lokalisierung und mit
ATXN3-257Q70-WT zur auschliesslichen Bildung von zytoplasmatischen ATXN3-
Inklusionen (s. Abb. 4.17A).
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Zusitzlich wurden mit ATXN3-Q19-WT transfizierte HEK293-Zellen mit
Cycloheximid (CHX, einem Proteinsynthese Inhibitor) und Okadaséure oder DMAT
fiir 2 Std und 3 Std behandelt. Die Behandlung mit DMAT zeigte, dass der nukledre
Anteil von ATXN3-Q19-WT mit zunehmender Inkubationszeit geringer wurde. Die
Behandlung mit Okadasdure dagegen fiihrte zu einer nukledren Anreicherung von
ATXN3-Q19-WT (s. Abb. 4.17B). Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden,
dass die Inhibition der ATXN3-Phosphorylierung an den CK2-Motiven tatséchlich die
nukledre Translokation von ATXN3 verhindert.

ATXN3-Q19-WT + DMAT ATXN3-257Q70-WT + DMAT

B
ATXN3-Q19-WT
Zeit 2 Std 3 Std
CHX = w15 + + + + +
OA < - - + - - +
DMAT . . + ] B +
Nukleus — Gy S gl Gl et Y=y
a-ATXN3
Zytoplasma }

Abb. 4.17 Subzellulare Lokalisierung von ATXN3-Q19-WT und ATXN3-257Q70 in MEF-Zellen
nach DMAT-Behandlung sowie zytoplasmatische und nukledre Fraktionen von ATXNQI9-WT
transfizierten Zellen nach DMAT- oder OA-Behandlung. (A) Immunzytochemische Farbungen transient
transfizierter ATXN3-knockout-MEF-Zellen mit ATXN3-Q19-WT und ATXN3-257Q70 nach 48 Std
DMAT-Behandlung. ATXN3-Q19-WT befindet sich nach der DMAT-Behandlung iiberwiegend im
Zytoplasma und auch die Inklusionen von ATXN3-257Q70 befinden sich tiberwiegend im Zytoplasma.
Kernfarbungen mit DAPI (blau) und ATXN3-Nachweis mit His-Antikorper (rot). (B) Nukleédre und
zytoplasmatische Fraktionen von ATXN3-Q19-WT transfizierten HEK293-Zellen nach 2 Std und 3
StdCHX Behandlung mit DMAT oder OA. DMAT-Behandlung fiihrte zu einer Verringerung des
nukledren ATXN3-Q19-WT-Proteins, wahrend die OA-Behandlung nukledres ATXN3-Q19-WT-Protein
anreicherte.
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4.15 Casein-Kinase Il interagiert mit ATXN3

Um zu tiberpriifen, ob ATXN3 tatsdchlich ein Substrat der CK2 darstellt, wurde in
HEK293-Zellen transient exprimiertes, His-markiertes ATXN3 mit Ni-NTA-Agarose
prazipitiert und im Western Blot ko-prézipitiertes CK2-Protein nachgewiesen. Die
Abbildung 4.18 zeigt, dass die CK2 mit ATXN3-Q19 ko-prézipitiert werden kann, so
dass die CK2 sehr wahrscheinlich mit ATXN3 interagiert und die Phosphorylierung
der CK2-Motive von ATXN3 vermittelt.

Kontrolle ATXN3-Q19-WT

Input
Prazipitation
Input
Préazipitation

WB: a-ATXN3

we:ackz [ — |

Abb 4.18 Western blot Analyse zur Protein-Protein-Interaktion von ATXN3 mit CK2. HEK293-
Zellen wurden mit normalem ATXN3 (ATXN3-Q19-WT) transfiziert und nach 48 Std lysiert. His-
ATXN3-Protein wurde nach Zugabe von Ni-NTA-Agarose aus den Zelllysat prazipitiert, im SDS-
PAGE-Gel aufgetrennt und im Western Blot mit Antikérpern gegen CK2 und ATXN3 analysiert.
Endogenes CK2 koprézipitiert mit ATXN3-Q19-WT. Die Inputs entsprechen 10 % der Proteinmenge,
die fiir die Prézipitation eingesetzt wurde. Als Kontrolle wurden nicht-transfizierte HEK293-Zellen
verwendet.

4.16 Phosphorylierung von S236 verstarkt die nukledre Lokalisierung von
ATXN3

Die Unterdriickung der ATXN3-Kerntranslokation durch den CK2-Inhibitor DMAT
und die physiologische ATXN3-Interaktion mit der CK2 weisen eindeutig auf eine
CK2-abhéngige Phosphorylierung von ATXN3 hin. Aus der insilico Analyse (s. Abb.
4.8) und den in vivo Phosphorylierungs-Analysen (s. Abb. 4.11) geht hervor, dass
neben den beiden identifizierten CK2-Motiven in der dritten UIM, S340 und S352, ein
weiteres relevantes CK2-Motiv, S236, in der ersten UIM vorliegt. In der
immunzytochemischen Farbung war die entsprechende Alanin-Mutante, ATXN3-Q19-
S236A, nicht wie die ATXN3-Q19-S340A/S352A-Mutante, ausschliesslich
zytoplasmatisch lokalisiert (Daten nicht gezeigt).
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Um zu iiberpriifen, inwieweit S236 und die anderen identifizierten phosphorylierbaren
Serin-Positionen ebenfalls zur nukledren Lokalisierung von ATXN3 beitragen
konnten, wurden nukledre und zytoplasmatische Fraktionen von transfizierten
HEK?293-Zellen untersucht, die die Protein-Isoformen ATXN3-Q19-WT, ATXN3-
Q19-S236A, ATXN3-Q19-S236D, ATXN3-Q19-S256A/S260A/S261A, ATXN3-Q19-
S256D/ S260D/S261D, ATXN3-Q19-S340A/S352A, ATXN3-Q19-S340D/S352D,
ATXN3-Q19-S256D/S260D/S261D/S340D/S352D, ATXN3-Q19-S236D/S340D/S352D
und ATXN3-Q19-Alle (jeweils als Alanin- und Aspartat-Mutante) exprimierten (s.
Abb. 4.19).

Die Alanin- und Aspartat-Mutante von ATXN3-Q19-S236 zeigte einen den Alanin-
und Aspartat-Mutanten von ATXN3-Q19-S340/S352 é&hnlichen, aber deutlich
schwicheren, zelluldren Lokalisierungs-Effekt. Der Western Blot und die
entsprechende Quantifizierung (s. Abb. 4.19) zeigten, dass ATXN3-Q19-S236A im
Nukleus weniger und als Aspartat-Mutante (ATXN3-Q19-S236D) starker angereichert
vorliegt im Vergleich zum ATXN3-Q19-WT-Protein. Obwohl sich von der zweifachen
Alanin-Mutante, ATXN3-Q19-S340A/S352A, deutlich weniger im Kern als von der
ATXN3-Q19-S236A findet und von der zweifachen Aspartat-Mutante, ATXN3-Q19-
S340D/S352D, wesentlich mehr im Nukleus als von der ATXN3-Q19-S236D vorliegt,
zeigten die kombinierten Dreier-Mutanten der Positionen S236/S340/S352 als Alanin-
und Aspartat-Mutante eine deutliche Verstarkung der jeweiligen Lokalisierungseffekte
(s. Abb. 4.19). Im Gegensatz dazu scheinen die Phosphorylierungsstellen der zweiten
UIM, S256/S5260/S261, keinen Einfluss auf die zelluldre Lokalisierung von ATXN3 zu
besitzen, denn die nukledre und zytoplasmatische Verteilung von ATXN3-Q19-
S256A/S260A/S261 A und ATXN3-Q19-S256D/S260D/S261D ist vergleichbar mit der
Verteilung des ATXN3-Q19-WT-Proteins. Dariiber hinaus konnte mit der Aspartat-
Mutante ATXN3-Q19-S256D/S260D/S261D/S340D/S352D keine starkere nukledre
Lokalisierung als mit ATXN3-Q19-S340D/S352D erreicht werden.

Somit wird die nukledre Lokalisierung von ATXN3 offenbar durch die
Phosphorylierung der beiden CK2-Motive (S340 und S352) in der dritten UIM
erreicht und durch die Phosphorylierung von S236 in der ersten UIM zusitzlich
verstérkt. Die in der zweiten UIM gelegenen Phosphorylierungsstellen scheinen fiir

die nukledre Lokalisation von ATXN3 keine Bedeutung zu haben.
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Abb. 4.19 Lokalisierung von ATXN3-Q19-WT und dessen Alanin-/Aspartat-Phosphomutanten
nach Fraktionierung. Transient mit ATXN3-Q19-WT, ATXN3-Q19-S236A, ATXN3-Q19-S236D,
ATXN3-Q19-S256A/S260A/S261 A, ATXN3-Q19-S256A/S260A/S261D, ATXN3-Q19-S340A/S352A,
ATXN3-Q19-S340D/S352D, ATXN3-Q19-S256D/S260D/S261D/S340D/S352D, ATXN3-Q19-
S236D/S340D/S352D und ATXN3-Q19-Alle (Ala/Asp) transfizierte HEK293-Zellen wurden in zyto-
plasmatische und nukleére Fraktionen aufgetrennt. Anschliessend wurden die Fraktionen mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot ATXN3 mit His-Antikdrper nachgewiesen. Dargestellt sind die
Western Blot-Analysen der nukleéren und zytoplasmatischen Fraktionen (oben) und die entsprechende
quantitative Auswertung (unten). Die Bandenintensitdt der Western Blots wurde densitometrisch
vermessen und als Verhéltnis von immunoreaktiven ATXN3-Protein zu immunoreaktiven Aktin-Protein
dargestellt. Die Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichung (SEM) in Prozent von jeweils drei
unabhéngigen Versuchen dar, wobei ATXN3-Q19-WT als 100 % festgelegt wurden.

4.17 Phosphorylierung der CK2-Motive in der dritten UIM hat keinen
Einfluss auf Ubiquitin-Bindungs-Eigenschaften von ATXN3

Die identifizierten Phosphorylierungspositionen befinden sich interessanterweise
innerhalb der hoch konservierten funktionellen Ubiquitin-interagierenden-Motive
(UIMs). Uber die UIMs werden polyubiquitinierte Proteine gebunden und iiber die
katalytische Cystein-Doméane von ATXN3 deubiquitiniert (Burnett et al., 2003; Chai et
al., 2004). Nach Angaben von Mao et al. (2005) sind fiir die Interaktion mit
Polyubiquitinketten die erste und zweite UIM erforderlich, wéihrend die dritte UIM
von ATXN3 keine Bedeutung bei der Interaktion spielt. Da die Phosphorylierung der
identifizierten Positionen in den UIMs die Interaktion mit Substraten erheblich
beeinflussen konnte, wurden Ko-Immunoprizipitationen mit synthetischen K48-
gebundenen Polyubiquitinketten unterschiedlicher Lange und verschiedenen His-
ATXN3-Fusionsproteinen durchgefiihrt. Zusdtzlich zu ATXN3-Q19-WT wurden
Alanin-Mutanten der zweiten und dritten UIMs (S256A/S260A/S261A und
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S340A/S352A) verwendet. Die ATXN3-Bindung von Polyubiquitinketten mit weniger
als vier Ubiquitinen wurde mit der Alaninmutante S256A/S260A/S261A stark
reduziert, wihrend die Alanin-Mutante S340A/S352A und die Aspartat-Mutante
S340D/S352D eine dhnliche Ubiquitin-Bindung wie das ATXN3 Wildtypprotein
aufwies (s. Abb. 4.20). Demzufolge hat die Phosphorylierung der CK2-Motive in der
dritten UIM offenbar keinen Einfluss auf die Bindung von polyubiquitinierten

Substraten.
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Abb. 4.20 Interaktion verschiedener ATXN3-Phospho-Mutanten mit synthetischen K48-
gebundenen Polyubiquitinketten. Ko-Immunoprizipitationen von synthetischen K48-gebundenen
Polyubiquitinketten mit His-ATXN3-Q19-WT und den Mutanten ATXN3-Q19-S256A/S260A/S261A,
ATXN3-Q19-S340A/S352A und ATXN3-Q19-S340D/S352D. Die Alaninmutante der zweiten UIM,
S256A/S260A/S261A bindet Polyubiquitinketten mit 4-6 Ubiquitin-Einheiten, wihrend die Alanin-und
Aspartatmutante der dritten UIM (S340/352A und S340/352D) wie ATXN3-Q19-WT
Polyubiquitinketten mit drei und mehr Ubiquitin-Einheiten bindet.

4.18 Die Phosphorylierung von ATXN3 beeinflusst nicht die Interaktion
von ATXN3 mit RAD23B, VCP oder HDAC3

Die Kerntranslokation von phosphoryliertem ATXN3 bzw. die zytoplasmatische
Lokalisierung von nicht phosphoryliertem ATXN3 konnte von funktioneller
Bedeutung bei der Interaktion mit physiologisch interagierenden Proteinen sein. Daher
wurden drei bekannte ATXN3-Interaktionspartner RAD23B, VCP und HDAC3
untersucht (Wang et al., 2000; Doss-Pepe et al., 2003; Evert et al., 2006). RAD23B
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spielt eine wichtige Rolle beim nucleotide excisionrepair (NER) und beim Ubiquitin-
Proteasom-vermittelten Proteinabbau (Ortolan et al., 2004; Raasi & Pickart, 2003).
ATXN3 interagiert mit VCP und reguliert so die Retrotranslokation von ERAD-
Substraten (Wang et al., 2006; Zhong & Pittman, 2006). Die Histon-Deazetylase
HDAC3 st Bestandteil von transkriptionellen Repressorkomplexen auf
Genpromotoren und inhibiert die Transkription durch Histon-Deazetylierung (Zhang et
al., 2002). ATXN3 interagiert dabei direkt mit HDAC3 und beeinflusst die Aktivitét
HDAC3-enthaltender Repressorkomplexe (Evert et al., 2006).
Ko-Immunoprézipitationen (s 3.13.3) von HEK293-Zellen, die mit normalem ATXN3
(ATXN3-Q19-WT), der Sechsfach-Alanin-ATXN3-Mutante (ATXN3-Q19-Alle-Ala)
und der Sechsfach-Aspartat-ATXN3-Mutante (ATXN3-Q19-Alle-Asp) transfiziert
wurden, zeigten, dass die Interaktion der ATXN3-Alanin- und Aspartat-Mutanten mit
endogenem RAD23B, VCP oder HDAC3 unveréindert ist im Vergleich zu normalen
ATXN3 (s. Abb. 4.21A-C). Die Phosphorylierung von ATXN3-Q19-WT scheint
keinen Einfluss auf die Interaktion mit RAD23B, VCP und HDAC3 zu haben.
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Abb 4.21 Western blot Analysen zur Protein-Protein-Interaktion von ATXN3 mit RAD23B, VCP
und HDAC3. HEK293-Zellen wurden mit normalem ATXN3 (ATXN3-Q19-WT), der ATXN3-
Alaninmutante (ATXN3-Q19-Alle-Ala, S236A/S256A/S260A/ S261A/S340A/S352A) und der ATXN3-
Aspartatmutante (ATXN3-Q19-Alle-Asp, S236D/S256D/S260D/ S261D/S340D/S352D) transfiziert
und nach 48 Std lysiert. His-ATXN3-Proteinkomplexe wurden nach Zugabe von Ni-NTA-Agarose aus
den Zelllysaten prazipitiert, im SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und im Western Blot mit Antikdrpern gegen
(A) RAD23B, (B) VCP, (C) HDAC3 und ATXN3 analysiert. Endogenes RAD23B, VCP und HDAC3
koprézipitiert sowohl mit ATXN3-Q19-WT als auch mit der Alanin- und Aspartat-Mutante. Die Inputs
entsprechen 10 % der Proteinmenge, die fiir die Prazipitation eingesetzt wurden. Als Kontrolle wurden
nicht-transfizierten HEK293-Zellen verwendet.

4.19 Phosphorylierung von ATXN3 steigert die transkriptionelle
Repression des MMP-2 Gens

ATXN3 fungiert als transkriptioneller Ko-Repressor des MMP-2-Gens. ATXN3 bindet
spezifisch an die Promoter-Region des MMP-2-Gens und bildet einen Repressor-
Komplex mit dem nukledren Rezeptor Korepressor, NCoR und der Histon-
Deazetylase, HDAC3. Die Ausbildung des Repressor-Komplexes fiihrt zur
Deazetylierung Chromatin-gebundener Histonproteine am MMP-2-Promoter und
reprimiert die Transkription des MMP-2-Gens (Evert et al., 2006). Da die
Phosphorylierung von ATXN3 zu einer verstirkten Kerntranslokation fiihrt, konnte auf
diese Weise die transkriptionelle Repressor-Aktivitdt von ATXN3 auf Zielgene wie
MMP-2 verstirkt werden. In Reportergen-Analysen wurde die Effekte von ATXN3-
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Q19-WT, Alanin- und Aspartat-Phospho-Mutanten der Serin-Reste S340/S352,
S236/S340/S352 und S236/S256/S260/S261/S340/S352 auf die MMP-2-Transkription
untersucht. Hierflir wurden die genannten ATXN3-Konstrukte zusammen mit einem
MMP-2-Promotor-Luziferasekonstrukt (s. 3.13.16) in mesenzephale Ratten-Zelllinien
(CSM14.1) transfiziert und anschliessend die Luziferaseaktivitidten gemessen (s. Abb.
4.22).

Die Aspartat-Mutante ATXN3-Q19-S236D/S340D/S352D zeigte eine starke Zunahme
der Repressor-Aktivitit auf die MMP-2-Transkription im Vergleich zum ATXN3-Q19-
WT (s. Abb. 4.22A). Diese Repressor-Aktivitit von ATXN3 konnte nicht durch
zusitzliche Aspartat-Mutationen in den Positionen von S256/S260/S261 (ATXN3-
Q19-S236D/S256D/S260D/S261D/S340D/S352D)  gesteigert ~ werden.  Die
entsprechenden Alanin-Mutanten von ATXN3 zeigten dagegen eine deutliche
Abnahme der Repressor-Aktivitdt auf die MMP-2-Gentranskription.

Um den Effekt der Phosphorylierung von endogenen ATXN3 in CSM14.1 Zellen auf
die transkriptionelle Repressor-Aktivitit zu untersuchen, wurden native CSM14.1-
Zellen mit dem MMP-2 -Promotor-Reporterkonstrukt transfiziert und mit dem CK2-
Inhibitor DMAT behandelt (s. Abb. 4.22B). Die DMAT-Behandlung bewirkte eine
konzentrationsabhéngige  Steigerung der  MMP-2-Gentranskription,  die
hochstwahrscheinlich auf eine zytoplasmatische Lokalisierung und einen damit
verbundenen Verlust der Repressor-Aktivitdt von ATXN3 zuriickzufiihren ist. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Phosphorylierung von ATXN3 durch verstirkte
Kerntranslokation zu einer Steigerung der transkriptionellen Repressor-Aktivitit von

ATXNS3 fiithren kann.
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Abb. 4.22 Untersuchung der transkriptionellen Repressoraktivitat von ATXN3-Q19-WT und den
jeweiligen Alanin- und Aspartat-Mutanten. (A) Reportergen-Analysen mit einem MMP-2-Promotor-
Luziferase-Konstrukt und ATXN3-Q19-WT sowie entsprechenden Alanin-/Aspartat-Isoformen in
CSM14.1-Zellen. Die Aspartat-Mutante ATXN3-Q19-S236D/S340D/S352D zeigte die stirkste
Repressoraktivitdt wiahrend alle untersuchten Alanin-Mutanten einen Verlust der Repressoraktivitit
zeigten im Vergleich zum Wildtyp. (B) Reportergen-Analyse von transfizierten CSM14.1-Zellen mit
dem MMP-2-Reporter-Konstrukt unter DMAT-Behandlung. Die Behandlung mit steigenden DMAT-
Konzentrationen fiihrte zu einem Anstieg der MMP-2-Transkription. Die Werte stellen die Mittelwerte +
Standardabweichung (SEM) in Prozent von jeweils drei unabhédngigen Versuchen dar. Die Luziferase-

Aktivitdt wurde jeweils auf die Aktivitdt in Leer-Vektor transfizierten oder unbehandelten Zellen
bezogen.
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V. Diskussion

Die Phosphorylierung von Proteinen beeinflusst deren Funktion und stellt einen der
wichtigsten Regulationsmechanismen von biologischen Prozessen in der Zelle dar. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ATXN3 mit der CK2-Kinase
interagiert und an spezifischen Serinresten durch die CK2 phosphoryliert wird. Die
CK2-Phosphorylierung bewirkt eine nukleédre Translokation des Proteins und fiihrt zu
einer Steigerung der transkriptionellen Repressor-Aktivitit von ATXN3. Die
Phosphorylierung von expandiertem ATXN3 fiihrt zu gesteigerter nukledren
Aggregation des mutierten Proteins und Verlust der transkriptionellen Repressor-
Aktivitdt von ATXN3. Durch pharmakologische Versuche mit CK2-Inhibitoren konnte
weiterhin gezeigt werden, dass die nukleédre Translokation und nukledre Aggregation
von ATXN3 verhindert werden kann. Die Ergebnisse zeigen erstmalig, dass die
Phosphorylierung von ATXN3 einen entscheidenden Einfluss auf die zelluldre
Lokalisierung und Funktion des Proteins hat und bei der SCA3-Pathogenese eine

entscheidende Rolle spielen konnte.

5.1 Identifizierung relevanter Phosphorylierungsstellen in ATXN3

Durch systematische Mutations- und Phosphoaminosiuren-Analysen konnte gezeigt
werden, dass ATXN3 invitround in vivo ausschlieBlich an spezifischen Serinresten im
C-terminalen Bereich des Proteins von der CK2 phosphoryliert wird. Im Gegensatz zu
den in vitro Experimenten, die eine Phosphorylierung von ATXN3 ausschlie8lich an
S340 zeigten, konnte in vivo mit der ATXN3-S340A-Mutante keine vollstandige
Unterdriickung der Phosphorylierung beobachtet werden. Der in vivo Befund machte
deutlich, dass weitere Phosphorylierungsstellen im C-Terminus von ATXN3 existieren,
die bei der in vitro Phosphorylierung nicht erfasst werden konnten, da wichtige
Voraussetzungen wie z.B. die zelluldre Lokalisierung und das Verhéltnis von Substrat
und Kinase invitronicht eingehalten werden kénnen (Liu & Heckman, 1998; Mochly-
Rosen et al., 1991; Staudinger et al., 1995).

Durch die Kombination weiterer, Mutagenese-, Phosphoaminosduren- und

Massenspektrometrie-Analysen mit in vivo phosphoryliertem ATXN3 konnte
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schlieBlich gezeigt werden, dass neben S340 die Serinreste S236, S256, S260, S261
und S352 von ATXN3 phosphoryliert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass sehr viel
mehr Serinreste von ATXN3 in vivo phosphoryliert werden als in der kiirzlich
verdffentlichten Studie von Fei et al. (2007). Bei dieser Studie wurde gezeigt, dass
ATXN3 in vitro von der Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK-38) an S256
phosphoryliert wird und zu einer erhohten Loslichkeit von expandierten ATXN3
beitrdgt (Fei et al., 2007). Die Analysen in dieser Arbeit zeigen, dass S256-
Phosphorylierung hinsichtlich der Phosphorylierungsintensitit und Lokalisierung von
ATXN3 eine untergeordnete Rolle spielen.

Viele Proteine besitzen mehrere Phosphorylierungsstellen, die von unterschiedlichen
Kinasen phosphoryliert werden kdnnen, wobei die erste Phosphorylierung die darauf
folgenden Phosphorylierungen z.B. durch konformationelle Anderungen des Proteins
ermoglicht. Ein Beispiel fiir eine solche Kaskade ist das Mitogen-Aktivierungs-
Protein, MAP, das mit jeder zusdtzlichen Phosphorylierung eine neue Funktion erhilt
(Pearson et al., 2001). Die festgestellten unterschiedlichen Phosphorylierungs-
intensititen der identifizierten Positionen in ATXN3 konnten ein Hinweis darauf sein,
dass die einzelnen Serinreste von ATXN3 iiber eine dhnliche, sequenzielle Kaskade
phosphoryliert werden. Die stirkste Verringerung der Phosphorylierungsintensitét
wurde mit den Alanin-Mutanten S340A und S352A erreicht, wihrend die
Alaninmutanten S236A, S256A und S260A/S261A eine geringere Abnahme der
Phosphorylierungsintensititen aufwiesen. Ob die Phosphorylierung von S340 und
S352 dabei als initiales Signal dient, das die Phosphorylierung weiterer Positionen

einleitet, muf} in zusétzlichen Studien geklart werden.

5.2 Einfluss der Phosphorylierung auf subzelluléare Lokalisierung

Die subzelluldre Lokalisierung Polyglutamin-expandierter Proteine wird als wichtiger
pathogenetischer Prozess angesehen. Experimente mit Huntingtin und Ataxin-1
zeigen, dass eine nukledre Lokalisierung des expandierten Proteins fiir die
Pathogenese und den progredienten Zelltod notwendig ist (Klement et al. 1998;
Saudou et al. 1998; Peters et al. 1999). So zeigen transgene Tiere, die Ataxin-1 mit
defektem nukledren Importsignal exprimieren, eine zytoplasmatische Lokalisation von

Ataxin-1 und verringerte Neurotoxizitit (Klement et al. 1998). Auch bei der HD
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korreliert die friihe nukledre Lokalisation von mutantem Huntingtin in striatalen Zellen
von YAC-HD-Miusen mit einer massiven Atrophie des Striatums, einer der am
starksten betroffenen Region bei der HD.

Fiir die Translokation von Proteinen aus dem Zytoplasma in den Zellkern, die grosser
als 40 kDa sind, wird ein sogenanntes Kernlokalisierungssignal (NLS, nuclear
localsation signal) benétigt. An die NLS bindet der Importrezeptor Importin und das
GTP-bindende Protein RAN, die die Energie-abhingige Translokation des Komplexes
durch die Kernpore vermitteln (Kalderon et al., 1984; Newmeyer & Forbes, 1988;
Richardson et al., 1988). Die NLS liegt in vielen Proteinen maskiert vor und wird erst
durch eine Konformationsdnderung, wie z.B. durch Phosphorylierung, zugénglich. Bei
HD fiihrt die selektive Phosphorylierung von Serinrest 421 in mutantem Huntingtin zu
einer reduzierten nukledren Translokation und verringerter striataler Toxizitét.
Moglicherweise wird durch die Phosphorylierung die NLS maskiert und auf diese
Weise die nukledre Translokation verhindert (Van Raamsdonk et al., 2007).

Mit den in dieser Arbeit eingesetzten Phosphorylierungs-defizienten und -imitierenden
ATXN3-Konstrukten konnte gezeigt werden, dass die nukledre Translokation von
ATXN3 iiber die Phosphorylierung der drei CK2-Motive S236, S340 und S352 erfolgt.
Die Phosphorylierung von S236 erscheint dabei nicht unbedingt notwendig zu sein,
verstarkt aber die nukledre Translokation von ATXN3. Die Mutagenese der
postulierten putativen NLS (Tait et al., 1998; Trottier et al., 1998; Perez et al., 1998)
bewirkte keine Verdnderung der subzelluldren Lokalisierung von ATXN3, so dass
diese putative NLS in ATXN3 offenbar keine funktionelle Bedeutung besitzt. Eine
mogliche Maskierung der préadiktierten NLS durch die CK2-Phosphorylierung
erscheint daher unwahrscheinlich, obwohl die Existenz weiterer NLS nicht

ausgeschlossen werden kann.

5.3 Einfluss der Phosphorylierung auf Aggregation und Toxizitat

Transgene SCA3-Mause, die expandiertes ATXN3 {iber zwei angefiigte SV40-NLS-
Sequenzen im Kern exprimieren, erkranken wesentlich frither und weisen im Vergleich
zu SCA3-Tieren, die mutiertes ATXN3 ohne exogene NLS exprimieren eine verstirkte
Inklusionsbildung in verschiedenen Neuronen auf (Bichelmeier et al., 2006). Im

Gegensatz dazu weisen transgene SCA3-Maiuse, die ATXN3 mit einen zusétzlichen
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nukledren Exportsignal (NES, nuclear export signal) exprimieren, einen milderen
Phénotyp und eine geringere Inklusionsbildung auf. Demnach sind die bei der SCA3
stattfindenden Polyglutamin-induzierten Aggregationsprozesse im Kern mit
Zytotoxizitit und Neurodegeneration assoziiert.

Die in dieser Arbeit eingesetzten Phosphorylierungs-defizienten und —imitierenden C-
terminalen expandierten ATXN3-Konstrukte (ATXN3-257Q70) zeigen, dass die
zelluldre Lokalisierung der Inklusionen von der CK2-Phosphorylierung abhéngig ist.
Die Phosphorylierung von ATXN3-257Q70 fiihrt zu einer massiven Bildung nukleérer
Inklusionen. Bei der SCA1 ermdoglicht die Phosphorylierung von S776 in ATXNI1 die
Interaktion mit dem Multifunktionsprotein 14-3-3, die zu einer Stabilisierung und
erhohten Inklusionsbildung von ATXNI fiihrt. Fiir ATXN3 konnte bislang keine
Interaktion mit 14-3-3 nachgewiesen werden (Mosbacher, 2007). Dennoch kénnten
andere Interaktionspartner existieren, welche die Lokalisierung und die
Kerntranslokation von ATXN3 beeinflussen.

Die Aggregation der PolyQ-expandierten Proteine stellt nach neueren Befunden
moglicherweise einen neuroprotektiven Mechanismus der Zelle dar, um das mutierte
Protein zu inaktivieren (Bates, 2003; Saudou 1998; Sisodia et al., 1998; Tobin u
Signer, 2000; Rubinsztein, 2002; Tayloret al., 2002; Soto, 2003, Bowman, 2005). Die
eigentlich neurotoxische Wirkung expandierter PolyQ-Proteine wird den durch
Proteolyse entstehenden verkiirzten PolyQ-Fragmenten zugeschrieben, die als
Monomer eine aullerordentliche Aggregations- und Oligomerisationsneigung
aufweisen. Diese Monomere interagieren mit einer Vielzahl weiterer zellulédrer
Proteine. So finden sich in den PolyQ-Aggregaten molekulare Chaperone,
proteasomale Bestandteile und Komponenten der Transkription, die fiir eine
Dysregulation der zelluldren Homdostase verantwortlich sein konnten (Paulson et al.,
1997; DiFiglia et al., 1997; Perez et al., 1998; Chai et al, 1999; Evert et al., 2000;
McCampbell et al., 2000; Uchihara et al.; 2001; Zander et al., 2001; Diaz-Hernandez
et al,, 2004). Die neurotoxische Wirkung der Polyglutamin-haltigen Monomere
entfaltet sich daher sehr wahrscheinlich vor der Aggregation unldslicher PolyQ-
expandierter Proteine. In Mausmodellen der HD, SCA1 und SCA7 kommt es bereits
zu phénotypischen Veranderungen vor der Bildung der makroskopisch sichtbaren

Inklusionen (Hodgson et al.,1999; Menalled et al., 2002; Watase et al., 2002; Yoo et
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al., 2003). Die Inklusionen sind demnach zwar ein charakteristisches Kennzeichen der
PolyQ-induzierten Pathologenese, die Toxitit wird jedoch durch die Sequestrierung

interagierender Proteine hervorgerufen.

5.4 Funktionelle Bedeutung der ATXN3-Phosphorylierung

ATXN3 fungiert als transkriptioneller Ko-Repressor des Matrix-Metalloproteinase 2-
Gens (MMP-2) (Evert et al., 2006). ATXN3 bindet an die Promoter-Region des
MMP2-Gens und rekrutiert den nukledren Rezeptor Korepressor NCoR und die
Histondeazetylase HDAC3. Die Ausbildung dieser Repressorkomplexe fiihrt zu einer
Deazetylierung Chromatin-gebundener Histonproteine am MMP-2-Promoter und zur
transkriptionellen Repression des MMP-2-Gens (Evert et al., 2006). Die
Reportergenstudien mit den Phosphorylierungs-imitierenden ATXN3-Asp-Mutanten
haben gezeigt, dass die Phosphorylierung den transkiptionellen Repressoreffekt von
ATXN3 verstérkt, wihrend die nicht-phosphorylierbaren ATXN3-Ala-Mutanten mit
einem Verlust der Repression korrelierten. Auch die Inhibition der Phosphorylierung
durch DMAT bewirkte einen Verlust der transkiptionellen Repressoraktivitidt von
ATXN3. Demnach reguliert die CK2-Phosphorylierung nicht nur die nukledre
Translokation von ATXN3, sondern vermittelt auch die transkriptionelle
Repressoraktivitit von ATXN3.

Die MMP-2 spielt eine wichtige Rolle beim Auf- und Abbau der Extrazelluldarmatrix
(EZM) und ist ein zentraler Mediator entziindlicher Prozesse durch Zytokin-
Aktivierung. Neben der transkriptionellen Kontrolle der Genexpression wird MMP-2
durch posttranslationales Prozessieren zum aktiven Protein und durch sogenannte
tissue inhibitor of matrix metalloproteinases (TIMPs) nach Sekretion in die EZM
reguliert. Eine Storung dieser Regulationsmechanismen kann pathologische
Auswirkungen haben und wurde auch bereits mit der Pathogenese der Alzheimer
Erkrankung und Multiplen Sklerose in Verbindung gebracht. (Evert et al., 2001).
Neben der Féahigkeit Gene, wie MMP-2 auf transkriptioneller Ebene zu regulieren,
besitzt ATXN3 drei Ubiquitin-interagierende-Motive (UIM), deren unterschiedliche
Funktionen zugeordnet werden. In den drei UIMs liegen auch die identifizierten
Phosphorylierungsstellen vor: S236 im ersten UIM, S260, S261 und S256 im zweiten
UIM und S340 und S352 im dritten UIM (s. Abb. 3.1). ATXN3 bindet Peptidketten mit
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vier und mehr Ubiquitinen iiber seine UIMs und spaltet Ubiquitinketten von
Testsubstraten wie Lysozym in vitro durch sein katalytisches Zentrum. (Burnett et al.,
2003; Chai et al., 2004; Burnett u Pittman, 2005). Die Phosphorylierung der ATXN3-
UIMs konnte daher die Interaktion und die Proteolyse von polyubiquitinierten
Proteinen beeinflussen. Da bislang keine physiologischen Substrate von ATXN3
bekannt sind und die untersuchten bekannten, nicht-ubiquitinierten Interaktionspartner
VCP, RAD23B und HDACS3 keine Verédnderungen bei den Bindungsstudien zeigten,
kdénnen nur zukiinftige Studien mit noch zu identifizierenden physiologischen ATXN3-
Substraten den moglichen Einfluss der ATXN3-Phosphorylierung auf seine Ubiquitin-
assoziierten Funktionen zeigen.

Die Bindung von ATXN3 zu polyubiquitinierten Proteinen erfolgt iiberwiegend durch
die Bindungsstelle S256 in der zweiten UIM, wiéhrend der Position S236 nur eine
untergeordnete Rolle zukommt und die S352 in der dritten UIM fiir die Bindung
polyubiquitinierter Substrate vermutlich ebenfalls eine untergeordnete Rolle spielt (s.
Abb. 5.2). (Mao et al , 2005). Die Phosphorylierung der beiden CK2-Motive
(S340/352) in der dritten UIM konnte somit vorrangig als nukleéres

Translokationssignal genutzt werden.

= Substrat
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Distal Ubiquitin
Ubiquitin
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Ub NT-AT3  katalytische
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Abb. 5.2 Modell der ATXN3-Funktion als Deubiquitinase (nach Mao et al., 2005). ATXN3 besitzt
in der N-terminalen Region ein katalytisches Zentrum, das Ubiquitin-Molekiile von interagierenden,
polyubiquitinierten Substraten abspaltet. Die Interaktion zwischen der Ubiquitinkette und den UIMs
von ATXN3 erfolgt hauptsichlich {iber die zweite UIM. Die Sequenz um die Polyglutaminregion von
ATXN3 wird diesem Modell nach fiir die Interaktion mit anderen Proteinen benétigt.
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Fei et al haben gezeigt, dass die Phosphorylierung von ATXN3 in vitro durch GSK38
in Position S256 Einfluss auf die Loslichkeit von ATXN3 hat und damit die
Aggregation expandierten ATXN3 beeinflussen konnte (Fei et al., 2007). Unsere
Ergebnisse haben gezeigt, dass S256 in vivo schwach phosphoryliert wird und zur
Kerntranslokation nicht beitragt.

Dariiber hinaus haben Experimente unseres Kooperationspartners (Dr. H. Tricoire,
Paris) gezeigt, dass die Expression von Phosphorylierungs-defizienten und -
imitierenden ATXN3 in Drosophila melanogaster einen entscheidenden Einfluss auf
die Lebenszeit der Fliegen hat. Fliegen mit Phosphorylierungs-defizienten ATXN3-
Q70 leben lénger als transgene Fliegen mit Phosphorylierungs-imitierenden ATXN3-
Q70 (s. Abb. 5.3A). Zudem kommt es bei den transgenen SCA3-Alanin-Fliegen zu
einer verringerten Inklusionsbildung wihrend transgene SCA3-Aspartat-Fliegen

deutlich mehr und grofere neuronale Inklusionen aufweisen (s. Abb. 5.3B)
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Abb. 5.3A Phosphorylierung von ATXN3 fordert die Aggregatbildung und neuronale Toxitat in
vivo in D. melanogaster. (A) Uberlebensrate von D. melanogaster, die jeweils ATXN3-Q70-WT,
ATXN3-Q70-S340A/S352A und ATXN3-Q19-S340D/S352D iiber den neuronalen Treiber elavGS
exprimieren. Fliegen, die verlangertes ATXN3 (ATXN3-Q70-WT, offener Kreis) exprimieren, leben
kiirzer als Fliegen mit normalem ATXN3 (ATXN3-Q19-WT, offenes Rechteck). ATXN3-Q70-
S340D/S352D-Fliegen (Raute) zeigen eine deutliche Abnahme der Uberlebensrate im Vergleich zu
ATXN3-Q70-WT, wihrend die ATXN3-Q70-S340A/S352A (Dreieck) eine gesteigerte Uberlebensrate
zeigen. Die Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichung (SEM) in Prozent von jeweils drei
unabhéngigen Versuchen dar. (B) Immunhistochemische Farbungen von Gehirnen aus 10 Tage alten D.
melanogaster, die jeweils ATXN3-Q70-WT, ATXN3-Q70-S340A/S352A und ATXN3-Q19-
S340D/S352D neuronal exprimieren (rot). Die Expression der Aspartat-Mutante verstarkte die Grofe
und Anzahl der neuronalen Aggregate im Vergleich zu ATXN3-Wildtyp, wihrend die Expression der
Alanin-Mutante deutlich weniger neuronale Aggregate erzeugte. Die Kernfarbungen wurden mit DAPI
(blau) und die ATXN3-Farbungen mit einem His-Antikorper (rot) durchgefiihrt.

Die Regulation der CK2-abhingigen Phosphorylierung von ATXN3 kdénnte somit
einen ersten therapeutischen Ansatzpunkt darstellen, um die SCA3-Pathogenese zu
verzogern. CK2-Inhibitoren wurden bereits in klinischen Studien eingesetzt
(Critchfield et al., 1997). Natiirliche Flavonoide mit CK2-inhibierender Wirkung

wurden gegen Pankreaskarzinomzellen in vitro mit positiven Ergebnissen getestet
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(Ujiki et al., 2006). Ahnliche Flavonoide werden aufgrund der ihnen zugeschriebenen
anti-oxidativen Eigenschaften als Nahrungserginzungsmittel kommerziell angeboten.
Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um zu kldren, ob mit CK2-Inhibitoren die
ATXN3-Q70-induzierte Pathogenese in D. melanogaster und transgenen Maus-
Modellen aufgehalten werden kann, bevor klinische Studien an SCA3-Patienten

initiiert werden konnen.
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VII. Abkirzungsverzeichnis

VI1I. Abklrzungsverzeichnis

ATXN3
BSA
CAG
CBP
CHX
CK2
CREB

CSM14.1:

DAPI
DMAT
DNA
DRPLA
DUB
ER
ERAD
EZM
GPCR
GST
HAT
HEK?293
His
IPTG
HD
JINK
MEF
MMP
Min
NER
NES

Ataxin-3

Rinderserumalbumin

Glutamine

CREB binding protein

Cycloheximid

Casein-Kinase 11

cAMP response element binding protein
Mesenzephale Rattenzellen

4’, 6-Diamidino-2-Phenylindol
2-Dimethylamino-4,5,6,7-Tetrabromo-1H-Benzimidazol
Desoxyribonukleinsiure
dentatorubro-pallidoluysische Atrophie
Deubiquitinierendes Enzym
Endoplasmatisches Retikulum
ER-assoziierte Degradation
Extrazelluldrmatrix

G-Protein gekoppelte Rezeptoren
Glutathion S-Transferase
Histon-Azetyltransferase

Humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney)
Histidine
Isopropylthio-B-D-galactopyranosid
Huntington’sche Krankheit

c-Jun N-terminale Kinase

Murine embryonale Fibroblasten
Metalloproteinase

Minute(n)
Nukleotid-Exzisionsreparatur

Nukledres Export Signal
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VII. Abkirzungsverzeichnis

NLS
NI
OA
polyQ
PVDF
RT
SBMA
SCA
Sek
Std
TATA
TBP
TIMP

UIM

Upm

UPS
WB

Nukledres Lokalisierungssignal

Neuronale Inklusionen

Okadasdure

Polyglutamin-Abschnitt
Polyvinylidenfluorid

Raumtemperatur

spinobulbdre Muskelatrophie
Spinozerebelldre Ataxie

Sekunde

Stunden

Bindestelle fiir Transkriptionsfaktoren / Histone
TATA Binding Protein

tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
Ubiquitin-dhnliche Doméne

Ubiquitin interagierendes Motiv

Ubernacht

Umdrehung per Minute
Ubiquitin-Proteasom-System

Westernblot
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