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1. Einleitung

1.1. Spinocerebellire Ataxie Typ 2 (SCA2)

1.1.1. Klassifizierung von SCA2

Der Begriff Ataxie wurde etwa in der Mitte des 19. Jahrhunderts eingefiihrt, und er beschreibt klinische
Syndrome, die von einem progressiven Kontrollverlust der Bewegungskoordination gekennzeichnet sind und
mit Lasionen im Kleinhirn und seinen Leitungsbahnen einhergehen.

In der darauf folgenden Zeit wurden Ataxien zudem héufig aufgrund neuropathologischer Befunde kategorisiert.
Das fiihrte zu Bezeichnungen wie pontocerebelldre Atrophie oder spinocerebelldre Degeneration, woher auch die
spinocerebellare Ataxie Typ 2 (SCA2) ihren Namen hat. Allerdings korrelierte diese Einteilung schlecht mit
Ergebnissen aus klinischen oder genetischen Studien, weshalb in den 1980er Jahren von Harding ein
Klassifizierungssystem eingefithrt wurde, das sich auf genau diese Kriterien stiitzt und weite Akzeptanz
gefunden hat. Demnach werden Ataxien in drei Kategorien eingeteilt: die erworbenen Ataxien, die nicht
erblichen degenerativen Ataxien sowie die erblichen (hereditdren) Ataxien, welche die grofite Gruppe bilden.
Letztere werden zudem in autosomal-dominant und -rezessiv vererbte, X-Chromosom-gebundene sowie
Mitochondrien-DNA-Mutations-assoziierte Ataxien aufgeteilt. Diesbeziiglich gehdren spinocerebelldre Ataxien
zur Gruppe der autosomal-dominanten hereditiren Ataxien.'

Ferner konnten durch genetische Untersuchungen in den letzten Jahrzehnten bisher 36 verschiedene
SCA-assoziierte chromosomale Loci ausgemacht werden, die man chronologisch nach dem Zeitpunkt ihrer
Entdeckung nummeriert hat, woraus sich der Name der jeweiligen SCA ergibt. Die entsprechenden
zugrundeliegenden genetischen Defekte sind allerdings variabel und reichen von Punktmutationen iiber
Deletionen und Insertionen bis zu Expansionsmutationen.*”

Fiir SCA2 konnte diesbeziiglich gezeigt werden, dass sie zu den sogenannten Trinukleotid-Repeat Erkrankungen
(TRE) gehort, die genetisch durch pathogene Expansionen von Nukleotidtripletts verursacht werden. Andere
Vertreter dieser Gruppe sind zum Beispiel das fragiles-X Syndrom, fiir das eine expandierte Region aus CGG-
Tripletts verantwortlich ist, sowie die Myotone Dystrophie, die auf einer CTG-Repeatexpansion beruht. Dabei
betreffen die Expansionsmutationen in diesen TRE ausschlielich exonische Bereiche. Es gibt jedoch auch TRE,
die mit intronischen Repeatexpansionen assoziiert sind, was zum Beispiel auf die rezessive hereditére
Friedreichs-Ataxie zutrifft, fir die intronische GAA-Repeatexpansionen verantwortlich gemacht werden.'**
Dariiber hinaus wird eine relativ groBe Gruppe von TRE auBlerdem durch exonische CAG-Repeatexpansionen
verursacht, die in einigen Fallen allerdings auch von CAA-Tripletts unterbrochen sein kdnnen (s. Abs. 1.1.2.).
Da jedoch beide dieser Tripletts fiir die Aminosdure Glutamin (Q) kodieren, manifestieren sich diese pathogenen
Mutationen auf Proteinebene ausschlieBlich als repetitive Q-Sequenzen, so dass man die entsprechenden TRE
unter dem Begriff PolyQ-Erkrankungen zusammengefasst hat, zu denen auch SCA2 gehért.

Insgesamt besteht die Gruppe der PolyQ-Erkrankungen aus SCA2 sowie acht weiteren klinischen Syndromen,
von denen die Huntington-Krankheit (HK) am weitesten verbreitet ist. Von dieser weill man, dass sie durch
CAG-Repeatexpansion in Exon 1 des Huntingtin-Proteins (Htt) verursacht wird, und man konnte zudem bereits
einige Erkenntnisse zu ihrem Pathomechanismus gewinnen. So zeigte sich, dass pathogenes Htt stirker als

dessen nicht pathogene Form proteolytischen Abbauprozessen in Zellen unterworfen ist, und dass die dadurch
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produzierten, N-terminalen Htt-Spaltprodukte hohe Akkumulationsaffinitdt besitzen. Diese bilden daher sehr
effizient zytoplasmatische Aggregate, was als Hauptursache der HK-Pathogenese angesehen wird. Neben HK
und SCA2 gehoren zudem noch einige seltenere Krankheiten zur Gruppe der PolyQ-Erkrankungen. Dies sind die
Spinobulbdre Muskelatrophie (SBMA), die Dentatorubrale Pallidolysische Atrophie (DRPLA) sowie die

spinocerebelliren Ataxien Typ 1, 3, 6, 7 und 17.%*

1.1.2. Klinische und neuropathologische Aspekte von SCA2

Erstmals kartiert wurde das SCA2-verursachende Gen im Jahr 1993, woraufhin es seiner pathologischen
Bedeutung entsprechend den Namen SCA2 oder auch ATXN2 erhielt. Kurz darauf erkannte man zudem, dass
ATXN2 in SCA2-Patienten krankheitsassoziierte Expansionen einer CAG-Repeatregion in Exon 1 aufweist,
weshalb SCA2 den PolyQ-Erkrankungen zugeordnet wird (s. Abs. 1.1.1.).%7%°

Diesbeziiglich wurde zudem festgestellt, dass die nicht pathogenen ATXN2-Allele meist Repeat-Langen von 22
Trinukleotiden besitzen. Diese sind dariiber hinaus oft von CAA-Tripletts durchbrochen, was auch auf die am
hiufigsten in  nicht  pathogenen @ ATXN2-Allelen  vorkommende  Trinukleotid-Repeatsequenz,
d. h. (CAG)3CAA(CAG),CAA(CAG)s, zutrifft. Die Lange der Repeatsequenzen gesunder Individuen kann dabei
zwischen 15 und 31 Trinukleotiden variieren.>*'*!!

Bei Expansion der Trinukleotidsequenz auf 32 oder mehr Repeats manifestiert sich die Mutation
dementsprechend als SCA2. Dabei ist jedoch nicht nur die Repeatldnge entscheidend, sondern zudem das Fehlen
von CAA-Codons, das relativ hiufig in SCA2-Patienten beobachtet wird.'”'' Die Bandbreite der Repeatlingen in
den Patienten liegt dabei meist zwischen 35 und 59 Repeats. Aufgrund einer generellen, relativen genetischen
Instabilitdt expandierter kontinuierlicher CAG-Repeatregionen, neigen die ATXN2-Expansionen allerdings
zudem dazu sich von Generation zu Generation weiter zu vergroflern, was in Extremféllen zu Repeatlingen von
200 bis 500 Trinukleotiden fiihren kann. Diesbeziiglich konnte ferner fiir SCA2-Patienten eine inverse Relation
zwischen ATXN2-CAG-Repeatlinge und dem Alter beim Einsetzen erster Krankheitssymptome (Einsatzalter)
festgestellt werden, welche im Bereich grofer Repeatldngen am genausten ist. So erklért sich auch ein in SCA2-
Familien beobachteter, sogenannter Antizipationseffekt, der das Phidnomen beschreibt, dass erkrankte
Nachkommen von SCAZ2-Patienten hdufig verringertes Einsatzalter sowie progressivere und intensivere
Krankheitsverldufe als die Patienten selbst zeigen. Dieser Effekt kann somit ndmlich auf die erblich bedingt
kontinuierlich expandierenden PolyQ-Repeatregionen in ATXN2 zuriickgefiihrt werden (s. 0.). Dabei kann der
Antizipationseffekt zudem gelegentlich so stark sein, dass Nachkommen von SCA2-Patienten bereits erste
Symptome zeigen, bevor sie bei den betroffenen Eltern diagnostiziert werden. SchlieBlich sei aulerdem erwéhnt,
dass Antizipationseffekte auch bei anderen PolyQ-Erkrankungen wie SCA1, SCA3 oder HK auftreten, was dafiir
spricht, dass diese tatsdchlich mit den genetisch instabilen CAG-Repeatexpansionen in Zusammenhang
stehen +28:9:12-21
Als klinisches Syndrom wurde SCA2 erstmalig 1971 von Wadia und Swami in Indien beschrieben, das
gleichzeitig das asiatische Land mit dem hochsten Anteil an SCA2-Patienten bezogen auf alle Félle dominanter
hereditirer Ataxien ist (=~ 17,5 %), dicht gefolgt von Singapur (= 15,3 %).”>**** Weitere Studien in Asien und
Australien ergaben allerdings geringere entsprechende SCA2-Anteile, die von ca. 4,5 % (Japan) bis etwa 10 %
(Taiwan) reichten. '

In europédischen Studien zeigte sich aulerdem, dass pathogene SCA2 PolyQ-Expansionen in Italien (= 33,3 %)

und GroB-Britannien (= 27,3 %) Hauptursache fiir dominante, hereditire Ataxien sind.******** Relativ hohe
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SCA2-Anteile wurden zudem in Spanien (= 15 %) und in Deutschland (= 13,7 %) ermittelt.'****"*® Eher wenig
verbreitet ist SCA2 hingegen in Portugal (= 4 %) oder den Niederlanden (= 7 %).**

Studien in der US-amerikanischen Bevdlkerung ergaben hingegen einen SCA2-Anteil an der Gesamtzahl der
untersuchten Félle dominanter hereditarer Ataxien von ca. 15,4 0. 1341

Am stérksten von SCA2 betroffen sind allerdings insbesondere mittelamerikanische Staaten wie Mexiko (SCA2-
Anteil = 45,4 %), und v. a. Kuba (SCA2-Anteil = 86,8 %). Dabei erkranken speziell in der kubanischen Region
Holguin aufgrund eines evolutiondren Griinder-Effekts besonders viele Menschen an SCA2, womit diese Region
die weltweit hochste SCA2-Populationspriavalenz aufweist. Diese betragt aktuell etwa 1 zu 2500, was 40 SCA2-
Erkrankten pro 100.000 Menschen in der Region entspricht. In Relation zur weltweiten Gesamtpravalenz aller
hereditéren Ataxien von fiinf bis sieben Erkrankten je 100.000 Menschen, zeigt dies gut, wie stark Holguin von
SCA2 betroffen ist.>**

Weltweit ist SCA2 damit, zusammen mit SCA6, die am zweithdufigsten vorkommende SCA-Form mit einem
Anteil von ca. 15 % aller diagnostizierten SCA-Erkrankungen, wobei lediglich SCA3 noch weiter verbreitet ist
(=21 % der SCA-Patienten).’

Symptomatisch zeichnet sich SCA2 besonders durch eine charakteristische Verlangsamung sakkadischer
Augenbewegungen aus, die in etwa 99 % der Patienten vorkommt. Da diese Bewegungseinschrankung relativ
auffillig und bereits frilh wéhrend der Pathogenese erkennbar ist, ist sie zugleich das wichtigste SCA2-
Diagnosemerkmal. Die manchmal erst Jahre spiter einsetzenden weiteren SCA2-Symptome sind v. a.
Gangstorungen (ataxischer Gang), Sprachstérungen (cerebellire Dysarthrie), gestortes Ansetzten von
Bewegungen (Dysmetrie), Schluckstérungen (Dysphagie) und periphere Neuropathien mit frither Hypo- und
Areflexie der Extremititen. Dazu kommen in einigen SCA2-Fillen Haltetremor (posturaler Tremor),
Schlafstorungen und Einschrankungen kognitiver Fahigkeiten. SchlieBlich gibt es zudem eine kleine Gruppe von
SCA2-Patienten in denen hauptsidchlich Parkinsonismus ausgeprigt ist. Das Einsatzalter der ersten SCA2-
Symptome betrdgt durchschnittlich etwa 32 Jahren, jedoch ist diesbeziiglich aus o. g. Griinden eine grof3e
Varianz unter den Patienten zu beobachten,*'*'72*23445 Intensitit und Ausmal der Symptome verstirken sich
zudem progressiv im Krankheitsverlauf, wobei die Krankheitsdauer durchschnittlich etwa 12 Jahren betrigt. Die
SCA2-Patienten, die in ihren letzten Lebensjahren hdufig auf einen Rollstuhl angewiesen sind, sterben
schlieBlich meist an Bronchopneumonie und seltener an Bronchoaspiration oder Herz-Kreislauf-Versagen.'>'*4*
Neuropathologisch ist SCA2 v.a. durch eine starke und makroskopisch sichtbare Atrophie des Kleinhirns
gekennzeichnet, die mit einem typischen Verlust der Purkinje-Zellschicht des cerebelldren Cortex einhergeht.
Bei SCA2 ist diese Zerstérung der Purkinje-Zellen zudem im Vergleich zu anderen SCA-Formen besonders
stark ausgeprigt. AuBBerdem konnte in Gewebsschnitten von SCA2 post mortem Gehirnen eine makroskopisch
erkennbare Pons-Atrophie und -Abflachung, eine Verkiimmerung des mittleren Kleinhirnstiels (pedunculus
cerebellaris medius) sowie Atrophie der Medulla Oblongata beobachtet werden. In diesem Zusammenhang
zeigte sich speziell im Fall der SCA2 ferner ein signifikanter Schwund des cerebralen Frontallappens.
Zusétzliche neuropathologische Merkmale sind dariiber hinaus zuriickgebildete Cranialnerven III und XII und
ein Verblassen der Substantia Nigra (mit Neuronenverlusten bis zu iiber 70 %). SchlieBlich sind in SCA2-
Patientengewebe aullerdem degenerierte Olivenkerne und thalamische Kerne sowie weitreichende
Axondemyelinisierung des Riickenmarkhinterstrangs beobachtet worden. Dariiber hinaus sind funktionell
betrachtet im zentralen Nervensystem von SCA2-Erkrankten v.a. somato-motorische und -sensorische

Schaltkreise, das okulomotorische und visuelle System sowie auditorische, verdauungsspezifische, vestibuldre
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und pré-cerebelldre Bereiche geschddigt. Studien zur Nervenleitfahigkeit in SCA-2-Patienten zeigten auBlerdem
verdnderte somatosensibel evozierte sowie hirnstammspezifische, auditorisch evozierte und visuell evozierte

Potentiale.>**!

1.1.3. Struktur und alternative Varianten des Gens ATXN2

Mittels Chromosomenkartierung konnte der etwa 147 kbp lange genetische Locus von humanem ATXN2 der
Region 12q23-24.1 auf dem g-Arm von Chromosom 12 zugeordnet werden.®

Die ersten erfolgreichen ATXN2-Klonierung wurden darauthin im Jahr 1996 von drei unabhéngigen
Arbeitsgruppen beschrieben, die unterschiedliche Methoden zur Gewinnung der dafiir bendtigten 47XN2-cDNA
nutzten. Dabei konnte die ATXN2-Transkriptions-Startstelle relativ eindeutig anhand einer Kozak-
Konsensussequenz und eines upstream des ATG-Startcodons gelegenen, in-frame Stoppcodons definiert werden.
Ferner wurde in diesem Zusammenhang zudem ein A7TXN2-Paralog auf Chromosom 16 entdeckt, das man
ATXN2-RP (kurz fiir related protein) nannte.”>’

Darauthin wurde die Struktur von 4ATXN2 analysiert und gezeigt, dass es aus 25 Exons mit Langen von 37 bp bis
890 bp und Introns mit meist mehreren 1000 bp Linge besteht. Weiterhin wurde eine CpG-Insel um die
Transkriptions-Startstelle entdeckt, von der ein Teilstiick als essentielle ATXN2-Promotorregion identifiziert
wurde. Diese erstreckt sich von Position -30 bis 362 bezogen auf die Transkriptions-Startstelle. Unabhédngig
davon erkannte man zudem ein zweites in-frame ATG-Codon downstream der ATXN2-Transkriptions-Startstelle,
von dem angenommen wird, dass dadurch eine alternative 47XN2-Variante gebildet werden kdnnte, woriiber
jedoch bisher nur wenig bekannt ist.***7#¢

Dariiber hinaus konnten zwei alternative Spleifivarianten von 4A7XN2 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden,
denen entweder Exon 10 (210 bp) oder Exon 21 (54 bp) fehlte, und fiir die zudem gewebsspezifische Expression
festgestellt werden konnte. So zeigte sich, dass die Exon 10-lose Spleifivariante in Ansidtzen von humanem
Riickenmark und Gesamthirn relativ zur ungespleifiten Form nur schwach exprimiert wird. Im Gegensatz dazu
war ihre Expression im Cerebellum hoher als die von ungespleiitem A7XN2, weshalb angenommen wird, dass
diese Spleilvariante eine Rolle bei der SCA2-Pathogenese spielen konnte, da jene v. a. durch Neurodegeneration
des Cerebellum gekennzeichnet ist (s. Abs. 1.1.2.). Ahnliche gewebsspezifische Expression konnte zudem fiir
das alternative ATXN2-Spleilprodukt ohne Exon 21 festgestellt werden, das in Cerebellum- und Gesamthirn-
Proben schwicher exprimiert worden war als ungespleifites 47XN2 andererseits jedoch im Riickenmark eine
hohere relative Expressionsstirke aufwies.**

Im Gegensatz dazu, wurde fiir vollsténdiges ATXN2 eine relativ ubiquitire Expression in menschlichen Geweben
nachgewiesen, wobei es nur in Lungen- und Nierengewebe nicht dargestellt werden konnte. Zudem zeigte auch
die separate Analyse verschiedener Hirnregionen kaum Unterschiede in deren 4 TXN2-Expressionstirke, was die

Entdeckung der genannten alternativen Spleifvarianten umso bedeutungsvoller wirken lasst.””>°

1.1.4. Struktur des Proteins Ataxin-2 und Vorstellung wichtiger Ataxin-2-Orthologe

Das Proteinprodukt von ATXN2 wird Ataxin-2 genannt (Uniprot Nr.: Q99700). Es besitzt ein Molekulargewicht
von ca. 140 kDa und besteht aus 1313 Aminosduren (AS). AuBBerdem ist es v. a. aufgrund seines relativen hohen
Q-Gehalts (=8 % aller AS) ein basisches Protein (pl =10). Zusétzlich enthdlt es einige Prolin (P)-reiche

Regionen (P-Anteil =15 % aller AS), die Ataxin-2 zu einem weitgehend strukturell ungeordneten Protein
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machen. Es besitzt allerdings im N-terminalen Bereich auch einen eher sauren Abschnitt, der von Exon 2 bis 7
des ATXN2 kodiert wird, und der die beiden einzigen héher geordneten funktionellen Proteindomédnen von
Ataxin-2 enthdlt, ndmlich die LSm (Like-Sm)-Doméne und die LSm-AD (LSm-assoziierte Doméine)
(s. Abb. 1.1). N-terminal dieser Doménen liegt aulerdem die erwdhnte pathogene PolyQ-Doméne des Ataxin-2
(s. v. Abs.), die von Exonl des ATXN2 kodiert wird. In C-terminaler Richtung schliet sich den beiden
globuldren Domaénen in relativ groBem Abstand zudem ein Poly(A)-Bindeprotein (PABP)-Interaktionsmotiv
Typ 2 (PAM2) an. Zusitzlich konnten einige kiirzere funktionelle Sequenzmotive in Ataxin-2 identifiziert
werden. Diese sind erstens ein Clathrin-abhéngiges trans-Golgi-Signal (Sequenz: YDS, AS-Positionen: 414 —
416), zweitens ein ER (Endoplasmatisches Retikulum)-Austritts-Signal (Sequenz: ERD, AS: 426 —428) und
drittens eine Caspase-3-Konsensussequenz (DXXD) (Sequenz: DPND, AS 397 — 400, s. Abb. 1.1). Ein
Kernimportsignal konnte allerdings in Ataxin-2 bisher nicht identifiziert werden, was dessen fast ausschlielich

zytoplasmatisches Vorkommen in Siugerzellen erklirt.”**"2

PolyQ DPND PAM2
hAtaxin-2
1 166- 187 254-345 353 -475 908 - 925 1313
]
1 235-311  378-445 880 - 897 1286
1 16-132 199 - 265 854 -871 1084
1 14-87 171-244 574 -591 959
1 49 -131 226-297 722

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der funktionellen Proteinstruktur von humanem Ataxin-2 und seinen Orthologen
aus M. Musculus (mAtx2), D. melanogaster (dAtx2), C. elegans (cAtx2) und 8. cerevisiae (PBP1). (PolyQ-
Domine: PolyQ (grau), Like-Sm-Domine: LSm (hellblau), LSm-assoziierte Domédne: LSmAD (dunkelblau), Poly(A)-
Bindeprotein-Interaktionsmotiv: PAM2 (orange).

Insgesamt sind die LSm und LSm-AD flankierenden Regionen von Ataxin-2 nur wenig konserviert. Der
Konservierungsgrad der globuldren Doménen reichte allerdings aus um iiber multiple Sequenzalignments eine
Vielzahl an Ataxin-2-Orthologen zu identifizieren (s. Abb. 1.1). Hierbei zeigte sich auch die hohe strukturelle
Ubereinstimmung der LSm-Doméne mit der Sm1-Doméne einiger prokaryontischer Proteine (deshalb Like-Sm),
die in allen Reichen der Lebewesen konserviert sind. Diese sind dafiir bekannt mRNA und andere LSm-Proteine
zu binden, und am RNA-Metabolismus und mRNA-Reifungsprozessen beteiligt zu sein, was somit ebenfalls auf
Ataxin-2 zutreffen konnte, wofiir auch Ergebnisse aus vergleichenden 3D-Strukturmodell-Studien zur mRNA-
Bindung an Ataxin-2 sprechen (s. Abs. 1.1.5).>31°%3%3

Daneben konnten einige Ataxin-2-Homologe in einem Hefe-2-Hybrid (Y2H)-Screen einer cDNA-Bibliothek
hédmatopoetischer Zellen als Zytokinrezeptor-Interaktoren identifiziert werden. Diesbeziiglich erkannte man
ferner, dass die dabei entdeckten Ataxin-2-Homologe alternativ gespleifite Isoformen eines Gens auf

Chromosom 16 sind, ndmlich des schon in Abs. 1.1.3. beschriebenen ATXN2-RP. Dies fiihrte dazu, dass die bis

dahin gefundenen alternativen Varianten dieses Proteins zu Isoformen eines Proteins zusammengefasst wurden,
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das heute als Ataxin-2-Like-Protein (A2L) bekannt ist (Uniprot Nr.: QQWWM?7). Dadurch wurden die im o. g.
Y2H-Screen entdeckten ATXN2-RP -Varianten zu den A2L-Isoformen 1 bis 5 und das ATXN2-RP zu
Isoform 7. Bei Isoform 6 handelt es sich hingegen, um eine alternative, aus Hirnmaterial isolierte ATXN2-RP-
Spleifvariante, die jedoch lediglich als Datenbankeintrag publiziert worden ist. Insgesamt wird A2L somit heute
als alleiniges Ataxin-2-Paralog angesehen.®>'*

Der relativ niedrige Konservierungsgrad des Ataxin-2 auflerhalb seiner globulidren Doménen geht dabei zudem
mit dem Fehlen von PolyQ-Dominen in den bislang fiir die Forschung wichtigsten Ataxin-2-Orthologen einher.
Dies umfasst die Orthologe aus D. melanogaster (dAtx2), C. elegans (cAtx2), M. musculus (mAtx-2) sowie
PBP1 (PABI-bindendes Protein 1) das S. cerevisiae-Ortholog von Ataxin-2 (s. Abb. 1.1). Zu PBP1 sei hier
zudem erwihnt, dass es zwar das Hefe PABP1-Ortholog PAB1 bindet, es jedoch selbst kein herkdmmliches
PAM2-Motiv besitzt. Dies unterscheidet PBP1 somit von Ataxin-2 sowie den anderen o. g. Orthologen, fiir die
PAM2-Motive nachgewiesen und zudem bereits entsprechende, physische Interaktionen mit ihrem

speziesspezifischen PABP1-Ortholog demonstriert werden konnten (Ausnahme: mAtx-2).%¢

1.1.5. Funktionen von Ataxin-2 und seiner Orthologe

1.1.5.1. Ataxin-2 als Regulator der Proteintranslation

Das humane zytoplasmatische PABP1-Protein (PABPC1) bindet iiber mehrere sogenannte RRM (RNA-
recognition motif)-Sequenzen an 3’-Poly(A)-Ketten von mRNA-Molekiilen. Ferner werden die so gebundenen
mRNA-Transkripte durch gleichzeitige Bindung von PABPC1 an elF4G (eukaryontischer Initiations-Faktor
4G), einem Bestandteil des elF4F-Translations-Initiationskomplexes, zirkularisiert. Diese Zirkularisierung
wiederum fordert sehr effektiv die Translationsinitiation, und sie gilt daher als essentieller und geschwindigkeits-
bestimmender Schritt der zelluldren Proteintranslation. PABPCI1 kann jedoch auBler an elF4G zusétzlich iiber
eine C-terminale, sogenannte Mlle (mademoiselle)-Doméne an das PAM2-Motiv von Ataxin-2 binden
(s. Abs. 1.1.4.), weshalb man annimmt, dass Ataxin-2 via PABPCl-Interaktion an der Translationsregulation
beteiligt sein konnte.

Fiir diese Annahme sprechen auch Untersuchungen im D. melanogaster-Modell, die zeigten, dass sowohl dAtx2
als auch Ataxin-2 mit Poly-Ribosomen (kurz: Polysomen) assoziieren konnen, an denen die Translation
zytoplasmatischer Proteine stattfindet. Zudem konnte dabei ebenfalls festgestellt werden, dass fiir diese
Polysomen-Assoziation die PAM2-vermittelte Bindung von Ataxin-2 an ribosomengebundenes PABPI
besonders wichtig ist, wenngleich diese teilweise auch durch direkte mRNA-Bindung der LSm/ LSmAD-
Doménen des Ataxin-2 vermittelt wurde. Analog dazu konnte dariiber hinaus fiir PBP1 eine Assoziation mit
Hefe-Polysomen beobachtet werden. In diesem Fall war dafiir allerdings eine PBP1-Komplexierung mit dem
Protein MKT1 (Maintenance of K2 Killer Toxin I) notwendig, die zudem fiir die MKT1-Bindung an die
Polysomen ebenfalls essentiell war. Des Weiteren zeigten Saccharosegradienten-Zentrifugationsanalysen im
Hefemodell Kofraktionierung von PBP1 mit Polysomen, und schlieBlich wurde auch in Séugerzellen
Assoziation von Ataxin-2 mit dem ER, und zwar priferenziell mit dem rauen ER (rER) beobachtet, **®!-0%6%70
Neben diesen Verbindungen zwischen Ataxin-2 und Polysomen konnten jedoch in kiirzlich verdffentlichten
Studien noch weitere Hinweise auf regulatorische Einfllisse von Ataxin-2 auf die Proteintranslation erlangt
werden. So wurde diesbeziiglich z. B. in Analysen humaner Zelllinien festgestellt, dass Ataxin-2-Uberexpression

dort den Anteil an schwer 16slichem PABPCI1-Protein erhoht und den des zytoplasmatisch geldsten, nutzbaren
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Proteins senkt.”' Da Ataxin-2 demnach die PABPC1-Verfiigbarkeit im Zytoplasma verringert, ist somit davon
auszugehen, dass es gleichzeitig indirekt die durch PABPC1 vermittelte Translationsinduktion kontrolliert (s. 0.).
Dariiber hinaus zeigten Untersuchungen mit mA#x-2-Knockout (KO)-Méusen schlieBlich ebenfalls Einfliisse des
Funktionsverlusts von mAtx-2 auf die Proteintranslation. So fiihrte der KO dabei zur Erhdhung der Mengen
einiger translationsrelevanter Transkripte, was mit Hilfe von Microarray-Analysen demonstriert wurde, und er
inhibierte zudem die globale Translation, wie [S35]-Methionin-Inkorporationsstudien zeigten.”” Insgesamt

sprechen diese Ergebnisse somit fiir eine relativ komplexe Ataxin-2-Funktion im Rahmen der Proteintranslation.

1.1.5.2. Verbindungen zwischen Ataxin-2 und alternativem Spleifien

Neben PABP1 konnte mit dem Ataxin-2 Bindeprotein 1 (A2BP1) noch ein weiterer Interaktionspartner von
Ataxin-2 mit RNA-bindenden Motiven entdeckt werden, der zudem ebenfalls an C-terminale Ataxin-2-Bereiche
bindet. Ferner konnten diesbeziiglich A2BP1-Homologe in M. musculus, C. elegans und D. melanogaster, sowie
zwei Paraloge im humanen Genom identifiziert werden. Da das Nematoden-Ortholog allerdings urspriinglich als
X-chromosomaler geschlechtsbestimmender Faktor bei der Wurmentwicklung entdeckt wurde, wird dieses
gelegentlich auch als Fox-1 (feminisierendes Gen auf X-1) bezeichnet.”* "

Dariiber hinaus zeigte sich in diesem Zusammenhang, dass A2BP1 als Regulator des alternativen Spleiflens
neuronaler Transkripte fungiert, was kiirzlich in Untersuchungen an 42BP[-KO-Midusen demonstriert werden
konnte. In diesen hatte man niimlich festgestellt, dass A2BP1 die synaptische Ubertragung sowie die
Membranexzitation von Neuronen durch Bildung alternativer Spleifivarianten verschiedener Zieltranskripte
reguliert und so die Zellen vor Hyperexzitation schiitzt.”

Zusétzlich unterliegt A2BP1 jedoch auch selbst alternativen Spleilprozessen. So hatte sich z. B. in einer Maus-
Karzinomzelllinie gezeigt, dass dort A2BP1-Exon 19-Skipping induziert werden kann, wobei die dadurch
bedingte, verstirkte Expression der Exon 19-losen A2BPl-Isoform wiederum das alternative Spleilen
neuronaler A2BP1-Zieltranskripte beeinflusste. AuBlerdem konnten dariiber hinaus auf RNA-Ebene drei
alternative A2BP1-Transskripte identifiziert werden, die alle gewebsspezifisches Expressionsverhalten zeigen.
Dabei konnte die ldngste Variante ausschlieBlich in humanem Hirngewebe nachgewiesen werden, wohingegen
das kleinste, alternative A2BP1-Transkript lediglich in Skelettmuskel- und Hirngewebe vorkam. Die mittellange
Form ihrerseits wurde schlieBlich sowohl in Hirn- als auch in Skelettmuskel- und Herzgewebe detektiert, und sie
ist darliber hinaus zudem die im Hirn vorherrschende A2BP1-Variante . Demgegeniiber konnte A2BP1 in
medulldren und spinalen Ansétzen nicht nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Erkenntnisse wird deshalb
insgesamt vermutet, dass Ataxin-2 tiber Bindung an A2BP1 an potentiell gewebsspezifischen Spleiiprozessen
beteiligt sein konnte.”>*"5!

Abschliefend sei erwéhnt, dass PBP1 in S. cerevisiae urspriinglich aufgrund seiner Funktion als Suppressor von
mitochondrialen Gruppe-II-Intron-Spleiidefekten identifiziert wurde, was zusédtzlich fiir eine prinzipiell

mogliche Funktion von Ataxin-2 als SpleiBregulator spricht.®

1.1.5.3. Funktionen von Ataxin-2 beim mRNA-Abbau

Kiirzlich gemachte Entdeckungen in D. melanogaster lassen vermuten, dass Ataxin-2 auch
am mikroRNA (miRNA)-vermittelten Gen-Silencing beteiligt ist. Es konnte ndmlich gezeigt werden, dass dAtx2
genetisch mit Me31b (maternale Expression bei 31b) und Agol (Argonaut 1) interagiert, die beide fiir ihre

Funktion als miRNA-abhéngige Translationsrepressoren bekannt sind. Auflerdem erkannte man diesbeziiglich,
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dass die olfaktorische Langzeitgewohnung der Tiere, an der ihre Gedéchtnisleistung gemessen wird, durch o. g.
Interaktionen gefordert wird. Gleiches galt zudem fiir die damit zusammenhingende synaptische Plastizitét, die
dadurch ebenfalls verbessert wurde. Dies zeigte also, dass zumindest dAtx2 in vivo iiber genetische Interaktion
mit zwei Faktoren des miRNA-vermittelten mRNA-Abbaus neuronale Prozesse beeinflussen kann.®’

Weitere Untersuchungen in S. cerevisiae belegen zudem eine PBP1-vermittelte negative Regulation des Poly(A)-
Nuklease (PAN)-Komplexes. Dieser Enzymkomplex, bestehend aus den Proteinen PAN2 und PAN3, katalysiert
als Exonuklease die Deadenylierung v. a. langer 3 -Poly(A)-Ketten an mRNA-Transkripten, was deren Abbau
begiinstigt. AuBBerdem interagieren sowohl PBP1 als auch PAN3 mit PAB1 (s. 0.), weshalb angenommen wird,
dass deren kompetitive Bindung an PAB1 {iber das mRNA-Schicksal entscheidet. Daraus folgt somit, dass PBP1
in Hefezellen einen mRNA-stabilisierenden Einfluss ausiibt, was demnach mdglicherweise auch fiir Ataxin-2
zutreffen konnte.**** Insgesamt sind allerdings hinsichtlich einer Ataxin-2 vermittelten Regulation des mRNA-

Abbaus noch viele Fragen ungeklért.

1.1.5.4. Beteiligung von Ataxin-2 an endozytotischen Prozessen

Erste Hinweise auf eine mogliche Funktion von Ataxin-2 bei endozytotischen Prozessen, ergaben sich aufgrund
des Nachweises seiner Bindung an die Endophiline Al und A3. Diese Proteine sind nadmlich z. B. an
endozytotischen Einstiilpungen der Plasmamembran beteiligt, oder sie dienen als Adapter fiir andere an diesem
Prozess beteiligte Proteine wie Synaptojanin oder Dynamin, weshalb sie unter anderem auch fiir die synaptische
Signaliibertragung wichtig sind. Die o. g. Bindung erfolgt dabei iiber SH3 (Src-Homologie 3)-Doménen der
Endophiline einerseits und zwei SH3-Bindemotive des Ataxin-2 andererseits, die N-terminal und zentral im
Ataxin-2 lokalisiert sind, und beide der Klasse II angehoren (Konsensussequenz: PXXPXR). In Bestitigung
dieser Ergebnisse konnte auflerdem beobachtet werden, dass o. g. Proteine in ER und Plasmamembran von
Saugerzellen kolokalisieren konnen. Unabhingig davon wurde ferner in ATXN2-KO-Maiusen eine Ataxin-2-
Assoziation mit der Ubiquitin-E3-Ligase Cbl (Casitas B-Linie Lymphom Proto-Onkogen) und CIN85 (Cbl
interagierendes Protein 85kDa) nachgewiesen, die beide im Komplex mit Endophilin Al die Internalisierung des
EGF (epidermal growth factor)-Rezeptors (EGFR) vermitteln. Des Weiteren wurde dabei zudem ein hemmender
Einfluss von Ataxin-2 auf die EGFR-Endozytose nachgewiesen, weshalb man davon ausgeht, dass Ataxin-2 ein
Inhibitor endozytotischer Rezeptorinternalisierung ist.****

Ebenfalls in o. g. KO-Méusen konnte in diesem Zusammenhang dariiber hinaus eine durch mAtx-2 regulierte
posttranskriptionale Reduzierung der Insulin-Rezeptormenge festgestellt werden, die zusammen mit verstarkter
pankreatischer Insulinproduktion letztendlich der Grund fiir die in diesen KO-Tieren beobachteten erhdhten
Blutinsulinspiegel und deren Insulinresistenz ist. Man nimmt deshalb an, dass auch der prominenteste Phanotyp
diese Miuse, namlich ihre Fettleibigkeit vom Verlust der Ataxin-2 Endozytose-Regulatorfunktion abhéngt.”*”!
SchlieBlich sei erwéhnt, dass Ataxin-2 mdglicherweise nicht nur Funktionen an der Plasmamembran sondern
auch an der Mitochondrienmembran ausiiben kdnnte. Fiir sein Hefe-Ortholog PBP1 zeigte sich ndmlich, dass es
als Suppressor wachstumshemmender Effekte wirkt, die durch Verlust des mitochondrialen Membranproteins

TIM18 (Translokon der inneren Mitochondrien-Membran 18) ausgelost werden.”
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1.1.5.5. Ataxin-2-Funktionen bei der geschlechtsspezifischen Entwicklung von Eukaryonten

Eine noch nicht erwdhnte Besonderheit der im letzten Teilabschnitt beschriebenen 47XN2-KO-Maiuse ist ihre
verringerte Fruchtbarkeit bzw. Fekunditit. Dabei sind besonders weibliche Embryos in ihrer Entwicklung
gehemmt, was sich in deren anormaler Unterrepréisentation in der Nachkommenschaft heterozygoter Paarungen
ausdriickt. Homozygote Paarungen fithren hingegen meist zu einer allgemein schlechteren Fertilitdt. Man geht
daher davon aus, dass mAtx-2 insbesondere die feminine Embryonalentwicklung in Méusen kontrolliert.”
Hinzu kommt, dass cAtx2 eine dhnlich wichtige Rolle bei geschlechtsrelevanten Prozessen in C. elegans hat. So
wies man dort in RNA-Interferenz (RNAi)-Analysen die Sterilitit von cAtx2-defizienten Wiirmern in der
Parental (P0)-Generation nach. Diese ging zudem mit dem Ausbleiben der Ovulation sowie
Befruchtungsinkompetenz der Wiirmer einher. Dariiber hinaus zeigten Analysen des siRNA-Knockdown (Kd)
von cAtx2 eine damit verbundene Stérung des strukturellen Zusammenhalts von Embryonen nach Dissektion
sowie Zytokinesedefekte in der Embryogenese. Diese Ergebnisse konnten darauthin mit gezielten cAtx2-Kd-
Analysen bestitigt werden. Unabhéngige Untersuchungen identifizierten cAtx2 auBlerdem als Verstirker der
Funktion des Glpl-Proteins, einem Notch-dhnlichen Rezeptor, der wihrend der Keimbahndifferenzierung den
Eintritt der Gameten in die Meiose inhibiert. Dabei zeigte sich zudem, dass cAtx2 die Meiose auch unabhéngig
von Glpl reguliert, wobei ihm v. a. ein spezifischer regulatorischer Effekt auf die Umschaltprozesse zwischen
Spermatogenese und Oogenese in den Nematoden nachgewiesen werden konnte. SchlieSlich wurden in einer
weiteren Studie in C. elegans prinzipiell dhnliche Ergebnisse erzielt. Dabei konnte allerdings zusitzlich
festgestellt werden, dass die cAtx2-abhingige Regulation der Meiose und des Spermatogenese-zu-Oogenese-
Wechsels indirekt iiber cAtx2-Regulation des Translationsrepressor Gld1 vermittelt wird. Diese Ergebnisse
zeigen somit insgesamt, dass cAtx2 analog zu mAtx-2 in Miusen ein Regulator der weiblichen Keimbahn-
Differenzierung in C. elegans ist.”>6>%%4%

Ahnliches gilt dariiber hinaus zudem fiir D. melanogaster, denn auch dort konnte in dAtx2-Keimbahn-Mutanten
eine durch dAtx2-Funktionsverlust vermittelte Sterilitdt sowie reduzierte Ei-Legefdhigkeit und Oogenese der
betroffenen Fliegen nachgewiesen werden, was zusitzlich fir eine Rolle von Ataxin-2 in der weiblichen
Keimbahnentwicklung spricht. Eine weitere Entdeckung dieser D. melanogaster-Experimente war ferner eine
durch dAtx2-Funktionsverlust ausgelste verdnderte Oozyten-Positionierung in den Eikammern der Fliegen, die
letztlich auf dosisabhingige indirekte Regulation der Aktinfilamentisierung durch dAtx2 zuriickgefiihrt werden
konnte.*® Diesbeziiglich sei zudem erwihnt, dass exogene Ataxin-2-Expression in einer Hefe-Deletionsmutante,
der das aktinbiindelnde Protein Fimbrin fehlt, starke synthetische Letalitit auslost. AuBerdem komplexieren und
kolokalisieren beide humanen Fimbrin-Orthologe (T- und L-Plastin) in Sdugerzellen mit Ataxin-2, und dariiber
hinaus fiihrte Ataxin-2-Uberexpression dort zur Anreicherung von L-Plastin. Diese Ergebnisse zeigten somit,
dass humanes Ataxin-2 sowie PBP1 mit Regulatoren der Aktinfilamentisierung interagiert, was die Ergebnisse
0. g. Experimente in D. melanogaster zusitzlich bestirkt.*

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang zudem, dass die Ataxin-2-Funktion als geschlechts-regulierender
Faktor gewissermalien sogar in S. cerevisiae konserviert ist. Es konnte ndmlich fiir den bereits erwéhnten PBP1-
MKT1-Komplex (s. Abs. 1.1.5.1.) demonstriert werden, dass er in begrenztem Ausmal} die Aktivitdt der
HO-Endonuklease posttranskriptionell reguliert. Die Nuklease ihrerseits spielt eine entscheidende Rolle beim
Wechsel der Hefe-Paarungstypen (Typ a & o), die im weitesten Sinn als Geschlechter der Hefezellen angesehen
werden konnen. Aus dieser Perspektive betrachtet, bedeutet das also, dass somit letztlich auch fiir das Ataxin-2-

Hefe-Ortholog eine artspezifische Geschlechtsentwicklungs-Kontrollfunktion dargestellt werden konnte.”
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1.1.5.6. Einfliisse von Ataxin-2 auf Leben und Tod von Zellen

Kiirzlich veroffentlichte Studien im S. cerevisiae-Modellsystem geben Hinweise darauf, das Ataxin-2 auch
Einfluss auf Zellalterungsprozesse haben konnte, da dort fir PBP1 ein positiver Einfluss auf die replikative
Lebensdauer der Hefezellen demonstriert werden konnte. Dieser Effekt wurde dabei auf PBP1-Bindung an
intergenische RNA und damit einhergehender Inhibition von RNA-DNA-Hybriden zuriickgefiihrt, wodurch
lebensverkiirzende ungleichméBige Schwesterchromatidaustausche reduziert werden. Demnach konnte auch
Ataxin-2 eine lebensverldngernde Funktion in replikativ aktiven Sadugerzellen besitzen. Da es dort jedoch
hauptsdchlich zytoplasmatisch vorkommt, ist zweifelhaft ob ein solcher Effekt im Sdugersystem eine grofe
Rolle spielt. Ein pro-apoptotischer Einfluss von Ataxin-2 konnte demgegeniiber in humanen
Neuroblastomazellen beobachtet werden, wo dessen Uberexpression zu einer Sensibilisierung der Zellen
gegeniiber apoptotischen Einfliissen fiihrte. Andererseits wurde in Untersuchungen mit D. melanogaster durch
dAtx2-Funktionsverlust eine verstirkte Apoptose ausgelost, wobei die Ursachen fiir diese Gegensétzlichkeit

jedoch ungeklért blieben. ™7

1.1.5.7. Ataxin-2 und die zellulire Stressantwort

Im Zuge der Reaktion auf exogene oder endogene Stressoren bilden eukaryontische Zelle im Zytoplasma
sogenannte  Stress-Granula (SG), d.h. dynamische, mikroskopisch sichtbare = mRNP (messenger-
Ribonukleoprotein-Partikel)-Granula. Diese dienen hauptsichlich der Translationsrepression wéhrend des
Stresses sowie als Verteilerzentren fiir mRNA-Transkripte. Da mRNP-Granula jedoch in Abs. 1.2. ausfiihrlich
beschrieben werden, sei hier nur erwihnt, dass Ataxin-2 sowie sein Hefe- und Maus-Ortholog als Komponenten
von SG identifiziert werden konnten. Diesbeziiglich hatte sich z. B. flir humanes Ataxin-2 gezeigt, dass es mit
den spezifischen SG-Markerproteinen TIA-1 (T-Zell-beschréinktes intrazelluldres Antigen 1) und G3BP (Ras-
GAP SH3-Dominen Bindeproteine) in stressabhidngigen zytoplasmatischen Strukturen, d. h. SG assoziiert ist.
AuBerdem konnte in diesem Zusammenhang die Ataxin-2-Kolokalisation mit und -Bindung an PABPI1
nachgewiesen werden, das neben seiner polysomalen Funktion (s. Abs. 1.1.5.1.) zudem ein essentieller
SG-Assemblierungsfaktor ist (s. Abs. 1.2.4.),60:05%899.100

Ebenso hat sich auch Ataxin-2 als wichtiger Assemblierungsfaktor von SG herausgestellt. Allerdings ist es dabei
vermutlich nicht essentiell fiir diesen Prozess wie Versuche zur Beteiligung von PBP1 an der SG-Assemblierung
in S. cerevisiae zeigten. Dort fithrte ndmlich die PBP1-Deletion zwar zu einer dezimierten, jedoch nicht génzlich
inhibierten SG-Bildung infolge von Glucosemangel-Stress, was anhand der Hefe-SG-Markerproteine PAB1 und
PUB1 demonstriert wurde. AuBerdem hatte sich dabei gezeigt, dass PBP1-Uberexpression zur Bildung groBer
PABI-Akkumulationen beitrigt, die wenig Ahnlichkeit mit den kleineren SG-Strukturen aufweisen.””'"!
Dariiber hinaus ergaben weitere Hefe-Experimente das PBP1 zusétzlich mit EDC3 in einer weiteren Art von
mRNP-Granula den sogenannten P-Bodies (PB) kolokalisieren kann (s. Abs. 1.2.). Diesbeziiglich konnte ferner
in Séugerzellen eine Interaktion sowie Kolokalisation von Ataxin-2 mit DDX6 (DEAD-Box Helikase 6)
festgestellt werden, welches seinerseits sowohl in SG als auch in PB vorkommen kann. Zusétzlich konnten in
diesen Experimenten auch erstmals Einfliisse von Ataxin-2 auf die Assemblierung beider Granulatypen in
Saugerzellen demonstriert werden. So zeigte sich, dass Ataxin-2-Kd einerseits die SG-Bildung unterdriickt, und
anderseits die PB-Bildung durch dessen Uberexpression gehemmt wird.*>*

Insgesamt bleibt somit festzustellen, dass Ataxin-2 eine in Eukaryonten gut konservierte Funktion bei der

mRNP-Granula-Assemblierung hat, die v. a. SG betrifft. Zusétzlich scheint es auBlerdem auch allgemein die
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Proteinassemblierung zu fordern wie o.g. Hefe-Experimente zur PBP1-Uberexpression zeigten. Fiir eine
Beschreibung moglicher Auswirkungen SG-relevanter — Ataxin-2-Funktion auf die Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen sei an dieser Stelle zudem auf Abschnitt 1.2 und besonders Teilabschnitt

1.2.7. verwiesen.

1.1.6. Mogliche Pathomechanismen von SCA2

Schon zu Beginn der 1990er Jahre schloss man aus strukturellen Analysen, dass sich PolyQ-Doménen, dhnlich
wie Leucin-Zipper-Doménen, zu p-Faltblatt-Strukturen zusammenlagern kdnnen, die durch Wasserstoffbriicken
fest verbundenen sind. Daher wurde vermutet, dass pathologische PolyQ-Expansionen diesen Prozess
begiinstigen und so zu einem toxischen Effekt durch PolyQ-Protein-Prazipitation fiihren konnten. Diese
Hypothese wird dabei grundsétzlich von der Entdeckung neuronaler intranukledren Einschliisse (NIE) in
erkranktem Gehirngewebe von HK-, SCAl- oder SCA3-Patienten unterstiitzt, die wahrscheinlich toxisch
wirken, und die mit den jeweiligen expandierten PolyQ-Proteinen angereichert sind. Aulerdem nimmt man v. a.
aufgrund der dominanten Vererbung von PolyQ-Erkrankungen an, dass dieser Effekt eher auf toxischem
Funktionsgewinn der Aggregate als auf Funktionsverlust der PolyQ-Proteine beruht,'%%!%104105

Allerdings konnten in diversen Studien an post-mortem Gehirnen von SCA2-Patienten bisher nahezu niemals
Ataxin-2-postive NIE entdeckt werden. So wies man NIE zwar in wenigen pontinen Zellen und in einigen
anderen, kaum von SCA2-betroffenen Hirnteilen nach, jedoch konnten diesbeziiglich bisher keine cerebelldren
NIE beobachtet werden. Allerdings erkannte man in diesen Untersuchungen auch, dass Ataxin-2 in Zellen von
SCA2-Patienten zytoplasmatische, ubiquitinpositive Akkumulationen bildet, die pathogenes Potential haben
konnten. Ahnliche Ergebnisse lieferten iiberdies immunhistochemische Analysen von Gehirnen transgener
SCA2Q58-Modellméuse, die auf 58 Q-Repeats expandiertes Ataxin-2 unter Kontrolle des purkinjezell-
spezifischen Pcp2-Promotors exprimieren. Dabei zeigte sich namlich, dass in den Mauszellen ebenfalls keine
NIE gebildet werden. Insgesamt spricht also vieles gegen eine grofe Bedeutung von NIE in der SCA2-
Pathogenese. %!

In diesem Zusammenhang sei zudem erwéhnt, dass sich transgene Mausmodelle wie das SCA2Q58-Modell
generell als recht vielversprechend fiir die Erforschung der SCA2-Pathologie erwiesen haben. Das liegt daran,
dass sie erstens SCA2-dhnliche Phinotypen zeigen, und zweitens CAG-Repeatexpansionen in ihnen stabil an die
Nachkommenschaft vererbt werden konnen. Deshalb wurden neben der Q58-Linie noch andere Mausmodelle
entwickelt. So wurde zum einen ein SCA2Q75-Modell konstruiert, in dem expandiertes Ataxin-2 mit
75 Q-Repeats unter Kontrolle seines eigenen Promotors exprimiert wird, wodurch dessen gewebsspezifische
Verteilung im Vergleich zum Q58-Modell eher der im humanen System &hnelt. Zum anderen wurde dariiber
hinaus ein transgenes SCA2QI127-Modell generiert, in dem das expandierte Ataxin-2 unter Kontrolle des
Pcp2-Promotor (s. 0.) exprimiert wird. Vergleicht man nun diese drei Mausmodelle miteinander, 1dsst sich daran
gut eine proportional zur PolyQ-Lénge zunehmende Verstirkung der Ataxiephdnotypen und Reduzierung des
Einsatzalters motorischer Storungen erkennen, was somit der Situation im Menschen entspricht. Die Méuse
schnitten diesbeziiglich z. B. umso schlechter beim Rotarod-Motorik-Test ab, je ldnger ihre PolyQ-Expansion
war. Gleichzeitig setzen Motorikdefizite mit zunehmender Expansion friiher ein, und auch der Grad cerebelldrer
Zerstérung nahm mit der Linge der PolyQ-Expansion der exprimierten Ataxin-2-Varianten zu,''®!>!13114
Weiterhin wurde zudem kiirzlich eine SCA2Q42-Knock-in-Maus erzeugt, wozu eine entsprechend expandierte

CAG-Repeatsequenz via homologer Rekombination an der Stelle des mAtx-2-Gens eingefiigt wurde, die der
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CAG-Repeatregion von ATXN2 entspricht, an der jedoch im mAtx-2 natiirlicherweise nur ein CAG-Codon
vorkommt. Phédnotypisch zeigten die Knock-in-Tiere dabei vergleichbar mild ausgeprigte und erst spét
einsetzende Motorikdefizite. Zudem konnten in ihnen bis zum hohen Alter von zwei Jahren keine spezifischen
atrophischen Anderungen des Cerebellums oder der Purkinje-Zellen festgestellt werden. Man erkannte allerdings
an diesen Méusen, dass die PolyQ-Expansion dazu fiihrt, dass v. a. im Cerebellum mutiertes Ataxin-2 sowie sein
Bindungspartner PABP1 (s. Abs. 1.1.5.1.) an Loslichkeit verlieren. Hinzu kommt, dass spezifisch in Hirngewebe
alter SCAQ48-Knock-in-Miause zytoplasmatische Granula auftraten, die immunreaktiv fiir sowohl mAtx-2 als
auch PABP1 waren. Dies konnte somit insgesamt fiir eine toxische Funktion dieser Ataxin-2-Strukturen
sprechen, die auf ihrer Fahigkeit beruhen kdnnte PABP1 und moglicherweise auch weitere Proteine zu
sequestrieren.”’

Insgesamt weisen diese Resultate somit darauf hin, dass im Fall von SCA2 weniger nukleédre als vielmehr
zytoplasmatische Zelleinschliisse fiir deren Pathogenese bedeutsam sein konnten. Diesbeziiglich sei hier daran
erinnert, dass Ataxin-2 sowie sein Hefe-Ortholog PBP1 u. a. auch in zytoplasmatischen SG vorkommen, die
selber im Prinzip natiirliche, mRNA-enthaltende Proteinakkumulationen darstellen. Es wére also demnach
denkbar, dass die SG-Assemblierung eine Rolle bei der Entstehung potentiell toxischer zytoplasmatischer
Ataxin-2-Akkumulationen spielen konnte (s. Abs. 1.2.7), was zudem mit der o.g. Regulatorfunktion von
Ataxin-2 beziiglich der SG- und PB-Bildung (s. Abs. 1.1.5.7) zusammenhéngen konnte. Aufgrund dessen 1dsst
sich insgesamt vermuten, dass die SCA2-Pathogenese zumindest teilweise auf abberanter SG-Bildung, vermittelt
durch pathogene Storungen SG-relevanter Ataxin-2-Funktionen, beruhen konnte (s. Abs. 1.2.7), wofiir ferner
auch o. g. Ataxin-2-Bindung an die SG-Kernkomponente PABPCI (s. Abs. 1.1.5.1) wichtig sein konnte.**6>%!
Unabhéngig davon zeigten weitere Untersuchungen der o. g. SCAQ58-Méuse, dass dort zwar das expandierte
Ataxin-2 nicht jedoch dessen Wildtyp (WT)-Variante mit dem Inositol-1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor Typl
(IP3R1) interagiert, einem meist im ER lokalisierten Rezeptorkanal, der die Ca*'-Freisetzung aus intrazelluliren
Speichern ins Zytoplasma vermittelt und so Ca®"-abhéngige Signalkaskaden steuert. Diesbeziiglich wurde zudem
beobachtet, dass diese Interaktion die Empfindlichkeit des Rezeptor gegeniiber seinem Liganden IP3 erhéht und
s0 zu einer mutationsspezifisch verstirkten Ca**-Ausschiittung bei IP3R1-Reizung fiihrt. Ferner konnte dariiber
hinaus im SCA2Q127-Mausmodell eine Ataxin-2-mutationsabhingige Reduktion der IP3R1-Transkriptmenge
festgestellt werden, was in diesem Zusammenhang auf eine mogliche, IP3R1-Hypersensibilitdt kompensierende
Zellaktivitit hindeuten konnte. Unabhéngig davon wies eine in den SCA2Q127-Méiusen ebenfalls beobachtete
mutationsabhingig verringerte Purkinje-Zell-Feuerrate zusitzlich darauf hin, dass in diesen die Ca**-abhingige
Signaliibertragung beeintrichtigt sein konnte. Zusammengefasst konnte somit ein gestorter Ca”’-Haushalt
aufgrund krankhafter IP3R1-Hypersensitivitit auch bei der SCA2-Pathogenese im Menschen eine wichtige Rolle
Spielen.IB’HS’”G

Weiterhin zeigte sich in SCA2Q58-M4iusen zudem ein gegeniiber WT-Individuen erhdhter Anteil kleiner PolyQ-
positiver Proteinformen in Immunoblots, deren Grofle etwa 39 — 42 kDa betrug. Sie entspricht damit in etwa der
GroBe des N-terminalen Spaltprodukts einer hypothetischen Caspase-3-Proteolyse von Ataxin-2 an dessen
eingangs erwédhnter Caspase-3-Schnittstelle (s. Abb. 1.1.1). Diesbeziiglich zeigten auBlerdem mehrere
Untersuchungen sowohl mit SCA2-Patientenmaterial als auch mit kultivierten Saugerzellen, dass dort dhnliche
Ataxin-2-Isoformen existieren, wobei auch deren Mengen mutationsbedingt erhdht waren. Dabei konnte mittels
eines Antikdrpers gegen ein C-terminales Ataxin-2-Epitop zusétzlich eine Isoform entdeckt werden, die

ausgehend von ihrer Grofle vermutlich dem C-terminalen Ataxin-2-Produkt o. g. Caspasereaktion entspricht.
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Deshalb geht man davon ausgeht, dass Ataxin-2 in vivo durch Caspase-3 prozessiert wird, und die beobachteten
Isoformen Ataxin-2-Spaltprodukten entsprechen. Hinzu kommt, dass in Sdugerzellen demonstriert werden
konnte, dass pathogene PolyQ-Expansionen im Ataxin-2 die Aktivierung von Caspase-3 begiinstigen. Alles in
allem wire es daher durchaus moglich, dass durch Caspase-3 prozessierte Ataxin-2-Spaltprodukte fiir die
SCA2-Pathogenese bedeutsam sein konnten, was wie erwdhnt in &hnlicher Weise auch fiir andere
neurodegenerative Erkrankungen wie beispielsweise HK gilt (s. Abs. 1.1.1.).7-110-117:118.119.120

Dariiber hinaus stellte man bei Uberexpressions-Analysen in Siuerzelllinien fest, dass dort eine pathogene
Ataxin-2-Expansion (108 Q-Repeats) zur Dispersion des Golgi-Apparates (GA) fiihrt, die dabei zudem mit
mutationsbedingt verstirktem Zelltod in Verbindung gebracht werden konnte. Deshalb wird angenommen, dass
auch bei der SCA2-Pathogenese eine durch pathogene Ataxin-2-Expansion verursachte, gestorte GA-Integritit
bzw. -Funktion eine Rolle spielen konnte. Fiir eine wichtige Funktion von Ataxin-2 am GA spricht dabei, dass
eine nicht mit dem GA assoziierende LSmAD-Deletionsmutante von nicht pathogenem Ataxin-2 ebenfalls
zytotoxisch in den Séugerzellen wirkte. Andererseits hatte dieselbe Deletion in expandierten Ataxin-2-Varianten
mit 58 oder 104 Q-Repeats bezogen auf die deletionslosen Formen keine Verstirkung ihrer zytotoxischen
Effekte zur Folge. Trotz dieser Ergebnisse ist insgesamt allerdings relativ unklar in wie weit eine Ataxin-2-
Interaktion mit dem GA zytotoxische Prozesse bzw. die SCA2-Pathogenese beeinflussen konnte.*' 1!

Sehr aktuelle PAR-CLIP (photoactivatable-ribonucleoside-enhanced crosslinking IP)-Untersuchungen in
HEK293T-Zellen zeigten auBlerdem, dass Ataxin-2 besonders affin an uracilreiche Sequenzen in 3°-UTRs
(untranslatierte Regionen) bestimmter mRNAs bindet. Dabei wurde ferner entdeckt, dass sowohl die PolyQ-
Doméne als auch das PAM2-Motiv des Ataxins fiir diese Bindung wichtig sind, und dass sie offenbar eine
Stabilisierung der mRNA-Transkripte bewirkt. Da fiir diese Ataxin-2 vermittelte mRNA-Stabilisierung dariiber
hinaus gezeigt werden konnte, dass sie durch PolyQ-Expansion abgeschwicht wird, konnte dieser Effekt
letztendlich ebenfalls wichtig bei der SCA2-Pathogenese sein.'>

Beziiglich moglicher Griinde fiir die Gewebs- bzw. Zellspezifitit der SCA2-Erkrankung gibt es bisher kaum
Hinweise. Hierfiir konnte allerdings die A2BP1-Bindung von Ataxin-2 und daraus resultierende Effekte auf das
Spleien von pra-mRNA-Transkripten wichtig sein, da alternative A2BP1-Spleilvarianten wie beschrieben
gewebsspezifische Expressionsmuster zeigen (s. Abs. 1.1.5.2.).7%%!

AbschlieBend sei hier nur kurz auf zwei seltene, genetische Risikofaktoren fiir frithzeitiges Einsetzen von SCA2
hingewiesen, deren Rolle in der SCA2-Pathogenese jedoch noch ungeklért ist. Diese sind erstens die Expansion
einer CAG-Repeatregion im RAll(retinoic acid induced 1)-Gen und zweitens ein Polymorphismus im

mitochondrialen Komplex 1-Gen,'**124125:126

1.1.7. SCA2-Therapieansiitze

Eine Heilungsmoglichkeit besteht fiir SCA2 derzeit nicht. Es existieren allerdings einige Ansitze fiir
SCA2-Therapiemoglichkeiten, die teilweise auf den in Abs. 1.1.6. beschriebenen Ergebnissen basieren. So hat
man z. B. bereits klinische Studien mit niedermolekularen Therapeutika durchgefiihrt, die helfen sollten, eine fiir
SCA2-Patienten angenommene Storung des neuronalen Ca’’-Haushalts (s. Abs. 1.1.6.) zu Kkorrigieren.
Grundlage dafiir waren v. a. Untersuchungen des im vorigen Abschnitt beschriebenen SCAQS58-Mausmodells,
die zeigten, dass dort die Inhibition des Ryanodin-Rezeptors 1 (RyanR1), eines Ca**-freisetzenden Zellmembran-
Rezeptorkanals, mittels Dantrolen mildernd auf alle untersuchten mutationsbedingten Phénotypen wirkte. So

wurde dadurch z.B. ein beobachteter verstirkter Zelltod von Purkinje-Zellen in den SCAQS58-Méusen
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unterdriickt. Ein Effekt der wahrscheinlich mit einer Apoptosehemmung durch Dantrolen zusammenhing, wie
anschliefende Analysen beziiglich glutamatinduzierter Apoptose in kultivierten Purkinje-Zellen bestétigten.
Ferner konnte auch die defiziente Motorik der Tiere durch Dantrolen verbessert werden, und schlieBBlich war
zudem positiv aufgefallen, dass Langzeitverabreichung von Dantrolen nur selten Nebeneffekte zeigte. Insgesamt
scheint Dantrolenverabreichung daher eine vielversprechende MaBBinahme zur Behandlung von SCA2 zu sein.
Allerdings konnte diesbeziiglich in o. g. klinischen Studien kaum therapeutische Wirksamkeit von Dantrolen
oder auch anderen niedermolekularen Therapeutika festgestellt werden, wofiir v. a. Zulieferschwierigkeiten der
Substanzen zum ZNS verantwortlich gemacht werden, die durch die Blut-Hirn-Schranke verursacht

3,115,116

werden. Etwas erfolgreicher verliefen dagegen klinische Studien mit kubanischen SCA2-Patienten, die mit

Zink behandelt wurden, da dadurch zumindest ein zuvor in diesen Patienten beobachteter pathologischer
Zinkmangel in Serum und cerebrospinaler Fliissigkeit aufgehoben werden konnte.'?”'**

Abgesehen davon erbrachten weitere Studien in SCA2-Tier- und Zellkulturmodellen (s. Abs. 1.1.6.) zudem
Hinweise auf mdogliche neue Therapieansédtze deren Potential jedoch bisher nicht weiter erforscht wurde. So
zeigten Untersuchungen im SCA2Q48-Knock-in-Mausmodell beispielsweise, dass FBXW8, eine Ubiquitin-E3-
Ligase, der moglicherweise toxischen Akkumulationsbildung von expandierten Ataxin-2 entgegenwirkt
(s. Abs. 1.1.6). Ferner ist diesbeziiglich ebenfalls zu erwahnen ist, dass auch die Ubiquitin-E3-Ligase Parkin in
Saugerzellen, die expandiertes Ataxin-2 (Q58 und Q104) {iberexprimierten, einer beobachteten Zytotoxizitit von
pathogenem Ataxin-2 entgegenwirkte. Dementsprechend kdnnte die Aktivierung dieser oder anderer Ubiquitin-
Ligasen, wie z. B. der mit Ataxin-2 interagierenden Ligase Cbl (s. Abs. 1.1.5.4) ein mdglicher Ansatz zur SCA2-
Behandlung sein.”"'"’

Neuere Ergebnisse aus Tests mit 0. g. SCA2Q58-Mausmodell belegen aulerdem ein verzdgertes Eintreten der
Symptome sowie verringerte motorische Defizite der Tiere durch Transplantation von mesenchymalen
embryonalen Stammzellen. Dies stellt eine recht moderne Herangehensweise dar, sie hat allerdings im Hinblick
auf die SCA2-Therapie den Nachteil das sie einen operativen Eingriff benotigt und zudem aus ethischer Sicht
nicht unbedenklich ist.'*

Ferner weisen einige der bereits in Abs. 1.1.6. beschriebenen Studien zudem darauf hin, dass proteolytische
mutmalBlich Caspase-3-abhingige Ataxin-2-Abbauprodukte zytotoxische Effekte vermitteln und somit die
SCA2-Pathogenese beeinflussen konnten. Sollte sich dies bestétigen, konnte somit die Inhibition von Caspase-3
bzw. anderer Caspasen, die ebenfalls das DPND-Sequenzmotiv des Ataxin-2 erkennen, eine weitere potentielle
SCA2-Therapiemdglichkeit darstellen,”''*!!7-11%120

Da auBlerdem mit Cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5) kiirzlich eine Ataxin-2-Kinase entdeckt wurde, die iiber
Phosphorylierung den Ataxin-2-Abbau anregt, konnte auch die Verstirkung der Cdk5-Aktivitét therapeutisches
Potential besitzen. ">’

Dariiber hinaus gibt es allerdings kaum Untersuchungen, die potentielle SCA2-Therapeutika direkt evaluieren.
Eine theoretische Moglichkeit die SCA2-Pathogenese zu stoppen, konnten jedoch diverse Substanzen bieten, die
anormale Konformationsdnderungen von pathogenem Ataxin-2 bzw. dessen Oligomerisierung hemmen kdnnen.
Zu diesen Therapeutikakandidaten gehoren sowohl Inhibitoren der Bildung von B-Faltblattstrukturen
(z. B. Trehalose, Kongo Rot) als auch ein kompetitiver Inhibitor der Aggregatbildung, der spezifisch an mutierte
PolyQ-Doménen binden kann, und der deshalb PolyQ-bindendes Peptid 1 (PQBI1) genannt wurde. Die
Wirksamkeit dieser Stoffe, wurde allerdings vorerst nur in HK- und SCA3-Tiermodellen bestétigt, so dass man

dhnliche Effekte auf die SCA2-Pathogenese nur vermuten kann,>'*"13%135134
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Zusitzlich sind in Modellen fir SCA1, SCA3 und HK Verstirker der zelluliren Chaperonaktivitit (z. B.
Geldanamycin) als toxizitdts- und aggregationsreduzierend erkannt worden. Da es sich bei diesen Pathologien
wie bei SCA2 um PolyQ-Erkrankungen handelt, konnte also auch SCA2 moglicherweise durch
Chaperonaktivatoren therapierbar sein.*!**13%136

Ferner konnten in verschiedenen Neurodegenerations-Modellen (v.a. Maus und Kulturzellen) weitere
niedermolekulare Substanzen mit therapeutischen Eigenschaften entdeckt werden, die potentiell auch zur
SCA2-Therapie niitzlich sein kdnnten. Darunter sind z. B. Verstirker der mitochondrialen Aktivitit bzw. der
zelluldren Energieproduktion, wie Coenzym Q10 und Kreatin, oder auch Verstirker der Autophagie (z.B.
Rapamycin), die fiir den Abbau groBerer zelluldrer Strukturen besonders wichtig ist (s. Abs.1.2.7). Insgesamt
bleibt allerdings bei all diesen Ansétzen das o.g. potentielle Problem geringer Therapeutikaeffizienz durch
unzureichende Zulieferung an das zentrale Nervensystem bestehen,*!!'¢134137:138.139

Eine etwas modernere Art Therapeutika, die nicht auf die Hemmung toxischer Funktionen pathogener PolyQ-
Proteine sondern auf deren genetische Repression abzielen, sind ferner sogenannte kleine, nicht kodierende
RNA-Molekiile auch interferierende RNA genannt. Diese funktionieren prinzipiell, indem sie durch
komplementére Basenpaarung doppelstringige RNA-Molekiile bilden, die von der Zelle erkannt und abgebaut
werden, was die spezifische Genexpression duflerst stark reduziert. Solche interferierenden RNA-Molekiile sind
z. B. kleine hairpin-RNAs (shRNAs), die u. a. bereits in SCA1-, SCA7- und HK-Mausmodellen erfolgreich zur
Behandlung der Miuse eingesetzt wurden. Des Weiteren wird zurzeit die therapeutische Wirksamkeit von
antisense-Oligonukleotiden und selbstsspaltenden Ribozymen hinsichtlich Neurodegenerationen untersucht.
Dabei wire ein groBer Vorteil dieser Herangehensweisen, dass durch Nutzung von Viren als Shuttle die
Zulieferung der Therapeutika ins ZNS und damit deren Wirksamkeit, verglichen mit herkommlichen Agenzien,
verbessert werden konnte. AuBerdem wire diesbeziiglich, durch geschicktes Design dieser Molekiile, in
Patienten auch eine allelspezifische Genrepression moglich, was potentiell schadlichen Nebeneffekten durch
Funktionsverlust von WT-Allelen vorbeugen konnte. Dariiber hinaus konnten auf diese Weise anders als bei
herkommlichen Therapeutika zudem pathogene Einfliisse bekdmpft werden, die sich bereits auf mRNA-Ebene
manifestieren, was im Fall pathogen expandierter PolyQ-Protein-Transkripte durchaus vermutet werden kann.
Aufgrund der Neuartigkeit dieser Therapeutika ist allerdings bisher nur wenig {iiber deren eventuelle
Nebenwirkungen bekannt, was derzeit noch einen Nachteil dieser Therapieansitze darstellt.>!!®!34140-146.
Abgesehen davon werden SCA2-Patienten jedoch bislang ausschlieBlich symptomatisch behandelt. Dabei
kommen z. B. dopaminerge oder anticholinerge Substanzen zum Einsatz zur Linderung von Bradykinesie
(Bewegungsverlangsamung), Dystonie (Fehlhaltungen), Tremor und anderer auch fiir die Parkinson-Krankheit
typischer Symptome. AufBlerdem werden Pharmaka wie Baclofen zur Behandlung von Spastizitidt oder
Benzodiazepine gegen Intentionstremor eingesetzt. Ferner werden die Patienten zur Linderung von
Muskelkrampfen mit Chinin, Magnesium oder hohen Dosen von B-Vitaminen behandelt. Ein mildernder
Einfluss auf die Tremorsymptome in SCA2-Patienten zeigte sich auflerdem durch Tiefenhirnstimulation
thalamischer und sub-thalamischer Regionen.>>"**

Alles in allem bleibt festzuhalten, dass das Wissen zu mdglichen SCA2-Therapien verglichen mit dem fiir andere
PolyQ-Erkrankungen derzeit noch sehr gering ist, was daran liegt, dass man erst in den letzten zwei Jahrzehnten
angefangen hat zu verstehen wie Ataxin-2 funktioniert, und wie es seine pathogene Wirkung vermitteln konnte.

Es sind daher diesbeziiglich noch viele Fragen offen, fiir deren Beantwortung jedoch durch die Generierung o. g.

Modelle allen voran der Mausmodelle nun zumindest die ndtigen Werkzeuge zur Verfiigung stehen.
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1.1.8. SCA2 im Kontext anderer neurodegenerativer Erkrankungen

Wie im vorigen Abschnitt angedeutet, gibt es symptomatische Uberschneidungen zwischen der Parkinson-
Krankheit und SCA2. Deshalb wurden Studien durchgefiihrt die genetische Bezichungen zwischen beiden
Erkrankungen aufdecken sollten. Dabei zeigte sich einerseits, dass 4ATXN2-CAG-Repeatexpansionen mittlerer
Grofie (25 — 37 Repeats), in seltenen Féllen urséchlich fiir autosomal-dominante Parkinson-Krankheit sind, und
andererseits stellte man fest, dass einige Félle von SCA2 mit Parkinsonismus (SCA2-P) ebenfalls mit einer
intermediér verlangerten CAG-Region (32 — 39 Repeats) assoziiert sind. Zudem fand man dabei heraus, dass die
mutierten SCA2-Allele meist durch CAA-Codons unterbrochene Expansionen trugen, was vermutlich zur
stabilen Vererbung der Mutation und dem Ausbleiben weiterer Expansionen in der repetitiven Region beitragt
(s. a. Abs. 1.1.2). 1477131

Zusitzlich konnte in Untersuchungen mit Sdugerzelllinien ebenfalls eine Verbindung zwischen der Parkinson-
Krankheit und Ataxin-2 bzw. SCA2 hergestellt werden. Diese zeigten ndmlich, dass Ataxin-2 mit Parkin
interagiert und kolokalisiert, dessen mutierte Varianten das Parkinson-Syndrom verursachen kénnen. Auflerdem
ist Parkin eine Ubiquitin-Ligase (s. Abs. 1.1.6) und damit am proteasomalen Proteinabbau beteiligt, und in der
Tat konnte diesbeziiglich bereits eine parkinabhéngige Ataxin-2-Ubiquitinylierung nachgewiesen werden. Diese
war zudem effektiver bei einer auf 104 Q-Repeats expandierten Ataxin-2-Variante als im WT-Protein.
Dementsprechend wurde ferner auch eine parkinabhéngige Reduktion zelluldrer Ataxin-2-Level festgestellt, die
allerdings im Fall der Q104-Mutante langsamer verlief als fiir nicht pathogenes Ataxin-2. Dennoch wurde
diesbeziiglich festgestellt, dass Parkin einen mildernden Einfluss auf einen beobachteten, durch die Q104-
Mutation verursachten, verstiarkten Zelltod hatte. Die Zusammenhénge dieser Effekte sind allerding ungeklart, so
dass ihre pathologische Bedeutung ungewiss ist. Moglicherweise konnte dabei jedoch ein kiirzlich entdeckter
Einfluss von Parkin auf die endozytotische Reinternalisierung des EGFR wichtig sein, die durch Parkinaktivitét
verzogert wird. Dies folgt daraus, dass wie schon beschrieben die EGFR-Internalisierung, auch von Ataxin-2 und
der CbI-E3-Ligase beeinflusst wird (s. Abs. 1.1.5.4.). Insgesamt ist es daher wahrscheinlich, dass sich die
Pathogenese-Wege von Morbus Parkinson und SCA2 iiberschneiden.'!”'>

Ferner konnte fiir ATXN2 mit intermedidr expandierten CAG-Repeatregionen festgestellt werden, dass es mit
einem gesteigerten ALS-Erkrankungsrisiko und friilhem ALS-Einsatzalter sowie einer nicht herkommlichen
ALS-Histopathologie assoziiert ist. Die Repeatexpansionen sind dabei zwischen 24 und 34 Tripletts lang und
wie die mit Parkinson assoziierten Expansionen (s.0.) von CAA-Codons durchbrochen. In diesem
Zusammenhang zeigte sich zudem, dass PBP1 in S. cerevisiae und dAtx2 in D. melanogaster die zytotoxischen
bzw. pathologischen Effekte von exogen exprimiertem TDP-43, dem Hauptkrankheitsprotein der ALS
(Amyotrophe Lateralsklerose), dosisabhidngig modifizieren. So fiihrte diesbeziiglich ein Funktionsverlust des
jeweiligen Orthologs durch Deletion bzw. siRNA-Knockdown zur Abmilderung der pathologischen TDP-43-
Effekte. Demgegentiber fiihrte eine erhohte PBPI1/dAtx2-Expression zur Verstirkung dieser Effekte
(s. Abs. 1.2.7.2.). Weitere Analysen in Sdugerzellen zeigten dariiber hinaus, dass Ataxin-2 und eine pathogene
TDP-43-Form in zytoplasmatischen Akkumulationen kolokalisieren. Dies spricht insgesamt flir einen
evolutiondr gut konservierten modifikatorischen Einfluss des Ataxin-2-Gens auf TDP-43. Zudem beobachtete
man in o. g. Séugerzelluntersuchungen allerdings auch eine Ataxin-2-Kolokalisation mit Akkumulationen eines
weiteren ALS-Krankheitsproteins, ndmlich FUS/TLS (Fused in Sarcomal Translocated in Liposarcoma) bzw.
einer ALS-assoziierten Mutante davon. Insgesamt lassen diese Ergebnisse somit vermuten, dass Ataxin-2 die

TDP-43- sowie FUS-abhéngige Pathogenese von ALS beeinflussen konnte, was ferner auch auf FTLD (Fronto-
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Temporallappen-Degeneration) zutreffen konnte, die ebenfalls mit diesen beiden Proteinen assoziiert sein
kann.153’100’154

Eine genetische Verbindung wurde auBlerdem zwischen SCA6 und SCA2 hergestellt, als gezeigt wurde, dass
CAG-Repeatexpansionen im SCA6-Gen einen negativen Einfluss auf das Einsatzalters der SCA2-Symptome in
SCA2-Patienten ausiiben. Da SCA6 ferner fiir die ol A-Untereinheit eines spannungsabhéngigen Ca*'-Kanals
kodiert, konnte der Effekt auf SCA2 dabei zudem auf fehlregulierter Ca®*-Signaliibertragung beruhen, was,
sofern zutreffend, gut zur o.g. Hypothese von SCA2-pathogenen Effekten aufgrund gestorter IP3R1-Ca®'-
Signalvermittlung (s. Abs. 1.1.6.) passen wiirde.'*

Weiterhin wurde auch eine Verbindung von Ataxin-2 und SCA3 in einem transgenen D. melanogaster-Modell
entdeckt, in dem die dAtx2-Expression eine Ataxin-3 bedingte Zelldegeneration verstirkte, und dariiber hinaus
die Bildung Ataxin-3-positiver intranukledrer Einschliisse beschleunigte. Dabei erkannte man zudem, dass dafiir
das PAM2-Motiv des Ataxin-2 notwendig (s. Abs. 1.1.4.) ist. Insgesamt sind diese Zusammenhénge jedoch noch
weitgehend ungeklirt."® Ebenfalls noch wenig erforscht ist eine mogliche Verbindung zwischen SCA2 und
SCALl, die aufgrund von Ergebnissen eines globalen Y2H-Screen angenommen werden kann, in dem eine
Ataxin-2-Interaktion mit Ataxin-1 festgestellt werden konnte.”

Es bleibt also festzuhalten, dass insbesondere fiir die Verbindungen von SCA2 zu Parkinson sowie ALS mehrere

Hinweise existieren, wobei allerdings bislang nur sehr wenig iiber die diesen Verbindungen zugrunde liegenden,

molekularbiologischen Zusammenhénge bekannt ist.

1.2. Ribonukleoprotein-Partikel-Granula & Neurodegeneration

1.2.1. Komponenten & Funktionen von P-Bodies

1.2.1.1. Die Rolle von P-Bodies beim konventionellen mRNA-Abbau

Prozessier-Korperchen, die man in Anlehnung an ihre englische Bezeichnung auch P-Bodies (PB) nennt, wurden
erstmals 1997 in murinen und humanen Zelllinien als kleine zytoplasmatische Granula beschrieben, die
daraufhin zudem in Hefe identifiziert werden konnten. Dabei zeigte man auch, dass PB mit Exoribonuklease 1
(XRN1) angereichert sind (s. Abb. 1.2), einem Enzym das den 5°-3"-Abbau eines GroBteils zytoplasmatischer
mRNA-Molekiile katalysiert. Zusitzlich wurde nachgewiesen, dass die Granula verschiedene mRNA-Spezies
und -Abbauprodukte enthalten, und ihre Bildung auBBerdem mRNA-abhéngig ist. Daher geht man davon aus,
dass ihre Funktion die Prozessierung bzw. der Abbau von mRNA ist, wodurch sie auch ihren Namen erhalten
haben. 57162

Fiir diese Funktion spricht zudem die Entdeckung weiterer, am 5°-3"-mRNA-Abbau beteiligter Proteine in PB,
die insgesamt einen kompletten Satz der dafiir notwendigen Komponenten bilden (s. Abb. 1.2). Diesbeziiglich
konnten dort z. B. beide Bestandteile des Enzymkomplexes aus DCP1 (decapping enzyme I) und DCP2
nachgewiesen werden, der fiir die Entfernung der vor Abbau schiitzenden 5’-Kappenstruktur von mRNAs
zustindig ist (5'-Dekappierung). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass auch dafiir wichtige Kofaktoren, d. h.
DDX6, die LSm-Komplexproteine LSM1-LSM7 und Verstirker der 5'-Dekappierung wie EDC (enhancer of
mRNA-decapping)-Proteine, in PB enthalten sind. Fiir eine generelle Funktion von PB beim RNA-Abbau spricht
ferner, dass sie zusétzlich Proteinkomponenten besitzen konnen, die fiir die Deadenylierung des 3’-Poly(A)-

Schwanzes der mRNAs wichtig sind, die als initialer Schritt des allgemeinen mRNA-Abbaus gilt. Dabei wurden
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in den Granula v.a. Bestandteile des sogenannten CCR4 (carbon catabolite repression 4)-NOT (negative
regulator of transcription)-Komplexes gefunden (s. Abb. 1.2B), der besonders affin an kurze Poly(A)-
Sequenzen bindet, die zuvor von anderen Deadenylasen vorgekiirzt worden sind. Bei diesen handelt es sich zum
einen um den PAN2/PAN3-Deadeylasekomplex und zum anderen um die unkomplexierte PARN-Deadenylase,

die allerdings nicht in PB vorkommen,'37-38:160:162.163.164
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Abb. 1.2 P-Bodies (PB) in S. cerevisiae. (A) Schematische Darstellung der PB-Entstehung (bearbeitet nach Quelle 189). In
Polysomen translatierende mRNA-Transkripte (links) gehen durch Anlagerung von PB-Kernkomponenten in PB-mRNP
(Mitte) iiber. Die Reihenfolge der Assemblierung sowie die genauen Bindungsverhiltnisse dieser PB-Proteine sind jedoch
nicht komplett verstanden, so dass deren abgebildete Anordnung nur ndherungsweise ihrer realen Anordnung entspricht.
SchlieBlich lagern sich viele PB-mRNP zu mikroskopisch sichtbaren PB (rechts) zusammen. Der mRNA-Abbau kann dabei
sowohl durch die mRNP als auch durch die PB vermittelt werden. (Ribosomen: dunkelgriin, LSm1-7: orange, PATI: rot,
DHHI1: blau, DCP1 & DCP2: gelb, EDC3: braun, SCD6: hellgriin, XRNT1: rosa) (B) Interaktionsnetzwerk hefespezifischer
PB-Komponenten (bearbeitet nach Quelle 178) (durchgezogene Linien: bestatigte, direkte Interaktionen; gestrichelte Linien:
direkte Interaktionen (noch) nicht nachgewiesen) (C) Mikroskopische Aufnahmen von Hefezellen die fluoreszenzmarkierte
Fusionsproteine von PB-Komponenten exogen in S. cerevisiae exprimierten. Diese zeigen die ersten verdffentlichten Bilder
zytoplasmatischer PB (aus Quelle 158).

Dariiber hinaus sprechen jedoch noch weitere Befunde fiir die mRNA-Abbaufunktion von PB. So konnte in
Studien mit S. cerevisiae eine Anreichung von Zwischenprodukten des mRNA-Abbaus in PB sowie eine damit
verbundene GranulavergroBBerung durch verschiedene Arten von XRN1-Inhibition beobachtet werden. Dabei war
zum einen die PB-Bildung in einer XRNI1-Deletionsmutante untersucht worden und zum anderen die
Anreicherung einer Reporter-mRNA, deren XRNI1-Abbau durch artifiziell eingefiihrte cis-regulatorische
Elemente gehemmt worden war. AuBerdem konnte diesbeziiglich eine &hnliche Anreicherung von
Zwischenprodukten des mRNA-Abbaus in einer DCPIl-Deletionsmutante festgestellt werden, in der
entsprechend der Transkriptabbau durch Inhibition der 5'-Dekappierung gestort gewesen war.'>"'919

Somit bleibt festzuhalten, dass es sich bei PB um XRN1-reiche, mRNP-Granula handelt, die in Eukaryonten von

Hefe bis Mensch konserviert sind, und hauptsdchlich dem mRNA-Abbau dienen. Es sei jedoch darauf
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hingewiesen, dass die Granulabildung nicht essentiell fiir diesen Prozess ist. Dennoch wird dieser dadurch im
Vergleich zu frei im Zytoplasma ablaufendem mRNA-Abbau sehr wahrscheinlich um ein Vielfaches

effizienter.'®*1%

1.2.1.2. P-Bodies und RNAi-vermittelter mRNA-Abbau

Neben ihrer Funktion beim konventionellen mRNA-Abbau, wurden PB in Metazoen auch mit
RNAi-vermitteltem Abbau in Verbindung gebracht. Dies wird zum einen daraus gefolgert, dass sowohl miRNA
als auch deren Ziel-mRNA-Molekiile in PB vorzufinden sind, und sich zum anderen
sogenannte Argonaut (Ago)-Proteine ebenfalls dort anreichern. Letztere sind bei der RNAi-vermittelten
Genrepression besonders wichtig, da sie komplementér gepaarte dsSRNA-Hybride, die fiir den Abbau bestimmt
sind, erkennen und binden, worauthin sie den sogenannten RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISK) bilden.
In diesem werden schlieBlich, durch eine intrinsische Nukleaseaktivitit des Komplexes, die Transkripte
abgebaut. Zusétzlich spricht fiir eine Funktion der PB beim RNAi-vermittelten mRNA-Abbau, dass mit dem
Protein GW182 (GW-reich 182 kDa) eine weitere RISK-Komponente in PB entdeckt wurde. Dieses Protein gilt
als verstirkender Kofaktor des RNAi-vermittelten Transkriptabbaus, was aus Untersuchungen in humanen
Zelllinien und D. melanogaster folgt, die belegen, dass GW182-Funktionsverlust zu einer Hemmung dieses
RNA-Abbauweges fiihrt. Schlielich spricht fiir eine PB-Funktion beim RNA-Silencing auch, dass einige darin
enthaltende Proteine der 5'-Dekappierung, d. h. DCP1, DCP2 und DDX6 ebenfalls am RNAi-vermittelten
Transkriptabbau beteiligt sind und zudem mit Ago-Proteinen interagieren,'>’-'63-1¢¢-170

Insgesamt kann man also aufgrund o. g. Komponenten von PB davon ausgehen, dass diese am RNAi-Silencing
beteiligt sein konnten. Dabei gilt jedoch wie fiir den konventionellen Abbau von mRNAs, dass auch die RNAi-
vermittelte Translationsrepression nicht zwangslaufig von der PB-Bildung abhingig sein muss

(s. Abs. 1.2.1.1.).157:163.167

1.2.1.3. P-Bodies als Orte der Translationsrepression und Speicherung von mRNA-Transkripten

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, befinden sich alle Komponenten fiir den RNAi-vermittelten mRNA-
Abbau in PB. Das RNAi-Silencing muss jedoch nicht zwangsldufig zum mRNA-Abbau fiihren, sondern kann
auch lediglich in Form einer temporiren Translationsrepression wirken, wodurch eine regulierte, bedarfsgerechte
Translationskontrolle gewédhrleistet wird. Diese Hypothese der RNAi-vermittelten Translationsrepression wird
v. a. durch die Erkenntnis gestiitzt, dass miRNAs oft die Proteinexpression ihrer Ziele hemmen ohne jedoch
deren mRNA-Level entsprechend zu reduzieren. Das bedeutet, dass demnach auch in PB voriibergehend
miRNA-reprimierte Transkripte existieren konnten,'>”'"!

Zudem konnte man in humanen Zellen auch PB-Komponenten identifizieren, die RNAi-unabhédngige
Translationsrepression vermitteln wie z. B. CPEB (cytoplasmic polyadenylation element binding protein).
Ebenfalls dazu gehort auBerdem DDX6, das somit sowohl fiir die miRNA-abhingige als auch -unabhingige
Translationsrepression wichtig ist (s. Abs. 1.2.1.2.). Daher wird angenommen, dass PB ganz allgemein fiir die
temporire Translationsrepression von mRNA-Transkripten bedeutsam sein konnten.*”'¢7172

Eine damit verkniipfte weitere PB-Funktion konnte zudem die voriibergehende Speicherung stabilisierter,
reprimierter mRNA-Transkripte unter bestimmten physiologischen Bedingungen sein. So kdnnten diese z. B.

wihrend zelluldrem Stress voriibergehend in PB zuriickgehalten werden, um nach Beendigung des Stresses

wieder der Translationsmaschinerie zugefiihrt zu werden. Das schlieBt man hauptsdchlich aus Untersuchungen in
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S. cerevisiae. Diese zeigten ndmlich zum einem, dass PB auch mRNA-stabilisierende Proteine wie PABI1
enthalten, die dem Transkriptabbau entgegenwirken, was vermutlich zumindest teilweise durch Hemmung der
mRNA-Deadenylierung vermittelt wird. Zum anderen konnte im selben Modellsystem demonstriert werden,
dass durch Glucosemangel-Stress eine PB-VergroBerung ausgelost wird, die mit einer Erh6hung des Gehalts an
translationell reprimierter mRNA in den Granula einherging. Dies war ferner mit einer Verkleinerung der Hefe-
Polysomen verbunden und an die Proteine DHH1 (DEAD-Box Helikase 6-Homolog 1) und PAT1 (Protein
assoziiert mit Topoisomerase II 1) gekoppelt, die bereits als Translationsrepressoren bekannt sind. Man kann
demnach davon ausgehen, dass unter Stresseinfluss die polysomale Translation angehalten wird, und reprimierte,
zum Teil stabilisierte Transkripte von den Polysomen zu PB transportiert werden. Dort kdnnten sie dann infolge
weiterer Signale entweder dem mRNA-Abbau oder wieder der Translation zugefiihrt werden. Die Bildung der
PB wire damit eine effektive Methode der Zelle sich an akute, potentiell zellschidigende Anderungen ihrer
Umwelt anzupassen. Eine Funktion die sie dann mit einer anderen Art mRNP-Granula gemeinsam hétten,
ndmlich den bereits erwdhnten SG (s. Abs.1.1.5.7).0Ob und in welchem Ausmall die
Translationsrepressionsfunktion und mRNA-Stabilisierung durch PB auch in Menschen wichtig ist, kann

. : 157,159,162,163,173,174
allerdings momentan noch nicht beantwortet werden, '*7!3162163.173.17

1.2.1.4. P-Bodies und der NMD (nonsense-mediated mRNA-decay)

Einige Untersuchungen weisen auch auf eine Rolle von PB bei der mRNA-Qualitdtskontrolle durch den
sogenannten NMD hin. Dabei werden priterminale Stoppcodons, die aufgrund von Nonsense- oder Frameshift-
Mutationen in der DNA entstehen, durch downstream des Stoppcodons befindliche Signale erkannt und
daraufhin abgebaut. Dadurch wird die Entstehung potentiell schédlicher, trunkierter Proteinvarianten vermieden.
In S. cerevisiae ist dafiir ein Komplex aus den Proteinen UPF1, UPF2 und UPF3 (up-frameshifi 1-3) zusténdig,
der sich infolge der UPFI1-Phosphorylierung durch die SMGI (suppressor with morphological effect on
genitalia-1 Homolog)-Kinase bildet und daraufhin mRNA-abbauende Proteine rekrutiert.'*'"

In weiteren S. cerevisiae-Analysen konnte diesbeziiglich auBerdem erkannt werden, dass die Hefe-PB alle
Komponenten des UPF-Komplexes beinhalten. Ferner konnte fiir humane Zellen gezeigt werden, dass SMG7,
ein in Hefe nicht konservierter, weiterer NMD-Faktor, der den Transkriptabbau in diesem System letztlich
auslost, dort ebenfalls in PB enthalten ist. Zusitzlich konnte dabei festgestellt werden, dass SMG7-
Uberexpression zu PB-VergroBerung fiihrt wodurch letztlich auBerdem UPF1 und SMGS3, ein weiterer mit
SMG?7 dimerisierender NMD-Faktor in den humanen PB identifiziert werden konnten. UPF2 und UPF3 konnten
jedoch in humanen Granula nicht beobachtet werden. SchlieBlich konnte eine weitere Verbindung des NMD zu
PB und der mRNA-Abbaumaschinerie durch die evolutionér konservierte Bindung von UPF1 an Proteine der
5’-Dekappierung hergestellt werde. Alles in allem ist die Rolle von PB beim NMD jedoch noch relativ

. . PURT : 157,164,166,175
unerforscht, so dass noch keine genaueren Aussagen dariiber moglich sind. """

1.2.2. Assemblierung von P-Bodies

Es ist noch nicht vollstindig geklart, welche die Kernkomponenten humaner PB sind, d. h. jene Proteine die
essentiell fiir die Granula-Assemblierung sind und somit den PB-Kern bilden. Jedoch kdonnten GW182
(s. Abs. 1.2.1.2) oder Hedls (human enhancer of decapping large subunit, auch Ge-1) gute Kandidaten dafiir

sein, da sie die PB-Bildung dosisabhéngig regulieren, und zudem sehr spezifisch fiir diese Granula sind. Da sie
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allerdings keine Orthologe in S. cerevisiae besitzen, miissen zumindest in diesem Modellsystem, moglicherweise
aber auch in humanen Zellen, noch weitere Kernkomponenten existieren.'>”!7%!77

In diesem Zusammenhang sei erwéhnt, dass sich besonders zwei Hefeproteine mit humanen Orthologen als sehr
wichtig fiir die Initialisierung der PB-Bildung erwiesen haben. Dies war zum einen das EDC3-Protein, fiir das
man in Studien an S. cerevisiae zeigen konnte, dass seine Deletion die PB-Bildung fast vollstdndig unterdriickt.
Zum anderen konnte im Zuge dessen auBerdem demonstriert werden, dass eine von der EDC3-Deletion
unbeeinflusste, Rest-Granulabildung durch Deletion einer prionartigen, d.h. Q/N-reichen Doméne des
LSM4-Proteins inhibiert werden konnte (s. Abs. 1.2.6). Somit kdnnen EDC3 und LSM4 als Kernkomponenten
von Hefe-PB angesehen werden (s. Abb. 1.2), die auf zwei unterschiedlichen Wegen entstehen, wobei die
EDC3-abhéngige Granulabildung weitaus verbreiteter in den Hefezellen zu sein scheint. Zusétzlich konnte man
diesbeziiglich in Hefezellen auch DCP2 (s. Abs. 1.2.1.1) als besonders friith assemblierenden PB-Faktor
identifizieren, der seinerseits die Rekrutierung von DCP1 vermittelt (s. Abb. 1.2). Demnach kdnnten also auch
die EDC3-, LSM4- und DCP2-Orthologe in humanen Zellen essentiell fiir die PB-Bildung sein.'”®!7*1%
Diesbeziiglich sei aullerdem erwéhnt, dass das zu Homodimerisierung neigende PAT1-Protein fiir die
Assemblierung von Hefe-PB vermutlich ebenfalls sehr wichtig ist. Dies folgt aus der Beobachtung, dass auch
dessen Deletion die Granulabildung bei Untersuchungen in S. cerevisiae hemmte. Das Ausmal} dieses Effekts
war dabei allerdings besonders grof3 bei Glucosemangel-Stress, der normalerweise zur verstiarkten PB-Bildung
filhrt, was bei PATI1-Deletion jedoch ausblieb. Dennoch hat sich PAT1 in diesen Experimenten auch als
notwendig fiir die Rekrutierung des LSm-Komplexes zu den Granula erwiesen (s. Abb. 1.2.). Deshalb kann
PATI1, wenn auch nicht als essentieller dann doch zumindest als einer der frilhen Assemblierungsfaktoren von
Hefe-PB betrachtet werden.'”*'*

SchlieBlich konnte in denselben Untersuchungen auch das DHHI-Protein als wichtiger, wenn auch nicht
essentieller, frither Assemblierungsfaktor von Hefe-PB identifiziert werden, das wie EDC3 als spezifische
Komponente dieser Granula gilt (s. Abb. 1.2.). Dabei ist besonders zu erwahnen, dass DHH1 wie auch LSM4
(s. 0.) prionartige Doménen enthalten, die generell eine wichtige Rolle bei der mRNP-Granulabildung spielen
konnten. Der Grund fiir diese Annahme ist, dass diese Doméinen Konformationen einnehmen konnen, die die
Akkumulation der sie tragenden Proteine begiinstigen, und die zudem #hnliche Konformationsidnderungen in
anderen prionartigen Proteinen induzieren. Diese Eigenschaft konnte dementsprechend die Basis fiir eine
schnelle Zusammenlagerung vieler PB-Kernkomponenten bilden (s. Abs. 1.2.6). Diesbeziiglich besteht zudem
die prinzipielle Mdoglichkeit, dass dhnliche Prozesse auch in Sdugerzellen ablaufen, da DHH1 analog zu EDC3,
LSM4 und DCP2 ein humanes Ortholog besitzt, ndmlich die bereits erwdhnte Helikase DDX6
(S. Abs. 1.2.1.1 .).179,181,182,183,184

Erste Hinweise darauf, dass DDX6 tatséchlich zur PB-Assemblierung beitragen kann, lieferte dabei die Analyse
seines Kd in einer humanen Zelllinie, durch den die Granulabildung effizient unterdriickt wurde. Es spricht also
einiges fiir eine wichtige Funktion von DDX6 bei der PB-Assemblierung in Sdugerzellen. Wie diese genau
ablduft, und welche Rolle DDX6 dabei zukommt ist allerdings bisher ungeklart.'®’

Die o.g. Untersuchungen haben jedoch insgesamt dazu gefiihrt, dass nun zumindest eine Reihe relativ
spezifischer Markerproteine fiir PB bekannt sind, die fiir deren Untersuchung genutzt werden konnen. Dazu
gehoren in humanen Zellen GW182, Hedls, DDX6 sowie DCP1 und DCP2. In Hefezellen haben sich hingegen
PATI1, EDC3, DCP2 und DHHI als spezifische PB-Marker etabliert,'>"!67-176-180.183
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Da es sich bei PB um mRNP-Granula handelt, ist auBerdem anzunehmen, dass ihr Zusammenbau auch von
mRNA abhingig ist, was sowohl in Hefezellen als auch in humanen Zelllinien bestétigt werden konnte. So ist
z. B. in humanen embryonalen Nierenzellen gezeigt worden, dass die Bildung von PB dort durch den
Polymerase II-Inhibitor Actinomycin D inhibiert wird, was fiir deren allgemeine Abhingigkeit von der mRNA -
Synthese spricht. Diesbeziiglich konnte auflerdem in Hefezellen eine Hemmung der Granulabildung durch
Behandlung mit RNAse A beobachtet werden, was deren direkte mRNA-Abhéngigkeit unterstreicht. Zusétzlich
konnte gezeigt werden, dass die assemblierenden mRNAs nicht translatierend, d. h. frei von Ribosomen, sind.
Dies ergab sich aus Versuchen mit Cycloheximid (CHX), einem Translationsinhibitor der translatierende
Transkripte in Polysomen arretiert, und dessen Anwendung die PB-Bildung in S. cerevisiae -effektiv
unterbindet, 157159161163
Es konnten also bisher einige Parallelen zwischen PB in humanen Zellen und Hefe aufgedeckt werden. Dazu
zahlt z. B. die Abhéngigkeit ihrer Assemblierung von nicht translatierender mRNA sowie den Proteinen DCP2,
EDC3 und DHH1 bzw. DDX6. Dariiber hinaus besitzen sie stets alle fiir den konventionellen 5°-3"-mRNA-
Abbau benoétigten Proteine, was fiir eine in Eukaryonten evolutiondr konservierte PB-Funktion bei diesem
Prozess spricht. Andererseits konnten jedoch auch einige Unterschiede in der Granulazusammensetzung
zwischen humanen und Hefezellen beobachtet werden. Dies bezieht sich z. B. auf die nicht in Hefe konservierten
PB-Bestandteile GW182 und Hedls oder vice versa auf das Hefeprotein PAT1. Zudem spricht einiges dafiir, dass
humane PB zusitzliche Funktionen z. B. beim miRNA-vermittelten mRNA-Abbau erworben haben.'*”'*

Alles in allem sind jedoch noch viele Fragen zu PB ungekldrt und auch die eindeutige Bestimmung ihrer
Bestandteile ist nicht unproblematisch, da PB sehr dynamische Strukturen sind, deren Komponenten einem
stetigen Fluss unterliegen. Eine diesbeziiglich sehr enge Verbindung haben PB zudem zu SG (s. Abs. 1.1.5.7),

einer weiteren Art mRNP-Granula, die wahrend der sogenannten integrierten Stressantwort gebildet werden.

Diese Granula werden in den ndchsten beiden Abschnitten beschrieben.

1.2.3. Komponenten & Funktionen von Stress-Granula

1.2.3.1. Stress-Granula speichern mRNA-Transkripte wihrend der integrierten Stressantwort

Die Bildung sogenannter Stress-Granula (SG) wurde urspriinglich bereits 1983 als Reaktion von Tomatenzellen
auf Hitzeschock entdeckt. Daraufhin konnte man in den folgenden Jahren demonstrieren, dass SG sich auch in
weiteren Eukaryonten im Zuge der zelluldren Antwort auf Hitze und andere Stressarten bilden. Somit war
gezeigt worden, dass die SG-Bildung Teil einer allgemeinen Zellreaktion auf potentiell schédliche
Umwelteinfliisse ist. Ein Prozess der heute auch als integrierte Stressantwort bezeichnet wird, und im Zuge
dessen die Zelle ihre Genexpression dem Stress anpasst. Das bedeutet sie hemmt die Synthese nicht
stressrelevanter Proteine, und verstirkt stattdessen die Expression stressspezifischer Reparatur- oder
Qualititssicherungs-Proteine, '¥186-187.188

Die Ausloser der Stressantwort reichen dabei von oxidativem Stress (z. B. ausgelost durch Arsenit- oder
Azidverbindungen, s. Abb. 1.3B) iiber UV-, Kilte- oder Hitze-Stress (s. Abb. 1.3A) bis zu osmotischem Stress
(z. B. durch Sorbitol), Nahrstoffmangel (z. B. durch Glucose-Entzug) oder viraler Infektion. Ebenso gehort die
ER-vermittelte sogenannte UPR (unfolded protein response) dazu, die der Zellantwort auf einen erhéhten Anteil

fehlgefalteter Proteine entspricht. %1%
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Abb. 1.3 Stress-Granula und deren Bildung in Siugerzellen. (A) Mikroskopiebilder unbehandelter (links) und
hitzebehandelter (rechts) DU-145 Zellen. In den stressbehandelten Zellen ist die Bildung TIA-1- (oben) oder TIAR- (unten)
positiver SG zu erkennen. (B) Aufnahmen unbehandelter (links) und mit Arsenit behandelter (rechts) COS-Zellen. In den mit
Arsenit gestressten Zellen ist die Bildung TIAR-positiver SG zu erkennen. ((A) & (B) aus Quelle 186, MafBstabs-
balken: 10pum) (C) Initiation der SG-Bildung und Entstehung arretierter, nicht herkommlicher 48S*-Préinitiationskomplexe.
Im Haupt-SG-Assemblierungsweg phosphorylieren die Kinasen PKR, PERK, HPI oder GCN2, den Translations-
Initiationsfaktor elF2a, wodurch die Translation angehalten und die Assemblierung von SG-Kernkomponenten wie TIA-1
am Transkript initiiert wird. (bearbeitet nach Quelle 194) (D) 1: Initiation der SG-Bildung (inhibierbar durch Emetin oder
Cycloheximid) (s. (C)). 2: Assemblierung von SG-Kernkomponenten an Transkripten, wodurch diverse mRNPs gebildet
werden. 3: Assemblierung der mRNPs zu mikroskopisch sichtbaren SG, sowie Rekrutierung weiterer Faktoren. 4: reversible
Umstrukturierungs- und Sortierungsprozesse im SG. 5: Neben der Bildung temporérer SG, deren mRNA-Transkripte wieder
in die Translation {ibergehen konnen, besteht zudem die Mdglichkeit, dass Granula zur mRNP-Langzeitspeicherung durch
SG-Umstrukturierungen entstehen. Zudem kénnen SG an P-Bodies andocken bzw. mit ihnen fusionieren und dabei mRNPs
an diese {ibertragen, wodurch der mRNA-Abbau der betroffenen Transkripte eingeleitet wird. (bearbeitet nach Quelle 183)

Eingeleitet wird die integrierte Stressantwort dabei von einem weitreichenden Translationsstopp, der durch
stressspezifische, zelluldre Signalwege vermittelt wird (s. Abs. 1.2.4.). Im Zuge dieses Prozesses wird die
Bildung von Translations-Initiationskomplexen gehemmt, und noch aktiv translatierende Ribosomen wandern
sukzessive von ihren mRNA-Transkripten und damit auch von den Polysomen ab. Wihrenddessen bilden sich
zudem erste SG-mRNP an den Transkripten, die sich weiter zu mikroskopisch sichtbaren SGs zusammenlagern
(s. Abb. 1.3) Diese SG-mRNP bestehen dabei jeweils aus der ribosomalen 40S-Untereinheit, den
eukaryontischen Initiationsfaktoren elF3, elF4B und elF4F (mit den Untereinheiten elF4A, G und E) und
PABP1 sowie natiirlich den mRNA-Transkripten. Dementsprechend konnen die Kerne der SG-mRNP als eine

Art pausierende, strukturell leicht abgewandelte ribosomale Préinitiationskomplexe angesehen werden, weshalb
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man in diesem Zusammenhidng auch von arretierten (nach engl. stalled) 48S-Priinitiationskomplexen spricht
(s. Abb. 1.3C). Diese Komplexe werden zudem von SG-spezifischen Proteinen stabilisiert, die zugleich Keime
fir die SG-Assemblierung bilden, und demnach als SG-Kernkomponenten angesehen werden
(s. Abs. 1.2.4.),165:184188.193.194.195.196

Alles in allem bieten SG der Zelle demnach eine effiziente Moglichkeit als Reaktion auf einen Stressreiz eine
groBe mRNA-Transkriptmenge zu reprimieren und zu stabilisieren und somit in einem Zustand pausierter
Translation zu halten. Dies sichert ihr einerseits Material- und Energiereserven fiir die Expression und Aktivitit
stressspezifischer Proteine und hat zudem den Vorteil, dass die Transkripte nach Abklingen des Stress-Stimulus

schnell wieder in die Translation eintreten konnen, 8184194

1.2.3.2. Transkript-Verteilerfunktion von Stress-Granula und ihre Beziehung zu P-Bodies

Wie bereits in Abs. 1.2.2. kurz erwédhnt konnte man bereits einige Verbindungen zwischen SG und PB
herstellen. Diesbeziiglich wurde z.B. in Séugerzellen mittels FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching) demonstriert, dass ein reger dynamischer Austausch von Protein- und mRNA-Komponenten
zwischen diesen beiden mRNP-Granula stattfindet. Dadurch wird natiirlich die Zuordnung spezifischer
Bestandteile und Funktionen zu den beiden Granulatypen insbesondere unter Stressbedingungen erschwert,
zugleich zeigen die Ergebnisse aber auch die enge Verbundenheit zwischen PB und SG. Einige der
Proteinkomponenten, die dabei zwischen beiden Granula-Arten ausgetauscht werden konnen, sind z. B. CPEB,
XRN1, DDX6 oder UPF1 bzw. auch deren Hefe-Orthologe sofern vorhanden. Ferner konnten mikroskopische
Kolokalisationsanalysen diesbeziiglich zeigen, dass beide Granula-Arten oft eng benachbart auftreten und
auflerdem dynamisch miteinander fusionieren und voneinander 16sen kdnnen. Zudem konnte festgestellt werden,
dass offenbar in Hefe unter Stress ein Reifungsprozess von PB zu SG stattfindet. Dies wird zudem von globalen
mikroskopischen Analysen zur Zusammensetzung von Hefe-SG und -PB unterstiitzt, bei denen nur sehr wenig
exklusive SG-Komponenten identifiziert werden konnten. Das bedeutet, dass dort viele SG-Proteine auch ein
PB-Stadium durchlaufen konnen. Fir humane SG konnte ein derartiger PB-abhingiger Reifungsprozess
allerdings bisher nicht direkt beobachtet werden, was auf Unterschiede in den SG-Assemblierungsmechanismen
in Mensch und Hefe hindeuten konnte,**'¢%172183.193.195,197.198

Insgesamt hatte sich somit gezeigt, dass SG in der Lage sind Komponenten von PB- oder Polysomen-
aufzunehmen, und dass umgekehrt auch SG-Bestandteile an PB {ibertragen werden bzw. nach Stressbeendigung
wieder in die ribosomale Translation eintreten kénnen. Dies fihrte schlieBlich zu einem Modell, bei dem SG
sozusagen als Logistikzentren fungieren, die vermittelt durch noch unbekannte Signale, dariiber entscheiden ob
bestimmte translationell arretierte mRNA-Transkripte gespeichert (v. a.in SG), abgebaut (v. a.in PB) oder

wieder translatiert werden (s. Abb. 1.3D).%%!03193195,197.198

1.2.3.3. Stress-Granula und zellulire Signaliibertragung

Ein relativ neues Konzept hinsichtlich der SG-Funktion ist, dass sie auch als signalvermittelnde Instanzen der
Zelle dienen konnen, wobei davon ausgegangen wird, dass dies via Retention von Signalproteinen in den
Granula vermittelt wird. Diesbeziiglich hatte sich nimlich gezeigt, dass SG zytoprotektive Funktionen durch
Sequestrierung von apoptotischen Signalproteinen vermitteln konnen. '

So konnte z. B. demonstriert werden, dass RACK1 (Rezeptor fiir aktivierte C-Kinase 1) in SG sequestriert, und

auf diese Weise aus dem zytoplasmatischen Pool aktiver Proteine entfernt wird. Da RACKI1 ein effizienter
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Verstirker der MTK1/MAP3K4 (mitogen aktivierte Protein Kinase-Kinase-Kinase 4)-Aktivitit ist, die ihrerseits
stressinduzierte Apoptose vermittelt, hatte dessen Sequestrierung in SG damit letztlich einen anti-apoptotischen
Effekt in stressbehandelten Zellen."” Ahnliche Wirkung hatte zudem eine unabhingig davon beobachtete
Sequestrierung von TRAF2 (Tumor-Nekrosefaktor (TNF)o-Rezeptor assoziierter Faktor 2) in SG unter
Hitzestress. Diese inhibierte die Aktivitdt des TNFoa-Rezeptors, der wiederum fiir die Aktivierung des pro-
apoptotischen Transkriptionsfaktors NF-«kB zustindig ist, dessen Aktivitdt somit indirekt durch die TRAF2-

Sequestrierung gehemmt wurde.?”

Fiir eine detailliertere Beschreibung der zu diesem Thema gewonnenen
Erkenntnisse sei allerdings an dieser Stelle auf den hier zitierten Ubersichtsartikel von Kedersha et. al. aus dem
Jahr 2013 verwiesen.'®

AbschlieBend sei hier noch eine etwas andere Art der Signaliibertragung durch SG erwihnt, die durch dessen
nicht essentielle Komponente HuR (humanes Antigen R) vermittelt wird. Diesbeziiglich hatte sich nédmlich
gezeigt, dass unter Stressbedingungen die HuR-Bindung an bestimmte miRNAs deren Repressionsfahigkeit
senkt, was zu erhohter Expression der miRNA-Zieltranskripte fiihrt. Ein Mechanismus der somit vermutlich
durch die SG-Assemblierung gefordert wird,'>-!7201-202

Zusammenfassend bleibt somit festzuhalten, dass SG regulatorischen Einfluss auf Signalproteine haben, was
durch deren Sequestrierung in den SG vermittelt wird und speziell Apoptosesignalwege betrifft. Andererseits
beeinflussen SG bzw. deren Komponente HuR zudem die miRNA-vermittelte Translationsrepression bestimmter
mRNA-Transkripte unter Stress. Diese SG-Eigenschaften konnten moglicherweise zudem fiir die Pathogenese

neurodegenerativer Erkrankungen wichtig sein, was in Abs. 1.2.7. ndher erldutert wird.

1.2.4. Entstehung und Abbau von Stress-Granula

1.2.4.1. Assemblierung von Stress-Granula

Wie in Abs. 1.2.3.1. erwéhnt, wird die SG-Assemblierung von verschiedenen extra- oder intrazelluldren Stimuli
im Zuge der integrierten Stressantwort ausgeldst, die zunichst einen Translationsstopp initiieren.'®*'*’

Ein gut untersuchtes integratives Signal dieser Kaskade ist dabei die Phosphorylierung der a-Untereinheit des
Initiationsfaktors eIF2 an Serin 51. Diese wird hauptsdchlich von vier derzeit bekannten Kinasen vermittelt, die
damit direkte Verbindungen zwischen den verschiedenen Stressreizen und der Stressantwort bilden
(s. Abb. 1.3C). So dient die HRI (Hdm-regulierter Initiationsfaktor 2a)-Kinase als Sensor fiir Redoxstress. PKR
(Protein Kinase RNA-aktiviert) hingegen reagiert sensibel auf virale Infektion, UV-Stress und Hitze, wéhrend
die PKR-artige ER-Kinase (PERK) die UPR (s. Abs. 1.2.3.1.) sowie die zelluldre Reaktion auf Kéltestress
vermittelt. Schlieflich wurde auBerdem mit GCN2 (general control nonderepressible 2) auch eine durch
Nihrstoffmangel (z. B. Aminosiureentzug) aktivierte Kinase identifiziert,'®®192193-203-207

Die Translationsrepression durch elF2a-Phosphorylierung ist dabei besonders weitreichend, da der
Initiationsfaktor speziell fiir den ersten Translations-Initiationsschritt sehr bedeutsam ist. Das liegt daran, dass er
als Teil eines terndren Komplexes aus elF2, GTP und einer Initiatormethionin-tRNA (Met-tRNA) dafiir sorgt,
dass letztere mit der ribosomalen 40S-Untereinheit verbunden wird. Dies leitet wiederum die Bildung des
48S-Préinitiationskomplex am 5'-Ende des zu translatierenden Transkripts ein, der sich daraufhin mit der
ribosomalen 60S-Untereinheit verbindet, wodurch schlieBlich die Proteinbiosynthese gestartet wird

(s. Abb. 1.3C)."">""® In stressbehandelten Zellen fiihrt jedoch die Phosphorylierung von elF2a zur Dissoziation

des Initiationsfaktors von o. g. terndrem Komplex, wodurch die Zulieferung der Met-tRNA zum Ribosom
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unterbunden wird. Dadurch wird jedoch die Bildung des 48S-Préinitiationskomplexes nicht komplett inhibiert,
so dass unter Rekrutierung von SG-Kernkomponenten ein nicht konventioneller Komplex entstehen kann. Dieser
wird in diesem Fall auch als arretierter 48S-Préinitiationskomplex bezeichnet, da er bis auf die o.g.
stressspezifischen Unterschiede in seiner Zusammensetzung noch sehr dem herkdmmlichen 48S-Komplex
gleicht (s. Abb. 1.3C).'#>196:206

Die SG-Kernkomponenten sind dabei allerdings vielfaltig und fithren zu unterschiedlichen Arten von SG. Sie
haben jedoch stets drei gemeinsame Eigenschaften. So induziert jede von ihnen bei Uberexpression SG-Bildung.
Zweitens sind sie stets Teil der SG, deren Assemblierung sie initiiert haben, und drittens ist ihre
stressunabhédngige Akkumulierung immer von nicht polysomalen 48S-Komplexen abhingig. Zu den SG-
Kernkomponenten, die diese Kriterien erfiillen, zdhlen z. B. TIA-1, TIAR (7I4-1-related protein), G3BP,
Tristetraprolin (TTP), Brefeldin 1 (BRE1) und CPEB (s. Abb. 1.3D), sowie deren entsprechende Homologe,
sofern vorhanden (s. Abs. 1.1.5.7 & 1.2.1.3). Dariiber hinaus wurden zudem einige humane Krankheitsproteine
als SG-Kernkomponenten identifiziert. Diese sind u. a. SMN1 (Survival of Motor Neuron 1), FMRP (Fragile X
mental retardation protein), FXR1 (Fragile X mental retardation syndrome related protein 1), TDP-43 sowie
Ataxin-2 (s. Abs. 1.2.7.). Aufgrund der Vielseitigkeit und Dynamik von SG sowie mRNP-Granula im
Allgemeinen ist jedoch fiir viele dieser Proteine ihr Status als SG-Kernkomponente nicht endgiiltig geklart.
Allerdings sind TIA-1, TIAR und PABP1 und die SG-Assemblierung initiierenden elF-Proteine per Definition
SG-Kernproteine (s. 0.) und werden deshalb auch héufig als SG-Marker genutzt. In diesem Zusammenhang hat
sich auBerdem G3BP aufgrund seiner konsistenten und spezifischen SG-Assoziation ebenfalls als SG-
Markerprotein etabliert 0172184 185.188,190.193,197.208-212
Die Kernkomponenten rekrutieren daraufthin im folgenden Assemblierungsschritt iiber homo- und gelegentlich
auch heterotypische Bindungen zusidtzliche SG-Proteine und bauen so den SG-mRNP weiter auf (s. Abb. 1.3D).
Diesbeziiglich nimmt man an, dass diese Protein-Protein-Interaktionen hauptséchlich iiber intrinsisch
ungeordnete Proteinregionen wie z. B. die prionartigen Q/N-reiche Dominen in TIA-1 vermittelt werden
(s. Abs. 1.2.6.). Fest steht jedoch, dass sich letztendlich die SG-mRNP zu mikroskopisch beobachtbaren SG
zusammenlagern (s. Abb. 1.3).184.185.209213

An dieser Stelle sei ferner darauf hingewiesen, dass der SG-Aufbauprozess neben den o. g. Proteinen auBBerdem
von nicht translatierender mRNA abhingig ist. Dies schlieft man aus Experimenten, bei denen die Effekte von
CHX (s. Abs. 1.2.2.) oder Emetin, die beide eine Transkript-Blockierung in Polysomen bewirken, auf die
SG-Assemblierung untersucht wurden, und die zeigten, dass diese durch beide Translationsinhibitoren gehemmt
wird. Andererseits konnte diesbeziiglich beobachtet werden, dass Puromycin, ein Antibiotikum das Ribosom-
mRNA-Bindungen 16st, zur SG-Vergroflerung beitrdgt. Zusammen sprechen diese Ergebnisse somit fiir einen
von freien mRNA-Transkripten abhéngigen SG-Assemblierungsmechanismus, eine Eigenschaft die SG
demzufolge mit den bereits erwihnten PB gemeinsam haben (s. Abs. 1.2.2.).%!6%19%:208

AbschlieBend sei angemerkt, dass zumindest in S. cerevisiae ein von der elF2a-Phosphorylierung unabhéngiger
Nebenweg zur SG-Assemblierung entdeckt wurde, den die Hefezellen bei Hitzestress einschlagen konnen. Dabei
wurde zudem festgestellt, dass die so gebildeten SG den Initiationsfaktor eIF3 enthalten, was fiir eIlF2a-abhidngig
induzierte Granula bisher nicht nachgewiesen wurde.”'* Dabei steht dieses Ergebnis beispielhaft dafiir, dass trotz
groflen Wissenszuwachses beziiglich der SG-Assemblierung in den letzten 10 — 15 Jahren, noch viele Fragen
dazu offen sind, was jedoch noch stirker auf die Granula-Disassemblierung zutrifft, die Thema des néchsten

Abschnitts ist.
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1.2.4.2. Disassemblierung von Stress-Granula

Die wihrend der zelluldren Stressantwort gebildeten SG sind in der Lage sich nach Beendigung des Stresses
wiahrend der sogenannten Erholungsphase innerhalb weniger Minuten wieder zuriickzubilden. Diesbeziiglich
konnte zudem beobachtet werden, dass diese SG-Disassemblierung weniger einer Fragmentierung als vielmehr
einer Auflosung der SG gleicht. Wie dieser Prozess genau abléuft ist jedoch zurzeit noch ungewiss. Fest steht
jedoch, dass die SG-Disassemblierung mit der Wiederaufnahme der zelluldren Translationsaktivitét korreliert,
d.h. je weiter der SG-Abbau voranschreitet, umso groBer ist auch der =zellulire Riickgewinn an
Translationsaktivitit. Die diesbeziiglichen kausalen Zusammenhinge sind allerdings ebenfalls unklar, '%>8>19%-208
Da SG dynamische Strukturen sind, ist jedoch vorstellbar dass ihre Disassemblierung auf Inhibition der
Zulieferung von SG-Komponenten basieren konnte, wobei die SG durch fortlaufendes Abwandern ihrer
Bestandteile z. B. zu PB oder Polysomen kontinuierlich abgebaut wiirden. Ein solcher Mechanismus konnte
dabei mdoglicherweise durch das Protein Staufen-1 vermittelt werden. Diesbeziiglich konnte ndmlich erkannt
werden, dass Staufen-1 bei Uberexpression hemmend auf die SG-Bildung wirkt, wohingegen sein
Funktionsverlust zur verstirkten SG-Assemblierung beitrdgt. AuBerdem zeigte sich in diesem Zusammenhang
das Staufen-1 seine Wirkung iiber Polysomen vermittelt, so dass man davon ausgehen kann, dass es mRNA-
Transkripte in Polysomen zuriickhélt und so dhnlich CHX oder Emetin (s. Abs. 1.2.4.1.) die SG-Neubildung
hemmt. Dem gegeniiber stehen allerdings Berichte iiber mRNP-assemblierungsfordernde Effekte von Staufen-1,
so dass dessen Funktion bei der SG-Disassemblierung noch nicht vollstindig geklrt ist.'®'>2'¢

Weiterhin kdnnten auch Chaperone bedeutsam fiir den SG-Abbau sein, da sie hdufig in SG beobachtet werden,
und fiir diese dariiber hinaus bereits Einfliisse auf die SG-Disassemblierung festgestellt werden konnten. Dies
konnte besonders bei Hitze-Stress oder der UPR bedeutsam sein, bei denen Chaperone in einem
Titrationsprozess die SG-Disassemblierung regulieren kdnnten. Diesen stellt man sich so vor, dass Chaperone
unter Stressbedingungen durch ihre Funktion bei der Protein-Qualitdtskontrolle nur wenig Einfluss auf die
Dynamik von SG haben, so dass diese sich effizient bilden kénnen. Ferner geht man diesbeziiglich davon aus,
dass in der anschlieBenden Erholungsphase fortlaufend mehr Chaperone zur Verfiigung stehen, um die SG zu
disassemblieren. Wie im Fall von Staufen-1, konnten jedoch fiir Chaperone auch assemblierungsverstirkende
Effekte auf SG beobachtet werden, so dass iiber ihren Einfluss auf die SG-Dynamik keine eindeutige Aussage
mogllch iSt.163’188’213’217

AuBerdem konnte kiirzlich demonstriert werden, dass SG in Hefe- und Saugerzellen auch durch Autophagie
entfernt werden konnen, welche im Allgemeinen dem Abbau grofer zelluldrer Strukturen wie Zellorganellen
dient. Allerdings kann dieser SG-Abbauweg nicht als Disassemblierung im eigentlichen Sinn bezeichnet werden,
da dieser Begriff einen schrittweisen Riickbau impliziert, der bei der Autophagie nicht stattfindet. Unabhéngig
davon stellt dieser Mechanismus jedoch eine sehr effiziente Moglichkeit zur Entfernung von SG aus dem
Zytoplasma dar. Weitere Details sind diesbeziiglich allerdings nicht bekannt, so dass die biologische Bedeutung
dieses Abbauweges noch ungeklart ist.'**'*

SchlieBlich konnten SG zusitzlich durch verstirkten Transkriptabbau disassemblieren, was entweder indirekt
iiber PB (s. Abs. 1.2.3.2) oder direkt in den SG geschehen konnte. Der SG-spezifische mRNA-Abbau wird dabei
als moglich angesehen, da XRN1 auch als SG-Bestandteil identifiziert wurde. Der indirekte Weg scheint jedoch
diesbeziiglich, v.a. aufgrund der PB-Spezialisierung auf den mRNA-Abbau, fiir eine schnelle

SG-Disassemblierung eher geeignet zu sein.””!?%163193:197.198
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1.2.5. Neuronale Transportgranula

Ein weiterer mRNP-Granulatyp sind die sogenannten neuronalen Transport-Granula (NTG), bei denen es sich
dem Namen entsprechend um neuronenspezifische Granula handelt. Von diesen weill man allerdings bisher nur
wenig. Sie dienen jedoch offenbar insbesondere dem mikrotubuliabhéngigen Transport vom neuronalen Soma zu
Dendritenspitzen oder ins Axon bis hin zu den Synapsen. Dabei besteht offenbar eine wichtige Funktion von
NTG zudem darin, die von ihnen transportierten mRNAs solange translationell inaktiviert zu halten, bis sie ihren
Zielort erreicht haben. An diesem verharren die NTG mitsamt ihren reprimierten Transkripten, bis deren
Translation durch spezifische Signale induziert wird, worauthin sie schlielich abgebaut werden. NTG haben
also eine Transport- sowie mRNA-Translationsrepressions- und —Speicherfunktion (s. Abb. 1.3D), die fiir orts-
und zeitabhdngige Translation neuronaler mRNAs wichtig sind. Dazu passend konnte man in NTG beide
ribosomalen Untereinheiten nachweisen, was darauf hinweist, dass diese eine effiziente Vor-Ort-Translation der
gespeicherten mRNA-Transkripte unterstiitzen konnten.”"”

Einen prinzipiellen Beweis fiir die Existenz derartiger ortsabhéngiger Translationsregulation lieferten dabei
Untersuchungen in Neuroblastomazellen. Dort konnte ndmlich gezeigt werden, dass ZBP1 (Zip-Code bindendes
Protein 1) im Zellkern das [-Aktin-Transkript bindet und dieses wihrend seines anschlieBenden
zytoplasmatischen Transports zur Zellperipherie reprimiert. Dort wird ZBP1 schliellich zu gegebener Zeit durch
eine Src-Kinase phosphoryliert, was zur Losung der Protein-mRNA-Bindung fiihrt, und so eine kontrollierte
Vor-Ort-Synthese des B-Aktin-Proteins ermdglicht. Zusétzlich wurden kiirzlich unabhéngig davon in lebenden
Mausneuronen ebenfalls lokalisationsabhéngige Verdnderungen an dhnlichen B-Aktin-reichen mRNP-Granula
festgestellt, deren mRNP-Dichte sich dabei mit zunehmender Entfernung der Granula zum Zellsoma stetig
reduzierte. Ein Effekt der dariiber hinaus in anderen Test auch durch Erregung von Neuronen erreicht
Wurde.219’220’221

Abgesehen davon hat man ferner festgestellt, dass NTG einige Komponenten mit PB und SG gemeinsam haben,
wie z. B. Staufen-1 (s. Abs. 1.2.4.2), CPEB (s. Abs. 1.2.1.3. und 1.2.4.1.) oder G3BP (s. Abs. 1.2.4.1). Das weist
darauf hin, dass alle drei Granulatypen zumindest einige ihrer Bestandteile untereinander austauschen kénnen.
Diesbeziiglich konnte zudem in Ratten-Oligodendrozyten beobachtet werden, dass Staufen-1 wéhrend zelluldren
Stresses tatsdchlich von NTG zu SG iibergeht, wodurch zumindest in diesem Fall ein Komponentenaustausch
zwischen beiden mRNP-Granula bestétigt werden konnte. AuBerdem sprechen weitere Untersuchungen an
Ratten-Hippocampus-Neuronen ebenfalls fiir einen solchen dynamischen Austausch von Komponenten zwischen
0. g. mRNP-Granula, da dabei in den neuronalen Dendriten hdufiges Andocken von NTG und PB beobachtet
werden konnte.157’163’219’222’223

Unterschiede zeigen NTG, PB und SG hingegen v.a. hinsichtlich der in ihnen enthaltenen ribosomalen
Bestandteile. So enthalten NTG sowohl 60S- als auch 40S-Ribosomen-Untereinheiten (s. 0.), wiahrend SG nur
40S-Untereinheiten als Bestandteil arretierter 48S-Préinitiationskomplexe besitzen (s. Abs. 1.2.4.1.), und in PB
keine der beiden Ribosomen-Untereinheiten nachgewiesen werden konnte (s. Abs. 1.2.2.). Diese
unterschiedlichen Zusammensetzungen entsprechen dabei gut den Hauptfunktionen, die man den Granula
zuordnet, welche im Fall der NTG die kontrollierte Translation, fiir SG die temporére Translationsrepression und
im Fall der PB der mRNA-Abbau sind.*"’ AbschlieBend sei noch erwihnt, dass sich NTG natiirlich auch durch
ihre Neuronenspezifitit von den anderen Granulatypen unterscheiden, weshalb sie grade hinsichtlich

neurodegenerativer Prozesse sehr bedeutsam sein konnten.”"”
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1.2.6. Prinzipielle Merkmale von mRNP-Granula

Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben induziert zelluldrer Stress die SG-Assemblierung
(s. Abs. 1.2.3)). AuBerdem verstirkt dieser zusétzlich die PB-Bildung (s. Abs. 1.2.1.3.). In diesem
Zusammenhang konnte ferner demonstriert werden, dass auch der Zellzyklus Einfluss auf die PB-Entstehung
hat. Es zeigte sich ndmlich in verschiedenen Sdugerzellmodellen, dass wahrend der Mitosephase nur wenige PB
assemblieren, wohingegen sie in der S- oder G2-Phase verstirkt gebildet werden.'*”!””

Man kann daher davon ausgehen, dass SG und PB prinzipiell fiir die Zelle besonders in Situationen wichtig sind,
in denen diese aufgrund unterschiedlicher Reize ihre Genexpression umstellt. Diesbeziiglich ist die
Granulabildung offenbar ein effizientes Mittel fiir die Zelle mit einer groen Menge nicht mehr bendtigter
mRNA-Transkripte umzugehen, die sich zum Zeitpunkt der Umstellung noch im Zytoplasma befinden. So
konnen diese Transkripte dadurch zum einen bei akuten Reizen wie Stress sehr schnell voriibergehend in SG
zwischengespeichert und je nach Bedarf in PB abgebaut werden. Zum anderen konnen sie im Zuge evolutionér
etablierter Programme wie z.B. dem Zellzyklus, durch verstirkte PB-Bildung auch direkt, d.h. ohne
Zwischenspeicherung effizient abgebaut werden. Dies wire in diesem Fall zudem insofern sinnvoll, als dass die
dlteren Transkripte vermutlich groftenteils ohnehin nicht im entsprechenden folgenden Programmschritt
bendtigt werden,*7-1¢%165:177

In diesem Zusammenhang wird zudem vermutet, dass besonders die lokale Anreicherung bestimmter Proteine
(v. a. Translationsrepressoren) und RNAs in den mRNP-Granula dazu fiihrt, dass diese ihre Funktionen sehr
energie- und zeiteffizient ausfithren kdnnen. Wobei besonders die Translationsrepression als eine generelle
Funktion von sowohl PB und SG als auch NTG (s. Abs. 1.2.5.) hervorzuheben ist. Man muss jedoch dazu sagen,
dass die Bildung mikroskopisch sichtbarer Granula in diversen Studien fiir die durch PB und SG vermittelten
Funktionen (s. Abs. 1.2.1. & 1.2.3.) nicht essentiell war. Deshalb geht man momentan davon aus, dass bereits die
kleineren mRNP diese Funktionen ausiiben konnen. Trotzdem scheint die Granulabildung nicht nur die Folge
unspezifischer Anreicherungen aggregationsaffiner mRNP-Proteine zu sein. Dafiir spricht einerseits, dass die
granularelevanten zelluldren Prozesse wie z. B. mRNA-Abbau und Translationsrepression durch Granula-
Assemblierung eine iiberproportional grofle Effektivititssteigerung erfahren. Andererseits weisen zusitzlich
auch die signalabhingige Entstechung und die signalvermittelnden Eigenschaften der Granula auf eine

funktionelle Bedeutung von mRNP-Granula-Assemblierungsvorgingen hin,'*7163165:184.183

1.2.6.1. Grundlegende Umbauprozesse in mRNP und deren Granula

Beziiglich der mRNP-Assemblierung geht man derzeit von einem allgemeinen Modell aus, nach dem mRNA-
Transkripte von ihrer Entstehung im Nukleus bis zu ihrem zytoplasmatischen Abbau Teil von mRNPs sind, die
verschiedene Funktionen ausiiben Diese reichen von Transkription und Spleifiing {iber nukleozytoplasmatischen
Transport bis hin zu Prozessen wie lokalisationsabhdngiger Translation (via NTG, s. Abs. 1.2.5.), mRNA-
Stabilisierung und Translationsrepression (via PB und SG, s. Abs. 1.2.1 & 1.2.3) sowie mRNA-Abbau (via PB).
Diesbeziiglich wird zudem angenommen, dass die einzelnen mRNP durch Umbauprozesse kontinuierlich
ineinander iibergehen, die man auch als mMRNP-Remodellierung (von engl. mRNP-Remodelling) bezeichnet.'**"
Deren Ablauf stellt man sich so vor, dass zundchst mRNP-spezifische RNA-bindende Proteine (RBP), vermittelt
durch bestimmte upstream-Signale (z. B. eI[F2a-Phosphorylierung) bzw. mRNA-Markierungen (z. B. 5’-Kappe)

an ihre Ziel-mRNA angelagert werden. Die RBP rekrutieren darauthin weitere sogenannte
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mRNP-Kernkomponenten (s. Abs. 1.2.2. & 1.2.4.), d.h. sowohl Proteine als auch kurze und lange nicht
kodierende RNA-Molekiile, wodurch der mRNP-Kern gebildet wird. Dabei geht man davon aus, dass die Art der
spezifischen mRNP-Kernkomponenten die Funktion und den Typ des dadurch entstehenden downstream-mRNP
bestimmt. Im weiteren Verlauf der mRNP-Entstehung kénnen auBerdem zusétzliche modulierende Faktoren
mehr oder weniger spezifisch an den mRNP-Kern binden und so dessen Funktion regulieren oder erweitern. In
diesem Zusammenhang nimmt man zudem an, dass durch einzelne mRNP auch ganze Transkriptgruppen fiir
spezifische zelluldre Funktionen effizient und koordiniert reguliert werden konnen. Fiir diese Gruppen wurde
deshalb der Begriff mRNP-Regulon, in Anlehnung an das bakterielle Operon eingefiihrt.'*>***

Die o. g. mRNP-Kernkomponenten enthalten dabei hdufig nicht nur mehrere RNA-bindende Motive sondern
auch Dimerisierungsdomidnen (z.B. die LSm-Domine). Darliber hinaus besitzen sie meist groflere
unstrukturierte Bereiche die auch als intrinsisch ungeordnete Regionen (IDR von engl. intrinsically disordered
regions) bekannt sind. In diesen wiederum konnten zudem kleinere strukturarme Proteindoménen identifiziert
werden, die akkumulationsfordernde Eigenschaften vermitteln konnen. Dazu zdhlen prionogene Q/N-reiche
sowie P, G, S-oder T-reiche Regionen und ebenso Kombinationen daraus, wobei diese oft einfach als
prionartige Proteindoménen zusammengefasst werden (s. Abs. 1.2.7.). Diese Doménen sind in der Lage
zwischen akkumulationsaffinen und 16slichen Konformationen zu wechseln, was wahrscheinlich sehr wichtig fiir
die stabile aber dennoch reversible Assemblierung der mRNP-Kernkomponenten ist (s. Abs. 1.2.2. & 1.2.4.1).
Dafiir sprechen zumindest in vitro Untersuchungen des prionogenen FUS-Proteins, die zeigten, dass dieses unter
den gegebenen Bedingungen zu Strukturen mit Hydrogelcharakter assembliert, '¢:178180:184.213.225.226

AuBerdem sei erwidhnt, dass es auch Hinweise auf eine Regulation der mRNP-Remodellierung durch
posttranslationale Proteinmodifikationen gibt. So konnte z. B. fiir einige PB- oder SG-Komponenten festgestellt
werden, dass sich ihre Lokalisation in Abhéngigkeit von ihrem Phosphorylierungsstatus dndert, und zusitzlich
konnte unabhéngig davon gezeigt werden, dass sich o. g. FUS-Hydrogele durch FUS-Phosphorylierung auflosen.
Allerdings sind auch hierzu noch viele Fragen ungeklrt,'¢*!6>-184-226

Im Anschluss an die mRNP-Bildung bzw. parallel dazu kdnnen sich ferner viele dhnliche oder gleiche mRNP zu
hoher geordneten, mikroskopisch sichtbaren Granula wie SG, PB oder NTG zusammenlagern (s. Abs. 1.2.2.
& 1.2.4.). Ein Prozess an dem auch das Zytoskelett und damit assoziierte Motorproteine beteiligt sind. Jedoch
sind die dazu erzielten Ergebnisse komplex, und weisen zudem auf eher spezifische, vom mRNP-Typ abhéngige
Effekte der Motorproteine beim Granula-Umbau hin. Abgesehen davon ist schlieBlich wie bereits erwéhnt der
dynamische Fluss nicht translatierender zytoplasmatischer mRNA fiir die mRNP-Granula-Assemblierung
ebenfalls sehr wichtig, 5%162163:165.194.195,197.227
Insgesamt lésst sich somit festhalten, dass v. a. PB und SG sehr wichtig fiir eine effiziente Zellantwort auf sich
verdndernde interne oder externe Lebensbedingungen (insbesondere Stress) sind. Zusétzlich beeinflussen sie
dabei moglicherweise entscheidend, ob eine Zelle in die Apoptose eintritt oder nicht (s. Abs. 1.2.3.3.), was
speziell hinsichtlich neurodegenerativer Erkrankungen von grofer Bedeutung sein konnte, auf deren

Verbindungen zu mRNP-Granula im folgenden Abschnitt néiher eingegangen wird,'®10%184183.199.200
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1.2.7. Bedeutung von mRNP-Granula fiir neurodegenerative Erkrankungen

1.2.7.1. Gemeinsamkeiten von pathologischen neuronalen Zelleinschliissen und Stress-Granula

Ein allgemein bekanntes sehr auffilliges Merkmal diverser neurodegenerativer Erkrankungen ist das
Vorkommen proteinreicher Zelleinschliisse in den betroffenen Geweben, die oft amyloiden Charakter haben.
Das bedeutet u. a., dass sie dhnlich den Amyloid-f (AB)-Peptid-Plaques, die sich bei der Alzheimer-Krankheit
bilden, aus wungeordneten, fibrilliren Proteinakkumulationen bestehen, die man entsprechend als
Amyloidfibrillen bezeichnet. Von diesen ist bekannt, dass sie reich an f-Faltblattstrukturen sind, was zu einer
sehr dichten Zusammenlagerung der darin enthaltenen Proteine fiihrt, und sie somit schwer 16slich werden l&sst.
AuBerdem besitzen sie eine sogenannte intrinsische Akkumulationsneigung, was letztlich ihre
Zusammenlagerung zu mikroskopisch sichtbaren amyloiden Aggregaten bewirkt, die man auch als Aggresomen
bezeichnet.”**%

Diesbeziiglich hat sich ferner gezeigt, dass u.a. auch das Prion-Protein dazu neigt in Form toxischer
Amyloidfibrillen zu aggregieren, was auf dessen strukturell ungeordnete Q/N-reiche Regionen zuriickgefiihrt
wurde. Spéter wurden daraufhin &hnliche Proteinbereiche auch in anderen aggregierenden Krankheitsproteinen
wie z. B. FUS, TDP-43 oder hnRNPA1 (heterogenes nukledres Ribonukleoprotein A1) gefunden, die darauthin
als prionartige Doménen definiert wurden (s. v. Abs.). Man geht daher davon aus, dass Proteine mit prionartigen
Doménen in mehreren neurodegenerativen Erkrankungen zur Bildung toxischer Aggresomen beitragen.
Gleichzeitig sind grade diese Proteine zudem fiir die Assemblierung physiologischer, d.h. nicht toxischer
mRNP-Granula sehr wichtig wie z. B. DHH1 oder LSM4 im Fall der Hefe-PB-Bildung (s. Abs. 1.2.2.) und
TIA-1, G3BP oder Ataxin-2 bei der Sauger-SG-Assemblierung (s. Abs. 1.2.4.1.),163181:184.230.231.232

Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Vermutung, dass die Amyloidbildung nicht ausschlieBlich auf stochastischen
Prozessen beruhen kdnnte, wie lange angenommen wurde, sondern dass auch fehlregulierte mRNP-dynamische
Prozesse dafiir wichtig sein konnten. Diese Hypothese wird dabei von mehreren Beobachtungen gestiitzt. So
konnten erstens bereits einige Proteine, deren mutierte Gene mit Neurodegeneration assoziiert sind, zugleich als
SG-Komponenten identifiziert werden, wie z. B. die ALS- und FTLD-spezifischen Proteine TDP-43 und FUS,
die ALS- sowie MSP (Multisystem-Proteinopathie)-relevanten Proteine hnRNPA1 und hnRNPA2 oder das
SCA2-assoziierte Ataxin-2. Hinzu kommt, dass speziell bei diesen neurodegenerativen Erkrankungen die
mutierten Krankheitsproteine haufig in zytoplasmatischen pathologischen Aggregaten lokalisiert sind, was somit
insgesamt fiir eine Verbindung zwischen physiologischen mRNP-Granula, d.h. in diesem Fall SG, und
neurodegenerativen Prozessen spricht,®:6>-110:163.190.210.232-236

Unterstiitzt wird diese Annahme zusétzlich durch die Beobachtung, dass TDP-43-positive pathogene Aggregate
in Zellen aus FTLD-T (TDP-43) und ALS-Patienten mit den humanen SG-Markern elF3, TIA-1 sowie PABP1
kolokalisieren. Ahnliches gilt ferner fiir pathogene neuronale Aggresomen des Proteins tau, die charakteristisch
fiir die sogenannten Tauopathien sind, zu denen u. a. auch die Alzheimer-Krankheit und einige FTLD-Fille
(FTLDtau) gehdren. Diese tau-Aggresomen kolokalisierten ndmlich in erkrankten murinen und humanen Zellen
ebenfalls mit TIA-1, was zudem auf eine direkte Bindung von TIA-1 an tau zuriickgefiihrt werden konnte, und
sie waren ferner in den Nagerzellen mit G3BP kolokalisiert. Diese Ergebnisse zeigen somit, dass pathologische
Proteinaggregationen eine SG-ahnliche Zusammensetzung haben kénnen, '6*19%-211:233.237

Hierzu wurde ferner in verschiedenen in vitro und in vivo Modellsystemen gezeigt, dass pathogene Mutanten

neurodegenerativer Krankheitsproteine meist eine gegeniiber den WT-Formen erhohte Akkumulationsneigung
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besitzen, und man stellte auerdem fest, dass die mutierten Proteine und gelegentlich auch ihre WT-Varianten
bei Uberexpression in Kulturzellen hiufig die Bildung mikroskopisch sichtbarer zytoplasmatischer Foki
induzieren, die dhnlich den o. g. pathogenen Zelleinschliissen mit SG-Markern kolokalisieren. So konnte z. B.
fiir Aggresomen von mutiertem TDP-43 in Kulturzelllinien, &hnlich wie in ALS- und FTLD-Patientenzellen,
Kolokalisation mit elF3 und TIA-1 festgestellt werden. Ferner wurde fiir toxische zytoplasmatische FUS-
Aggregate eine Kolokalisation mit TIA-1 sowie TIAR nachgewiesen, und dariiber hinaus konnte in
zytotoxischen hnRNPA - und hnRNPA2-Aggresomen der SG-Marker eIF4G identifiziert werden. Ahnliches gilt
zudem fiir Akkumulationen von iiberexprimiertem WT-SMN1 in humanen Zelllinien, die dort mit TIA-1 und
G3BP kolokalisieren.154,209,211,233,234,236,238

Beziiglich PolyQ-Erkrankungen konnte auBerdem beobachtet werden, dass perinukledre Aggresomen aus
pathogenen Htt-Exonl-Peptiden mit expandierten PolyQ-Dominen ebenfalls den SG-Marker TIA-1 enthalten.
Dariiber hinaus wurde zudem festgestellt, dass pathogene PolyQ-expandierte Ataxin-2-Mutanten in Kulturzellen
akkumulationsaffiner als das nicht pathogene WT-Protein sind, und es zeigte sich ferner, dass sowohl pathogen
expandiertes als auch nicht expandiertes Ataxin-2 bei Uberexpression zur Akkumulationsbildung neigt.
Diesbeziiglich wurde allerdings bisher lediglich fiir nicht expandiertes Ataxin-2 eine Kolokalisation mit dem SG-
Markern PABP1 und DDX6 nachgewiesen (s. Abs. 1.1.5.7.). Dennoch sprechen diese Ergebnisse insgesamt
erneut dafiir, dass SG bei der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen allgemein wichtig sein konnten,
was vermutlich im Speziellen auch auf PolyQ-Erkrankungen zutrifft, wie die Analysen am Htt-Exon-1-Modell
und zur Ataxin-2 Uberexpression zeigten,®"63:!1%:133:239.240

Weitere Gemeinsamkeiten zwischen SG und o. g. pathologischen Zelleinschliissen mutierter Krankheitsproteine
wurden zudem in Untersuchungen an Kulturzellen erkannt, die demonstrierten, dass zytotoxische
Proteinaggregate auf externe Einfliisse dhnlich reagieren konnen wie SG. Das bedeutet beispielsweise, dass
durch Inhibitoren der SG-Assemblierung auch die Bildung pathologischer Proteinaggregate unterdriickt werden
kann, was fiir Aggregate von TDP-43- und FUS-Mutanten demonstriert wurde, deren Bildung durch CHX
inhibiert werden konnte. AuBlerdem fiihrte die Anwendung von Emetin, einem weiteren Inhibitor der SG-
Assemblierung, zu starker Reduktion der Akkumulationsbildung des SMN1-Proteins,?*!!-233-236

Ferner gibt es dariiber hinaus Hinweise auf Parallelen beziiglich des Abbaus pathogener Proteinakkumulationen
und SG, die auf dem kiirzlich erbrachten Nachweis beruhen, dass zellulire SG durch Autophagie entsorgt
werden konnen. In diesem Zusammenhang ist ndmlich bekannt, dass v. a. viele ALS-assoziierte Mutationen
Proteine bzw. Gene betreffen, die eine Funktion bei autophagischen Prozessen ausiiben wie z. B. Optineurin, p62
oder VCP (Valosin-containing protein). Zudem konnte in ALS-Mausmodellen nachgewiesen werden, dass
Lithiumverbindungen oder Trehalose die Krankheitssymptome der Versuchstiere abschwichen, was auf
zelluldrer Ebene durch verstérkte Autophagie vermittelt wurde. Diese Untersuchungen zeigen somit, das SG und
pathologische Aggresomen beide iiber Autophagie abgebaut werden, was erneut fiir deren Ahnlichkeit spricht
(S. AbS 1.2.7.2.).163,218,241,242,243

Abschliefend sei noch erwidhnt, dass NTG ebenfalls insbesondere fiir neurodegenerative Erkrankungen
bedeutsam sein konnten. Dies liegt jedoch nicht nur an ihrem neuronenspezifischen Vorkommen sondern auch
daran, dass sie viele Komponenten mit SG teilen, von denen einige zudem mit neurodegenerativen Prozessen in
Verbindung stehen. Dies sind z. B. FMRP, SMN1, TDP-43 und FUS, wobei FMRP dariiber hinaus bereits eine

< 1s . . . 163,236,244
wichtige Rolle bei synaptischen Prozessen nachgewiesen wurde. %%
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1.2.7.2. Beziehungen zwischen Stress-Granula-Komponenten und Krankheitsproteinen

Neben den im letzten Abschnitt beschriebenen gemeinsamen Bestandteilen von SG und pathologischen
Aggresomen, wurden zusétzlich auch funktionelle Verbindungen zwischen SG-Komponenten und
Krankheitsproteinen identifiziert. In diesem Zusammenhang konnten v.a. zum SG-Marker TIA-1 einige
aufschlussreiche Entdeckungen gemacht werden. So ergaben z. B. Untersuchungen an humanen Knochenmarks-
Epithelzellen, dass TIA-1-Uberexpression in diesen die Entstehung von teilweise mit TIA-1 assoziierten
Aggresomen aus hyperphosphoryliertem, d. h. pathogen wirkendem tau-Protein fordert. Aulerdem fiihrte dabei
die gemeinsame Uberexpression von tau und TIA-1 im Vergleich zu der jedes einzelnen Proteins zu erheblich
verstirkter SG-Bildung infolge oxidativen Stresses, und ferner induzierte auch hyperphosphoryliertes tau per se
die SG-Bildung. Demzufolge nimmt man fiir die Tauopathie-Pathogenese an, dass ihr ein sich selbst
verstirkender Zyklus von anormaler, d. h. hypersensibler und hyperaktiver SG-Bildung und tau-Aggregation
zugrunde liegt. Dieser kdnnte zudem durch mRNA-Bindung von TIA-1 noch verstirkt werden, was auch eine
Erklirung dafiir wire, dass RNA die Aggregation von hyperphosphoryliertem tau stimuliert.?*%3-33%243
Zusitzlich konnte auch das v.a. mit ALS und FTLD-T assoziierte SG-Protein TDP-43 die Tauopathie-
Pathogenese gleich mehrfach beeinflussen. Diese Annahme basiert grundsétzlich auf der Beobachtung, dass die
Tauopathie-Entstehung insbesondere auf Fehllokalisation von hyperphosphoryliertem tau in neuronale Somata
und Dendritenfortsitze beruht, d.h. weg vom hauptsiachlichen tau-Wirkungsort, dem Axon. Deshalb wird
angenommen, dass die o. g. hypersensible und -aktive SG-Bildung in den Somata von an Tauopathie erkrankten
Neuronen dort fiir eine sehr effiziente tau-Sequestrierung in den anormalen SG sorgen und dadurch pathogen
wirken konnte -394

Daraus ergibt sich die Moglichkeit, dass TDP-43 an dieser Stelle die Tauopathie-Pathogenese indirekt
beeinflussen konnte, da gezeigt wurde, dass es die SG-Bildung differentiell iiber TIA-1 und G3BP regulieren
kann. Diesbeziiglich fand man ndmlich heraus, dass die zelluldren Level von TIA-1 sowie dessen SG-Bildung
durch TDP-43 herabreguliert werden, wohingegen es genau umgekehrt auf die G3BP-Level und -SG-Bildung
wirkt. Dabei zeigte sich auBBerdem, dass pathogene Mutationen in TDP-43 seine SG-regulatorische Funktion
kompromittieren, und dadurch die Entstehung TIA-1-positiver SG verstirkt wird. Demnach konnte ein dhnlicher
TDP-43-Funktionsverlust iiber verstirkte Bildung von tau-zuriickhaltenden TIA-1-SG (s.o0.) auch die
Tauopathie-Pathogenese begiinstigen. Ferner zeigten weitere Experimente, dass verschiedene pathogene
TDP-43-Mutationen dariiber hinaus den axonalen NTG-Transport hemmen. Damit existiert zusétzlich eine
zweite Moglichkeit wie TDP-43 zur Tauopathie-Entstehung beitragen konnte, und zwar in diesem Fall durch
Begiinstigung der Misslokalisation von hyperphosphoryliertem tau. Insgesamt ist somit also demonstriert
worden, dass das ALS- und FTLD-assoziierte SG-Protein TDP-43 ein Regulator der TIA-1-SG-Bildung und des
NTG-Transports ist, wodurch es die pathogene Wirkung von tau zweifach beeinflussen konnte.*'>>72¥-247

Dies verleiht gleichzeitig den in Abs. 1.1.8. erwdhnten Modifikatoreffekten von intermedidr expandiertem
Ataxin-2 auf die Symptomatik von ALS-Patienten sowie der Ataxin-2-Orthologe auf die TDP-43-Zytotoxizitdt
in S. cerevisiae oder D. melanogaster (s.u.) zusitzliche Bedeutung. Diese weisen ndmlich darauf hin, dass
Ataxin-2 ein dem TDP-43 iibergeordneter regulatorischer Faktor in einer hypothetischen pathologischen
Kaskade sein konnte, die einerseits direkt zu SCA2 fiihrt, und andererseits via TDP-43 Einfluss auf die ALS-,
FTLD-T/tau- und Alzheimer-Krankheit-Pathologien hat. Diesbeziiglich liegt zudem die Vermutung nah, dass
besonders SG als Teil dieser Kaskade wichtig fiir die Vermittlung pathogener bzw. modifizierender Ataxin-2-

Effekte sein konnten. Diese basiert v. a. darauf, dass alle o. g. pathogenesemodifizierenden Proteine, d. h. TIA-1,
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TDP-43 und Ataxin-2 erstens kolokalisierende SG-Bestandteile sind, und dass zweitens insbesondere TIA-1 und
Ataxin-2 zudem sehr wichtige SG-Assemblierungsfaktoren darstellen. Es ist somit insgesamt wahrscheinlich,
dass die Ataxin-2 vermittelte SG-Assemblierung bzw. dessen Funktion in SG eine Vielzahl neurodegenerativer
Krankheitsproteine indirekt reguliert, die selber hdufig mRNP-Granula-Proteine sind. Dementsprechend kdnnten
sich verschiedene Mutationen in ATXN2 durch differentielle Stérungen seiner SG-spezifischen Funktionen auf
diverse Weise pathologisch auswirken, was, sofern zutreffend, eine mdgliche Erklarung fiir unterschiedliche
pathogene Einfliisse langer und moderat verlingerter 4 TXN2-PolyQ-Expansionen sein konnte, 0001011531418
Insgesamt hatte sich damit in o. g. Untersuchungen besonders TDP-43 als potentieller zentraler Faktor eines
mutmaBlich SG-abhidngigen verzweigten Pathogeneseweges fiir Tauopathien, FTLD-T und ALS herausgestellt,
der am haufigsten in ALS endet.

Diese Assoziation mit einer Motoneuronen-Erkrankung hat TDP-43 dabei mit SMN1 gemeinsam, das seinerseits
fiir SMA (Spinale Muskelatrophie) verantwortlich gemacht wird. Da SMN1 zudem ebenfalls ein SG-Protein ist,
wire es somit denkbar, dass es dhnlich TDP-43 die SG-Bildung beeinflussen und dadurch pathogene oder
pathogenesemodifizierende Eigenschaften vermitteln konnte. In diesem Zusammenhang durchgefiihrte erste
Studien mit humanen Kulturzellen bestitigten diese Annahme insofern, als dass dort die SMN1-Uberexpression
zu verstirkter SG-Bildung fiihrt. Zusdtzlich konnte dabei fiir kultivierte SMA-Patientenzellen, deren SMNI1 -
Funktion gestort ist, gezeigt werden, dass deren TIA-1-SG-Bildung im Vergleich zu Kontrollproben sehr
schwach ist. Dabei waren die verbliebenen TIA-1-positiven SG in den SMA-Zellen zudem kleiner und, anders
als in den Kontrollen, nicht mehr mit SMN1 kolokalisiert. Alles in allem wurde daraus geschlossen, dass
moglicherweise auch die SMA-Pathogenese, auf der beobachteten gestorten TIA-1-SG-Bildung beruhen
konnte. 22

Weiterhin kénnte zudem auch eine hypoaktive SG-Assemblierung eine Rolle bei der Pathogenese von Prion-
Erkrankungen spielen, wofiir Untersuchungen mit murinen und humanen Zelllinien sprechen. Dort konnte
namlich festgestellt werden, dass die Bildung von Prion-Aggresomen die SG-Assemblierung inhibiert und ferner
eine Hypersensibilisierung der Zellen gegeniiber oxidativem Stress ausldst. Allerdings konnte dabei zudem eine
durch das Prion-Protein vermittelte Induktion der PKR-abhéngigen elF2a-Phosphorylierung erkannt werden.
Die Prion-Aggresomen inhibieren dementsprechend vermutlich einen stromabwirts der elF2o-Phosphorylierung
gelegen SG-Assemblierungsschritt. Dieser Zusammenhang zwischen Prion-Protein-Aggregation und SG-
Bildung ist allerdings derzeit noch groftenteils unerforscht. Unabhédngig davon jedoch untermauern die
o. g. Ergebnisse erneut, das gestorte zelluldre Stressantworten und abberante SG-Dynamiken vermutlich sehr
weitreichende und diverse neuropathogene Einfliisse ausiiben kénnen. %2

Einige eher indirekte Hinweise auf eine Verbindung zwischen der SG-Bildung und neurodegenerativen
Prozessen konnten auflerdem aus Toxizitdtsmodifikatoren-Screens in S. cerevisiae erhalten werden, die
prinzipiell demonstrierten, dass Gendeletionen bestimmter SG-Assemblierungsfaktoren toxische Effekte exogen
exprimierter Krankheitsproteine abmildern kdnnen. So zeigte z. B. ein Hefe-Screen, dass die Deletionen von
LSM7 oder PUBI, dem Hefe-Ortholog von TIAR, zu einer reduzierten Zytotoxizitit des FUS-Proteins fiihren.
AuBlerdem entdeckte man bei einem &hnlichen Screen den bereits erwdhnten mildernden Einfluss der PBP1-
Deletion auf die TDP-43-Zytotoxizitdt in Hefe (s. Abs. 1.1.8), wozu hier jedoch angemerkt sei, dass PBP1 in
diesem Modellsystem eher eine akzessorische SG-Komponente darstellt.'>*'****

Dariiber hinaus wurden zudem auf Grundlage o.g. Studien zu TDP-43-Toxizitdtsmodifikatoren auch

Untersuchungen zu Einfliissen des dAtx2-Knockdown auf die TDP-43-abhédngigen pathologischen Effekte in
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D. melanogaster unternommen. Dabei stellte sich in Analogie zu den Hefe-Experimenten heraus, dass auch der
dAtx2-Knockdown den pathologischen Effekte von TDP-43 in den Versuchstieren entgegenwirkte
(s. Abs. 1.1.8). Ferner wurde ebenfalls in D. melanogaster beobachtet, dass Inhibition einer elF2a-Phosphatase,
die eine verstiarkte SG-Assemblierung bewirkt, zudem einen Anstieg der zelluliren TDP-43-Menge sowie eine
Zunahme der Motorikdefizite betroffener Fliegen ausldst, was insgesamt die Vermutung unterstiitzt, dass SG-
Assemblierung und Neurodegeneration miteinander in Bezichung stehen '****

AuBerdem hatte sich schlieBlich beziiglich des Abbaus von SG bzw. Aggresomen im D. melanogaster-
Modellsystem auch ergeben, dass mutationsbedingter Funktionsverlust des Autophagiefaktors VCP eine
TDP-43-abhéngige Zelldegeneration vermittelt. Dies unterstreicht somit zusétzlich die o. g. Gemeinsamkeit
zwischen SG und pathogenen Aggresomen hinsichtlich ihres Abbaus durch Autophagie, die in diesem Fall auch

163,218,250

als Aggrephagie bezeichnet wird (s. Abs. 1.2.7.1.).

1.2.7.3. Ein aktuelles Modell zur Stress-Granula-vermittelten Entstehung pathogener Aggresomen

Die in den letzten beiden Abschnitten geschilderten Ergebnisse fiihrten schlieBlich zu einer modernen Hypothese
zur Bildung amyloider Aggregationen, die auch dynamische mRNP-Umbauprozesse mit einbezieht. Sie erweitert
damit das urspriingliche Konzept von einer allein vom Massenwirkungsgesetz abhéngigen
Aggresombildung.'%3#30236

GemidB dieser Hypothese geht man davon, dass pathogene Mutationen der v.a. in SG-Proteinen hiufig
auftretenden prionartigen Dominen deren Aggregationsneigung verstirken, wobei auch PolyQ-Doménen als
prionartig angesehen werden, da sie im Prinzip den Extremfall einer Q-reichen Sequenz darstellen. Man nimmt
zudem an, dass diese Mutationen die Wahrscheinlichkeit der Umwandlung herkdmmlicher in sogenannte
persistierende SG erhdhen, in denen die normalerweise reversiblen Verbindungen der prionartigen Doménen
hyperstabil geworden sind (s. Abb. 1.4). Diese sehr bestindigen SG-artigen amyloiden Akkumulationen werden
dabei als Vorldufer pathogener Amyloidaggregate angesehen, wobei fiir die Bildung der Aggresomen weiterhin
ein stochastischer Mechanismus angenommen wird. Ferner werden diesbeziiglich die persistierenden von den
herkdmmlichen SG insofern klar abgegrenzt, als dass nur letzteren eine zelluldre Schutzfunktion zugesprochen
wird. #1223 Dieser Hypothese entsprechend, wiirde somit unter pathologischen Bedingungen zellulirer
Stress die Aggresombildung fordern, was auch erkldren kénnte, warum insbesondere Neuronen davon betroffen
sind, da diese durch ihren hohen Energieverbrauch relativ starkem und lang anhaltendem oxidativem Stress
aufgrund der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies ausgesetzt sind.”***>

Ferner glaubt man, dass persistierende SG aufgrund ihres dichten und stabilen amyloiden Zusammenschlusses
ineffizient disassemblieren und zudem fiir proteasomalen Abbau nur schwer zuginglich sind. Letzteres wiirde
dabei auch erkldren, warum pathogene Zelleinschliisse oft hyperubiquitinyliert sind. Demzufolge wird davon
ausgegangen, dass besonders Autophagie fiir die Entfernung SG-artiger Amyloide verantwortlich ist, deren
prinzipielle Rolle beim Abbau herkdmmlicher SG sowie pathogener Proteinaggregationen bereits belegt werden
konnte. Dies wiirde zudem begriinden, warum Mutationen autophagierelevanter Gene neurodegenerative
Prozesse auslosen bzw. modifizieren konnen, und weshalb niedermolekulare Autophagie-Aktivatoren
degenerativen Prozessen in ALS-Mausmodellen entgegenwirken (s. Abs. 1.2.7.1).%2%%%

Als Hauptgrund fiir die Zytotoxizitdt der SG-dhnlichen Aggresomen wird in diesem Zusammenhang ferner eine
gestorte, zelluldre Ribostase angesehen, ein Begriff der in Analogie zur Proteostase eingefiihrt wurde. Ribostase

beschreibt dementsprechend die Fahigkeit von Zellen ein auf die jeweils aktuellen Lebensbedingungen
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abgestimmtes spezifisches Transkriptom dynamisch aufrechtzuerhalten. Fiir eine effektive rdumlich und zeitlich

koordinierte Ribostase, ist deshalb die Bildung von mRNP-Granula in eukaryontischen Zellen mit Sicherheit

wichtig, was insbesondere fiir die SG-Assemblierung im Zuge der integrierten Stressantwort gilt.>****
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Abb. 1.4 Arbeitsmodell zur Aggresomenbildung via abberanter Stress-Granula-Assemblierung. Links: Bildung
herkdmmlicher, reversibel assemblierender SG. Rechts: Entstehung pathologischer, stabiler SG verursacht durch
krankheitsassoziierte Mutationen in SG-Kernkomponenten. Von den abberanten SG wird angenommen, dass ihre pathogene
Wirkung zumindest teilweise auf Sequestrierung noch unbekannter RNA-bindender Proteine beruhen kdnnte, und dass solche
Prozesse ebenfalls von krankheitsassoziierten Mutationen beeinflusst werden konnten. (bearbeitet nach Quelle 234)

Die Annahme einer durch die Bildung SG-artiger Amyloide verursachten Ribostase-Storung, basiert dabei
erstens darauf, dass viele neurodegenerativen Krankheitsproteine RNA-Bindemotive besitzen. Zweitens konnte
in einer Untersuchung diverser RNA-bindender Proteine gezeigt werden, dass darunter viele wichtige
SG-Komponenten existieren, die zudem als stark prionartig prognostiziert worden sind, und bei denen es sich
ferner relativ hdufig um neurodegenerative Krankheitsproteine handelt (z. B. FUS oder TDP-43). Drittens konnte
man fiir derartige Proteine zudem zeigen, dass ihre Zytotoxizitdt eher durch deren RNA-Bindedoménen als durch
ihre prionartigen Doménen vermittelt wird, und viertens betreffen viele der krankheitsassoziierten Mutationen
dieser Proteine ebenfalls ihre RNA-Bindemotive. Deshalb wird davon ausgegangen, dass im Krankheitsfall
haufig RNA-spezifische Funktionen neurodegenerativer Proteine gestort sein konnten, '>4181:230.232:236

Insgesamt konnte somit auch die SCA2-Pathogenese iiber Assemblierung hyperstabiler SG ablaufen, da
Ataxin-2 wie erwdhnt im Prinzip ein Sonderfall eines RNA-bindenden Proteins mit prionartiger PolyQ-Doméne
ist. Zudem konnte entsprechend auch der modifizierende Einfluss von Ataxin-2 auf die TDP-43-Pathologie mit
abberanter SG-Bildung zusammenhéngen, da hieran gleich zwei RNA-bindende prionartige SG-Komponenten

beteiligt sind (s. Abs. 1.1.8. & 1.2.7.2). Ferner konnte dafiir auch der flir Ataxin-2 nachgewiesene

49



dosisabhingige Einfluss auf PB- und SG-Assemblierung wichtig sein (s. Abs. 1.1.5.7). Letztendlich ist zu diesen
Zusammenhingen jedoch zurzeit zu wenig bekannt, um konkrete Aussagen dariiber machen zu kénnen.
SchlieBlich wurden ferner drei prinzipiell mogliche Mechanismen postuliert, wodurch die hyperstabilen SG-
artigen Amyloide toxische Effekte ausiiben konnten. So konnten sie zum einen dafiir sorgen, dass durch ihre
Bildung das aggregierende Protein selbst aus dem Pool freier funktioneller Proteinmolekiile abgezogen wird,
was dann iiber dessen Funktionsverlust zytotoxisch wirken konnte (s. Abb. 1.4). Dariiber hinaus konnten die
Aggresomen zudem andere mRNP-Komponenten sequestrieren und so deren Funktion stdren, wobei diese
Faktoren sowohl (RNA-bindende) Proteine als auch miRNA oder lange nicht kodierende RNAs sein konnen. In
diese Kategorie konnte auch die bereits erwdhnte Sequestrierung apoptotischer Signalproteine wie z. B. TRAF2
in herkémmlichen SG fallen (s. Abs. 1.2.3.3.), die in persistierenden SG-Amyloiden entsprechend verstérkt sein
konnte. Allerdings sind die bisher identifizierten in SG zuriickgehaltenen Signalproteine oft pro-apoptotische
wirksam. In diesen Féllen kdme jedoch auch eine durch SG-Amyloidisierung verstirkte Repulsion dieser
Proteine als zelluldrer Pathomechanismus fiir neurodegenerative Erkrankungen in Frage. SchlieBlich kénnte auch
eine durch Bildung SG-artiger Aggresomen ausgeldste verstirkte Sequestrierung oder Repulsion von mRNA-
Transkripten zu Verdnderungen in der Ribostase fiihren, die letztendlich zytotoxisch wirken kdnnten. Dariiber
hinaus sind natiirlich auch kombinierte Mechanismen denkbar, doch kann iiber diese Prozesse derzeit nur
spekuliert werden, 165184200230.236256

Als letzter Punkt sei noch erwihnt, dass sowohl in Zellkultur als auch in humanem Gewebe die Proteinmengen
des essentiellen SG-Assemblierungsfaktor TIA-1 mit zunehmendem Lebensalter bzw. steigender Passagenzahl
herabreguliert worden waren. Dies gibt Grund zu der Annahme, dass auch altersbedingte Stérungen der
Assemblierung herkommlicher SG zu zelluldren neurodegenerativen Prozessen beitragen konnten, was auch
erkliren konnte, warum die Symptome vieler neurodegenerativer Erkrankungen v.a. in hoherem Alter

. 163,2
eimsetzten. 63,257
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2. Ziele der Arbeit

Derzeit ist iiber die Pathogenese von SCA2 nur sehr wenig bekannt und im Gegensatz zu anderen PolyQ-
Erkrankungen wie Chorea Huntington oder SCA3 spielen dabei offenbar intranukledre Zelleinschliisse des
entsprechenden Krankheitsproteins (Ataxin-2 im Fall von SCA2) keine grofle Rolle. Man konnte allerdings
feststellen, dass in Geweben von SCA2-Patienten physiologische Ataxin-2-Proteinabschnitte spezifisch
angereichert sind, die vermutlich den Spaltprodukten einer durch Caspase-3 vermittelten proteolytischen
Prozessierung von Ataxin-2 entsprechen.””*''? Diese physiologischen Ataxin-2-Spaltprodukte kénnten somit fiir
die SCA2-Pathogenese bedeutsam sein. Das wird auch dadurch bekriftigt, dass im Fall anderer
neurodegenerativer Erkrankungen bereits Teilabschnitte der spezifischen Krankheitsproteine (z. B. TDP-43 bei
ALS oder Htt bei Chorea Huntington) mit deren Pathogenese in Verbindung gebracht wurden,>*27%23%260-261
Deshalb war ein Ziel dieser Arbeit mehr iiber die zellbiologischen Eigenschaften o. g. Ataxin-2-Spaltprodukte zu
erfahren, um dadurch optimalerweise Schliisse auf deren pathologisches Potential zichen zu kdnnen. Zu diesem
Zweck wurden die Spaltprodukte zunichst im S. cerevisiae-Modellsystem hinsichtlich ihrer Zytotoxizitét sowie
ihrer Féhigkeit zur Fokibildung untersucht, wozu Wachstumsanalysen und fluoreszenzmikroskopische Studien
durchgefithrt wurden. Zudem sollten gegebenenfalls beobachtete Fluoreszenzfoki hinsichtlich ihrer
Kolokalisation mit Zellkompartiment-Markerproteinen sowie ihres Stress-Granula-Charakters analysiert werden.
Der Hauptgrund fiir letztgenannte Untersuchungen war dabei, dass fiir Ataxin-2 sowie fiir sein Hefe-Ortholog
PBP1 bereits sowohl Zugehdrigkeit zu Stress-Granula als auch eine Funktion bei deren Assemblierung
festgestellt werden konnte.®*>'°" SchlieBlich sollten die Ataxin-2-Spaltprodukte zudem, zur Validierung der
Ergebnisse der Hefe-Analysen, auch in humanen HeLa-Zellen mit Hilfe konfokaler Immunfluoreszenz-
Mikroskopie hinsichtlich ihrer Fokibildung und Kolokalisation mit zelluliren Markerproteinen untersucht
werden.

Dariiber hinaus hatte sich kiirzlich gezeigt, dass Ataxin-2 auch Einfluss auf die Auswirkungen von TDP-43 in

153 Dies war der Anlass dafiir in dieser

verschiedenen Modellsystemen sowie auf die Pathogenese von ALS hat.
Arbeit die Beziehung von Ataxin-2 und TDP43 ebenfalls ndher zu untersuchen, wobei hier im Speziellen
gemeinsame Regulatoren beider Proteine identifiziert werden sollten. Dazu wurden Hefe-Screens mit
ausgewdhlten Deletionsstimmen durchgefiihrt, bei denen Deletionen bestimmt werden sollten, die sowohl das
Wachstum Ataxin-2- als auch TDP-43 exprimierender Zellen gleichartig negativ beeinflussen. Die dabei
untersuchten Deletionen waren ferner auf Komponenten von Stress-Granula oder den damit in Verbindung
stehenden P-Bodies beschrankt, da TDP-43 ebenso wie Ataxin-2 (s. 0.) bereits als SG-Komponente identifiziert
worden war.'*?!%2!1212 Ayferdem sollte daraufhin im Fall der erfolgreichen Identifikation gemeinsamer
Regulatoren beider Krankheitsproteine im HeLa-Zellkultur-Modell tiberpriift werden, ob die humanen Orthologe
dieser Regulatoren dort ebenfalls Einfluss auf Ataxin-2 oder TDP-43 haben.

SchlieBlich sollte in weiteren Versuchen mehr iiber die groBtenteils unbekannte PBP1-Funktion in Hefe in
Erfahrung gebracht werden, um daraus optimalerweise Riickschliisse auf die ebenso nur wenig verstandene
Ataxin-2-Funktion in menschlichen Zellen ziehen zu kdénnen. Da diesbeziiglich zudem einige Studien bereits
eine Beteiligung von Ataxin-2 an der Translationsregulation vermuten lieen, wurden zu diesem Zweck
massenspektrometrische Analysen zu Effekten der PBPI1-Deletion auf das S. cerevisiae-Proteom

durchgefiihrt.®*%"
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3. Material & Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerite und Werkzeuge

Tab. 3.1: Genutzte elektronische Gerite und weitere Werkzeuge

Bezeichnung Hersteller

Elektronische Gerite

Agarose-Gelkammer und Zubehor MPI-Werkstatt
Applied Biosystems 7900HT Fast RT-PCR-System Thermo-Fisher
Axio Imager Z1-Mikroskop Zeiss

Brutschriinke Heraeus oder New Brunswick Scientific
Elektronische Mehrschrittpipette Research®Pro (5-100 ul) Eppendorf
FastPrep™-24 Zellhomogenisator MP Biomedicals
Foto-Entwicklermaschine Curix 60 Agfa
Geldokumentationssystem Alphalmager Alpha Innotech
Kamera LH-DCI10 Canon
LSMS510Meta-Mikroskop Zeiss
LSM700-Mikroskop Zeiss

Magnetriihrer IKA Combimag-REO
Membran Vakuumpumpe Vacuubrand
Mikrozentrifuge 5415D Eppendorf
Mini-PROTEAN"TI-Gelkammern Bio-Rad
Nano-Drop™-ND2000-UV/VIS-Spektralphotometers Thermo-Fisher
Netzgerit Power Pac 200 Bio-Rad
Prizisionswaagen AT250 & PM3000 Mettler Toledo
Schiittelinkubator Innova 44 Heraeus
Spektralphotometer 6700 Vis. Jenway

Sterilbank Heraeus
Taumel-Rollenmischer RMS5 CAT

Thermocycler Peltier PTC100 MJ Research
Thermocycler VapoProtect Eppendorf
Thermomixer comfort Eppendorf
Ultrazentrifuge Avanti J-25 Beckman Coulter
UV-Transilluminator UVT-28M Herolab

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad Memmert
Wipptisch Shaker DRS-12 Neo-Lab

Zentrifuge 58§10R Eppendorf

Nicht elektronische Werkzeuge

1 ml Spritze Braun
384-Kammer Mikrotiterplatten Thermo-Fisher
96-Kammer Mikrotiterplatten Techno Plastic Products AG (TPP)
Deckgléschen quadratisch (18x18 mm) Roth oder Menzel
Deckgléschen rund (d = 12 mm) Roth

Glasperlen (versch. Durchmesser) MPI-Werkstatt
Glasplatten Bio-Rad
Impfschlingen (1 pl, 10 ul) Sarstedt oder Nunc
Klebefolien Microamp Thermo-Fisher
Kryogefille (2 ml) Thermo-Fisher
Medizinscher Réntgenfilm Fuji
Mehrkanal-Mikroliterpipette Research®(100ul) Eppendorf
Mikroliterpipetten (diverse) Eppendorf oder Gilson

Neubauer-Zihlkammer Roth




Nicht elektronische Werkzeuge (Fortsetzung)

Objekttrager Roth oder Menzel
Parafilm” American National Can Company
Pasteurpipetten VWR International
PCR-GefiBe (Multiply®-uStrip je 8 x 0,2 ml) Sarstedt

Petrischalen Greiner

Pipettenspitzen Sarstedt

Pipettierhilfen pi-pump” 2500 Roth

Plastik-Kiivetten (VIS) Sarstedt
PVDF-Membran Imobilion-P Millipore
Reaktionsgefile (0,5 ml, 1 ml, 2 ml) Eppendorf oder Sarstedt
Rontgenfilm-Kassette Fuji

Sauregewaschene Glaskiigelchen (425 — 600 pm) Sigma
SDS-PAGE-Gelkdmme (15-fach) Bio-Rad

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt
Spritzen-Kaniilen Sterican® (d = 0,9 mm, | = 40 mm) Braun
Verpackungsfolie Sarogold™-Pro Saropack AG
Whatman-Papier (3 mm) GE Healthcare

Zellkulturflaschen (75 cm?) Techno Plastic Products AG (TPP)

Zellkulturplatten (6, 12, 24 Kammern) Techno Plastic Products AG (TPP)

Zentrifugationsrohrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt oder Greiner

3.1.2. Medien, Puffer, Losungen & Chemikalien

Eine Zusammenstellung der verwendeten Losungen, Puffer sowie der Hefe- und Zellkulturmedien zeigt Tabelle
3.1 Alle Hefemedien wurden zunichst als zweifach konzentrierte Stammldsungen ohne zusitzliche
Komponenten, d.h. Monosaccharide, Aminoséduren oder Uracil hergestellt, die bei 121°C fiir 15 min
autoklaviert wurden. Diese wurden dann bei Bedarf zur Herstellung von Fliissig- und Festmedien genutzt. Die
Puffer und Medien wurden, soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur gelagert. In der Tabelle wurden
nur Volumenprozente als solche gekennzeichnet. Alle sonstigen Prozentangaben entsprechen Gewichts-
prozenten. Aulerdem wurden folgende Chemikalien genutzt: Methanol (99,8 % (v/v)), Ethanol (96 % (v/v)),
1 M Natronlauge, Salzsdure (37 %) und Glycerol (alle Merck) sowie DMSO & Ethidiumbromid (beide Sigma-
Aldrich), 50 mM MgCl, (NEB), Hoechst 33342 (Thermo-Fisher) und Agarose (Biozym).

Tab. 3.2: Medien, Puffer und Losungen (Reagenzien-Hersteller in Klammer; Alle Prozentangaben beziehen
sich, soweit nicht anders vermerkt, auf Masseanteile).

Bezeichnung(en) Zusammensetzung

Hefe-Medien

1xXYPD (yeast peptone dextrose)-
Medium
= Vollmedium:

2 % Bacto™-Trypton (BD)
+ 1 % Bacto™-Hefe-Extrakt (BD) in Aqua bidest.

+2 % Glucose (Sigma-Aldrich) vor Gebrauch zugefiigt (sterile
Bedingungen) (Glucose-Stammldsung: 40 %)

YRR - —
1xCSM/ Gle-Medium (-H/-U/-H & U) 0,75 % Difco™-YNB (Yeast Nitrogen Base) ohne Aminosduren (BD)

= Selektionsmedium + 0,07 % CSM (Complete Supplement Mixture) ohne Adenin, Leucin,

Histidin, Tryptophan und Uracil (MP Biomedicals) in Aqua bidest.
+ 2 % Glucose vor Gebrauch zugefiigt (s. 0.)

+ 0,06 g/l Leucin + 0,04 g/l Tryptophan + 0,01 g/l Adenin (alle
Sigma-Aldrich) vor Gebrauch zugefiigt

+ je nach Selektionsart ggf. 0,02 g/ Histidin oder 0,01 g/l Uracil
(beide Sigma-Aldrich)
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Hefe-Medien Fortsetzung)

1xCSM/ Gal-Medium

Wie 1xCSM/ Glc-Medium jedoch mit 2 % Galaktose (Sigma-

(-H/-U/-H & U) Aldrich) anstatt Glucose (Gal-Stammldsung: 20 %)
= Induktionsmedium
Festmedien Wie die entsprechenden Fliissigmedien (s. 0.)

(1xYPD,1xCSM/ Gle, 1xCSM/ Gal)
= Hefe-Agar

+ 2 % Bacto™-Agar (BD)

Bakterien-Medien

LB (Luria-Bertani)-Medium pH 7,0

1 % Bacto™-Pepton (BD)
+0,5 % Bacto™-Hefe-Extrakt
+0,5 % NaCl

LB smp-Selektionsmedium

Wie LB-Medium + 100 pg/ ml Ampicillin

LB-Festmedien (Agar)

Wie LB-(Selektions-)Medium + 1,5 % Bacto™-Agar

HelL a-Zellkulturmedien:

Vollmedium

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) inkl. 4,5 g/l Glucose &

4 mM L-Glutamin (Gibco™, steril )
+ 10 % (v/v) FBS (fetal bovine serum; Biochrom AG);
+ 1 % Penicillin/ Streptomycin (P/S; Gibco™) (Lagerung bei 4°C)

Stressinduktionsmedium

Wie Vollmedium + 0,5mM Natriumarsenit (Merck)

Einfriermedium

Wie Vollmedium jedoch mit 20 % (v/v) FBS
+ 10 % DMSO

Puffer:

PBS-Puffer (10x) pH 7,4

1,37 M NaCl (Merck)

+ 27 mM KCI (Merck)

+ 0,10 M Dinatriumhydrogenphosphat (Merck)
+ 20 mM Kaliumdihydrogenphosphat (Merck)

TBST-Puffer pH 7,4

= Immunoblot-Waschpuffer

10 mM Tris-HCI (Merck)
+ 100 mM NaCl
+0,2 % (v/v) Tween®™ 20 (Sigma-Aldrich)

TAE-Puffer pH 8,0

0,04 M Tris-Base (Sigma-Aldrich)
+ 0,02 M Essigsdure (Merck)
+ 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich)

TE-Puffer (10x) pH 7,5

0,10 M Tris-Base
+ 10 mM EDTA

Taq-Polymerase Puffer (10x), pH 8,8

0,67 M Tris-HCl

+ 0,16 M Ammoniumsulfat (Merck)
+ 25 mM Magnesiumchlorid (Merck)
+0,1 % Tween 20

MS-Lysepuffer pH 8,0

20 mM Tris-HCIl

+ 8 M Harnstoff (Sigma-Aldrich)

+ 75 mM NaCl (Lagerung bei 4°C)

+ Protease-/Phosphatase-Inhibitoren (Roche) vor Gebrauch zugefiigt
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Puffer (Fortsetzung):

HeLa-Lysepuffer pH 7,4 20 mM Tris-HCI
+ 0,15 M NaCl
+1mM EDTA
+1 % (v/v) Triton® X-100 (Merck) (Lagerung bei 4°C)
+ 0,01 % Benzonase (Merck) vor Gebrauch zugefiigt

+ Protease-Inhibitoren vor Gebrauch zugefiigt

6x Agarose-Gelelektrophorese- 10 mM Tris-HC1
Ladepuffer +0,10 M EDTA
+ 30,0 % (v/v) Glycerol

+ 0,02 % SDS (Roth)
+ 0,25 % Bromphenolblau (Sigma-Aldrich)
+ 0,25 % Xylencyanol (Roth)

5x Lammli-Ladepuffer 0,25 M Tris-Base
+ 0,10 M DTT (Sigma-Aldrich)
+ 0,5 % Bromphenolblau
+ 50 % (v/v) Glycerol
+10 % SDS

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer pH 6,8 0,50 M Tris-Base
+0,1 % SDS

SDS-PAGE-Trenngelpuffer pH 8,8 1,50 M Tris-Base
+0,1 % SDS

10x SDS-PAGE Laufpuffer 0,25 M Tris-Base
+ 2,50 M Glycin (Merck)
+1 % SDS

Immunoblot-Transferpuffer pH 8,3 25 mM Tris
+ 192 mM Glycin
+ 0,037 % SDS
+ 20 % (v/v) Methanol

Immunoblot-Blockier- und TBST pH 7,4
Antikorperpuffer + 5 % Trockenmilchpulver

Immunfluoreszenz (IF)-Blockierpuffer PBS pH 7,4
+ 5 % BSA (Sigma-Aldrich)
+0,1 % (v/v) Triton"” X-100
+0,05 % (v/v) Tween® 20
+ 0,05 % Natriumazid (Merck)

Lésungen:

Hefe-Transformations-Mix 1 0,1 M Lithiumacetat (Sigma-Aldrich)
+ 1,0 M Sorbitol (Sigma-Aldrich)
+ 0,5x TE-Puffer (s. 0.)




Lésungen (Fortsetzung):

Hefe-Transformations-Mix 2

0,1 M Lithiumacetat
+ 40 % PEG-3350 (Sigma-Aldrich)
+ 1x TE-Puffer

Heringssperma-DNA-Losung

0,2 % DNA-Natriumsalz (Sigma-Aldrich)
+0,5mM EDTA

dNTP-Losungen

100 uM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (GE Healthcare)
(Fiir PCR-dNTP-Mixe wurden alle dNTPs zu gleichen Teilen
gemischt)

Formaldehyd-Losung (Zellfixierer)

4 % (v/v) Formaldehyd in Aqua bidest.

3.1.3. Gebrauchsfertige Reagenzien, Losungen & Kits

Tabelle 3.3: Gebrauchsfertige Reagenzien, Liisungen und Kits

Bezeichnung Anwendung Hersteller
Bradford-Proteinfirbeldsung Protein-Konzentrationsbestimmungen  Bio-Rad
Quickload®-1kb DNA-GroBenstandard NEB
Wizard®-SV-PCR-cleanup system-Kit PCR-Produkt Aufreinigung Promega

10x Trypsin/EDTA-Losung Ablosen adhérenter Sdugerzellen Biochrom AG
Attractene Séugerzell-Transfektionsreagenz Qiagen

Lipofectamine™ RNAIMAX

siRNA-Transfektionsreagenz

Thermo-Fisher

RNAseZAP

RNAse-Dekontaminationsmittel

Thermo-Fisher

RNeasy-Mini-Kit

RNA-Isolation aus Séugerzellen

Qiagen

M-MLYV Reverse Transkriptase Puffer (10x)

Reverse Transkription von mRNA

Promega

Fast-SYBR®-Green-Mastermix

cDNA-Detektion bei qRT-PCR

Thermo-Fisher

GeneJET Plasmid Extraction Miniprep-Kit

Plasmid-Isolation aus Bakterien (klein)

Thermo-Fisher

Nucleobond®-Xtra-Midi

Plasmid-Isolation aus Bakterien (mittel)

Machery-Nagel

PageRuler™ Plus Prestained

Protein-Molekulargewichts-Standard

Thermo-Fisher

Western-Lightning”-Plus ECL-Kit

Protein-Detektion auf Immunoblot

Thermo-Fisher

Fluoromount G

Mounting-Medium fiir Mikroskopie

SouthernBiotech

Immersionsol

Optimierung mikroskopischer Bilder

Zeiss

3.1.4. Bakterienstimme, Hefestimme und Zelllinien

Der verwendeten Mikroorganismenstimme sind in Tab 3.4 aufgelistet. Fiir weitere zellbiologische

Untersuchungen wurde auBerdem die humane Zervixkarzinom-Epithelzelllinie HeLa (ATCC®) verwendet.

Ferner stammten bis auf APBP1-sm alle genutzten Hefe-Deletionsstimme sowie der WT-Hefestamm BY4741

aus der Euroscarf (European Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis)-Deletionsbank und

wurden iiber die Johann Wolfgang Goethe-Universitét Frankfurt bezogen.

Tabelle 3.4: Bakterien- und Hefestimme

Stamm Quelle Genotyp
Bakterienstamm
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB
XL1-Blue Stratagene laclg Z_M15 Tnl0 (Tetr)]
Hefestimme
BY4741 (WT) S. 0. Mat a his341;leu2A0;methl1540;ura340

YALO021C (ACCR4) s. 0.

Mat a his3A1;leu240;methl540;ura340; CCR4A.: :kanMX4
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Hefestimme (Fortsetzung)

YDL160C (ADHH1)

S.

0.

Mat a his3A1;leu240,methl540;ura340;, DHHIA: :kanMX4

Mat a his3A1;leu240;methl1540;ura340;EAPIA: :kanMX4

YKL204W (AEAP1) s.o.

YDR206W (AEBS1) s.o. Mat a his341;leu2A0;methl1540;ura340; EBSIA: :kanMX4
YLRI92¢ S o. Mat a his3A1;leu2A0;meth1540;ura340; HCRA: -kanMX4
(Aelf3j/HCR)

YGR162W S o. Mat a his3A1;leu2A0;meth1540;ura3A0; TIF46314: :kanMX4
(Aelf4G1/TIF4631)

YGLO049C S o. Mat a his3A1;leu2A0;meth1540;ura3A0; TIF46324: :kanMX4
(Aelf4G1/TIF4632)

YJL124C (ALSM1) S. 0. Mat a his341;leu2A0;methl 540 ura340; LSM1A::kanMX4
YHRI121W (ALSM12) s.o. Mat a his341;leu2A0;methl5A40;ura340;LSM12A4::kanMX4
YOL111C (AMDY2) s.o. Mat a his341;leu240;methl 540;ura340;MDY2A: :kanMX4
YBR212W (ANGR1)  s.o. Mat a his341;leu240;methl 540;ura340; NGR1A::kanMX4
YGRI78C (APBP1= = Mat a his3A1;leu2A0;meth15A0;ura3A0;PBPI1A: :kanMX4
APBP1-DB)

YDLO053C (APBP4) S. 0. Mat a his341;leu240;methl540;ura340; PBP4A::kanMX4
YNRO052C (APOP2) S. 0. Mat a his341;leu2A0;methl1540;ura340; POP2A: :kanMX4
YHL034C (ASBP1) S. 0. Mat a his341;leu2A0;methl540;ura340;SBPI1A::kanMX4
YPR129W (ASCD6) S. 0. Mat a his341;leu2A0;methl540;ura340;SCD6A: :kanMX4

YJL080C (ASCP160)

w2

Mat a his341;leu2A0;methl540;ura340;SCP160A::kanMX4

YBR111W-A (ASUSI)

w2

Mat a his3A1;leu2A0;methl 5A0;ura340,SUSIA: :kanMX4

YHR077C (AUPF2)

w2

Mat a his3A1;leu2A0;methl 5A0;ura340; UPF2A::kanMX4

Mat a his3A1;leu2A0,methl5A40;ura340; UPF3A.: :kanMX4

YGRO072W (AUPF3) s.o.

YOR359W (AVTS1)  s.o. Mat a his341;leu240;methl1540;ura340; VISIA: :kanMX4
YGL173C (AXRN1)  s.o. Mat a his341;leu240;meth1540;ura340;,XRNI1A.::kanMX4
YGR250C S o. Mat a his341;1eu2A0;meth1540;ura340; YRG250cA: :kanMX4
(AYGR250¢)

zfﬁé;ﬁlﬁmpl gi?t‘;tcﬁrz(ﬁG Mat a his3A1,leu2A0;meth1540;ura340,PBP1

ERG6-RFP AG O’Shea 20 MATa his3A1, leu2 A0, lys2A0, ura3A0; ERG6-mRFP-KanMX6
NIC96-RFP AG O’Shea 20 MATa his3Al, leu2 A0, lys2A0, ura3A0; NIC96-mRFP-KanMX6
PEX3-RFP AG O’Shea 29 MATa his3A1, leu2 A0, lys2 A0, ura3A0; PEX3-mRFP-KanMX6
SAC6-RFP AG O’Shea 20 MATa his3 A1, leu2 A0, lys2 A0, ura3A0; SAC6-mRFP-KanMX6
SEC13-RFP AG O’Shea 20 MAT e his3Al, leu2 A0, lys2A0, ura3A0; SEC13-mRFP-KanMX6

SIK1/NOP56-RFP

AG O’Shea 2%

MATa his3A1, leu2 A0, lys2 A0, ura3A0; NOP56-mRFP-KanMX6

SPC42

AG O’Shea >

MATa his3Al, leu2 A0, lys2 A0, ura340; SPC42-mRFP-KanMX6

ANP1-RFP AG O’Shea 20 MATa his3Al, leu2 A0, lys2 A0, ura340; ANP1-mRFP-KanMX6
SNF7-RFP AG O’Shea 26 MATa his3A1, leu2 A0, lys2A0, ura3A0; SNF7-mRFP-KanMX6
PBP1-GFP Invitrogen 2 Mat a his341;leu2A40;meth1540;urad0;, PBP1-GFP-HIS3MX
DHH1-GFP Invitrogen 2 Mat a his341;leu240;methl1540;urad0; DHHI1-GFP-HIS3MX
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3.1.5. Plasmidvektoren und siRNAs

Die siRNA-Pools fiir die siRNA-Knockdown-Experimente stammten von Dharmacon und sind im Folgenden
aufgelistet:

- hCNOT6 ON-TARGETplus SMARTpool (Dharmacon: L-019101-00-0005)

- hCNOT6L ON-TARGETplus SMARTpool (Dharmacon: L-016411-00-0005)

- hCNOT7 ON-TARGETplus SMARTpool (Dharmacon: L-012897-00-0005)

- hCNOT8 ON-TARGETplus SMARTpool (Dharmacon: L-018791-00-0005)

- ON-TARGETplus Non Targeting Pool (NT-siRNA, Dharmacon: D-001810-10-20)

Die in dieser Arbeit genutzten Plasmide zeigt die folgende Tabelle.
Tab. 3.5: Verwendete Hefe- und Siugerzell-Expressionsvektoren (M. R. = Markus Ralser, F. W. = Franziska

Welzel, A.G.= Anika Giinther, K. E. = Katharina Erbe, F. G. Flaviano Giorgini, A. M. = Anatoli Meriin,
B. J. = Brian Johnson, R. B. = Ross Buchan)

Bezeichnung Promotor Fusions-Tag(s) Marker Quelle
Hefe-Expressionsvektoren
p423Gal-L GALLI / AmpR, HIS3 | ATCC" (87335) *
p423Gal-A2-Q22 GALI / AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (M. R.)*
p423Gal-A2-Q79 GALI / AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (F. W.)
p423Gal-A2-C3NT-Q22 GALI / AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (A. G.)
p423Gal-A2-C3NT-Q79 GALI / AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (A. G.)
p423Gal-A2-C3CT GALI / AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (A. G.)
p423Gal-A2-C3NT-Q22-RS | GAL1 Redstar AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (K. E.
p423Gal-A2-C3CT-RS GALI Redstar AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (A. G.)
p423Gal-A2-C3NT-Q22-GFP | GALI GFP AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (A. G.)
P423Gal-A2-C3CT-GFP GALI GFP AmpR, HIS3 | AG Krobitsch (A. G.)
ATCC® (87341) 2640*
p426Gal-L GALI / AmpR, URA3 |63
p426Gal-TDP43 GALI / AmpR, URA3 | AG Gitler (B. J.) *®
p426Gal-TDP43-GFP GALI GFP AmpR, URA3 | AG Gitler (B. ].)
p416GPD GPD / AmpR, URA3 | ATCC® (87360) °*
p416GPD-A2-C3NT-Q22-RS | GPD Redstar AmpR, URA3 | AG Krobitsch (A. G.)
p416GPD-A2-C3CT-RS GPD Redstar AmpR, URA3 | AG Krobitsch (A. G.)
pYES2-SCA1-Q30 GALI Flag', GFP AmpR, URA3 | AG Lindquist (F. G.)
pYES2-SCA1-Q80 GAL1 Flag*, GFP AmpR, URA3 | AG Lindquist (F. G.)
: AG Lindquist (A. M.)
pYES2-Htt-Q25 (Exonl) GAL1 Flag , GFP AmpR, URA3 |26
pYES2-Htt-Q103 (Exonl) GALI Flag", GFP AmpR, URA3 | 223 Lindquist (A- M.)
pRP-EDC3-mCh EDC3 mCherry AmpR, URA3 | AG Parker (R. B.)
pRP-Publ-mCh PUBI1 mCherry AmpR, URA3 | AG Parker (R.B.) ”
HexaHis, HA, .
BG1805-CCR4 GALI Protease 3C, Protein | AmpR, URA3 | YS2St ORF collection
. (GE Lifescience)
A (ZZ-Domine)
HexaHis, HA, .
BG1805-POP2 GALL Protease 3C, Protein | AmpR, URA3 (ygg‘tL?f;Ri i"e‘ﬁgmn
A (ZZ-Domine)
Sduger-Expressionsvektoren
pCMV-Myc CMV-IE c-Myc AmpR Clontech
pCMV-Myc-A2-Q22 CMV-IE c-Myc AmpR AG Krobitsch (M. R.)
pCMV-Myc-A2-Q79 CMV-IE c-Myc AmpR AG Krobitsch (F. W.)
pCMV-Myc-A2-C3NT-Q22 |CMV-IE | c-Myc AmpR AG Krobitsch (A. G.)**
pCMV-Myc-A2-C3NT-Q79 | CMV-IE c-Myc AmpR AG Krobitsch (A. G.)
pCMV-Myc-A2-C3CT CMV-IE  |c-Myc AmpR AG Krobitsch (A. G.)™

* N-terminaler Tag (alle sonstigen Tags waren C-terminal angefiigt worden)
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3.1.6. Oligonukleotid-Primer

Fiir die reverse Transkription mittels M-MLV-Reverse Transkriptase (Promega) wurden Oligo(dT)15-Primer

von Promega verwendet. Die Herstellung aller weiteren Oligonukleotid-Primer erfolgte durch die BioTeZ GmbH

(Berlin-Buch). Die Designer der Primer sind in Tab. 3.6 angegeben.

Tabelle 3.6: Liste der genutzten Oligonukleotid-Primer (s. = sense, as. = antisense)

Bezeichnung Sequenz (5°-3¢) Quelle

GAPDH-fw (s.) CCACTCCTCCACCTTTGAC Raynes ef, al, >
GAPDH-rev (as.) ACCCTGTTGCTGTAGCCA o
B2M-fw (s.) ACTGAATTCACCCCCACTGA Dr. F. Welzel
B2M-rev (as.) CCTCCATGATGCTGCTTACA (AG Krobitsch) 2*®
CNOT7-fw (s.) ATGCCAGCGGCAACTGTAG Harvard Primerbank
CNOT7-rev (as) TCGGTGTCCATAGCAACGTAA (ID 85067506¢1 ) 2
CNOTS8-fw (s.) CTGCGGTGCAATGTTGACC Harvard Primerbank

CNOTS8-rev (as.)

GATTCCAGAAGGATACTCTCCCT

(ID 31542314¢2) >

Ataxin-2-fw (s.)

ATCAGTTGTTGGCTCCAAATGT

Dr. F. Welzel (AG

Ataxin-2-rev (as.) CGGCATCAAGTACCAAATCACA Krobitsch) "
TDP-43-fw (s.) CCGAACAGGACCTGAAAGAG Dr. C. Kihler (AG
TDP-43-rev (as.) AAAGCCAAACCCCTTTGAAT Krobitsch)
DeltaValid-fw (s.)* GATGTCCACGAGGTCTCT

DeltaValid-rev (as.)* CGGTGTCGGTCTCGTAG Saccharomyces Genome
DeltaValid Seq-fw (s.)* | CTCGACATCATCTGCCCAGA Deletion Project *"'
DeltaValid-Seq-rev (as.)* | GTCTGCAGCGAGGAGCCGTA

*Primer zur Validierung von Hefe-Deletionsbankstdmmen s. Abs. 3.2.2. & 3.2.5.2.. Alle weiteren Primer waren analytische

qRT-PCR-Primer

3.1.7. Antikorper

Tabelle 3.7: Ubersicht verwendeter Primir-Antikérper (IB = Immunoblot, IF = Immunfluoreszenz)

Bezeichnung Wirt Verdiinnung IB Verdiinnung IF  Quelle

m-o-Tubulin-f§ Maus / 1:200 Sigma-Aldrich
rb-a-GRP9%4 Kaninchen / 1:200 Abcam

rb-0-DDX6 Kaninchen / 1:300 Novus Bio.

m-a-DCP1 Maus / 1:400 Sigma-Aldrich

m-o-TIAR Maus / 1:200 BD

rb-a-TDP-43 Kaninchen / 1:200 Proteintech

m-o-Myc Maus / 1:500 Millipore

rb-a-Myc Kaninchen / 1:500 Sigma-Aldrich
rb-a-CNOT7 Kaninchen 1:500 / Sigma-Aldrich
rb-o-CNOT8 Kaninchen 1:100 / (SUIY\IIEEE; of Nottingham)
rb-a-CNOT6 Kaninchen 1:100 / (SUI‘]’:’V‘ESE of Nottingham)
rb-o-CNOT6L Kaninchen 1:100 / (SUX\I:BIESIE; of Nottingham)
m-o-GAPDH Maus 1:10.000 / Applied Biosystems
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Tabelle 3.8: Ubersicht verwendeter, konj ugierter Sekundir-Antikérper (HRP = horse radish peroxidase)

Bezeichnung Wirt Verdiinnung IB Verdiinnung IF  Quelle

AlexaFluor®488 gt-o-m-IgG | Ziege / 1:1000 Thermo-Fisher
AlexaFluor®594 gt-o-m-IgG | Ziege / 1:1000 Thermo-Fisher
gt-a-m-IgG-HRP Ziege 1:10.000 / Sigma-Aldrich
gt-o-rb-IgG-HRP Ziege 1:10.000 / Sigma-Aldrich

3.1.8. Software

Alle genutzten internetbasierten Anwendungen sowie Datenbanken werden in den entsprechenden Teilen von

Abs. 3.2., Abs. 4. und Abs. 5. vorgestellt. Eine Liste der verwendeten fest installierten Software zeigt Tab. 3.9.

Tabelle 3.9: Fest installierte Rechnerprogramme

Bezeichnung (Version) Anwendung Hersteller/Entwickler

Word (14.0.5128.5000) Textverarbeitung Microsoft

Excel (14.0.5128.5000) Tabellenkalkulation Microsoft

Illustrator (14.0.0) Bildbprisentation Adobe

Photoshop (11.0) Bildbearbeitung Adobe

ImagelJ (1.45s) Zellzdhlungen fiir quantitative Mikroskopie Wayne Rasband (Open Source)
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3.2. Methoden

3.2.1. Bioanalytische Methoden

3.2.1.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationen von via Kit isolierter Plasmid-DNA (pDNA), aufgereinigten PCR-Amplikons und mRNA
(s.u.) wurden mittels eines Nano-Drop™-UV/VIS-Spektralphotometers bestimmt. Damit wurden die
UV-Lichtabsorptionen bei A = 260nm von je 1 pl der Nukleinsdurelosung sowie einer Blindprobe gemessen, aus

deren Verhiltnis schlieBlich die Nukleinsdurekonzentration berechnet wurde.

3.2.1.2. Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford (fiir Inmunoblots & MS-Analysen)

Die Protein-Konzentrationsbestimmungen in Hefe- oder Sdugerzelllysaten wurden nach der Bradford-Methode
mit Hilfe einer gebrauchsfertigen Proteinfarbelosung durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der Bindung eines
braunen Farbstoffs an Proteine und der damit einhergehenden Bildung blauer Protein-Farbstoff-Komplexe deren
Lichtabsorption bei A= 595 nm (Asos) photometrisch gemessen und auf die einer Blindprobe bezogen wird. Auf
diese Weise war ferner anhand einer BSA-Standardreihe ein Faktor von 5,21 zur Berechnung der
Proteinkonzentration (in mg/ml) aus den Absorptionswerten ermittelt worden. Fiir die Protein-
Konzentrationsbestimmungen der Lysate wurden schlieBlich zu 800 pl in Kiivetten vorgelegtem PBS weitere
200 pl Proteinfarbelosung pipettiert, gefolgt von 5 pl Probe bzw. Lysepuffer im Fall der Blindproben. Die
verschlossenen Kiivetten wurden darauthin invertiert, die Ansétze fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und

abschlieBend wurden die Asgs-Werte der Proben gemessen.

3.2.1.3. HPLC-Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)

Fiir die MS-Analysen wurden zunéchst je 2ml YPD/Glc-Fliissigmedium mit Einzelklonen des WT-Hefestamms
BY4741 oder der Deletionsstimme APBP1-DB bzw. APBP1-sm inokuliert und diese Zellsuspensionen iiber
Nacht bei 30°C schiittelnd inkubiert. Am folgenden Tag wurde die ODggy der Kulturen gemessen, um aus ihnen
anschlieBend Hauptkulturen mit einer ODggy von 0,2 herzustellen, wozu entsprechende Kulturvolumina in je
300 ml YPD/Glc-Flissigmedium verdiinnt wurden. Die Hauptkulturen wurden anschlieBend bei 30°C schiittelnd
inkubiert, bis sie eine ODgyy von 0,6 — 0,8 erreicht hatten. Darauthin wurden die Zellen abzentrifugiert, lysiert
(s. dazu Abs. 3.2.5.2.) und anschlieBend wurde die Proteinkonzentration der Lysate mittels Bradford-Test
(s. v. Abs.) bestimmt.

Die Proben wurden schlieBlich zur weiteren Aufbereitung und massenspektrometrischen Analyse an die MS-
Service-Einrichtung des Max-Planck-Instituts iibergeben. Dort wurden fiir die MS-Analyse Lysat-Aliquots mit
aquivalenten Proteinmengen zunéchst mittels Dithiothreitol reduziert, darauthin mit Chlorazetamid alkyliert und
schlieBlich tryptisch verdaut. Der enzymatische Verdau erfolgte dabei iiber Nacht in einer 1,5 M Harnstoff-
Losung in 50 mM Tris, (pH 8.0) bei einem Enzym-Protein Verhéltnis von 1:50. Dieselbe Enzymmenge wurde
am Folgetag nochmals hinzugegeben und der Verdau eine weitere Stunde fortgefiihrt, woraufthin er durch
Zugabe von 100 % Ameisensdure gestoppt und die Ansdtze mittels C18-Pipettenspitzen (Pierce) entsalzt
wurden. Die Eluate wurden darauthin vakuumgetrocknet und in 5 % Acetonitril/ 2 % Ameisensédure wieder

gelost.
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Nach diesen Vorbereitungen folgte die MS-Analyse, wobei ein ,Nanoflow” Reversed-Phase Fliissigkeits-
Chromatographie (LC)-System (Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific, USA) online gekoppelt an ein
,»Q-Exactive Plus Orbitrap” Massenspektrometer (Thermo Scientific) genutzt wurde Die LC wurde dabei mittels
analytischer PicoFrit-Sdulen (75 um Innendurchmesser x 25 cm Lénge, Innendurchmesser Spitze: 15 pm (New
Objectives, Woburn, MA, USA)) durchgefiihrt die vor Ort mit 3 pm C18 Resin (Reprosil-AQ Pur) gepackt
wurden. Die Peptide wurden anschlieBend iiber 192 min bei einer Fliefrate von 266 nl/min in einem Gradienten
von 3,8 —98 % des Losungsmittels B eluiert (Losungsmittel A: 0.1 % Ameisensdure; Losungsmittel B: 80%
Acetonitril & 0,08 % Ameisensdure). Die Erzeugung des Nano-Elektrosprays fiir die MS-Analyse erfolgte
daraufthin bei 3 kV. Dabei folgten jedem Zyklus eines vollstindigen FT-Scan-Massenspektrums (300 — 1700
m/z, Auflésung von 35000 bei m/z=200) zwdlf datenabhingige MS/MS-Scans mit einer normalisierten
Kollisionsenergie von 25 eV. Die MS-Rohdaten wurden schlieBlich mittels der Software MaxQuant (Version
1.5.0.0) verarbeitet, wobei das dort integrierte MaxLFQ-Werkzeug fiir labelfreie Quantifizierungen genutzt

wurde. 27?273

3.2.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1. Hefe-Plasmidtransformationen (fiir Tropftests und Fluoreszenzmikroskopie)

Fir die Transformationsansitze wurde zunidchst von jedem Hefestamm eine 2ml Suspensionskulturen in
YPD/Glc-Fliissigmedium hergestellt. Dafiir wurden die bei 4°C gelagerten, auf YPD/Glc-Festmedium
angewachsenen Hefezellen mit einer 10 pl Impfschlinge in 15 ml Zentrifugationsréhrchen mit 3 ml Vollmedium
tiberfiihrt. Die Kulturen wurden daraufhin {iber Nacht bei 30°C geschiittelt.

Am niichsten Tag wurden diese Ubernachtkulturen mit sterilem, YPD/Glc-Medium auf einen ODgg-Wert von
0,4 eingestellt, und in Erlenmeyerkolben weitere 4 —5 h bei 30°C geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Suspensionen in 50ml Zentrifugationsrdhrchen iberfiihrt, und die Zellen bei 2800 Umin" fiir 8 min
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde daraufhin mit 10 ml 1x TE-Puffer gewaschen und erneut abzentrifugiert
(s. 0.). Danach wurde es in 1 ml Hefetransformations-Mix 1 resuspendiert und darin fiir 10 min inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden in 1,5 ml Reaktionsgefdaflen die Transfomationsansitze vorbereitet. Dazu wurden je 230 pl
Mix 2 vorgelegt und 5 pl Heringssperma-DNA dazugegeben. SchlieBlich wurden je nach Konzentration 0,5 pl
oder 1 ul pDNA (= 300 — 600 ng) hinzugefiigt. Fiir Ko-Expressions-Analysen wurde dem Ansatz an dieser Stelle
zusétzlich 0,5 pl oder 1 ul einer zweiten pDNA hinzugefiigt. Nach der Inkubation wurde 40 pl der Mix 1-
Suspension in die Mix 2-Ansétze iiberfiihrt und beide griindlich vermischt. Darauf folgte eine halbstiindige
Inkubation der Transformationsansétze im Schiittelinkubator bei 30°C.

Anschliefend wurden 30 ul DMSO zu den Ansitzen gegeben und diese erneut gut gemischt, worauthin sie fiir
7 min im 42°C warmen Wasserbad schwimmend einem Hitzeschock ausgesetzt wurden. Nach der Inkubation
wurden die Hefezellen abzentrifugiert (5000 Umin™', 5 min), mit je 1 ml Aqua bidest. gewaschen und erneut wie
zuvor zentrifugiert. Das Zellpellet wurde daraufhin in 40 — 50 pl Aqua bidest. resuspendiert, und die Halfte der
Suspension auf zuvor priparierte Selektionsagarplatten aufgebracht. Dabei handelte es sich je nach
transformiertem Plasmid-Auxotrophiemarker um Histidin- oder Uracil-Mangelagar. Bei Kotransformationen
fehlten dem Agar entsprechend beide Stoffe. Der Transformationsansatz wurde schlieBlich mit Glasperlen auf
dem Festmedium verteilt und trocknen lassen. Die verschlossenen Platten wurden abschlieend kopfiiber im

Brutschrank fiir zwei bis vier Néchte (je nach Wachstum) bei 30°C inkubiert.
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Zur Anreicherung von Zellmaterial fiir nachfolgende Experimente wurden auBerdem Einzelklone mit sterilen
Pipettenspitzen aufgelesen und auf frischen Selektionsagarplatten neu ausgestrichen, woraufhin sie wie zuvor

inkubiert wurden. Diese Platten wurden zudem bei 4°C fiir maximal 4 Wochen gelagert.

3.2.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (fiir Deletionsstamm-Validierung)

Die hier genutzten Euroscarf-Deletionsbankstimme trugen alle spezifische DNA-Sequenz-Tags stromaufwérts
und stromabwirts des jeweils, deletierten Gens (UP- und DOWN-Tag), wodurch sie eindeutig identifizierbar
waren. Diese Tags zu amplifizieren war Zweck der hier beschriebenen PCR. Die PCR-Ansitze waren dabei
folgendermaBlen zusammengesetzt: 3 ul Hefezelllysat mit genomischer DNA (s. Abs. 3.2.5.2.), je 5 pmol Sense-
und Antisense-Primer (d. h. je 0,5 pl einer 10 pM-Stammldsung), 0,5 pl ANTP-Mix (je 10 mM), 0,75 ul MgCl,
(50 mM) sowie 2,5 pl 10-fach Taq-PCR-Puffer und 0,1 ul Taq-Polymerase. Diese Ansdtze wurden schlielich
mit Aqua bidest. auf 25 pl aufgefiillt, gemischt und fiir die enzymatische Kettenreaktion in einen vorgeheizten
Thermocycler gestellt. Dabei wurden die Proben im Eisbad angesetzt und bis zum PCR-Start dort belassen. Fiir

die anschlieBende Amplifikation wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

1) 94°C fiir 2 min

2) 94°C fiir 15 s

3) S55°C fiir 15°s

4) 72°C fiir 30 s

5) Wiederholung der Schritte 2 — 4 (35mal)
6) 72°C fiir 10 min

7) Abkiihlung auf 4°C (bis zur Entnahme)

So sollte im Optimalfall fiir jeden Stamm ein ca. 1,5 kbp groBBes Amplikon produziert werden, das sowohl die

UP- als auch DOWN-Tag-Sequenz enthalt, was mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift wurde (s. n. Abs.)

3.2.2.3. Agarose-Gelelektrophorese (fiir Deletionsstamm-Validierung)

Fiir die Agarose-Gelelektrophoresen wurden horizontale 2 % (w/v) Agarose/TAE-Puffer-Gele gegossen, die
zudem 0,5 g/ml Ethidiumbromid zur DNA-Detektion enthielten. Die zu untersuchenden PCR-Proben wurden
dabei zunichst mit 6-fach Agarose-Gelelektrophorese-Ladepuffer im Verhéltnis 5:1 gemischt und auf die Gele
geladen. Der Gellauf fand dann bei 60 V in TAE-Puffer statt. Zum GroBenabgleich der Amplikons wurde der
Quickload®-1kb-DNA-Standard verwendet. Positiv getestete Proben wurden anschlieBend fiir die Sequenzierung

weiter aufgearbeitet (s. n. Abs.)

3.2.2.4. Sequenzierung von PCR-Amplikons zur Deletionsstamm-Validierung

Die Sequenzierungen von PCR-amplifizierten UP- und DOWN-Tag-Sequenzen, die aus genomischer DNA von
Hefe-Deletionsstimmen gewonnen wurden (s. Abs. 3.2.2.2.), wurden durch die Firma Eurofins durchgefiihrt.

Dazu mussten die PCR-Produkte jedoch zunichst aufgereinigt werden, wozu das ,,Wizard®-SV-PCR-cleanup
system“-Kit genutzt wurde. Dieses basiert auf DNA-Adsorption an Silika-Sdulen die in 1,5 oder 2 ml-
Reaktionsgefalen zentrifugierbar sind. Die Aufreinigung der Amplikon-DNA wurde gemidl dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt, und die DNA dabei in je 40 pl nukleasefreiem Aqua bidest. eluiert. Daraufthin
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wurde die DNA-Konzentration der Proben bestimmt, und es wurde mit nukleasefreiem Wasser eine 10 ng/ul
DNA-Losung in einem Gesamtvolumen von 15 pl hergestellt. Zu dieser wurden ferner zwei Sequenzierungs-
Primer (DeltaValid Seq-fw & DeltaValid Seq-rev) gegeben, so dass deren Konzentration 2 pmol/ul betrug. So
pripariert wurden die Proben schlieBlich zum Sequenzieren verschickt. Die Ubereinstimmung der Tag-

Sequenzen wurde nach der Sequenzierung mit Hilfe einer entsprechenden Tabelle von Euroscarf iiberpriift.

3.2.2.5. Plasmidtransfektionen in HeLa-Zellen (fiir IF-Mikroskopie)

Um HeLa-Zellen mit rekombinanten Expressionsplasmiden zu transfizieren wurde das Attractene-Reagenz
entsprechend den Herstellerangaben angewendet, wobei die Transfektionen in 24-Kammer-Zellkulturplatten
durchgefiihrt wurden. Alle Reagenzien und Plasmidldsungen wurden bis zu ihrer Verwendung im Eisbad
gekiihlt. Da die behandelten Zellen spéter mikroskopiert werden sollten, wurden die Transformationen auf
sterilen Mikroskopie-Deckgldsern durchgefiihrt, die auf dem Kammerboden positioniert worden waren. Auf
diese Glischen wurden pro Kammer 4 x 10* Zellen ausgesit, denen iiber Nacht Zeit gegeben wurde sich zu
setzten. Darauthin wurde am nichsten Tag fiir die Transfektions-Mastermixe hergestellt, wobei ein einfacher 24-
Kammer-Ansatz dabei folgende Zusammensetzung hatte: 60 ul DMEM (ohne FBS oder P/S) plus 0,4 ng pDNA
plus 1,5 ul Attractene. Der Mastermix wurde darauthin gevortext und fiir 20 — 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zwischenzeitlich wurden die zuvor gesédten Zellen mit PBS gespiilt und danach mit 500 ul neuem
DMEM-Vollmedium bedeckt. SchlieBlich wurde der Mastermix in entsprechenden Aliquots tropfenweise auf die
Kammern verteilt, und die Zellen fiir 4—5h bei 37°C inkubiert. Um toxische Wirkungen des
Transfektionsreagenz gering zu halten, fand daraufhin ein Mediumwechsel zu frischen DMEM-Vollmedium
statt. Nach insgesamt 24 h transienter Plasmidexpression bei 37°C wurden die Zellen schlieBlich fiir die

Mikroskopie aufgearbeitet.

3.2.2.6. Transfektionen mit siRNA in HeLa-Zellen (fiir Inmunoblots, qRT-PCR & IF-Mikroskopie)

Die siRNA-Transfektionen wurden mit dem Lipofectamine™ RNAiMAX-Reagenz nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Dieses wurde wie auch die siRNAs bis zur Verwendung im Eisbad gekiihlt. Fiir die
Transfektionen wurden sowohl 24- als auch 12-Kammer-Zellkulturplatten genutzt. Im Fall der 24-Kammer-
Ansitze (fiir IF-Mikroskopie) wurden am Tag vor der Transfektion je Kammer 2 x 10* Zellen auf Deckglischen
(s. Plasmidtransfektionen) ausgesit. Pro 12-Kammer-Ansatz (fiir Immunoblot und qRT-PCR) wurden hingegen
4 x10* Zellen direkt auf den Kammerboden ausgesit. Am nichsten Tag wurden daraufhin zunichst
Transfektions-Mastermixe hergestellt, wobei jeder 24-Kammer-Einzelansatz wie folgt zusammengesetzt war:
60 pl antibiotikafreies DMEM (ohne FBS) plus 12 pmol siRNA plus 1,5 pl RNAIMAX. Fiir jeden 12-Kammer-
Einzelansatz wurden dieselben Komponenten in doppelter Menge verwendet. Die Mastermixe wurden
schlieBlich gevortext und fiir 20 — 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden entsprechende Aliquots
tropfenweise auf die Zellen gegeben, deren Medium zuvor auf antibiotikafreies DMEM/ FBS umgestellt worden
war. Dabei war fiir 12-Kammeransitze | ml und fiir 24-Kammeransétze 500 pl Medium verwendet worden. Der
siRNA-Knockdown (Kd) erfolgte dann iiber 72 h im Inkubator bei 37°C. Nach der Inkubation wurde im Fall der
gRT-PCR- und Immunoblot-Proben (12-Kammeransétze) das Zellmedium abgesaugt und die Zellen einmal mit
PBS gespiilt. Die Platten wurden anschlieBend, bevor sie lysiert wurden, {iber Nacht bei -80°C tiefgekiihlt, um
die Integritét der Zellen zu zerstoren. Die Proben fiir die IF-Mikroskopie (24-Kammeransétze) wurden hingegen

nach Absaugen des Mediums direkt fiir die Mikroskopie vorbereitet (s. Abs. 3.2.6.5.)
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3.2.2.7. RNA-Aufreinigung aus HeLa-Zellen (fiir qRT-PCR)

Zur mRNA-Isolation aus HeLa-Zellen wurde das ,,RNeasy Mini“-Kit verwendet, das auf selektiver mRNA-
Bindung an Silikamembransédulen beruht, die in 1,5 oder 2 ml Reaktionsgefaflen zentrifugierbar sind. Um dabei
RNAse-Kontaminationen der Umgebung zu minimieren wurde der Arbeitsplatz vor jeder Aufreinigung mit
RNAse-Dekontaminationsmittel gesaubert.

Die RNA-Extraktion erfolgte ferner gemidBl den Empfehlungen des Kit-Herstellers, wobei die zuvor in
12-Kammer-Zellkulturplatten angesetzten und bei -80°C tiefgekiihlten Zellproben (s. v. Abs.) mittels einer
1 ml-Spritze mit 0,9 mm-Kaniile lysiert wurden. Dabei wurde 350 pl Lysepuffer direkt in die Plattenkammern
gegeben, und dieser mit den Zellen mehrfach durch die Spritzenkaniile gepresst. Aulerdem wurde bei jeder
Aufreinigung ein im Kit-Handbuch als optional aufgefiihrter DNAse-Verdau durchgefiihrt. Zudem wurde stets
ein optionaler einminiitiger Zentrifugationsschritt zwischen letztem Waschschritt und Elution in die Prozedur
eingebaut, um durch eine trockenere Sdule hohere mRNA-Ausbeuten zu erzielen. Die mRNA wurde dann in
40 pl DEPC-Wasser eluiert, und ihre Konzentration an einem Spektralphotometer gemessen (s. Abs. 3.2.1.1.).
Die Lagerung der RNA-Eluate erfolgte anschlieSend bei -80°C.

3.2.2.8. Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR)

Fiir die qRT-PCR-Untersuchungen musste zunichst aus HelLa-Zellen isolierte mRNA mit Hilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase (RNA-abhingige DNA-Polymerase) in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben
werden. Die dafiir notwendigen Arbeiten wurden, soweit nicht anders angegeben, auf Eis durchgefiihrt, und es
ging ihnen stets eine RNAse-Dekontamination des Arbeitsplatzes voraus.

Fir die Erststrang-cDNA-Synthese wurde hier M-MLV-Reverse Transkriptase nach Herstellerangaben
verwendet. Fiir die Synthese von 1 ug ¢cDNA wurde entsprechend je 1 ug mRNA-Eluat in 9,5 ul DEPC-Wasser
verdiinnt und 0,5 pl Oligo(dT)15-Primer hinzugefiigt. Der Ansatz wurde anschlieBend zum Primer-Annealing
fir 5 min bei 70°C in einen Thermocycler gestellt. Danach wurden 5 ul des 5-fachen M-MLV-Puffers sowie
0,5 pl einer 10 mM dNTP-Losung und 9,4 pl DEPC-Wasser hinzugefiigt. Als letztes wurde in jeden Ansatz
0,1 pl Enzym gegeben. Fiir die cDNA-Synthese wurden die Ansdtze darauthin 1 h lang im Thermocycler bei
42°C gehalten, gefolgt von 10 min bei 65°C zur Inaktivierung der Transkriptase. Die cDNA-Proben wurden
schlieflich bei Bedarf {iber eine Nacht bei -20°C gelagert oder direkt fiir die quantitative PCR vorbereitet.

Die Proben fiir die quantitative PCR wurden darauthin in 384-Kammer-Mikrotiterplatten angesetzt, wobei alle
dafiir bendtigten Komponenten auf Eis gekiihlt wurden. Fiir die PCR-Reaktion wurde der ,,SYBR"®-Green-
Mastermix* verwendet. Dieser beinhaltet den mit DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Green,
der in Form von DNA-Farbstoff-Komplexen Licht (A=561 nm) emittiert, und so die Amplikon-Detektion
ermdglicht. Um unspezifisches Primer-Annealing zu vermeiden, wurden die Ansétze jedoch nicht direkt in die
Mikrotiterplatten pipettiert, sondern es wurden zunéchst separate cDNA- und Primer-PCR-Mastermixe mit
SYBR"-Green hergestellt, die schlieBlich in den Plattenkammern gemischt wurden. Jeder Einzelansatz enthielt
dabei letztendlich 5 ul DEPC-Wasser, 2,5 ul SYBR®-Green-Mastermix, 2 pl revers transkribierte cDNA
(=40 ng) und je 0,5 pl zweier analytischer qRT-PCR-Primer (Sense und Antisense), deren Stoffmenge damit bei
2,5 pmol lag. Die verwendeten analytischen Primer (s. Abs. 3.1.6.) waren dabei bereits zuvor von Dr. F. Welzel
(AG Krobitsch) via qPCR-Dissoziationskurven-Analyse von cDNA-Verdiinnungsreihen hinsichtlich ihrer

Spezifitiat validiert worden. Die Platten wurden schlielich mit durchsichtiger Schutzfolie bedeckt, und die
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Messungen daraufhin unter Nutzung des ,Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time-PCR-Systems®

durchgefiihrt, wobei folgendes Programm genutzt wurde:

1) 50°C fiir 2 min

2)  95°C fiir 10 min

3)  95°Cfiir 15 sec

4)  60°C fiir 30 sec

5)  Wiederholung der Schritte 3 & 4 (40 mal)
6)  Abkiihlung auf 4°C (bis zur Entnahme)

Prinzipiell wurden dabei immer drei technische Replikate fiir jede Primer-Paar/ cDNA-Kombination gemessen,

und der Mittelwert daraus fiir die Auswertung verwendet.

3.2.3. Biotechnologische Methoden

3.2.3.1. Bakterien-Plasmidtransformationen (fiir pDNA-Priparationen)

Die Transformationen wurden unter semi-sterilen Bedingungen in der Nihe einer Brennerflamme und an einem
zuvor mit 70 % Ethanol desinfizierten Arbeitsplatz durchgefiihrt. Die genutzten Bakterien waren
chemokompetente e.coli vom Stamm XL-1 Blue, die bei -80°C in 50 pl Aliquots gelagert worden waren.
Plasmidlésungen und Bakterienstammkulturen wurden bis zu ihrer Verwendung im Eisbad gekiihlt.

Diese Aliquots wurden flir die Transformation getaut, und 0,5 pl Plasmidlosung (= 100 — 500 ng pDNA
entsprechend) wurden hinzugefiigt. Diese Ansétze wurden daraufhin gemischt und fiir 20 — 30 min im Eisbad
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 2 min bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt, worauthin sie in
1,5 ml Reaktionsgefd3e iiberfiihrt wurden, in denen je 800 pl von auf 37°C erwdrmtem LB-Medium vorgelegt
worden waren. Die verdiinnten Ansédtze wurden danach fiir eine halbe Stunde bei 37°C in einen Thermomixer
mit 600 Umin" gemischt. SchlieBlich wurden davon 50 ul auf LB amp-Selektionsagarplatten pipettiert und mit
Glasperlen verteilt. Nachdem das Medium getrocknet war, wurden die Platten iiber eine Nacht bei 37°C
inkubiert. Am Folgetag wurden ferner mittels Pipettenspitzen einzelne Transformanden in LB ap,-Fliissig-
medium inokuliert, und dienten so als Ausgangsmaterial fiir die folgenden pDNA-Préparationen (s. n. Abs.).

Fir die Langzeitlagerung transformierter Plasmide wurden Einzelklone der Transformationen in 2 ml
Selektionsmedium inokuliert und iiber Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator gemischt. Die Suspensionskultur
wurde dann am Folgetag 1:1 mit Glycerollosung (50 %) in 2 ml-Kryo-Gefdlen gemischt und schlieBlich bei -
80°C im Tiefkiihlschrank gelagert.

3.2.3.2. Plasmid-DNA-Priiparationen aus Bakterien

Die Isolation von pDNA aus Bakterien-Transformanden erfolgte im Fall der Sduger-Expressionsplasmide im
Kleinformat mit dem ,,GeneJET Plasmid Extraction Miniprep“-Kit. Dieses basiert prinzipiell auf DNA-
Adsorption an Silikamembransiulen, die auf 1,5 und 2 ml-Reaktionsgefdfle zugeschnitten sind, in denen die
Séulen zentrifugiert werden konnen. Das erlaubt hohe Durchlaufgeschwindigkeiten von Lysaten, Puffern und
Eluaten und verkiirzt so den Zeitaufwand der pDNA-Isolierung.

Fiir diese Plasmidisolierungen wurden jeweils Suspensionskulturen der Transformanden in 3 ml LBap,-

Fliissigmedium angesetzt die {iber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert wurden. Die Transformanden wurden
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dabei entweder als einzelne Kolonie von einer Transformationsplatte iibertragen, oder von der angetauten
Oberflache einer tiefgekiihlten Transformandenkultur abgenommen (s. v. Abs.). Die Isolation erfolgte dann
gemihB Herstellerprotokoll, wobei die Saulen stets mit 12000 Umin™ zentrifugiert wurden. Die Elution wurde
schlielich mit 40 pl Nuklease-freiem Aqua bidest. durchgefiihrt.

Die Hefe-Expressionsplasmide wurden andererseits im mittelgroBen Format mit Hilfe des ,,Nucleobond®-Xtra-
Midi“-Kits extrahiert, das auf Anionenaustausch-Sdulenchromatografie basiert. Dafiir wurden wie oben
beschrieben Ubernachtkulturen angesetzt die hier jedoch entsprechend groBer waren. So wurden die
Transformandenklone in je 100 ml LB s,-Fliissigmedium inokuliert, und in Erlenmeyerkolben schiittelnd bei
37°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellsuspensionen darauthin in je zwei 50 ml
Zentrifugationsrohrchen abzentrifugiert (6000%g, 10 min, 4°C) und die Zellpellets nach Resuspension vereint.
Der komplette Ansatz wurde anschlieBend der pDNA-Isolation geméfl dem Herstellerprotokoll unterzogen.
SchlieBlich wurde die DNA in 300 pl nukleasefreiem Aqua bidest. rekonstituiert. Alle pPDNA-Préparationen
wurden bei -20°C im Tiefkiihlschrank gelagert.

3.2.4. Biochemische Methoden

3.2.4.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (fiir Inmunoblots)

Zur Auftrennung von Proteinen aus Lysaten von HelLa-Zellen wurde die denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet, die in vertikalen Mini-PROTEAN® Gelkammern durchgefiihrt
wurde. Fiir die Elektrophorese der Einzel-Kd-Proben von CNOT6, CNOT6L, CNOT7 und CNOTS8 wurden
zundchst 12 % Acrylamid enthaltende Trenngele gegossen, und diese nach ihrer Auspolymerisierung mit 5 %
Acrylamid-Sammelgelen iiberschichtet. Ferner wurde wéhrend der Gelpolymerisierung 5-fach Lammli-
Ladepuffer in den Proteinlysaten auf einfache Konzentration verdiinnt und diese Verdiinnungen zur Protein-
Denaturierung fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Dabei waren die Lysatvolumina in Abhéingigkeit von ihrer
Proteinkonzentration so gewéhlt, dass jede Probe dquivalente Proteinmengen von 25 pg Protein enthielt.

Die Gele wurden schlieBBlich mit den Lammlipuffer-Lysaten bzw. 5 ul einer Molekulargewichtsstandardlosung
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder) beladen, und die Gelkammern mit SDS-PAGE-Laufpuffer befiillt.
Die Elektrophorese lief daraufhin zunéchst bei einer Spannung von 80 V bis eine Anreicherung der Proben an
der Trenngel/ Sammelgel-Grenze zu erkennen war. Danach wurde die Spannung je nach Gelkammer auf 120-

180V erhoht. Die Stromstirke blieb dabei stets konstant.

3.2.4.2. Immunoblotting und ECL-Detektion

Zum Blotten der via SDS-PAGE aufgetrennten Proteinlysate von CNOT6, CNOT6L, CNOT7- und CNOT8-Kd-
Ansitzen wurde hier eine ,,Trans-Blot® SD“-Blotkammer fiir halbtrockenes Blotting genutzt. Alle Arbeitsschritte
wurden ferner, soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Zur Vorbereitung auf die
Elektrophorese wurden zunichst, auf Gelgroe zugeschnittene Whatman-Papierstiicke sowie die PVDF-
Blotmembran in Immunoblot-Transferpuffer fiir mindestens eine halbe Stunde equilibriert, wobei die Membran
zuvor fiir 10 — 20 s in Methanol (99,8 %) aktiviert worden war. Diese wurden im Anschluss an die SDS-PAGE
zusammen mit dem Proteingel auf der Anode der Apparatur in folgender Reihenfolge gestapelt: 1) zwei
Whatmanpapier-Zuschnitte, 2) PVDF-Membran, 3) das an den Réndern beschnittene Gel und 4) erneut zwei
Whatman-Papiere. Darauf wurde der Apparaturdeckel (mit Kathode) gelegt und die vertikale Elektrophorese
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gestartet, die eine Stunde dauerte, und bei einer Stromstirke von 0,15 A pro Blotstapel (ca. 89 cm Fléache) und
mit einer Maximalspannung von 22 V ablief. Im Anschluss daran wurden die Blots iiber Nacht in Blockierpuffer
bei 4°C geschwenkt, um unspezifische Antikorperbindungen zu minimieren.

Am folgenden Tag wurden die Blots darauthin mit Priméirantikérper-Losungen fiir 1 h in Antikérperpuffer und
in Zentrifugationsrohrchen rollend inkubiert. Fiir die Validierung des Kd der CNOT-Proteine wurden dabei
folgende Antikorper eingesetzt: rb-o-CNOT6, -CNOT6L, -CNOTS8, -CNOT7 und m-a-GAPDH. Die Féarbung
des Haushaltsproteins GAPDH diente hier zur Kontrolle der gleichmifBigen Proteinbeladung des Gels
(Ladekontrolle). Die Verdiinnungsverhiltnisse der dabei eingesetzten Antikorper konnen Tab. 3.7 entnommen
werden. Daraufhin folgten drei Waschschritte mit TBST, wobei die Blotmembranen je 10 min im Puffer
schwenkten. Anschlieend wurden die Membranen mit Sekundérantikdrper-Losungen in Blot-Antikorperpuffer
fiir eine weitere Stunde inkubiert, wobei die aus Ziegen gewonnenen, gegen Maus- bzw.- Kaninchen-IgG-
gerichteten Sekundérantikérper an Meerettich-Peroxidase gekoppelt waren, was Bedingung fiir die
abschlieBende Chemilumineszenz-Detektion war (s.u.). Nach dieser Inkubation wurden die Membranen erneut
dreimal wie o. g. gewaschen. Anschlieend wurden die adsorbierten Protein/Antikoérperkomplexe mit Hilfe des
,.Western-Lightning®-Plus ECL (Enhanced Chemiluminescence)-Substrate“-Reagenz detektiert. Die Grundlage
dieses Detektionsverfahrens ist dabei die Emission von Licht (A =425 nm), verursacht durch die enzymatische
Reaktion der antikdrpergekoppelten Peroxidase mit dem ECL-Substrat, die mit einem Rontgenfilm sichtbar
gemacht werden kann. Zu diesem Zweck wurden die PVDF-Membranen deshalb mit einer 1:1 ECL-
Substrat/ECL-Verstarkerreagenz-Mischung fiir 1 -2 min inkubiert und daraufthin im Dunklen in
Entwicklerkassetten unter einem Rontgenfilm platziert. Nach Inkubationszeiten von einer Minute bis mehreren

Stunden wurden die Filme schliefllich automatisiert entwickelt.

3.2.5. Zellbiologische Methoden

3.2.5.1. Kultivierung von Hefezellen

Alle Hefe-Arbeiten wurden an einer sterilen Sicherheitswerkbank und, soweit nicht anders angegeben, bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Zu Beginn der Arbeiten wurde der Arbeitsplatz zudem stets mit 70 % Ethanol
desinfiziert. Alle genutzten Hefestimme waren fir die Langzeitlagerung als 15 % Glycerol enthaltende
Suspensionskulturen bei -80°C gekiihlt worden. Diese wurden, falls bendtigt, kurz angetaut und mit einer 10 pl
Impfschlinge auf YPD/ Glc-Festmediumplatten ausgestrichen. Nach einer Wachstumsphase im Inkubator bei
30°C iiber 2 — 3 Nachte wurden die Agarplatten bei 4°C fiir maximal 12 Wochen gelagert, bzw. es wurden von
ihnen bei Bedarf Einzelklone entnommen, um diese fiir folgende Experimente in Suspensionskultur zu

uberfihren.

3.2.5.2. Hefezelllysen (fiir Deletionsstamm-Validierung und MS)

Zur Lyse der Zellen fiir die Validierung der Euroscarf-Deletionsbankstimme (s. Abs. 3.2.2.2. —3.2.2.4) wurde
jeweils ein Hefeklon in 20 pl einer 20 mM NaOH-Losung tiberfithrt und fiir 20 min bei 94°C erhitzt. Die
Zelltrimmer wurden daraufthin fiir 5 min abzentrifugiert (1500 x g, 4°C). Der Uberstand wurde schlieBlich
abgenommen und einer PCR-Reaktion zur Amplifikation von DNA-Sequenz-Tags unterzogen.

Fiir MS-Analysen wurden die Hefezellen in 8 M Harnstoff enthaltendem MS-Lysepuffer lysiert. Die Lyse wurde

zudem auf Eis durchgefiihrt. Ausgangspunkt waren dabei stets Suspensionskulturen der zu untersuchenden
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Hefestimme, die bis auf einen ODgo-Wert von 0,6 — 0,8 angewachsen waren (s. Abs. 3.2.1.3.). Diese wurden
zunichst bei 3800 Umin™ fiir 5 min zentrifugiert und das Zellpellet zweimal mit 10 ml eiskaltem Aqua bidest.
gewaschen jeweils gefolgt von einer Zentrifugation nach o. g. Bedingungen. Darauthin wurde jedes Pellet in
500 pl MS-Lysepuffer resuspendiert und in ein 2 ml-Reaktionsgefaf} iiberfiihrt. Dazu wurden ca. 200 — 250 ul
sduregewaschene Glaskiigelchen (d =425-600 um) gegeben und die Ansédtze mittels FastPrep™-24
Zellhomogenisator aufgeschlossen. In diesem wurden die Ansétze fiinfmal fiir je 30 s mit einer Geschwindigkeit
von 5 m/s geschiittelt, wobei zwischen den Schiittelschritten fiir je 40 s pausiert wurde. Schlie8lich wurden die
Ansitze bei 8000 Umin"' fiir 5min zentrifugiert, die Proteinlysat-Uberstinde daraufhin in neue
1,5 ml-Reaktionsgefdle iberfiihrt und deren Proteinkonzentrationen mittels Bradford-Test bestimmt

(s. Abs. 3.2.1.2))

3.2.5.3. Hefewachstumsanalysen (Tropftests)

Zunichst wurden fir die Wachstumstests Suspensionskulturen von FEinzelklonen der zu untersuchenden
Transformanden in 2 ml auxotrophiemarker-kompatiblem, glucosehaltigem Hefe-Selektionsmedium angesetzt,
und diese iiber Nacht bei 30°C geschiittelt. Am Folgetag wurden 100 pul dieser Suspensionen mit 900 pl Aqua
bidest. in Plastikkiivetten pipettiert um deren ODgg-Werte an einem Spektralphotometer zu bestimmen. Davon
ausgehend wurden die Kulturen daraufhin in 1,5 ml-Reaktionsgefdflen in einem Gesamtvolumen von 1 ml auf
eine ODg( von 0,6 eingestellt. Darauthin wurden je 200 pl dieser Ausgangsverdiinnungen in die oberste Reihe
einer 96-Kammer-Mikrotiterplatte pipettiert, deren restlichen Reihen mit je 150 ul Aqua bidest. befiillt wurden.
So konnten mittels Mehrkanalpipette durch sukzessives Ubertragen und Mischen von je 50 pl Kultur von der
ersten bis zur letzten Reihe 1:4 Verdiinnungsreihen aller Proben einer Platte simultan erzeugt werden. Diese
Platte diente anschlieBend als Matrize zum Austropfen der Ansdtze auf Selektionsagarplatten, wobei via
Mehrkanalpipette 5 pul jeder Probe reihenweise auf eine Glucose (Glc) und ein bis zwei Galaktose (Gal)
enthaltende Selektionsagarplatten ausgetropft wurden. Die Tropfen wurden darauthin trocknen gelassen und die
Platten tiber 3 — 4 Nichte bei 30°C inkubiert. Die Galaktose diente dabei zur Expressionsinduktion der GALI -
Promotor gesteuerten, in die Hefezellen transformierten, rekombinanten Vektoren. Auf diese Weise konnte das
Wachstum der Transformanden bei eingeschalteter (Gal-Agar) und ausgeschalteter (Glc-Agar) exogener

Plasmidexpression direkt verglichen werden.

3.2.5.4. Kultivierung von Siugerzellen (Auftauen, Einfiieren, Passagieren und Aussaat)

Alle Arbeiten in Sdugerzellkultur fanden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank statt, die vor
Beginn der Arbeiten stets mit 70 % Ethanol griindlich desinfiziert worden war. Alle Arbeitsschritte wurden
zudem, soweit nicht anders erwdhnt, bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die verwendeten Medien wurden bei
4°C gelagert und vor jeder Nutzung im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt

Um die als 2 ml-Aliquots in fliissigem Stickstoff tiefgefroren gelagerten HeLa-Zellen in Kultur zu bringen,
wurden diese aufgetaut und darauthin in 10 ml vorgelegtem DMEM-Vollmedium verdiinnt. Dabei wurde auf
Schnelligkeit geachtet, da das Einfriermedium 10 % DMSO enthielt, dessen zytotoxische Wirkungen dadurch
und durch den Verdiinnungsschritt minimiert werden sollten. Die in 15 ml-Zentrifugationsréhrchen verdiinnten
Aliquots wurden dann bei 1000 Umin” fiir 5 min zentrifugiert, und die Zellpellets nach Absaugen des
Uberstands in 3 ml DMEM-Vollmedium resuspendiert. Je 1 ml davon wurde danach auf eine von drei zuvor mit

19 ml DMEM-Vollmedium befiillten 75cm?-Zellkulturflaschen iiberfithrt. Nach kurzem Schwenken zur
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gleichmédBigen Verteilung der Zellen in den Flaschen wurden diese schlieBlich zur Inkubation bei 37°C und 5 %
CO,-Gehalt (Standardbedingungen) in einem Inkubator platziert. Am néichsten Tag fand dann ein
Mediumwechsel zu frischem DMEM-Vollmedium statt, da zu diesem Zeitpunkt oft viele tote Zellen in
Suspension vorzufinden waren, die sich nicht negativ auf das Wachstum der vitalen, adhédrenten Zellen
auswirken sollten.
Zum Passagieren der Zellen, das bei etwa 60 — 80 % konfluentem Wachstum geschah, wurde zunachst das alte
DMEM-Vollmedium abgesaugt, und die Zellen mit PBS-Puffer unter Schwenken gespiilt. Der Puffer wurde
anschliefend wieder abgesaugt, und es wurde 1 ml Trypsin/EDTA-Ldsung zum Abldsen der Zellen auf diese
pipettiert. Darauf folgte eine 3 — 5 miniitige Inkubation bei 37°C, worauthin die suspendierten Zellen je nach
gewlinschtem Aufspaltungsverhdltnis mit 9 — 14 ml frischem DMEM-Vollmedium verdiinnt wurden. Ein
variabler Anteil dieser Suspension wurde schlielich in eine (oder mehrere) neue, zuvor mit frischem DMEM-
Vollmedium (15 ml) préparierte, Zellkulturflasche(n) pipettiert, so dass Aufspaltungsverhiltnisse von 1:25 —
1:50 erreicht wurden. Die Zellen wurden danach durch Schwenken verteilt und bis zur nédchsten Passagierung
(nach ca. 2 —4 Tagen) im Brutschrank weiter inkubiert. Im Zuge dieses Prozesses wurden zudem bei Bedarf
Zellen fiir diverse Versuche in 12- oder 24-Kammer-Zellkulturplatten passagiert bzw. ausgesit. Dafiir wurde bei
der Mediumzugabe zur Trypsin/EDTA-Zellsuspension eine 1:10 Verdiinnung (s o.) hergestellt und 10 pl davon
in einer Neubauer-Zellzahlkammer gezahlt. Davon ausgehend wurde das Volumen der 1:10 Verdiinnung, das die
je nach Versuchsreihe variable, pro Ansatz benétigte Zellzahl enthielt, berechnet, welches daraufhin in die
einzelnen Plattenkammern pipettiert wurde. (s. Abs. 3.2.2.).
Einige Zellen der dem Auftauen folgenden ersten Passage wurden auBerdem bei Bedarf erneut eingefroren. Dazu
wurden die Zellen wie beschrieben trypsiniert und mit DMEM-Vollmedium verdiinnt. Darauthin wurden sie
abzentrifugiert und das Zellpellet in 2 ml DMEM-Einfriermedium (20 % FBS und 10 % DMSO) pro Kryo-
GefiB resuspendiert. Dabei wurde je konfluent bewachsener 75 cm’-Flasche ein Kryo-Ansatz hergestellt. Um die
Zellen verlangsamt abkiihlen zu lassen wurden sie zundchst fiir 1 — 3 Tage bei -80°C gelagert und erst daraufhin

in fliissigen N, verlegt.

3.2.5.5. Lyse von HeLa-Zellen (fiir Inmunoblot)

Zur Herstellung von Proteinlysaten fiir Immunoblots wurden die in 12-Kammer-Zellkulturplatten, bei -80°C
eingefrorenen HeLa-Zellen (s. Abs. 3.2.2.6) zundchst mit 150 ul HeLa-Zelllysepuffer bei 4°C schwenkend
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Lysate mit einer Pipette in gekiihlte 1,5 ml Reaktionsgefafle
iberfithrt, wobei durch mehrmaliges auf- und abpipettieren versucht wurde noch unlysierte Zellen
aufzuschlieBen. Die Zelltrimmer wurden darauthin abzentrifugiert (1 min bei maximaler Geschwindigkeit) und
das proteinhaltige Zelllysat in ein neues Gefal} iiberfiihrt. Die so gewonnenen Proteinlysate wurden ferner, falls

nicht direkt weiter genutzt, bei -20°C gelagert.

3.2.6. Mikroskopische Analysen

3.2.6.1. Fluoreszenzmikroskopie galaktose-induzierbarer Fusionsproteine in Hefezellen

Die Vorbereitungen aller mikroskopischen Hefe-Analysen fanden, da sie an lebendigen Zellen vorgenommen

wurden, unter sterilen Bedingungen und, soweit nicht anders erwéhnt, bei Raumtemperatur statt.
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Fir die Untersuchungen zum Akkumulationsverhalten von Redstar-markierten Ataxin-2-Spaltprodukten und
TDP-43-GFP sowie zur Kolokalisation GFP-markierter Ataxin-2-Spaltprodukte mit Zellkompartiment-Markern
wurden galaktose-induzierbare Vektoren benutzt. Daher wurden die zu analysierenden Hefeklone, die zundchst
in 2 ml glucosehaltigem Selektionsfliissigmedium iiber Nacht bei 30°C schiittelnd inkubiert worden waren,
danach in galaktosehaltiges Fliissigmedium tiberfiihrt, was wie folgt verlief.

Die Ubernachtkulturen wurden zunichst zentrifugiert (3200 Umin™, 8 min), das Zellpellet daraufhin in 10 ml
Aqua bidest. gewaschen und erneut wie zuvor zentrifugiert. Dem folgte ein identischer zweiter Waschschritt, um
moglichst viel Glucose auszuwaschen. Darauthin wurden die Zellpellets in 2 ml galaktosehaltigem
Selektionsmedium resuspendiert und die ODgyy der Suspensionen bestimmt. AnschlieBend wurden alle Kulturen
mit Galaktosemedium auf eine ODg von 0,4 eingestellt, und bei 30°C fiir 5 — 6 h schiittelnd inkubiert.

Dem folgte gegebenenfalls eine Stressbehandlung (s. Abs. 3.2.6.3). Unabhéngig davon jedoch wurden alle
Zellen nach der Inkubationszeit erneut wie o.g. zentrifugiert und einmal mit Aqua bidest. gewaschen. Im
Anschluss wurden die Zellpellets in 1 ml Aqua bidest. resuspendiert und in 1,5 ml-ReaktionsgefdBe iiberfiihrt.
Dem folgte eine Zentrifugation bei 5000 Umin™ fiir 5 min, woraufhin der Uberstand bis auf einen Rest von 20-
50 pl abgenommen wurde.

In diesem Restiiberstand wurden darauthin einige Zellen direkt am Mikroskop resuspendiert, und wenige
Mikroliter davon auf einen Glas-Objekttrager {ibertragen und ein Deckglaschen darauf gelegt. Zur Mikroskopie,
wurden schlielich entweder das ,,Axio Imager Z1“- oder das ,,Lsm510Meta“~-Mikroskop mit entsprechenden
Fluoreszenzfiltersets genutzt. Die Bilder wurden schlieBlich bei 630-facher VergroBerung unter Verwendung

eines 63x Objektivs (NA=1,4) aufgenommen.

3.2.6.2. Fluoreszenzmikroskopie nicht-induzierbarer Fusionsproteine in Hefezellen

Die mikroskopischen Untersuchungen der Hefestimme DHHI-GFP und PBPI-GFP sowie jene zur
P-Body (PB)- und Stress-Granula (SG)-Bildung in Deletionsstimmen verliefen prinzipiell wie im vorigen
Abschnitt beschrieben. Jedoch wurden dabei keine galaktose-induzierbaren Plasmide verwendet. Deshalb wurde
in diesen Fillen das Waschen der Ubernachtkulturen ausgespart, und sie nach Messung ihrer ODg, direkt in
Glc-Selektionsmedium auf eine ODgyy von 0,4 eingestellt. Alle weiteren Schritte entsprachen allerdings der
0. g. Vorgehensweise (s. v. Abs.). Zur Stress- und Cycloheximid-Behandlung geben auflerdem die folgenden

beiden Abschnitte Auskunft.

3.2.6.3. Stressinduktion in Hefezellen

In den mikroskopischen Experimenten zur SG- und PB-Bildung sowie zum Akkumulationsverhalten von
Redstar-markierten Ataxin-2-Spaltprodukten in Hefe wurden die Zellen entweder durch einen akuten
Hitzeschock oder Natrium-Azid (NaN3) gestresst.

Dazu wurden jeweils Teile von logarithmisch wachsenden Hefesuspensionskulturen (s. Abs. 3.2.6.1.)
abgenommen und Stress ausgesetzt. Im Fall des Hitzeschocks wurden die Zellen dazu fiir 15 min bei 46°C
geschiittelt. Um die Zellen oxidativem Stress auszusetzten wurde eine 30 % NaN;-Stammlosung direkt in der
Zellsuspension auf eine Endkonzentration von 1 % verdiinnt. Diese Suspension wurde anschlieend fiir eine

halbe Stunde bei 30°C geschiittelt. Der weitere Verlauf der Experimente ist in Abs. 3.2.6.1. nachzulesen.
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3.2.6.4. Cycloheximid-Experimente in den Hefestimmen DHH1- und PBP1-GFP

Fir diese Experimente wurden von logarithmisch wachsenden Hefezellsuspension (s. Abs. 3.2.6.1.) je
untersuchter Stressbedingung (Hitze oder NaN;) zwei Aliquots entnommen. Eines dieser Aliquots wurde dann
als Kontrollansatz gewidhlt und mit dem Cycloheximid-Lésungsmittel DMSO versetzt, wobei dieses 1:100
verdiinnt wurde. Dies entsprach gleichzeitig dem Verdiinnungsverhiltnis der 10 mg/ml CHX-Loésung, die im
zweiten Aliquot verdiinnt wurde, womit sich dafiir eine CHX-Endkonzentration von 100 pg/ml ergab. Diese
Proben wurden ferner Stress ausgesetzt (s.v.Abs.) und wie in Abs. 3.2.6.1. beschricben fiir die

Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet.

3.2.6.5. Immunfluoreszenz-Mikroskopie von HeLa-Zellen

Zur mikroskopischen Analyse von HeLa-Zellen wurden diese wie erwéhnt in 24-Kammer-Zellkulturplatten auf
Deckgldschen ausgesit, transfiziert (s. Abs. 3.2.2.) und gegebenenfalls Stress ausgesetzt (s. Abs. 3.2.6.6.). Im
Anschluss daran wurde zunéchst das Medium von den Zellen abgesaugt und diese anschlieend fiir 15 min bei
Raumtemperatur in 4 % Formaldehyd-Losung fixiert. Darauf folgte eine zehnminiitige Permeabilisierung/
Fixierung der Zellen in rund -20°C kaltem Methanol. Danach wurden die Zellen iiber Nacht bei 4°C in 5 %
Immunfluoreszenz (IF)-Blockierpuffer geschwenkt, wodurch zum einen die Zellen zusétzlich permeabilisiert
und zum anderen unspezifische Proteinbindungstellen gesittigt werden sollten.

Darauthin wurde der Blockierpuffer abgesaugt und die Zellen bei 4°C iiber Nacht mit Primérantikdrper-
Losungen in 1 % BSA/PBS inkubiert. Bei Ko-IF-Analysen wurde an dieser Stelle eine entsprechende Losung
zweier Primédrantikorper verwendet. Dabei wurden folgende Antikérper genutzt: m-o-Myc, rb-o-Myc, m-o-
TIAR, rb-a-DDX6, m-o-DCP1, rb-a-TDP-43, m-a-B-Aktin, m-a-B-Tubulin, m-a-GRP94 (Verdiinnungen s.
Tab 3.7). Nach dieser Inkubation folgten drei Waschschritte, wobei die Zellen in 1 % BSA/PBS fiir je 10 min
geschwenkt wurden. Darauthin wurden Losungen von einem oder bei Ko-IF-Studien zwei Sekundérantikdrpern
in 1 % BSA/PBS auf die Zellen gegeben und diese damit 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei handelte es
sich um die fluoreszenzmarkierten und gegen Maus- oder Kaninchen-IgG gerichteten Antikorper
»Alexa Fluor®488 gt-o-m-IgG* und ,,AlexaFluor®594 gt-o-rb-IgG“.Nach dieser Inkubation wurden die Zellen
fir 5 min mit 1% BSA/PBS gewaschen, gefolgt von 1 —2 min Behandlung mit in 1 % BSA/PBS 1:1000
verdiinntem Hoechst-Farbstoff zur Visualisierung der Zellnuklei. Daraufhin erfolgten erneut drei Waschschritte
wie oben beschrieben. Nach dem letzten Waschen wurde der BSA-Puffer in den Platten belassen. Darauthin
wurden die Deckgldschen mit einer Spritzenkaniile angehoben, um sie mit einer Pinzette kopfiiber auf
Objekttragern zu positionieren, auf die zuvor 8 pul Mounting-Medium je Probe pipettiert worden waren.

Nach einer Trocknungsphase von mindestens 2 h wurden die Proben schlielich am konfokalen Laserscan
Mikroskop ,,LSM700%“(Zeiss) untersucht. Die Aufnahmen wurde dabei in 400-facher Vergroerung gemacht,
wofiir ein 40x Objektiv (NA=1,3) genutzt wurde. Dabei wurden jeweils 8-10 Z-Stapel-Aufnahmen pro
Mikroskopiebild zu einer Maximalintensitétsprojektionsabbildung zusammengefasst. Die Proben wurden

auflerdem wenn nétig bis zu mehreren Wochen bei 4°C im Dunklen gelagert.

3.2.6.6. Stressinduktion in HeLa-Zellen

Im Zuge der IF-Kolokalisationsanalysen verschiedener Ataxin-2-Formen mit TIAR in HeLa-Zellen, wurden

diese Stress ausgesetzt, wofiir der oxidative Stressor Natriumarsenit (NaAsO,) verwendet wurde. Das Arsenit
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wurde hierzu zundchst in DMEM-Vollmedium auf eine Konzentration von 0,5 mM verdiinnt (Stammldsung:
100 mM). Daraufhin wurde das Medium der 24 h-Uberexpressionsansitze (s. Abs. 3.2.2.5.) abgesaugt und auf
einen Teil der Ansidtze Arsenit-Medium pipettiert. Die restlichen Ansdtze wurden hingegen mit frischem
DMEM-Vollmedium bedeckt und dienten als Negativ-Kontrolle. Unabhéngig davon jedoch wurden alle
Zellkulturplatten darauthin eine Stunde bei 37°C inkubiert und schlieflich fiir die Mikroskopie vorbereitet
(s. v. Abs.).

3.2.6.7. Quantitative Analyse fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen

Fiir die quantitativen Auswertungen der Untersuchungen zur Fokibildung von Ataxin-2-Spaltprodukten und zur
PB- oder SG-Bildung wurden fluoreszenz-blind Mikroskopiebilder aufgenommen. Danach wurden mit Hilfe der
ImageJ-Software fiir jede Probe je nach Moglichkeit zwischen 50 und 300 Zellen ausgezahlt.””* Dabei wurde
zwischen fokipositiven und -negativen Zellen unterschieden. Auflerdem wurde in den fokipositiven Zellen die
Anzahl der Foki bestimmt und die Zellen in entsprechende Gruppen eingeteilt. SchlieSlich wurde fiir jede Probe,
als Mal} fiir die Effizienz der Fokibildung, das Verhéltnis aller gezdhlten Foki zur Gesamtzahl gezihlter
fokibildender Zellen ermittelt.

Auf diese Weise wurden im Fall der Fokibildungsanalysen der Ataxin-2-Spaltprodukte sechs biologische
Replikate fiir jede Versuchsbedingung analysiert. Beziiglich der PB- und SG-Bildung wurden je Bedingung drei
biologische Replikate analysiert. Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen wurden dann arithmetische
Mittelwerte gebildet, deren Standardfehler berechnet, und die Versuchsreihen schlieBlich mittels eines

zweiseitigen t-Tests auf signifikante Unterschiede hin iiberpriift.

3.2.7. Bioinformatische Methoden

3.2.7.1. Protein-Netzwerke und -Anreicherungsanalysen

Zur Auswertung der MS-Ergebnisse (s. Abs. 3.2.1.3) wurde die String-Protein-Protein-Interaktionsdatenbank
(String-DB V. 10.0) genutzt, um Interaktionsnetzwerke zu erstellen.””> Diese beschrinkten sich dabei auf
Proteine, deren Interaktionen hohe Konfidenz aufwiesen, was durch Voreinstellung eines minimalen
Konfidenzwertes gewihrleistet wurde, der auf 0,7 festgelegt worden war.

Ferner wurden diesbeziiglich Proteinanreicherungs-Analysen mittels der GeneOntology-Datenbank (GO,
veroffentlicht: 07.07.2015) durchgefiihrt. Dabei wurde ein von der Panther (Protein analysis through
evolutionary relationship)-Datenbank bereitgestelltes Werkzeugs genutzt, das in der jeweiligen Anfrage
signifikant tiberreprésentierte Proteine identifiziert, die bestimmten GO-Termen bzgl. biologischer Prozesse,
zellularer Komponenten oder biomolekularer Funktionen zugeordnet werden konnen (Panther V.10.0,

Uberreprasentationstest verdffentlicht: 30.04.2015).27¢27

3.2.7.2. Prognose von Kernimportsequenzen im Ataxin-2-Protein

Fiir die Voraussage nukledrer Lokalisationssignal (NLS)-Sequenzmotive in Ataxin-2 wurde das NLStradamus-
Werkzeug genutzt, das zur NLS-Prognose Hidden-Markov-Modelle (HMM) nutzt. Dabei lésst die Software die
Wahl zwischen einem statischen und einem dynamischen Zweizustands-HMM sowie einem statischen Vier-

Zustands-HMM, wobei hier das statische Zwei-Zustands-HMM genutzt wurde. Um die Rate falsch-positiver
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Treffer zu minimieren, konnte zudem ein posteriorer Wahrscheinlichkeits-Grenzwert eingestellt werden, der hier

gemiB der Empfehlung der Software-Entwickler in seiner Grundeinstellung (Wert = 0,6) belassen wurde.””®

3.2.7.3. Paarweise Sequenzalignments von Ataxin-2 & prionartigen Proteinen

Die Ataxin-2-Proteinsequenz wurde zwei unterschiedlichen Arten lokaler Sequenzalignments unterzogen. So
wurde sie einerseits mit Sequenzen verschiedener, prionartiger Proteine paarweise alignt, wozu das WATER-
Alignment-Werkzeug eingesetzt wurde, das vom EMBL (Europdisches molekularbiologisches Labor) zur
Verfiigung gestellt wird. Das Werkzeug nutzt dabei den Smith-Waterman-Algorithmus zur Identifikation
derjenigen Abschnitte der jeweils alignten Sequenzen, die die groBte Ahnlichkeit zueinander aufweisen. Als
Substitutions-Bewertungsmatrix (von engl. substitution scoring matrix) wurde in diesem Fall die BLOSUM62-
Matrix genutzt, mit Hilfe derer fiir jedes Alignment ein Substitutionswert, d. h. eine Punktzahl berechnet wurde,
die umso hdher war, je genauer das Alignment gewesen ist. Existierten ferner Liicken in den alignten Sequenzen,
wurden von dieser Punktzahl zudem pro Liickenstart 10 Punkte abgezogen (gap penalty), und fiir jede dem
Liickenstart folgende Liickenposition wurden weitere 0,5 Punkte davon subtrahiert (gap extend penalty).””

AuBerdem wurden die Sequenzen des Ataxin-2-C-Terminus und TDP-43 mit Hilfe der LALIGN-Software
alignt, die ebenfalls vom EMBL bereitgestellt wurde, und die auf einem von Huang & Miller entwickelten

Algorithmus basiert.”*

Als Ergebnis liefert die Software dabei mehrere, nicht {iberlappende Sequenzalignments
sowie dazu gehorige Zufallswahrscheinlichkeiten, was somit auch Aussagen iiber die Signifikanz der
Ahnlichkeit der alignten Sequenzen zulieB. Fiir die Berechnung der Alignment-Punktzahl wurde hier die
PAM120-Substitutionsmatrix genutzt, mit einem Gap Penalty-Wert von 10 und einem Gap extend penalty-Wert

von 2.2
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchungen zur Expression physiologischer Spaltprodukte von

Ataxin-2 in S. cerevisiae

Derzeit existieren bereits viele Hefemodelle zur Analyse diverser neurodegenerativ wirkender Gene bzw.
Proteine. So konnten in S. cerevisiae bereits fiir pathogene Formen von APP, Htt, a-Synuclein, TDP-43 oder
Ataxin-3 pathologische Merkmale wie zytotoxische Wirkung und intrinsische Aggregationsneigung simuliert
werden. Dabei werden einige dieser Modelle auch als humanisiert bezeichnet, was darauf verweist, dass die dort
untersuchten humanpathologischen Gene keine Hefe-Orthologe besitzen,*228!258.282:283

Fir pathogenes Ataxin-2 mit 79 Q-Repeats in der PolyQ-Doméne bzw. 79 kontinuierlichen CAG-
Wiederholungen im ATXN2-Gen konnte allerdings in ersten Untersuchungen keine Zytotoxizitit in
Hefewachstumsanalysen gezeigt werden.®

Im Gegensatz zu diesen Experimenten, die sich auf vollstindige Ataxin-2-Formen konzentrierten, wurde jedoch
in einigen der o. g. Hefemodelle auch die Expression pathologisch bedeutsamer Protein-Teilbereiche analysiert.
So wurde zur Modellierung krankheitsrelevanter Htt-Eigenschaften haufig dessen CAG-Repeat-tragender
Exonl-Bereich in Hefezellen exprimiert.”*****%*2%! Ebenso wurden pathologische Eigenschaften von APP via
Expression von Amyloid-p-Peptiden in Hefe simuliert, da besonders diese proteolytischen APP-Spaltprodukte
als wichtig fiir die Pathogenese der Alzheimer-Krankheit gelten.”***>** Analog dazu wurden schlieBlich auch
fiir C-terminale Caspase-3-Abbauprodukte von TDP-43, die als ALS-Pathogene angesehen werden, bereits
zytotoxische Effekte im S. cerevisiae-Modell gezeigt.>

Dariiber ob derartige proteolytische Spaltprodukte von Ataxin-2 eine Rolle bei der SCA2-Pathogenese spielen,
ist allerdings zurzeit nichts bekannt. Einige Beobachtungen lassen jedoch vermuten, dass dafiir tatséchlich
Ataxin-2-Spaltprodukte wichtig sein konnten. Es zeigte sich ndmlich schon in frilhen Sequenzanalysen von
Ataxin-2, dass es eine einzelne Caspase-3-Konsensussequenz (DXXD) im Bereich der Aminosdurereste
397 bis 400 besitzt (s. Abb. 4.1A). AuBerdem konnten in Cerebellum-Proben aus SCA2-Patienten und
Hirnmaterial aus SCA2-Modellmdusen via Immunoblotanalysen spezifisch angereicherte Ataxin-2-Formen mit
geringem Molekulargewicht identifiziert werden. Dabei handelte es sich um eine N-terminale 42 kDa-Isoform
und eine C-terminale 70 kDa-Isoform, deren Massen damit denen zweier Spaltprodukte einer hypothetischen
Caspase-Reaktion an o. g. Konsensussequenz entsprechen. Aus diesem Grund wird vermutet, dass diese Formen
tatsichlich proteolytische SCA2-Abbauprodukte darstellen konnten.”*'"

Allerdings konnten entsprechenden rekombinanten N-terminalen Ataxin-2-Abschnitten mit oder ohne PolyQ-
Repeatexpansion bei Experimenten in der Sdugerzelllinie COS-1 keine zytotoxischen Effekte nachgewiesen
werden. Darauthin wurde erstmals die Hypothese postuliert, dass C-terminale, d. h. stromabwérts der Caspase-
Konsensussequenz liegende Proteinbereiche Ataxin-2-Zytotoxizitdt vermitteln konnten. Eine Bestitigung dieser
Hypothese blieb jedoch bislang aus.'*'

Deshalb sollte in dieser Arbeit zundchst iiberpriift werden, ob entsprechende physiologische Ataxin-2-
Spaltprodukte, d. h. insbesondere der C-terminale Bereich, im S. cerevisiae-Modellsystem zytotoxisch wirken.

AuBlerdem wurden parallel dazu fluoreszenzmikroskopische Analysen unternommen, um die subzelluldre

Lokalisation und das Fokibildungsverhalten der Spaltprodukte zu analysieren.
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4.1.1. Studien zum Einfluss der Expression physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte auf

das Hefewachstum

Um nun zu kldren, ob die in Abs. 4.1. vorgestellten physiologischen Ataxin-2-Proteinabschnitte zytotoxische
Effekte ausiiben konnen, wurden Wachstumsanalysen in Form sogenannter Tropftests (von engl. spotting assay)
mit Hefezell-Suspensionskulturen durchgefiihrt.

Dafiir wurde als erstes der Hefestamm BY4741 (WT) mit galaktose-induzierbaren, rekombinanten Hefe-
Plasmiden transformiert. Diese kodierten zum einen fiir vollstdndiges, nicht pathogenes Ataxin-2 und zum
anderen fiir dessen N-oder C-terminales Spaltprodukt. AuBerdem wurden weitere Zellklone mit zwei
zusétzlichen Plasmiden transformiert, die fiir fluoreszierende, Redstar-Fusionsproteinvarianten der beiden
Spaltprodukte kodierten (s. Abb. 4.1A), wobei deren Analyse hier v. a. dazu diente ungewiinschte Nebeneffekte
auf das Verhalten der Ataxin-2-Spaltprodukte aufgrund des Redstar-Protein-Tags ausschlieBen zu kénnen. Dies
war wichtig, um die prinzipielle Eignung der Fusionsproteine fiir geplante Mikroskopieanalysen zu bewerten
(s. v. Abs.). Diesbeziiglich sollte der Protein-Tag namlich idealerweise keine zusitzlichen Effekte vermitteln, um
aus den Mikroskopiestudien aussagekréftige Schlussfolgerungen hinsichtlich der unmarkierten Spaltprodukte
zichen zu konnen. Abgesehen davon wurden zusétzlich Transformationen mit dem Leervektor p423Gal-L
durchgefiihrt, deren Klone in den Tropftests als Referenz fiir unbeeinflusstes Hefewachstum genutzt werden
sollten. Die Transformationsansitze wurden schlieBlich auf CSM/ Glc/ -H-Selektionsagar selektiert, und es
wurden daraufhin Einzelklone fiir die Wachstumsanalysen in Ubernachtkulturen (CSM/ Gle/ -H) angesetzt. Am
Folgetag wurden dann zunédchst die ODgy-Werte der Suspensionskulturen gemessen und diese auf einen
gemeinsamen Wert von 0,6 ecingestellt, woraufhin die so gewonnenen Verdiinnungen in Mikrotiterplatten
sukzessive im Verhiltnis eins zu vier weiterverdiinnt wurden. SchlieSlich wurden je 5 ul der Kulturen auf
préparierte Selektionsagarplatten ausgetropft, luftgetrocknet und iiber drei bis vier Nachte bei 30°C inkubiert.
Hierbei wurden die Kulturen zudem jeweils auf zwei unterschiedliche Agarplatten ausgetropft, die entweder
Glucose (Glc) oder Galaktose (Gal) als Kohlenstoffquelle enthielten, wobei Galaktose die Expression der
rekombinanten Ataxin-2-Proteine induzierte. Die Ansitze auf glucosehaltigem Medium dienten hingegen zur
Kontrolle auf gleichmiBiges Wachstum der Klone im Grundzustand, d.h. bei nicht induzierter
Plasmidexpression. Um die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse zu gewdhrleisten, wurden ferner fiir jede
Ataxin-2-Isoform mindestens sechs Klone aus drei unabhdngigen Transformationen getestet. Représentative
Aufnahmen dieser Tests sind in Abb. 4.1B zu sehen.

Darin erkennt man, dass die Zellen bei ausgeschalteter Plasmidexpression, d. h. auf glucosehaltigem Agar, alle
gleichmédBig wuchsen, was eine Grundbedingung fiir diese Experimente war. Im Gegensatz dazu wurde das
Hefewachstum bereits durch galaktosevermittelte Leervektorexpression negativ beeinflusst, wobei dieser Effekt
sehr variabel war. Unabhéngig davon jedoch zeigten Zellen, die vollstdndiges Ataxin-2 oder dessen N-Terminus
mit oder ohne Redstar-Markierung exprimierten, dhnliches Wachstum wie die Leervektorkontrollproben. In
diesen Féllen konnte also kein zytotoxischer Einfluss der Ataxin-2-Isoformen erkannt werden.

Besonders auffillig war jedoch andererseits, dass die Expression des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts im
Vergleich zur Leervektorexpression zu deutlich gestortem Hefewachstum fiihrte. Dies galt zudem sowohl fiir
fluoreszenzmarkiertes als auch unmarkiertes Spaltprodukt und konnte in beiden Féllen sehr konsistent
nachgewiesen werden (s. Abb. 4B unten). Diese Analysen zeigten somit, dass das physiologische C-terminale

Ataxin-2-Spaltprodukt zytotoxisch in Hefezellen wirken kann.
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Abb. 4.1 Untersuchungen zu Effekten der Expression physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte auf das Wachstum von
S. cerevisine (A) Funktionelle Struktur der wuntersuchten rekombinanten Ataxin-2-Varianten. Diese waren
vollstdndiges Ataxin-2 mit 22 Q-Repeats (A2-Q22), mutmaBlich Caspase-3-abhéngiges N-terminales Ataxin-2-Spaltprodukt
mit 22 Q-Repeats (A2-C3NT-Q22) & entsprechendes C-terminales Spaltprodukt (A2-C3CT) sowie Redstar-Fusionsproteine
beider Ataxin-2-Spaltprodukte (A2-C3NT-Q22-RS & A2-C3CT-RS) (DXXD: Caspase-3-Spaltmotiv (DPND in Ataxin-2),
fiir weitere Erlduterungen s. Abb. 1.1)). (B) Wachstumsanalysen mit WT-Hefezellklonen, die o. g. Ataxin-2-Formen bzw.
den entsprechenden Leervektor p423Gal-L (LV) galaktose-abhingig exprimierten. Die Ausgansgskulturen wurden
schrittweise 1:4 verdiinnt (s. schwarzes Dreieck) und auf Agarplatten getropft. Die Glucose (Glc)-Platten dienten zur
Wachstumskontrolle bei ausgeschalteter Genexpression. Die Aufnahmen der Galaktose (Gal)-Platten hingegen zeigen das
Zellwachstum bei induzierter Expression. (C) Wachstumsanalysen (wie in (B) beschrieben) mit weiteren PolyQ-Proteinen
zur Kontrolle der Spezifitit in (B) beobachteter Effekte (SCA1-Q30 = nicht pathogenes Ataxin-1 mit 30 Q-Repeats, SCA1-
Q80 = pathogen expandiertes Ataxin-1 mit 80 Q-Repeats, HttQ25 = Exonl des Huntingtin mit 25 Q-Repeats, HttQ103 = wie
HttQ25 mit 103 Q-Repeats) (LV: p426Gal-L). Die Fotografien in (B) & (C) zeigen représentatives Zellwachstum, ausgehend
von mind. sechs untersuchten biol. Replikaten.

In diesem Zusammenhang wurden ferner dhnliche Untersuchungen auch mit Hefeklonen durchgefiihrt, die
pathogene und nicht pathogene Formen der PolyQ-Proteine SCA1 und Htt, galaktose-abhdngig exprimierten.
Dies diente dazu die Spezifitit des fiir den C-terminalen Ataxin-2-Abschnitt beobachteten Effekts abzusichern
und zu demonstrieren, dass er nicht allein auf galaktose-induzierter Expression beliebiger PolyQ-
Krankheitsproteine beruht. Die Durchfithrung der entsprechenden Tropftests erfolgte dabei prinzipiell wie oben
beschrieben, und Abb. 4.1C zeigt repriasentative Aufnahmen dieser Experimente.

Dort kann man erkennen, dass die induzierte Expression der nicht pathogenen Formen von
SCAL1 (mit 30 Q-Repeats) und Htt (mit 25 Q-Repeats) im Vergleich zur Leervektorexpression das

Hefewachstum nicht inhibierte. Dies traf aulerdem auf die Expression von pathogenem SCA1-Protein mit einer
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auf 80 Q expandierten PolyQ-Doméne zu. Demgegeniiber hatte die Expression der pathogenen Htt-Isoform mit
103 Q-Wiederholungen einen wachstumshemmenden Effekt auf die Hefezellen, der in den Leervektorproben
nicht beobachtet werden konnte. Da letztgenannter Effekt zudem bereits zuvor als spezifisch fiir das verwendete
Hefemodellsystem identifiziert worden war, lie8 sich daraus schliefen, dass auch die beobachtete zytotoxische
Wirkung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts spezifisch war.”*

Die Wachstumsanalysen ergaben also insgesamt, dass die Expression des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts
deutliche, reproduzierbare und spezifische zytotoxische Effekte im S. cerevisiae-Modell vermittelt. Im
Gegensatz dazu zeigte die Expression der N-terminalen Ataxin-2-Bereiche jedoch keine konsistente zytotoxische
Wirkung in den Wachstumstests. Die Ergebnisse sind somit einerseits konform mit o. g. Untersuchungen in
COS-1-Zellen, die zeigten, dass der N-terminale Ataxin-2-Bereich dort keine zytotoxischen Effekte vermittelt.
Andererseits bestitigen sie zudem, erstmals fiir eukaryontische Zellen, die ebenfalls auf Basis der COS-1-
Experimente aufgestellte Hypothese von einem zytotoxisch wirkenden C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukt.'?!
SchlieBlich zeigte sich aulerdem, dass die Fluoreszenzmarkierung das Verhalten der Spaltprodukte in den

Wachstumstests kaum beeinflusste (s. Abb. 4.1B), was die Nutzbarkeit der markierten Proteine fiir die folgenden

Fluoreszenzmikroskopie-Analysen bestatigte.

4.1.2. Lokalisationsstudien physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte in Hefezellen

Neben den Wachstumstests wurden, wie eingangs erwéhnt, auch mikroskopische Untersuchungen mit den in
Abs. 4.1.1. vorgestellten Redstar-markierten Ataxin-2-Spaltprodukten (s. Abb. 4.1A) durchgefiihrt. Auf diese
Weise sollte prinzipiell gepriift werden, wie diese sich in Hefezellen verteilen, und ob sie an bestimmten Orten
angereichert vorliegen. In Anbetracht der Ergebnisse o. g. Wachstumsanalysen (s. v. Abs.) bot sich dadurch
jedoch zudem die Mdglichkeit Hinweise auf Ursachen fiir die dabei beobachteten unterschiedlichen Effekte
beider Spaltprodukte und v. a. den zytotoxischen Effekt des Ataxin-2-C-Terminus zu erlangen.

Dabei wurde auch fiir diese Analysen zunichst der WT-Hefestamm wie zuvor beschrieben (s.v. Abs.)
transformiert, und Einzelklone dieser Transformation wurden in CSM/Glc/-H-Selektionsmedium iiber Nacht
inkubiert. Am Folgetag wurden die Suspensionen dann zunichst zweimal mit CSM/Gal/-H-Selektionsmedium
gewaschen und darauthin in demselben Medium auf einen ODgy-Wert von 0,4 eingestellt, um die Expression
der Spaltprodukte zu induzieren. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 5—6 h bei 30°C inkubiert und nach
erneutem Waschen in sterilem Aqua bidest. mikroskopiert. Die Einstellung der Fokusebene fiir die einzelnen
Aufnahmen fand dabei manuell statt und basierte auf dem Transmissionskanalbild. Aulerdem diente das RFP-
Filterset des Mikroskops zur Detektion der Redstar-Fluoreszenz. SchlieBlich wurden die Zellen bei 630-facher
VergroBlerung fotografiert und die Bilder qualitativ ausgewertet, wobei pro Spaltprodukt sechs Klone aus
mindestens drei unabhéngigen Transformationen untersucht wurden, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
zu iiberpriifen. Dabei entstandene Aufnahmen eines repriasentativen Experiments sind in Abb. 4.2. dargestellt.
Diese lassen erkennen, dass das N-terminale Spaltprodukt in einem Grofiteil der Zellen, diffus iiber die
komplette Zelle verteilt vorlag (s. Abb. 4.2 links). In durchschnittlich etwa einem Fiinftel dieser Zellen bildeten
sich jedoch zudem kleine, diskrete Fluoreszenzfoki heraus, wobei meist einer, gelegentlich aber auch zwei Foki
beobachtet wurden. Dennoch war die Neigung des N-terminalen Ataxin-2-Abschnitts zur Fokibildung in den

Hefezellen insgesamt eher schwach.
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Abb. 4.2 Lokalisations- und Fokibildungsanalysen fluoreszenzmarkierter Ataxin-2-Spaltprodukte in S. cerevisiae
(WT). Die exogene Expression der mit dem Redstar-Tag markierten Spaltprodukte (s. a. Abb.4.1A) wurde durch Galaktose
induziert, und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Bilder zeigen typisches Lokalisations- und Fokibildungsverhalten
der Spaltprodukte im WT-Hefestamm, d. h. die Anteile an fokipositiven und -negativen Zellen in den Abbildungen sind
reprasentativ fiir Beobachtungen aus mind. sechs unabhédngigen Experimenten. Links: Ataxin-2-N-Terminus (meist diffus
verteilt). Rechts: Ataxin-2-C-Terminus (hdufige Fokibildung). Die Aufnahmen entstanden bei 630-facher VergroBerung
(MafBstabsbalken: 5 pm, RFP: RFP-Fluoreszenzkanal d. Mikroskops).

Demgegeniiber zeigte, das C-terminale Ataxin-2-Redstar-Fusionsprotein sehr hdufig Lokalisation in diskreten
Foki. So waren je Test zwischen 80 und 90 % der Spaltprodukt exprimierenden Zellen fokipositiv, wobei die
Zahl und GroBe der Foki in den einzelnen Zellen stark variierte (s. Abb. 4.2 rechts).

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass der in o. g. Hefewachstumstests als zytotoxisch identifizierte,
Redstar-markierte Ataxin-2-C-Terminus eine duferst starke Fokibildung zeigte (s. Abs. 4.1.1.). Andererseits war
das N-terminale, fluoreszenzmarkierte Ataxin-2-Fusionsprotein, das dabei nicht zytotoxisch gewirkt hatte, fast
ausschlieBlich diffus in den Hefezellen verteilt. Daraus lieB3 sich schlieen, dass die beobachtete Zytotoxizitét des
C-terminalen Ataxin-2-Abschnitts in Hefezellen, mit dessen zelluliren Anreicherungen zusammengehangen
haben konnte. Unklar war jedoch, ob diese Anreicherungen an spezifischen Orten in der Zelle lokalisiert waren.
Deshalb wurden als néchstes Kolokalisationsanalysen mit Hefestimmen durchgefiihrt, die RFP-Markerproteine
zelluldarer Kompartimente chromosomal exprimierten, um mehr {ber die subzelluldre Verteilung der

Spaltprodukte zu erfahren.

4.1.3. Untersuchungen zur Kolokalisation physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte mit

verschiedenen zelluliren Markern

Die bisher vorgestellten Experimente zeigten, dass insbesondere das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt
zytotoxisch in Hefezellen wirkte (s. Abs. 4.1.1.), wobei es gleichzeitig eine starke Fokibildungsneigung
demonstriert hatte (s. v. Abs.). Daraus ergab sich die Frage, warum grade der Teil des Ataxin-2-Proteins ohne
PolyQ-Doméne derart effizient in den Zellen angereichert war, und ob die Anreicherungen moglicherweise an
spezifischen Zellorten stattfanden. Deshalb wurden, um dies zu kldren, fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt, in denen v. a. die Fluoreszenzfoki des Ataxin-2-C-Terminus néher charakterisiert
werden sollten. Dabei wurde deren Kolokalisation mit RFP-Markerproteinen fiir verschiedene
Zellkompartimente analysiert, um so zu iiberpriifen, ob sich das C-terminale Spaltprodukt dort anreichern kann,
und eventuell dadurch toxisch in den Hefezellen gewirkt haben konnte.

Die fiir diese Experimente verwendeten Markerprotein-Hefestimme stammten dabei aus der AG O’Shea, in der
sie unter Nutzung homologer Rekombinationstechniken auch hergestellt worden waren. Dafiir war jeweils die
kodierende Sequenz des Gens fiir das rot fluoreszierende Protein (RFP) in die Hefegenome integriert worden,

wobei diese an die 3’-Enden der kodierenden Sequenzen der spezifischen Zellkompartiment-Marker-Gene
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angefiigt wurde. Dadurch waren die so erzeugten Klone im Stande C-terminal RFP-markierte Fusionsproteine
konstitutiv zu exprimieren, die als mikroskopische Zellkompartiment-Marker verwendet werden kénnen.**

In den hier durchgefiihrten Kolokalisationsanalysen wurden nun folgende neun RFP-Markerstimme eingesetzt:
NOPS56 (nukleoléres Protein von 56 kDa; alias SIK1; Nukleolus), SPC42 (spindle pole component 42; Teilungs-
Spindel-Polkdrper), ERG6 (Ergosterol-Biosynthese 6; Liposomen, Mitochondrien-Aulenmembran), PEX3
(Peroxin 3; Peroxisomen), SNF7 (Saccharose nicht fermentierend 7; Endosomen), ANP1 (Amino-Nitrophenyl-
sensitiv 1; Golgi-Apparat), NIC96 (nucleoporin-interacting component of 96 kDa; Nukleus) SAC6 (suppressor
of actin 6; Aktin) und schlieBlich SEC13 (secretory protein 13; COPII-Vesikel fiir Transport von ER zu GA).
Diese Stimme wurden fiir die Kolokalisationsstudien zundchst, dhnlich wie in Abs. 4.1.1. erldutert, mit
galaktose-induzierbaren, rekombinanten Plasmidvektoren transformiert. Da jedoch die zelluldren Markerproteine
bereits rote Fluoreszenz emittierten, waren diesbeziiglich o.g. Vektoren, die fiir Redstar-markierte
Ataxin-2-Spaltprodukte kodierten, ungeeignet (s. Abb. 4.1A). Stattdessen wurden fiir diese Analysen Plasmide
genutzt, die flir Ataxin-2-Spaltprodukt-Fusionsproteine kodierten, die C-terminal mit dem griin fluoreszierenden
Protein (GFP) markiert waren (s. Abb. 4.4A). Ansonsten entsprach die Durchfithrung der Experimente jedoch
der zuvor erlduterten Vorgehensweise (s. v. Abs.), d. h. auch hier wurde die Plasmidexpression durch Inkubation
der Zellen in galaktosehaltigem Medium fiir 5S—6h bei 30°C induziert, worauthin die Zellen direkt
mikroskopiert wurden.

Parallel zu jedem Kolokalisationsexperiment wurden auBlerdem Kontrollversuche durchgefiihrt, die zeigen
sollten, ob die Expression des Leervektors p423Gal-L Einfluss auf die RFP-Markerproteine hatte. Dafiir wurde
die bei Leervektorexpression festgestellte, zelluldre Lokalisation der Marker mit Daten der ,,yeast GFP fusion
localization database* (yeastgfp.yeastgenome.org) abgeglichen, die auf Grundlage der Analysen der O’"Shea-
Gruppe erstellte wurde.” Bilder dieser Kontrollexperimente, die typische dabei beobachtete
Lokalisationsmuster der RFP-Markerproteine zeigen, sind in Abb. 4.3 zusammengefasst.

Diese Analysen demonstrierten, dass die galaktosevermittelte Leervektorexpression keinen Einfluss auf die
bekannten Lokalisationsmuster der RFP-Markerproteine hatte, wie der Datenbankabgleich der
Mikroskopiebilder ergab. Das bedeutet z. B. fiir den Spindelpolmarker SPC42, dass er meist in einem bis
gelegentlich auch zwei relativ kleinen Foki pro Zelle konzentriert war (s. Abb. 4.3 oben). Ebenso zeigte NOP56
eine den Datenbankbildern entsprechende Lokalisation in nur einem groflen Fluoreszenzfokus in jeder Zelle, der
demzufolge den Nukleolus markierte (s. Abb. 4.3 oben). Ferner konnte auch fiir NIC96 eine herkdmmliche,
zelluldre Verteilung beobachtet werden. So war dieses im Querschnitt oft in Form offener oder geschlossener,
ringformiger Fluoreszenzsignale zu erkennen, die seiner Lokalisation an der nukledren Peripherie entsprachen
(s. Abb. 4.3 oben). Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Datenbankeintréigen, war die beobachtete Lokalisation
des Peroxisomenmarkers PEX3 und des Aktinmarkers SAC6 in vielen relativ kleinen Foki pro Zelle, die sich
héufig in der Zellperipherie befanden (s. Abb. 4.3 zentral & unten). AuBerdem entsprach die zellulédre
Lokalisation des Golgi-Apparat-Markers ANP1 in mehreren zellperipheren Foki moderater Grofle ebenfalls
dessen bekanntem Lokalisationsmuster (s. Abb. 4.3 zentral). Gleiches trifft ferner auf den Liposomen- und
Mitochondrienmarker ERG6 und den Endosomenmarker SNF7 zu, die ebenfalls in vielen mittelgroBen bis
groBen Foki in den einzelnen Zellen angereichert waren. Diese traten dort jedoch meist eher zentral auf
(s. Abb. 4.3 zentral & unten). SchlieBlich zeigte auch das COPII-Vesikel- sowie ER-assoziierte Protein SEC13
eine seinem dokumentierten Lokalisationsmuster entsprechende Anreicherung in vielen kleinen Foki einerseits

sowie langgezogenen Strukturen andererseits (s. Abb. 4.3 unten).”®®
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Abb. 4.3 Analyse der

Lokalisation und
Fokibildung chromosomal
exprimierter, RFP-

Fusionsproteine  diverser
Zellkompartiment-Marker
in S. cerevisiae bei
galaktose-induzierter
Leervektorexpression
(Kontrollexperiment). Die
einzelnen rekombinanten
Hefestimme exprimier- ten
RFP-Markerproteine fiir
folgende Zellkompartimente:
Spindelpolkdérper  (SPC42),
Nukleolus (NOP56), Nukleus
bzw. nukledre Hiille (NIC96),
Endo-somen (SNF7), den
Golgi-Apparat (ANP1),
Peroxisomen (PEX3),
Liposomen & Mitochondrien-
Auflen-membran (ERGO),
Aktin (SAC6) sowie COPII-
Vesikel des anterograden ER-
Transports (SEC13). Die
Leervektorexpression
(p423Gal-L) wurde fiir 5-
6 h induziert. Die bekannte
Marker-proteinlokalisation
war davon jedoch nicht
beeinflusst, was anhand des
Vergleichs mit Bildern der
., yeast GFP fusion
localization database*
erkannt ~ werden  konnte
(s. Text). Die Abbildungen
zeigen reprasentative
Lokalisation/ Fokibildung der
Marker- proteine bezogen auf
sechs untersuchte
biol. Replikate pro Stamm.
(Ver-  groflerung: 630-fach,
Mafstabsbalken: 5 pm,
RFP: RFP-Kanal)
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Fiir die Kolokalisationsanalysen wurde die Expression der GFP-markierten Ataxin-2-Spaltprodukte (s. 0.) in den
RFP-Markerstimmen, analog zur Leervektorexpression in den Kontrollexperimenten, durch Inkubation der
Hefekulturen in Galaktosemedium induziert. Die Hefezellen wurden dann mittels entsprechender
Fluoreszenzfiltersets mikroskopiert, und es wurden Uberlagerungsbilder des RFP-, GFP- und
Transmissionskanals erstellt. Dabei wurden wieder sechs Klone aus mindestens zwei unabhidngigen
Transformationen untersucht. Entsprechende Mikroskopieaufnahmen einiger reprasentativer Experimente sind in
Abb. 4.4 dargestellt.

Daran lésst sich erkennen, dass die beobachtete zelluldre Lokalisation der GFP-markierten Spaltprodukte der der
0. g. Redstar-Fusionsproteine (s. Abs. 4.1.2.) grundsétzlich dhnlich war (vgl. Abb.4.2 und 4.4B & C). Beziiglich
des GFP-markierten N-terminalen Spaltprodukts bedeutet dies konkret, dass es hdufig ausschlieBlich als diffuses,
iiber die ganze Zelle verteiltes Signal detektiert wurde (s. Abb. 4.4C). Analog zu den o. g. Untersuchungen
konnte aber auch hierbei in wenigen Zellen die Bildung eines kleinen GFP-Fokus beobachtet werden
(s. Abb. 4.4C). Insgesamt war der Anteil dieser Zellen allerdings im Vergleich zu den Analysen mit Redstar-
markiertem Ataxin-2-N-Terminus noch zusétzlich reduziert.

Ebenso in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abs. 4.1.2. konnte zudem fiir das C-terminale Ataxin-2-
GFP-Fusionsprotein sehr konsistent in ca. 80 —90 % der fluoreszierenden Zellen Fokibildung festgestellt
werden. Die GFP-Foki waren dabei wie die des Redstar-Ataxin-2-C-Terminus oft grol und meist zirkuldr aber
gelegentlich auch oval (s. Abb. 4.4B).

Diese sehr dhnlichen Lokalisationsmuster der GFP- und Redstar-markierten Ataxin-2-Abschnitte weisen
insgesamt erneut darauf hin (s. Abs. 4.1.1.), dass die Fluoreszenzlabel das Spaltproduktverhalten nur wenig
beeinflussten.

Weiterhin stellte sich heraus, dass der C-terminale Ataxin-2-Abschnitt mit einigen RFP-Markerproteinen
kolokalisierte, was im Gegensatz dazu fiir den N-terminalen Bereich in keinem Experiment beobachtet wurde.

Es sei allerdings darauf hingewiesen, dass die Ataxin-2-N-Terminus-Expression zu einer apparenten Abnahme
der durchschnittlichen Zahl an SNF7-RFP-Foki (d. h. Endosomen) pro Zelle fiihrte (s. Abb. 4.4C), ohne dabei
jedoch die RFP-Gesamtfluoreszenz deutlich zu mindern. Dies konnte somit auf eine mogliche inhibitorische
Wirkung des Ataxin-2-N-Terminus auf die Endosomenbildung bzw. die SNF7-Rekrutierung zu den Endosomen
hindeuten.

Der GFP-markierte Ataxin-2-C-Terminus andererseits zeigte Kolokalisation mit NIC96-, SPC42-, PEX3-, und
ANPI-RFP (s. Abb. 4.4B). Das bedeutet also, dass zumindest dieses Fusionsprotein mit spezifischen
Bestandteilen der Spindelpolkdrper, des Nukleus, der Peroxisomen und des Golgi-Apparat assoziieren kann, was
dementsprechend auch fiir vollstdndiges Ataxin-2 gelten konnte.

Fiir die Spezifitdt der beobachteten Kolokalisation des C-terminalen Spaltprodukts mit dem Golgi-Apparat
sprechen dabei auch frithere Studien. Dort konnte ndmlich in Kofraktionierungs- sowie Kolokalisationsanalysen
festgestellt werden, dass vollstindiges nicht pathogenes Ataxin-2 mit dem Golgi-Apparat assoziiert ist.
Allerdings zeigten die o.g. Kofraktionierungsexperimente keine Anreicherung von Ataxin-2 in der
Peroxisomenfraktion, was jedoch auf artspezifische Unterschiede zuriickzufithren sein konnte, da diese

Experimente mit murinen Zellen durchgefiihrt worden waren.'"*'"
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Abb. 4.4 Untersuchungen zur Kolokalisation GFP-markierter Ataxin-2-Spaltprodukte & chromosomal exprimierter
RFP-Markerproteine in S. cerevisiae. (A) Funktionelle Struktur der analysierten Spaltprodukt-Fusionsproteine und des
vollstdndigen Ataxin-2 (zum Vergleich). (B) Mikroskopiebilder der RFP-Markerprotein-Hefestimme deren Zellen Ko-
lokalisation des Ataxin-2-C-Terminus mit dem Markerprotein zeigten (C) Mikroskopie-Aufnahmen von Zellen des SNF7-
RFP-Stamms, in denen bei Ataxin-2-N-Terminus-Expression reduzierte SNF7-RFP-Fokibildung beobachtet wurde. Koloka-
lisation zwischen dem Spaltprodukt und SNF7 wurde jedoch nicht festgestellt. (Pfeile: kolokalisierende GFP-und RFP-Foki,
dreieckige Peilspitzen: nicht kolokalisierende RFP-Foki, viereckige Pfeilspitzen: nicht kolokalisierende GFP-Foki, Vergrof3e-
rung: 630-fach, MaBstabsbalken: 5 pm, RGT: Uberlagerung der Mikroskopbilder des RFP-, GFP- und Transmissionskanals).
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Von einer Assoziation des Ataxin-2-Hefe-Orthologs PBP1 mit den hefespezifischen Spindelpolkdrpern wurde
jedoch bisher nicht berichtet, und auch von einer Verbindung zwischen Ataxin-2 und den zu den
Spindelpolkorpern funktionell dquivalenten Zentrosomen, die sich evolutionér in Metazoen entwickelt haben, ist
bislang nichts bekannt.

Ebenso konnte bisher noch keine direkte Interaktion von Ataxin-2 und Komponenten des nukledren
Porenkomplexes wie NIC96 bzw. dessen Saugerorthologen festgestellt werden. Fiir eine spezifische
Kolokalisation sprechen in diesem Fall jedoch diverse Experimente in Saugerzellen, in denen gezeigt wurde,
dass Ataxin-2 auch an der Kernperipherie angereichert sein kann,®%-!'%11

Eine Schitzung der diesbeziiglichen Anteile der mit RFP kolokalisierenden GFP-Ataxin-2-C-Terminus-Foki an
der Gesamtmenge der GFP-Foki, unter Einbeziehung aller Experimente, ergab ferner, dass Ataxin-2 besonders
zur Kolokalisation mit PEX3-RFP neigte. In diesem Fall zeigten ndmlich durchschnittlich ca. zwei Drittel der
GFP-Foki mit RFP iiberlagerte Signale, wohingegen die Kolokalisationsanalysen mit NIC96, SPC42- und
ANP1-RFP diesbeziiglich lediglich Anteile von 50 — 60 % ergaben.

Weiterhin fiel hinsichtlich ANP1-RFP auf, dass der C-terminale Ataxin-2-Bereich nicht nur mit diesem
kolokalisierte, sondern seine Expression bzw. Fokibildung héufig auch mit einer Reduzierung der
ANP1-Foki-Anzahl pro Zelle einherging. Ein Effekt der in keinem der anderen Stimme offensichtlich war, was
fiir seine Spezifitdt spricht. Somit konnte v. a. eine durch den Ataxin-2-C-Terminus vermittelte Stérung der
ANPI1-Funktion oder der Funktion des Golgi-Apparates allgemein, eine Ursache fiir dessen starke zytotoxische
Wirkung im S. cerevisiae-Modell gewesen sein (s. Abs. 4.1.1.).

Alles in allem zeigten die GFP-markierten Ataxin-2-Spaltprodukte somit im Vergleich miteinander &hnlich
unterschiedliche Lokalisationsmuster in den RFP-Markerstimmen, wie sie zuvor bereits fiir Redstar-markierte
Ataxin-2-Spaltprodukte im WT-Hefestamm beobachtet werden konnten (s. Abs. 4.1.2.). Das heiflt der nicht
toxische N-terminale Proteinabschnitt war erneut hauptsdchlich diffus in den Zellen verteilt, und das
zytotoxische C-terminale Spaltprodukt akkumulierte in nahezu allen transformierten Zellen.

AuBerdem konnte fiir den Ataxin-2-N-Terminus keine Kolokalisation mit einem der RFP-Marker nachgewiesen
werden. Dennoch hatte dessen Expression offenbar einen negativen Effekt auf die zelluldre SNF7-Fokibildung,
was auf einen regulatorische Einfluss von Ataxin-2 auf die Endosomenbildung hinweisen konnte.

Demgegeniiber kolokalisierten die Foki des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts mit vier der neun untersuchten
Markerproteine. Dies waren der Peroxisomenmarker PEX3, der Golgi-Apparat-Marker ANPI1, der
Spindelpolkérper-Marker SPC42 sowie NIC96, ein Marker fiir die nukledren Porenkomplexe an der
Kernperipherie. Dabei wird insbesondere die Spezifitdt der Kolokalisation des Ataxin-2-C-Terminus mit dem
Golgi-Apparat durch frithere Studien unterstiitzt (s. 0.). Hinzu kommt, dass exklusiv im ANPI1-Stamm die
Expression des Ataxin-2-C-Terminus bzw. dessen Fokibildung zu einer apparenten Abnahme der ANP1-RFP-
Foki in den betroffenen Zellen fiihrte. Dies lief insgesamt vermuten, dass das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt
seine zytotoxische Wirkung in o. g. Wachstumsanalysen zumindest teilweise durch eine Stérung der Funktion
des Golgi-Apparates vermittelt haben konnte (s. Abs. 4.1.1.).

Abgesehen davon konnte jedoch eine weitere Ursache fiir die zytotoxischen Effekte des C-terminalen Ataxin-2-
Spaltprodukts auch eine Stérung der zelluldren Stress-Granula- oder P-Body-Bildung gewesen sein. Das sollte in

den nachfolgend beschriebenen Mikroskopiestudien néher untersucht wurde.
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4.1.4. Untersuchungen zu Effekten physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte auf die

Bildung von Stress-Granula und P-Bodies

Es ist bekannt, dass Ataxin-2 eine Komponente von Stress-Granula (SG) in Séugerzellen ist, und es dort deren
Bildung sowie die von P-Bodies (PB) dosisabhédngig reguliert. Dasselbe gilt aulerdem fiir das Ataxin-2-Hefe-
Ortholog PBPI, das ein Bestandteil von Hefe-SG ist, und dessen Gendeletion zu Defiziten in der zelluldren
SG-Bildung infolge von Gle-Mangel fiihrt, %0511

Deshalb sollte geklédrt werden, ob es sich bei den in o. g. Experimenten (s. Abs. 4.1.2. & 4.1.3.) detektierten
Fluoreszenzfoki des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts oder bei den selten beobachteten N-Terminus-Foki
um Hefe-SG gehandelt haben kdnnte. Ferner sollte dabei auch gepriift werden, ob die Foki mit PB kolokalisieren
konnen, da diese besonders in Hefe in enger Beziehung zu SG stehen, und schlielich dienten die Experimente
zudem dazu herauszufinden, ob die Expression des Ataxin-2-C-Terminus durch Beeinflussung der SG- oder PB-
Bildung zytotoxisch in o. g. Wachstumstests gewirkt haben konnte (s. Abs. 4.1.1.).

Zu diesem Zweck wurden Fluoreszenzmikroskopie-Analysen mit zwei Hefestimmen (Invitrogen) durchgefiihrt,
die GFP-Fusionsproteine von DHHI1 und PBP1 exprimierten. Diese wurden, #hnlich wie o.g. RFP-
Markerstimme (s. Abs. 4.1.3), via homologer Rekombination konstruiert, wobei die kodierende Sequenz des
GFP-Gens in die chromosomale DNA der Hefezellen integriert worden war. Sie exprimierten damit ebenfalls
konstitutiv Fusionsproteine, die C-terminal mit GFP gekoppelt waren. Der DHH1-GFP-Stamm sollte dabei zur
Visualisierung der PB dienen. Der PBP1-GFP-Stamm hingegen sollte als SG-Markerstamm fungieren. In diesen
Zusammenhang wurden auch Untersuchungen mit Cycloheximid (CHX) durchgefiihrt, das durch Blockierung
von translatierender mRNA in Polysomen die SG-Bildung spezifisch inhibiert. Dies sollte helfen zu eindeutigen
Aussagen dariiber zu gelangen, ob die zelluldren Anreicherungen des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts
Hefe-SG sind oder nicht.”?%*2%

Fir die Kolokalisationsanalysen mit o.g. Stimmen wurden allerdings in diesem Fall, aufgrund der GFP-
Markierung der Proteinmarker wieder Redstar-markierte Ataxin-2-Spaltprodukte genutzt. Diese waren identisch
mit den in Abb. 4.1A dargestellten Fusionsproteinen, jedoch wurde fiir ihre exogene Expression das p416GPD-
Plasmid verwendet. Das bedeutet, dass sie nicht wie in den vorherigen Experimenten galaktose-induzierbar
sondern konstitutiv exprimiert wurden, da sie in diesem Fall durch den GPD (Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase)-Promotor reguliert worden waren. Auf diese Weise sollte die Nutzung von Galaktose bzw. der
Entzug von Glucose als Kohlenstoffquelle fiir die Hefezellen vermieden werden, da dadurch die Gefahr
unerwiinschter artifizieller zelluldrer Stressreaktionen bestand.

Zunéchst wurde jedoch in Kontrollexperimenten die Eignung der Markerstimme fiir die Analysen iiberpriift,
d. h. es wurde deren PB- und SG-Bildungsfdhigkeit, unter Standard- und unter Stressbedingungen, in nicht

transformierten Zellen untersucht.

4.1.4.1. Analyse der Fokibildung in den Hefestimmen DHHI-GFP und PBPI-GFP unter Standard- und

Stressbedingungen

Um die Lokalisation von DHH1- und PBP1-GFP zu untersuchen wurden als erstes auf Festmedium wachsende
Einzelklone der entsprechenden Stimme in Selektionsmedium (CSM/Glc/-U) iiber Nacht bei 30°C inkubiert.
Die Ubernachtkulturen wurden daraufhin am Folgetag in frischem Selektionsmedium auf eine ODggo von 0,4

eingestellt und 5 — 6 h Stunden bei 30°C schiittelnd inkubiert.

85



AnschlieBend wurde einem Aliquot dieser Suspensionen Natriumazid NaN; bis zu einer Endkonzentration von
1 % (w/v) zugegeben, und dieses fiir eine halbe Stunde weiter bei 30°C inkubiert, um so oxidativen Stress zu
induzieren. Ein zweites Aliquot wurde hingegen fiir weitere 15 min bei 46°C inkubiert, was der Induktion von
Hitzestress dienen sollte. SchlieBlich wurde zudem ein drittes Aliquot, das keinem Stressor ausgesetzt worden
war, wie die NaN;-Probe fiir weitere 30 min bei 30°C im Inkubator geschiittelt. Darauthin wurden die Proben
wie in Abs. 4.1.2. beschrieben einmal gewaschen und mikroskopiert. Dabei entstandene Mikroskopieauthahmen

die reprisentative zelluldre Verteilung der GFP-Markerproteine zeigen, sind in Abb. 4.5. zu sehen.

DHH1-GFP PBP1-GFP
Azid Hitze Azid Hitze

unbehandelt unbehandelt

GFP

Transmission

Abb. 4.5 Mikroskopische Analyse der Lokalisation und Fokibildung chromosomal exprimierter GFP-Fusionsproteine
von PBP1 und DHHI1 in 8. cerevisiae (Kontrollversuche zur PB- oder SG-Bildung). Die Bilder zeigen Zellen der rekom-
binanten Hefestimme DHHI1-GFP (links) und PBP1-GFP (rechts) unter Standardbedingungen (Spalte 1 & 4) oder unter
Stress, induziert durch Behandlung mit 1 % (w/v) NaNj fiir 30 min (Spalte 2 & 5) oder durch akuten Hitzeschock fiir 15 min
bei 46°C (Spalte 3 & 6). Die endogen exprimierten GFP-Fusionsproteine zeigten in unbehandelten Zellen eine typische,
zelluldre Verteilung, die der in der ,,yeast GFP fusion localization database “ annotierten entsprach. Im Fall von PBP1-GFP
konnte SG-Bildung beobachtet werden (Pfeilspitzen: GFP-Foki, VergroBerung: 630-fach, Maf3stabsbalken: 5 pm).

An diesen ldsst sich erkennen, dass PBP1-GFP erwartungsgeméal in nicht gestressten Zellen nur sporadisch, d. h.
in ca. 1 —5 % der Zellen, Foki bildete (s. Abb. 4.5 rechts). Demgegeniiber bewirkte die Applikation von sowohl
NaNj als auch Hitze eine drastische Erhéhung der Anzahl an PBPI1-Foki, wobei der Anteil fokipositiver
fluoreszierender Zellen auf 80 — 90 % anstieg. Das weist darauf hin, dass es sich bei diesen Foki tatsdchlich um
Hefe-SG handelte. Diese Beobachtungen sind damit auch in Ubereinstimmung mit o. g. Berichten, in denen
PBPl als SG-Komponente identifiziert wurde.”” Der PBP1-GFP-Stamm konnte somit in den
Kolokalisationsanalysen als SG-Markerstamm eingesetzt werden.

Andererseits konnten in DHH1-GFP exprimierenden, unbehandelten Zellen keine DHH1-GFP-Foki sondern
ausschlieBlich diffus verteiltes Fusionsprotein detektiert werden (s. Abb. 4.5 links). Zudem war diesbeziiglich
die Fokibildung auch in stressbehandelten Zellen nur &duBlerst schwach ausgeprigt, was fiir beide Stressarten
gleichermalien galt. Dies war zundchst unerwartet, da DHH1 bereits als spezifische PB-Komponente identifiziert
worden war, 'O 100162118391 AJlerdings wurden erstens in vielen dieser Experimente iiberexprimierte
DHH1-GFP Fusionsproteine untersucht, deren Verhalten von konstitutiv exprimiertem DHH1-GFP abweichen
konnte. Zudem wurde in jenen der o.g. Analysen, die auch mit dem hier genutzten DHHI1-GFP-Stamm
durchgefiihrt wurden, oft lediglich die DHH1-Kolokalisation mit PB-Markern in stressbehandelten Zellen
untersucht bzw. dargestellt. Deshalb muss das hier beobachtete Ausbleiben von DHH-1-Fokibildung
(s. Abb. 4.5 links) zumindest im Fall nicht gestresster Zellen nicht notwendigerweise artifiziell gewesen sein.
Dafiir spricht zudem, dass im entsprechenden Eintrag der bereits zuvor erwdhnten GFP-Protein-

Lokalisationsdatenbank (s. Abs. 4.1.3.), der sich auf ungestresste Zellen des auch hier genutzten DHH1-Stamms
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bezieht, ebenfalls keine DHH1-GFP-Fokibildung beschrieben ist. Ferner konnte bereits gezeigt werden, dass
DHHI1 zwar spezifisch PB markiert allerdings nicht essentiell fiir deren Bildung ist, und schlielich hatte sich
zudem ergeben, dass die Rekrutierung von DHHI zu PB von diversen Faktoren, wie z. B. der Hefe-
Wachstumsphase, beeinflusst werden kann."””'”*'” Alles in allem konnte also trotz der nur schwachen DHHI -
GFP-Fokibildung, die zudem ausschlieBlich in gestressten Zellen beobachtet wurde (s. Abb. 4.5 links), davon
ausgegangen werden, dass der untersuchte Stamm tatsdchlich DHH1-GFP exprimierte. Wofiir auch spricht, dass
dessen GFP-Insertion an das 3"-Ende der kodierenden Region von DHH1 mittels DNA-Sequenzierung validiert
werden konnte. Als PB-Marker war der Stamm jedoch aufgrund dieser Ergebnisse cher ungeeignet. Da
allerdings bereits bekannt war, dass Ataxin-2 und das humane DHH1-Homolog DDX6 interagieren, wurde der
DHH1-GFP-Stamm dennoch in den folgenden Analysen eingesetzt, um mogliche Interaktionen zwischen den

Spaltprodukten und DHH1 zu erkennen.®

4.1.4.2. Untersuchungen zur Kolokalisation physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte mit DHHI1-GFP und
PBPI1-GFP unter Standardbedingungen

Auf Grundlage o. g. Kontrollexperimente konnten somit erste Untersuchungen zur Kolokalisation der durch die
Ataxin-2-Spaltprodukte gebildeten Foki (s. Abs.4.1.2. &4.1.3.) mit PBP1- oder DHHI-GFP unter
Standardbedingungen durchgefiihrt werden.

Dazu wurden beide GFP-Markerstimme zunidchst mit o. g. Plasmiden transformiert, die Redstar-markierte
Ataxin-2-Spaltprodukte via GPD-Promotor konstitutiv exprimierten (s. Abs. 4.1.4.). Auf CSM/Glc/-U-
Festmedium selektierte Einzelklone dieser Transformationen wurden darauthin, wie im vorigen Abschnitt
beschrieben, in Suspensionskulturen iiber Nacht herangezogen. Am Folgetag wurde die ODg, der Kulturen auf
0,4 eingestellt, worauthin die verdiinnten Kulturen bei 30°C fiir 5 — 6 h inkubiert und anschlieBend wie o. g.
mikroskopiert (s. Abs. 4.1.2.) wurden. Représentative Mikroskopiebilder dieser Experimente sind in Abb. 4.6
dargestellt.

AuBerdem wurden im Zuge dieser Untersuchungen zusitzlich Zellklone beider GFP-Stdmme untersucht, die mit
dem Leervektor (p416GDP) transformiert worden waren, um zu kontrollieren ob dessen Expression die Bildung
von SG oder DHHI1-Foki beeinflusst. Dies konnte jedoch nicht festgestellt werden, so dass ein artifizieller
Einfluss der Vektorexpression per se fiir die Kolokalisationsanalysen ausgeschlossen werden konnte (nicht
gezeigt, da den Aufnahmen aus Abb. 4.5 in Abs. 4.1.4.1 entsprechend).

In den Kolokalisationsstudien konnte allerdings bereits unter Standardbedingungen, beziiglich der zelluldren
Verteilung des N-terminalen Spaltprodukts, ein auffélliger Unterschied zu dessen GAL1-Promotor regulierten
Varianten festgestellt werden (s. Abs. 4.1.2 & 4.1.3.). Anders als diese Fusionsproteine, die fast immer diffus in
den Hefezellen verteilt waren, bildete der GPD-Promotor-regulierte Redstar-Ataxin-2-N-Terminus némlich
diskrete Foki in der Mehrheit (ca. 80 — 90 %) der fluoreszierenden Zellen (vgl. Abb. 4.2 & 4.3 mit 4.6 obere
Bildreihen). Diese waren im Querschnitt meist zirkulér bis oval und selten auch langgezogen. Auflerdem waren
sie sehr hiufig an der Zellperipherie zu beobachten. Dariiber hinaus kolokalisierten sie in einigen Zellen mit
DHH1-GFP-Foki, wobei sich diese DHH1-Foki jedoch oft nur schwach von der Hintergrundfluoreszenz
abhoben, was fiir eine eher geringe DHH1-Anreicherung in den N-Terminus-Foki spricht (s. Abb. 4.6A oben).
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Abb. 4.6 Mikroskopiestudien zu Lokalisation und Fokibildung Konstitutiv exprimierter, fluoreszenzmarkierter
Ataxin-2-Spaltprodukte in unbehandelten Zellen der Hefestimme DHHI1-GFP (A) und PBP1-GFP (B)
(Kontrollexperiment). Das N-terminale Redstar-markierte Ataxin-2-Spaltprodukt (oben in (A) & (B)) zeigte unter diesen
Bedingungen (konstitutive, Glc-regulierte Expression) Fokibildung, wobei N-Terminus-Foki mit DHH1-GFP aber nicht
PBP1-GFP kolokalisierten. Der Redstar-markierte Ataxin-2-C-Terminus (unten in (A) & (B)) bildete hdufig Foki, die zudem
haufig mit DHH1-GFP und PBP1-GFP kolokalisieren Die Aufnahmen stehen reprasentativ fiir die Ergebnisse aus sechs
unabhingigen Experimenten. (Pfeile: kolokalisierende Redstar-/ GFP-Foki, Vergroferung: 630-fach, Malistabsbalken: 5 pm,
RGT: Uberlagerungsbild des RFP-, GFP- und Transmissionskanals)

Andererseits konnte fiir das N-terminale Redstar-markierte Spaltprodukt im PBP1-GFP-Stamm keine
Kolokalisation mit dem SG-Marker beobachtet werden (s. Abb. 4.6B). Dies kann allerdings wiederum als Indiz
fiir die Spezifitdt der o. g. N-Terminus-Kolokalisation mit DHH1-GFP angesehen werden.

Der konstitutiv exprimierte, Redstar-markierte Ataxin-2-C-Terminus zeigte hingegen im DHHI1- und PBPI1-
GFP-Stamm &hnliche zelluldre Verteilungsmuster wie seine GAL1-Promotor-abhéngig exprimierten Formen im
WT-Hefestamm (s. Abs. 4.1.2 & 4.1.3). So konnte auch in diesem Fall in einem Grofteil (ca. 80 — 90 %) der
Zellen, die das C-terminale Spaltprodukt exprimierten, beobachtet werden, dass es in Foki verschiedener Grofien
(s. Abb. 4.6 unter Bilderreihe) angereichert war. Diese kolokalisierten zudem nahezu immer mit den GFP-
Signalen des DHH1- oder PBP1-Fusionsproteins, die dementsprechend ebenfalls als diskrete GFP-Signale zu
erkennen waren. Das bedeutet somit, dass in diesen Experimenten, anders als in jenen mit untransformierten
(s. v. Abs.) oder Leervektor (s. 0.) exprimierenden GFP-Stammen (s. Abb. 4.5), bereits ohne Applikation eines
exogenen Stresses sowohl PBP1- als auch DHH1-GFP-Foki gebildet wurden. Dabei handelte es sich jedoch
hauptsdchlich um mit dem C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukt kolokalisierte Foki, die oft auch grof3flichiger
waren als die PBP1-GFP-positiven SG aus o. g. Kontrollversuchen (s. v. Abs.).

Dies konnte einerseits bedeuten, dass die Expression des C-terminalen Spaltprodukts zu einer zelluldren
Stressreaktion gefiihrt hatte, aufgrund derer anormal gro3e PBP1- und DHH1-positive SG gebildet wurden, die
den Ataxin-2-C-Terminus zu sich rekrutierten. Andererseits konnte es sich bei den beobachteten, kolokalisierten
Foki jedoch auch um proteinreiche, aggresomenartige Strukturen gehandelt haben, die im Gegensatz zu SG auch
unabhingig von nicht translatierender mRNA entstehen kdnnen. Um diese Frage zu beantworten sollte im
Folgenden tiberpriift werden, ob fiir die Bildung der Ataxin-2-Spaltprodukt- sowie der DHH1- und PBP1-Foki

nicht translatierende mRNA benotigt wird, wozu der Translationsinhibitor Cycloheximid eingesetzt wurde.
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4.1.4.3. Untersuchungen zur Fokibildung von Ataxin-2-Spaltprodukten, DHHI1 und PBPI1 bei zellulirem

Stress und unter Einfluss von Cycloheximid

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, bildete sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Redstar-
markierte Ataxin-2-Spaltprodukt bei konstitutiver Expression diskrete Fluoreszenzfoki in nicht stressbehandelten
Hefezellen. Dabei waren die Foki des Ataxin-2-N-Terminus gelegentlich mit DHHI1-GFP, und die des
C-Terminus in nahezu allen Féllen mit DHH1- und PBP1-GFP kolokalisiert. Die Spaltproduktexpression fiihrte
demnach bereits unter optimalen Wachstumsbedingungen zur DHH1- und PBP1-Fokibildung. Dabei waren die
PBP1-GFP-Foki sehr hdufig mit dem Ataxin-2-C-Terminus kolokalisiert, und sie fluoreszierten meist sehr viel
stirker als die PBP1-GFP-positiven bona fide SG aus o.g. Kontrollversuchen (s. Abs. 4.1.4.1.). Dies liel
vermuten, dass die mit den Ataxin-2-Spaltprodukten kolokalisierenden PBP1- oder DHH1-Foki moglicherweise
keine herkdmmlichen Hefe-SG oder PB gewesen sein kdnnten. Aus diesem Grund sollte als nichstes tiberpriift
werden, ob die Bildung dieser Foki analog zur SG oder PB-Bildung durch Cycloheximid (CHX) beeinflusst
wird, wozu stressbehandelte mit unbehandelten Zellen verglichen wurden.

Die Durchfithrung der Experimente erfolgte dabei prinzipiell wie zuvor beschrieben (s.v. Abs.). Allerdings
wurden die zu untersuchenden Suspensionskulturen der transformierten Zellen hierbei vor den mikroskopischen
Analysen dhnlich wie in Abs. 4.1.4.1. erldutert in Aliquots aufgeteilt und mit Stress behandelt. In diesem Fall
wurden jedoch sechs Aliquots hergestellt. Zwei von diesen Ansétzen wurden daraufhin fiir eine halbe Stunde bei
30°C mit NaNj; inkubiert und zwei weitere fiir 15 min einem Hitzeschock bei 46°C ausgesetzt. Die iibrigen zwei
Aliquots dienten ferner als Kontrollproben, die keinem Stress ausgesetzt wurden. Weiterhin wurde in je ein
Aliquot dieser drei Paare CHX bis zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugefiigt. In das jeweils andere
Aliquot wurde hingegen DMSO gegeben, und zwar im gleichen Verdiinnungsverhdltnis wie die CHX-
Stammldsung. Die DMSO-Proben wurden dabei als Losungsmittelkontrollen angesetzt, d. h. als Referenzproben
mit der potentiell vorstellbare, unspezifische Einfliisse des CHX-Losungsmittels DMSO auf die Fokibildung
erkannt werden sollten. Die Ergebnisse dieser Analysen sind fiir den DHH1-GFP-Stamm in Abb. 4.7 und fiir den
PBP1-GFP-Stamm in Abb. 4.8. in Form reprisentativer Mikroskopieaufnahmen dargestellt.

Diesbeziiglich sei zunédchst erwédhnt, dass der DMSO-Einsatz in den Losungsmittelkontrollen die Fokibildung
der Ataxin-2-Spaltprodukte in unbehandelten Zellen nicht beeinflusste (s. Abb. 4.7 & 4.8 jeweils 1. Spalte), wie
ein Vergleich mit den Ergebnissen aus o. g. Mikroskopieanalysen ergab (s. Abb. 4.6). Auch in den DMSO-
Kontrollproben wurde also durchschnittlich in ca. 80 —-90% der Zellen, die das N- oder C-terminale
Spaltprodukt exprimierten, deren Fokibildung beobachtet. Ebenso war zudem das Ausmal} der Kolokalisation
der Spaltprodukt-Foki mit den GFP-Fusionsproteinen von DMSO unbeeinflusst. So waren die N-Terminus-Foki
wieder teilweise mit DHH1-GFP und die C-Terminus-Foki anndhernd immer mit sowohl DHH1- als auch PBP1-
GFP-Foki kolokalisiert.

Ferner fithrte die Anwendung von Azid oder Hitze in den DMSO-Kontrollansdtzen des DHH1-GFP-Stamms zu
keiner verdnderten, zelluldren Fluoreszenzfokibildung (s. Abb. 4.7 linke Halfte). Entsprechend konnten auch hier
ausschlieflich DHH1-GFP-Foki detektiert werden, die mit Redstar-Spaltprodukt-Foki (N- und C-Terminus)
kolokalisierten. Aulerdem waren die Anteile der Zellen die Spaltprodukt-Foki bildeten relativ zur Gesamtmenge
der Zellen mit Redstar-Fluoreszenz sehr dhnlich zu denen der ungestressten Proben, und lagen fiir beide

Spaltprodukte entsprechend bei etwa 80 — 90 % (s. 0.).
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Abb. 4.7 Mikroskopische Untersuchungen zum Einfluss von Cycloheximid (CHX) auf die Fokibildung konstitutiv
exprimierter, fluoreszenzmarkierter Ataxin-2-Spaltprodukte im Hefestamm DHH1-GFP. (A) Aufnahmen von Zellen
die Redstar-markierten Ataxin-2-N-Terminus exprimierten. (B) Aufnahmen von Zellen die Redstar-markierten Ataxin-2-C-
Terminus exprimierten. Die Abbildungen zeigen reprisentative zelluldre Lokalisation & Fokibildung der Spaltprodukte und
des DHH1-GFP ausgehend von jeweils sechs unabhingig untersuchten Proben. Die drei linken Spalten in (A) & (B) zeigen
Ergebnisse aus Kontrollexperimenten, in denen die Zellen mit DMSO anstatt CHX behandelt wurden, um potentielle
Losungsmitteleffekte auszuschlieBen. Die Aufnahmen der 3 rechten Spalten in (A) & (B) hingegen zeigen CHX-behandelte
Zellen. Zusétzlich wurden die Zellen dabei fiir 30 min in 1 % (w/v) NaNj; inkubiert (Spalte 2 & 5) oder fiir 15 min Hitzestress
bei 46°C (Spalte 3 & 6) ausgesetzt. Kontrollzellen (Spalte 1 & 4) wurden wihrenddessen fiir 30 min unter
Standardbedingungen kultiviert. Beide Spaltprodukte bildeten Foki, die stets mit DHHI1-GFP-Foki kolokalisierten.
Abgesehen von diesen kolokalisierenden Foki bildeten die Zellen des DHH1-GFP-Stamms keine bzw. duflerst selten weitere
GFP-Foki. Die Fokibildung der Spaltprodukte entsprach ansonsten der in o. g. Kontrollversuchen (s. Abb. 4.6.), d. h. weder
DMSO oder CHX noch jegliche Stressbehandlung beeinflusste die Entstechung der Spaltprodukt-Foki.
(Pfeile: kolokalisierende Redstar-/ GFP-Foki, VergroBerung: 630-fach, Mafstabsbalken: 5 um RGT: Uberlagerungsbild des
RFP-, GFP- und Transmissionskanals)
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Abb. 4.8 Mikroskopische Untersuchungen zum Einfluss von Cycloheximid (CHX) auf die Fokibildung konstitutiv
exprimierter, fluoreszenzmarkierter Ataxin-2-Spaltprodukte im Hefestamm PBP1-GFP. (A) Aufnahmen von Zellen die
Redstar-markierten Ataxin-2-N-Terminus exprimierten. (B) Aufnahmen von Zellen die Redstar-markierten Ataxin-2-C-
Terminus exprimierten. Die Abbildungen zeigen reprisentative zelluldre Lokalisation & Fokibildung der Spaltprodukte und
des PBP1-GFP ausgehend von jeweils sechs unabhingig untersuchten Proben. Die drei linken Spalten in (A) & (B) zeigen
Ergebnisse aus DMSO-Kontrollexperimenten, die drei rechten Spalten zeigen CHX-behandelte Zellen. Um SG-Bildung zu
induzieren wurden die Zellen fiir 30 min in 1% (w/v) NaNj; (Spalte 2 & 5) oder fiir 15 min bei 46°C (Spalte 3 & 6) inkubiert.
Kontrollzellen (Spalte 1 & 4) wurden fiir 30 min unter Standardbedingungen kultiviert. Beide Spaltprodukte bildeten Foki,
wobei nur die des C-terminalen Spaltprodukts mit PBP1-GFP kolokalisierte. Dabei war die Bildung der Spaltprodukt-Foki
unabhingig von DMSO oder CHX sowie von Stressbehandlung. Der Anteil an nicht mit dem C-Terminus kolokalisierenden
PBP1-GFP-Foki (s. Zellen aus (A) oder C-Terminus-Foki-negative Zellen aus (B)) stieg jedoch durch Stressbehandlung an
und konnte durch CHX inhibiert werden. (Pfeile: kolokalisierende Redstar-/ GFP-Foki, dreieckige Pfeilspitze: nicht
kolokalisierende Redstar-Foki, viereckige Pfeilspitze: nicht kolokalisierende GFP-Foki, Vergrofierung: 630-fach,
MaBstabsbalken: 5 um RGT: Uberlagerungsbild des RFP-, GFP- und Transmissionskanals)
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Andererseits konnte durch Stressbehandlung der DMSO-Kontrollproben des PBP1-GFP-Stamms eine Induktion
der PBP1-GFP-Fokibildung im Vergleich zu unbehandelten Proben beobachtet werden (s. Abb. 4.8 linke
Halfte). Dennoch stieg in diesen Féllen weder die Anzahl der Foki des N-terminalen noch des C-terminalen
Ataxin-2-Spaltprodukts, d. h. die stressabhingig gebildeten GFP-Foki waren meist nicht mit den Spaltprodukt-
Foki kolokalisiert.

Dabei fiel auBerdem auf, dass in Zellen die N-Terminus-Foki bildeten, diese hédufig zusammen mit
stressabhingig entstandenen, jedoch nicht mit dem N-Terminus kolokalisierenden PBP1-GFP-Foki auftraten
(s. Abb. 4.8A links). Dagegen zeigten C-Terminus-Foki bildende Zellen sehr selten simultan auftretende, nicht
mit dem C-Terminus kolokalisierende PBP1-GFP-Foki bei Azid- oder Hitzestress-Anwendung (s. Abb. 4.8B
links). In diesem Fall beschriankte sich dementsprechend die stressvermittelte Zunahme PBP1-GFP-positiver
Foki auf Zellen die das C-terminale Spaltprodukt nicht bzw. nicht detektierbar exprimierten.

Die anndhernd absolute Kolokalisation der PBP1-Foki mit den C-Terminus-Foki fiihrte ferner dazu, dass die
durchschnittlich festgestellte PBP1-Foki-Anzahl pro Zelle in den C-Terminus exprimierenden Zellen beim
Vergleich gestresster und ungestresster Zellen relativ konstant war. In dieser Hinsicht unterschieden sich somit
die C-Terminus exprimierenden PBP1-GFP-Zellen von untransformierten und N-Terminus exprimierenden
Zellen, in denen die mittlere PBP1-GFP-Foki-Anzahl pro Zelle durch Stressapplikation zunahm (vgl. Abb. 4.5
rechts & 4.8A links mit Abb. 4.8B links).

Insgesamt konnte also durch Stressbehandlung in den DMSO-Kontrollproben lediglich eine Erhdhung von nicht
mit den Spaltprodukten kolokalisierten PBP1-GFP-Foki beobachtet werden, die zudem in C-Terminus
exprimierenden Zellen relativ schwach war (s. 0.). Im Vergleich dazu war diese relative Zunahme an PBP1-
GFP-Foki unter Stressbedingungen in den unter CHX-Einwirkung mit Hitze oder Azid gestressten Zellen nicht
mehr festzustellen, was sich aus o. g. Griinden besonders gut an den Ataxin-2-N-Terminus exprimierenden
Zellen erkennen lieB3 (s. Abb. 4.8A, vgl. DMSO & CHX).

Der Translationsinhibitor beeinflusste allerdings weder die Fokibildung des N-terminalen noch die des
C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts in beiden GFP-Stimmen (s. Abb. 4.7 & 4.8). Gleichfalls hatte er zudem
keinen Effekt auf die Kolokalisation der GFP-Proteine mit den Redstar-Spaltprodukt-Foki. So konnte in den
CHX- ebenso wie in den DMSO-Ansdtzen unabhidngig von exogenem Stress fiir DHH1-GFP gelegentlich
Kolokalisation mit Ataxin-2-N-Terminus-Foki und hiufig Kolokalisation mit den C-Terminus-Foki festgestellt
werden (s. Abb. 4.7). Entsprechend war auch PBP1-GFP unter CHX-Einfluss genau wie in den DMSO-
Kontrollproben in Foki konzentriert, die nahezu immer mit dem C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukt
kolokalisierten (s. Abb. 4.8). Man kann somit insgesamt davon ausgehen, dass die Ataxin-2-Spaltprodukt-Foki
sowie die damit kolokalisierenden PBP1-GFP- oder DHH1-GFP-Foki aufgrund ihrer CHX-Resistenz keine SG
bzw. PB gewesen sind. Thre dementsprechende Unabhdngigkeit von freien mRNA-Transkripten weist zudem
darauf hin, dass es sich bei ihnen um aggresomenartige Proteinansammlungen gehandelt haben konnte.

Ferner war die Bildung CHX-regulierbarer PBP1-Foki in den C-Terminus exprimierenden Zellen im Vergleich
zu N-Terminus exprimierenden oder untransformierten Zellen sehr schwach (s. 0.). Dies ldsst somit vermuten,
dass die C-Terminus-Foki die SG-Bildung gestort haben konnten. Da PBP1-GFP zudem mit den C-Terminus-
Foki kolokalisierte, konnte diese Storung entsprechend durch das Zurlickhalten des fiir die SG-Entstehung
wichtigen PBP1 in den beobachteten CHX-resistenten C-Terminus-Foki verursacht worden sein. Ahnliche
Sequestrierungsmechanismen konnten demnach ebenso auf alle in den bisherigen Versuchen entdeckten, mit

dem Ataxin-2-C-Terminus kolokalisierenden Hefeproteine wirken (s. Abs. 4.1.3. & 4.1.4.). Da dies fiir den
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C-Terminus im Vergleich zum N-Terminus relativ viele Proteine waren, konnte dementsprechend multiple
Proteinsequestrierung durch die C-Terminus-Foki eine Vielzahl mehr oder weniger spezifische zellschiddigende
Einfliisse ausiiben, was schlieBlich auch ein Grund fiir die starke Zytotoxizitit dieses Spaltprodukts in o. g.
Wachstumsanalysen gewesen sein kdnnte (s. Abs. 4.1.1.).

Insgesamt konnte also festgestellt werden, dass der C-terminale Ataxin-2-Bereich nicht nur stark zytotoxisch in
Hefe wirkt, sondern zudem mit PBP1 interagiert. Dieses wurde wiederum kiirzlich als Modifikator der Toxizitdt

von TDP-43 in einem Proteinopathie-Hefemodell identifiziert.'>*%

Deshalb sollte als néchstes iiberpriift
werden, ob die Ataxin-2-Spaltprodukte ebenfalls modifizierend auf die TDP-43-Toxizitdt in diesem Modell
wirken. Zudem sollten TDP-43 und die Spaltprodukte mittels Fluoreszenzmikroskopie hinsichtlich ihrer
Lokalisation und eventuellen Kolokalisation untersucht werden, um Hinweise auf mogliche direkte Interaktionen

zwischen ihnen zu erhalten.

4.1.5. Studien zu Effekten der Expression physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte in
einem TDP-43-Proteinopathie-Hefemodell

4.1.5.1. Wachstumsanalysen in TDP-43 exprimierenden Hefezellen

Anders als fiir vollstidndiges Ataxin-2 konnte, wie in Abs. 4.1.1. beschrieben, fiir das C-terminale Ataxin-2-
Spaltprodukt eine starke zytotoxische Wirkung bei Uberexpression in Wachstumsanalysen nachgewiesen
werden. Dieser Ataxin-2-Abschnitt kolokalisierte zudem mit PBP1 (s. Abs. 4.1.4.), welches zuvor bereits als

dosisabhingiger Regulator der Zytotoxizitit von TDP-43 erkannt worden war.'*?

Deshalb sollte im Folgenden
untersucht werden, ob auch die Ataxin-2-Spaltprodukte einen Einfluss auf die TDP-43-Toxizitdt ausiiben
konnen.

Dazu wurde ein kiirzlich etabliertes humanisiertes TDP-43-Proteinopathie-Hefemodell genutzt mit dem
zytotoxische Effekte durch galaktose-induzierte TDP-43-Expression simuliert werden konnen. Die dafiir
benoétigten TDP-43-Vektoren wurden freundlicherweise von Hr. Dr. A. Gitler zur Verfiigung gestellt, in dessen
Arbeitsgruppe das ALS-Hefemodell entwickelt worden war.*®

Die Durchfiihrung der Experimente dhnelte dabei der in Abs. 4.1.1. beschriebenen Vorgehensweise. So wurden
auch hier zunéchst Zellen des WT-Stamms mit galaktose-induzierbaren rekombinanten Plasmiden transformiert.
Dabei wurden jedoch anders als in o. g. Experimenten Kotransformationen mit je zwei Plasmiden pro Ansatz
durchgefiihrt, da in diesem Fall wie erwihnt die Interaktion zweier exogen exprimierter Proteine bzw.
Proteinisoformen untersucht werden sollte. Eines der Plasmide enthielt dabei die kodierende Sequenz des
TDP-43-Proteins. Das jeweils andere Plasmid hingegen kodierte fiir eine von fiinf Ataxin-2-Isoformen, deren
Einfluss auf die TDP-43-Zytotoxizitét in diesem Modell untersucht werden sollte (s. Abb. 4.9A). Bei diesen fiinf
Isoformen handelte es sich zum einen um die in Abs. 4.1.1. vorgestellten nicht markierten Ataxin-2-
Spaltprodukte sowie vollstédndiges, nicht pathogenes Ataxin-2. Zum anderen gehorte in diesem Fall eine auf
79 Q-Repeats expandierte, d.h. pathogene Variante des kompletten Ataxin-2 sowie ein entsprechendes

N-terminales Ataxin-2-Spaltprodukt zu den analysierten Isoformen (s. Abb. 4.9 oben).

93



Q DXXD PAM2

e || N u L

DXXD

Qs PAMZ
o j c
Qy

Q?Q
PAMZ
A2-C3CT . . H ¢

105-169 193 -253 277-414

TDP-43* N

V1 + r2-a79 [ ] 2 # N TDP-43 +
n2-canta22 [ S
PrNI @ @ B

Lv2

1+ TDP-43 -
__ 1 oo RO

Glc (Aus) Gal (An) Glc (Aus) Gal (An)

Abb. 4.9 Untersuchungen zu modifizierenden Einfliissen der Expression von Ataxin-2 und seiner physiologischen
Spaltprodukte auf die TDP-43-Zytotoxizitéit in S. cerevisiae (A) Funktionelle Struktur der untersuchten rekombinanten
Ataxin-2-Isoformen (s. a. Abb. 4.1A). Zuvor in dieser Arbeit noch nicht untersuchte Fusionsproteine (Asterisk) waren
vollstdndiges Ataxin-2 mit 79 Q-Repeats (A2-Q79), das entsprechende N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt (A2-C3NT-Q79)
& TDP-43 (RRM: RNA recognition motif, GRD: glycinreiche Doméne) (B) Fotografien von Wachstumsanalysen mit
WT-Hefezellen (reprisentativ fiir 6 biol. Replikate). Die Klone ko-exprimierten galaktose-induziert die in (A) gezeigten
Ataxin-2-Formen bzw. deren entsprechenden Leervektor p423Gal-L (LV2) zusammen mit TDP-43 (rechte Seite) oder dessen
entsprechenden Leervektor p426Gal-L (LV1) (linke Seite). Die Aufnahmen der Glc-Platten zeigen Wachstum bei
ausgeschalteter und die der Gal-Platten bei induzierter Genexpression. Ko-Expression von Ataxin-2-C-Terminus zusammen
mit TDP-43 verstirkte die TDP-43-Toxizitit im Vergleich zur Leervektorkontrolle (rechts unterer Teil). Ko-Expression von
SCA2-pathogen expandiertem Ataxin-2 oder dessen entsprechendem N-Terminus mit TDP-43 wirkte hingegen mitigierend
auf die zytotoxischen Effekte von TDP-43 (rechts oberer Teil)

Zu Kontrollzwecken wurden zudem Kotransformationen mit dem TDP-43-kodierenden Plasmid und dem
Leervektor der rekombinanten Ataxin-2-Plasmide (s. Abb.4.9B rechter Teil jeweils 2. Zeile) durchgefiihrt. Aus
demselben Grund wurden ferner Kotransformationen mit dem Leervektor des TDP-43-Plasmids und den
Ataxin-2-Plasmiden (s. Abb. 4.9B linker Teil) sowie mit beiden Leervektoren unternommen (s. Abb. 4.9B

jeweils oberste Zeile). Die Transformationsansdtze wurden schlieBlich auf CSM/Glc/-H/-U-Festmedium
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selektiert. Einzelklone dieser Transformationen wurden daraufhin in entsprechendem Selektionsmedium
resuspendiert und iiber Nacht bei 30°C fiir die Wachstumsanalysen vorinkubiert. Am Folgetag wurden wie in
Abs. 4.1.1. beschrieben die ODgy-Werte der Kulturen eingestellt, und Verdiinnungsreihen der so gewonnenen
Ausgangskulturen auf je zwei Selektionsagarplatten ausgetropft. Dabei enthielt wieder eine der Platten Glucose
als Kohlenstoffquelle, und diente somit zur Kontrolle des Hefewachstums bei ausgeschalteter
Plasmidexpression. Die zweite Platte dagegen enthielt Galaktose, die zur Induktion der Plasmidexpression
diente. Schliellich wurden die Hefezellen bei 30°C iiber drei bis vier Nachte inkubiert. Auf diese Weise wurden
je Plasmidkombination mindestens sechs Klone aus mindestens drei unabhéngigen Kotransformationen getestet
um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten.

Aufnahmen eines reprasentativen Experimentes dieser Analysen sind in Abb. 4.9B abgebildet. Dort kann man
erkennen, dass alle Stimme bei ausgeschalteter Expression (Glc-Platten) wie erwartet gleichmifig wuchsen, was
eine Grundbedingung dieser Experimente war.

Ferner zeigte ein Vergleich der Zellen die Ataxin-2-Isoformen und den Leervektor des TDP-43-Plasmids (LV1)
simultan exprimierten mit Zellen die beide Leervektoren exprimierten, dass deren Wachstum nur bei
Ko-Expression des Leervektors mit dem C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts inhibiert wurde (s. Abb. 4.9B
links). Fiir die bereits zuvor untersuchten Ataxin-2-Isoformen, zu denen auch der Ataxin-2-C-Terminus z&hlt
(s. Abs. 4.1.1.), bedeutet dies, dass die zusdtzliche Leervektorexpression deren Einfluss auf das Hefewachstum
nicht modifizierte.

Zudem wirkte die Ko-Expression des TDP-43-Proteins mit dem Leervektor der Ataxin-2-Plasmide im Vergleich
zur Expression beider Leervektoren wachstumshemmend auf die Hefezellen (s. Abb. 4.9B rechts). Dies
entsprach damit ebenfalls den schon zuvor beobachteten, zytotoxischen Effekten die auch durch alleinige
TDP43-Expression ausgelost werden.”®

Insgesamt wurden also bereits zuvor beobachtete Auswirkungen der alleinigen Expression von Ataxin-2-
Isoformen oder TDP-43 auf das Hefewachstum (s. 0.) durch zusétzliche Leervektorexpression in den hier
untersuchten Kontrollansétzen nicht beeinflusst. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass mogliche durch
Expression der Ataxin-2-Isoformen vermittelte TDP43-toxizititsmodifizierende Effekte, falls solche festgestellt
werden sollten, spezifisch sein wiirden.

Derartige spezifische Effekte konnten letztendlich auch tatsdchlich nachgewiesen werden. Diese betrafen zum
einen das C-terminale physiologische Ataxin-2-Spaltprodukt und zum anderen das auf 79 Q-Repeats
expandierte, vollstindige Ataxin-2-Protein sowie dessen entsprechendes N-terminales Spaltprodukt
(s. Abb. 4.9B rechts). So fiihrte die Ko-Expression des Ataxin-2-C-Terminus und des TDP-43-Proteins in allen
Experimenten zu einer stirkeren Hemmung des Hefewachstums als fiir die TDP-43 und den Leervektor LV2
Kontrollen beobachtet werden konnte. Das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt hatte also einen fordernden Effekt
auf die TDP-43-Zytotoxizitdt. Im Gegensatz dazu wuchsen Zellen, die TDP-43 und vollstdndiges Ataxin-2 mit
79 Q-Repeats in der PolyQ-Region exprimierten, stets besser als TDP-43 und Leervektor exprimierende
Kontrollzellen (s.o0.). Dasselbe galt zudem fiir die entsprechende expandierte Variante des N-terminalen
Ataxin-2-Spaltprodukts, wobei dessen TDP-43-toxizitdtsmildernder Einfluss jedoch schwicher war als der des
vollstindigen Ataxin-2-Proteins mit 79 Q-Repeats. Allerdings war er dennoch sehr konsistent in neun von elf
untersuchten biologischen Replikaten festgestellt worden und somit gut reproduzierbar.

Dariiber hinaus konnte jedoch kein Effekt auf die Zytotoxizitdt von TDP-43 bei dessen Ko-Expression mit nicht

pathogenem Ataxin-2 mit 22 Q-Repeats oder dem davon abgeleiteten N-terminalen Spaltprodukt beobachtet
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werden. Dies spricht zusétzlich dafiir, dass die beobachteten modifizierenden Effekte auf die TDP-43-Toxizitét
spezifisch durch den Ataxin-2-C-Terminus einerseits bzw. die pathogene PolyQ-Expansion in Ataxin-2 oder
dessen N-Terminus andererseits vermittelt worden waren.

Die Ergebnisse bestitigten also prinzipiell, dass Ataxin-2 ebenso wie sein Hefe-Ortholog PBP1 im Hefemodell
die TDP-43-Zytotoxizitdt modifizieren kann. Es war jedoch in diesem Fall nicht die Expression von
vollstindigem Ataxin-2 sondern die seines C-terminalen Spaltprodukts, die analog zur PBP1-Expression in
fritheren Untersuchungen die toxische Wirkung von TDP-43 verstirkte."”® Dies spricht dafiir, dass dieses
Spaltprodukt auch fiir den modifizierenden Effekt von Ataxin-2 auf die ALS-Pathogenese wichtig sein kdnnte.
Dies wiirde allerdings dennoch nicht erkldren, warum intermedidr expandierte Ataxin-2-PolyQ-Regionen zu
einem erhohten ALS-Erkrankungsrisiko fiihren, was ebenfalls in o. g. Studie beobachtet werden konnte.'>
Diesbeziiglich konnte allerdings in den Wachstumsanalysen zudem ein spezifischer mitigierender Einfluss einer
SCA2-pathogenen Ataxin-2-PolyQ-Repeatexpansion auf die Zytotoxizitit von TDP-43 festgestellt werden
(s. 0.). Das bedeutet also, dass auch im verwendeten Hefemodell, in Analogie zu ALS-Patienten mit intermediér
expandiertem Ataxin-2, prinzipiell ein Zusammenhang zwischen der Lénge der Ataxin-2-PolyQ-Region und
zellpathogenen Auswirkungen von TDP-43 bestand (s. 0.). Es sei jedoch betont, dass hier ausschlielich eine
SCA2-pathogene Ataxin-2-PolyQ-Repeatexpansion untersucht wurde, die per Definition grofer ist als
intermedidre PolyQ-Expansionen. Dennoch zeigten diese Ergebnisse insgesamt, dass das genutzte humanisierte
TDP-43-Proteinopathiemodell durchaus geeignet sein kann, um modifikatorische FEinfliisse der Ataxin-2-

Expression auf die zelluldre TDP-43-Pathogenese zu simulieren.

4.1.5.2. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur Lokalisation von ko-exprimiertem TDP-43-GFP

und Redstar-markierten Ataxin-2-Spaltprodukten in Hefezellen

Die im letzten Abschnitt beschriebenen Wachstumsanalysen hatten gezeigt, dass beide Ataxin-2-Spaltprodukte
die TDP-43-Toxizitdit in einem humanisierten Hefemodell beeinflussen konnen. In den folgenden
Mikroskopieanalysen sollten die Spaltprodukte deshalb hinsichtlich Kolokalisation mit TDP-43 sowie Effekten
auf die Fokibildung des TDP43 untersucht werden, das bekanntermalen in diesem Modellsystem

265 1: . ..
Dies diente v. a. dazu aufzukliren, ob

zytoplasmatische, amorphe und zytotoxische Akkumulationen bildet.
der beobachtete durch den Ataxin-2-C-Terminus vermittelte Verstirkereffekt auf die Toxizitdt von TDP-43
(s. v. Abs.) auf Verdnderungen der TDP-43-Fokibildung beruhen kénnte.

Dafiir wurden wie zuvor beschrieben (s. Abs. 4.1.5.1.) Kotransformationen von Zellen des WT-Hefestamms mit
je zwei rekombinanten, galaktose-induzierbaren Plasmiden vorgenommen. Dabei wurde je ein Plasmid genutzt,
dass prinzipiell dem o. g. TDP-43-kodierenden Vektor entsprach, der jedoch in diesem Fall die Sequenz einer
C-terminal GFP-markierten TDP-43-Version enthielt. Das andere Plasmid entsprach dabei je einem der in
Abs. 4.1.1. bereits vorgestellten Vektoren, die fiir C-terminal Redstar-markierte Ataxin-2-Spaltprodukte
kodierten. Auflerdem wurden analog zu o. g. Experimenten (s. v. Abs.) Kontrollproben angesetzt, fiir die die
Hefezellen mit jeweils einem der Spaltprodukt-Plasmide oder dem TDP-43-Plasmid zusammen mit dem
Leervektor des entsprechenden anderen Plasmids transformiert wurden.

Einzelklone dieser Transformationen wurden darauthin zunichst {iber Nacht in glucosehaltigem
Selektionsmedium herangezogen, und aus den entsprechenden Suspensionen wurden am folgenden Tag
Hauptkulturen (ODgoy = 0,4) in galaktosehaltigem Selektionsmedium hergestellt, die bei 30°C fiir 5—6h
inkubiert wurden. Die Vorbereitung der Proben auf die Mikroskopie sowie die Mikroskopie selbst erfolgte
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daraufhin wie zuvor erldutert (s. Abs. 4.1.3.). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 4.10
dargestellt.

Darin ldsst sich zundchst erkennen, dass das bereits aus o.g. Experimenten (s. Abs.4.1.2.) bekannte
Fokibildungsverhalten der Ataxin-2-Spaltprodukte sich auch bei zusitzlicher Leervektorexpression nicht
verdnderte (vgl. Abb. 4.2. & 4.10A). So bildete auch hier das C-terminale Spaltprodukt in einem GroBteil der
Zellen Foki, wihrend der N-terminale Abschnitt unter diesen Bedingungen nur in wenigen Zellen Fokibildung

zeigte (s. Abb. 4.10A).

A
A2-C3CT-RS
A2-C3NT-Q22-RS
B
GFP RFP RGT
TDP-43-GFP
&
GFP RFP RGT
A2-C3CT-RS
TDP-43-GFP +

A2-C3NT-Q22-RS
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Abb. 4.10 Mikroskopiestudien zu Lokalisation und Kolokalisation von Ataxin-2-Spaltprodukten und TDP-43 (A)
Aufnahmen von Zellen die Redstar-markierten Ataxin-2-C-Terminus (oben) oder -N-Terminus (unten) zusammen mit dem
Leervektor des TDP-43-Plasmids (p426Gal-L) galaktose-induziert ko-exprimierten (Kontrollexperiment 1). Lokalisation und
Fokibildung der Spaltprodukte entsprachen dabei den Beobachtungen aus o.g. Experimenten (s. Abb.4.2). (B)
Mikroskopiebilder von Zellen die TDP-43 und den Leervektor der Ataxin-2-Spaltprodukte (p423Gal-L) ko-exprimierten
(Kontrollexperiment 2). Die TDP-43-Fokibildung entsprach dabei den Ergebnissen friiherer Studien.?®® (C) Aufnahmen aus
Kolokalisationsstudien von Zellen die Ataxin-2-Spaltprodukte und TDP-43-GFP ko-exprimierten. Der Ataxin-2-N-Terminus
(unten) kolokalisierte mit TDP-43-GFP-Foki, was auf dessen C-Terminus (oben) nicht zutraf. (Pfeile: kolokalisierende
Redstar-/ GFP-Foki, dreieckige Pfeil-spitze: nicht kolokalisierender Redstar-Fokus, VergroBerung: 630-fach,
MafBstabsbalken: 5 um RGT: Uberlagerungsbild des RFP-, GFP- und Transmissionskanals)

Ebenso konnte auch fiir die TDP-43-Fokibildung keine Beeinflussung durch Leervektorexpression festgestellt
werden, was ein Vergleich mit Ergebnissen zuvor verdffentlichter Untersuchungen ergab (s. Abb. 4.10B).2>%%
In Zellen, die TDP-43-GFP und das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt ko-exprimierten, konnte letztlich
allerdings keine Kolokalisation der beiden Fusionsproteine beobachtet werden (s. Abb. 4.10C), weshalb es eher
unwahrscheinlich ist, dass dieses Spaltprodukt seinen zuvor festgestellten TDP-43-Toxizitétsverstirkereffekt
(s. v. Abs.) durch direkte TDP-43-Interaktion vermittelt hatte. Ferner konnte zudem kein Effekt der C-Terminus-
Expression auf die TDP-43-Fokibildung erkannt werden, so dass der durch den C-Terminus vermittelte Effekt
auf die TDP-43-Toxizitit offenbar ebenso wenig auf verstiarkter TDP-43-Akkumulierung beruhte.

Andererseits konnte fiir das N-terminale Redstar-Spaltprodukt bei gemeinsamer Expression mit TDP-43-GFP
tatsdchlich Kolokalisation mit den GFP-Foki festgestellt werden. Dabei wurde es zudem offenbar zu den
TDP-43-Foki rekrutiert, da in den Leervektorkontrollansdtzen nur sehr selten N-Terminus-Fokibildung zu
beobachten war (vgl. Abb. 4.10A & C jeweils untere Bilderreihen), was darauf hinweist, dass die TDP-43-
Fokibildung Bedingung fiir die Entstechung der N-Terminus-Foki war. Allerdings hat dies offenbar, wie o. g.
Wachstumsanalysen (s. Abs. 4.1.5.1) zeigten, keinen Einfluss auf die TDP-43-Zytotoxizitidt in Hefezellen.
Dennoch weist dieses Resultat darauf hin, dass moglicherweise auch vollstindiges Ataxin-2 via seines
N-terminalen Abschnitts direkt oder indirekt mit TDP-43 interagieren und so seine modifizierende Wirkung auf
TDP-43 bzw. die ALS-Pathogenese vermitteln konnte.'>

Zusammenfassend bleibt somit festzuhalten, dass durch die in Abschnitt 4.1. vorgestellten Hefe-Experimente zur
Expression von Ataxin-2-Spaltprodukten sowohl fiir den N- als auch den C-terminalen Proteinabschnitt
spezifische Einfliisse auf die Hefezellen dargestellt werden konnten. Dabei hatte allerdings die Expression des
Ataxin-2-N-Terminus weitaus weniger Auswirkungen auf die Zellen als die des C-Terminus. Zudem konnte
ausschlieBlich durch C-Terminus-Expression ein zytotoxischer Effekt in WT-Hefezellen induziert werden, der
fiir vollstdndiges Ataxin-2 oder dessen N-Terminus nicht beobachtet wurde. Hinzu kommt, dass auch in einem
TDP-43-Proteinopathiemodel die Expression des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts die TDP-43-Zytotoxizitdt
spezifisch steigerte.

Diese relativ weitreichenden Effekte der Expression des Ataxin-2-C-Terminus in Hefezellen lieBen somit darauf
schlielen, dass insbesondere dieser Ataxin-2-Abschnitt auch fiir neuropathologische Prozesse in humanen Zellen
wichtig sein konnte. Damit untermauerten die Ergebnisse zudem die eingangs erwdhnte Hypothese, nach der
Regionen, die in der Ataxin-2-Sequenz stromabwirts der PolyQ-Region sowie des Caspase-Spaltmotivs liegen,

wichtig in der SCA2-Pathogenese sein konnten.'”!

Auf dieser Grundlage sollten deshalb als nichstes HelLa-
Zellen mikroskopisch untersucht werden, um mehr iiber Lokalisation und Fokibildung der Ataxin-2-
Spaltprodukte im humanen Zellsystem zu erfahren. Dazu wurden auch in diesem Fall Kolokalisationsanalysen

mit Zellkompartiment-Markerproteinen bzw. TDP-43 sowie verschiedenen Ataxin-2-Isoformen unternommen.
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4.2. Immunfluoreszenz-Mikroskopieanalysen verschiedener Ataxin-2-

Isoformen in stressbehandelten und unbehandelten HeLLa-Zellen

4.2.1. Studien zur Kolokalisation physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte mit

Zellkompartiment-Markerproteinen in unbehandelten Zellen

Wie in den letzten Abschnitten beschrieben, zeigte das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt einer hypothetischen
Caspase-3-Reaktion im S. cerevisiae-Modellsystem in allen mikroskopischen Experimenten eine hohe Neigung
zur Fokibildung (s. Abs. 4.1.2.-4.1.4). Zusétzlich hatte die Expression dieser Ataxin-2-Region einen stark
inhibitorischen Einfluss auf das Hefezellwachstum (s. Abs. 4.1.1). Andererseits wurde fiir den entsprechenden,
N-terminalen Ataxin-2-Abschnitt kein eindeutiger zytotoxischer Effekt erkannt (s. Abs. 4.1.1.). Zudem zeigte
sich in Mikroskopiestudien von Hefezellen, die den N-Terminus, dhnlich wie in den Wachstumsanalysen,
galaktose-induziert exprimierten, dass dieser zumindest unter diesen experimentellen Bedingungen nur sehr
selten Foki bildet (s. Abs.4.1.2.). Das lieB insgesamt vermuten, dass die Bildung o.g. CHX-resistenter,
zelluldrer Anreicherungen des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts (s. Abs. 4.1.4) fiir dessen hohe Zytotoxizitit
in Hefe verantwortlich gewesen sein konnten. Damit hétten die entsprechenden C-Terminus-Foki folglich zudem
Ahnlichkeit mit pathogenen, amyloiden Akkumulationen anderer humaner, neurodegenerativer
Krankheitsproteine bzw. Proteinabschnitte (z. B. TDP-43, a-Synuclein, Htt-Exon1-Peptid,
Amyloid-B-Peptide etc.).

Aus diesem Grund wurde in folgenden Experimenten die zelluldre Lokalisation der Ataxin-2-Spaltprodukte,
deren Fahigkeit zur Fokibildung sowie deren Kolokalisation mit zelluldren Markerproteinen auch in HelLa-
Zellen analysiert. So sollte u. a. gepriift werden, ob die Spaltprodukte hinsichtlich dieser Eigenschaften im
humanen Zellsystem ihren fluoreszenzmarkierten Versionen aus o.g. Hefe-Analysen &hneln, um so
optimalerweise Riickschliisse auf ihr toxisches Potential in humanen Zellen ziehen zu kdnnen.

Dazu wurden grundsétzlich in den Hela-Zellen {iberexprimierte Ataxin-2-Spaltprodukte mittels
Immunfluoreszenz (IF)-Mikroskopie analysiert, wobei zunichst Zellen untersucht wurden die keinem externen
Stress ausgesetzt worden waren. AuBlerdem wurden die Spaltprodukte im Zuge dessen sowohl auf Fokibildung
als auch auf ihre Kolokalisation mit endogenen Proteinmarkern verschiedener Zellkompartimente hin untersucht,
um ihre zelluldre Lokalisation genauer zu charakterisieren.

Bei diesen Markern handelte es sich um die Proteine DDX6, GRP94 (glucose-related protein of 94 kDa),
B-Aktin und B-Tubulin, die ebenfalls mittels IF-Methoden angefirbt worden waren. Diesbeziiglich diente DDX6
einerseits als PB-Marker, es wurde aber auch v. a. deshalb in die Analysen mit einbezogen, da seine Interaktion
und Kolokalisation mit vollstindigem Ataxin-2 bereits nachgewiesen werden konnte.”® Andere Untersuchungen
zeigten zudem eine Assoziation von Ataxin-2 mit dem ER, was der Hauptgrund fiir die Kolokalisationsstudien
mit GRP94 war, das hier als ER-Marker diente.” Die Proteine B-Aktin und B-Tubulin ihrerseits wurden
schlieBlich zur Markierung der entsprechenden Zytoskelettbestandteile angeférbt, d. h. Aktin-Filamente bzw.
Mikrotubuli.

Um nun die Ataxin-2-Spaltprodukte zu analysieren wurden als erstes HeLa-Zellen mit rekombinanten Plasmiden
transfiziert. Diese kodierten entweder fiir das C- oder fiir das N-terminale Spaltprodukt, die in beiden Fillen vom
humanen CMV-Promotor reguliert wurden, der fiir ihre starke, konstitutive Expression sorgen sollte. Die so

exprimierten Ataxin-2-Abschnitte waren zudem mit einem C-terminalen c-Myc-Epitop-Tag versehen, der zur
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antikorpervermittelten Fluoreszenzmarkierung der Spaltprodukte genutzt wurde. Bis auf die unterschiedliche
Markierung glichen die rekombinanten Fusionsproteine jedoch den auch in den Hefe-Experimenten untersuchten
Proteinbereichen (s. Abb. 4.1)

Fiir die Transfektionen wurde dabei das Reagenz ,,Attractene* (Qiagen) nach Herstellerangaben angewendet,
wobei ca. 6 h nach dessen Zugabe zu den Zellen ein Mediumwechsel erfolgte, um dieses wieder zu entfernen.
Dies sollte ungewollten, moglicherweise schiddigenden Einfliissen des Transfektionsreagenz auf die Zellen
vorbeugen. Im Anschluss an den Mediumwechsel wurden die Zellen dann weitere 18 h, wie auch in den 6 h bis
zum Mediumwechsel, bei Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert (d. h. bei 37°C & 5 % CO,-Gehalt), so
dass die Gesamtdauer der transienten Spaltproduktexpression 24 h betrug.

Nach dieser Inkubationszeit folgte die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen durch deren Behandlung mit
4% Formaldehydlosung fiir 15 min bei Raumtemperatur und anschlieBender Inkubation in tiefgekiihltem
Methanol fiir weitere 10 min bei -20°C. Darauthin wurden die Zellen in IF-Blockierpuffer iiber Nacht bei
ca. 4°C inkubiert, um unspezifische Antikorperbindungsstellen zu sittigen. Im Anschluss daran wurden die
Proben mit Antikdrperlosungen behandelt, die jeweils Paare primdrer Antikorper enthielten. Diese Paare
bestanden dabei aus je einem gegen das c-Myc-Epitop gerichteten und einem variablen Antikdrper, der eines der
0. g. Markerproteine detektieren sollte. Die Inkubation der Zellen mit den Primérantikdrpern erfolgte darauthin
ebenfalls iiber Nacht bei 4°C. Danach wurden die Zellen gewaschen und anschlieBend fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit Sekundérantikdrper-Losungen behandelt. Dabei enthielten diese Ldsungen wieder
paarweise Antikorper, die in diesem Fall gegen die konstanten Regionen der o. g. Primédrantikdrper gerichtet
waren und zudem fluoreszierende Markierungen trugen, die schlieBlich am Mikroskop detektiert werden
konnten. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen ferner fiir 1 — 2 Minuten mit zellkernfarbendem Hoechst-
Reagenz behandelt, nochmals gewaschen und schlielich auf mit Mounting-Medium betropfte Objekttrager
iiberfiihrt.

Die so erstellten Préparate wurden darauthin mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht, und
Bilder der Zellen bei 400-facher VergroBerung erstellt. Diese entsprachen dabei Maximalintensitatsprojektionen
mehrerer Z-Stapelaufnahmen der jeweiligen Probenregion (s. Abb. 4.11). Zur Kontrolle der Standardlokalisation
0. g. zelluldrer Markerproteine dienten hierbei nicht transfizierte Zellen, die auf den Mikroskopieaufnahmen
ebenfalls abgebildet sind. An dieser Stelle sei jedoch erwdhnt, dass bei Einhaltung des hier etablierten o. g.
Standardprotokolls zur Immunfarbung keine B-Aktin-Immunfluoreszenz detektiert werden konnte, so dass davon
keine Aufnahmen gezeigt sind. Die restlichen Experimente verliefen allerdings erfolgreich, und es zeigte sich
dabei, dass beide Ataxin-2-Spaltprodukte unterschiedlich in den HeLa-Zellen verteilt vorlagen.

In diesem Zusammenhang war besonders auffillig, dass der N-terminale Proteinabschnitt drei generelle
Verteilungsmuster zeigte (s. Abb. 4.11A & 4.13). So war er erstens in durchschnittlich etwa 20 % der ihn
exprimierenden Zellen exklusiv im Nukleus lokalisiert, wo er stets diffus verteilt vorlag. Zweitens konnte er
ausschlieBlich zytoplasmatisch lokalisiert sein, wobei der Anteil der Zellen die diese Verteilung zeigten etwa die
Halfte aller Ataxin-2-N-Terminus exprimierenden Zellen ausmachte. In den restlichen ca. 30 % dieser Zellen
war das Spaltprodukt schlieBlich sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus detektierbar. Diese Ergebnisse
weisen somit darauf hin, dass in HeLa-Zellen vermutlich ein nukleo-zytoplasmatischer Transport des

N-terminalen Ataxin-2-Abschnitts stattfindet.
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Abb. 4.11 Untersuchungen zur subzelluliren Lokalisation physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte in HeLa-Zellen.
(A) Mikroskopieaufnahmen fixierter Zellen die Myc-markierten Ataxin-2-N-Terminus (A2-C3NT-Q22-Myc) fiir 24 h
transient exprimiert hatten. (B) wie (A) nur wurde der Ataxin-2-C-Terminus (A2-C3CT-Myc) exprimiert. (A) & (B) Die
Zellen wurden Ko-Immunfarbungen unterzogen, wobei sie stets mit einem primédren Antikorper gegen das Myc-Epitop
(m- oder rb-o-Myc) und mit je einem der folgenden Antikdrper gegen endogene Zellkompartiment-Markerproteine simultan
inkubiert wurden: m-a-f-Tubulin (Mikrotubulimarker), m-a-DCP1 (PB-Marker), rb-a-DDX6 PB/ SG-Marker), rb-o-GRP94
(ER-Marker). Als fluoreszenzmarkierte, sekundire Antikorper wurden AlexaFluor488® gt-a-m-IgG & Alexa Fluor594® gt-
o-rb-IgG verwendet. Die Zellnuklei wurden mit Hoechst-Farbstoff gefarbt. Der N-Terminus war nukledr & zytoplasmatisch
lokalisiert und kolokalisierte mit keinem Markerprotein. Der C-Terminus bildete sowohl granulére als auch filamentdse Foki,
wobei letztere mit B-Tubulin kolokalisierten. Zudem wirkte C-Terminus-Expression hemmend auf die PB-Bildung (fiir
Bilder mit reprdsentativen Anteilen fokibildender Zellen s. Abb. 4.13.). (Pfeile: kolokalisierende C-Terminus-Filamente,
R:rote Fluoreszenz, G: griine Fluoreszenz B: blaue Fluoreszenz (Hoechst), RGB: Uberlagerungsbild der detektierten
Fluoreszenzen, Vergroflerung: 430-fach, Mafstabsbalken: 10 um)

Weiterhin zeigte iiberexprimiertes N-terminales Ataxin-2-Spaltprodukt zudem Fokibildung in den HeLa-Zellen,
die sich jedoch auf zytoplasmatische Foki beschrankte und somit nicht in Zellen auftrat, die exklusiv nukledres
N-Terminus-Signal aufwiesen (s. Abb. 4.11A & 4.13). Alle anderen Zellen konnten hingegen prinzipiell
N-Terminus-Foki bilden, die dabei hdufig in der nukledren Peripherie lokalisiert waren. Diesbeziiglich lag der
durchschnittliche Anteil fokibildender Zellen an der Gesamtmenge N-Terminus exprimierender Zellen bei
ungefdhr einem Drittel.

Im Hinblick auf die Hefe-Experimente bedeutet dies, dass die Fokibildung des N-terminalen Ataxin-2-
Spaltprodukts in HeLa-Zellen eher der des in Hefe konstitutiv exprimiertem als des galaktose-induziert
exprimiertem Ataxin-2-N-Terminus glich (s. Abs. 4.1.2. —4.1.4.). Diesbeziiglich sei hier daran erinnert, dass
insbesondere das konstitutiv exprimierte Spaltprodukt zytoplasmatische Foki in Hefezellen bildete, wihrend das
induzierte Spaltprodukt nur sehr selten in Foki erkennbar war. Unabhéngig davon bleibt jedoch festzuhalten,
dass der N-Terminus prinzipiell sowohl in Sdugerzellen als auch in Hefezellen mikroskopisch sichtbare Foki
bilden konnte.

Dariiber hinaus zeigten die Ko-IF-Farbungen des N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts und o. g. zelluldrer
Markerproteine, dass weder B-Tubulin noch GRP94 oder DDX6 mit dem Spaltprodukt kolokalisierten
(s. Abb. 4.11A). Daraus ldsst sich folgern, dass der Ataxin-2-N-Terminus vermutlich nichts oder nur wenig zu
den bereits beschriebenen Assoziationen von Ataxin-2 mit dem ER oder DDX6 beitrégt.”>%

Andererseits konnte fiir das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt im Gegensatz zum N-Terminus ausschlie8lich
zytoplasmatische Lokalisation in den HeLa-Zellen beobachtet werden (s. Abb. 4.11B & 4.13). Dabei zeigten
ca. 60 % der transfizierten Zellen eine diffuse C-Terminus-Verteilung. Ferner konnte zudem in etwa 15 % dieser
Zellen die Bildung granuldrer bis amorpher Foki festgestellt werden, und schlieBlich war in etwa einem Viertel
der Transfektanden die Bildung filamentdser C-Terminus-Strukturen zu beobachten.

Diesbeziiglich waren besonders die filamentbildenden Zellen auffillig, da sie nahezu immer Apoptosemerkmale
zeigten. Genauer gesagt bedeutet das, dass sie zum einen kondensiertes Chromatin aufwiesen, was aus ihrer
Hochst-Kernfarbung geschlossen wurde, die, verglichen mit der nicht transfizierter Kontrollzellen, kompakter
und intensiver war. Zusitzlich lieBen die filamentpositiven Zellen hdufig Kernfragmentation erkennen, was ein
weiteres Apoptosemerkmal darstellt. Dartiber hinaus waren schlielich ihre Zellkérper im Vergleich zu jenen
nicht transfizierter Zellen im Querschnitt eher rund und zeigten durchschnittlich weniger und kiirzere Filopodien.
Dies deutete darauf hin, dass sie zum Zeitpunkt der Fixierung vermutlich dabei waren sich vom
Zellkulturplattenboden abzulosen, ein Verhalten das ebenso von apoptotischen Zellen bekannt ist.**® Insgesamt
konnte somit geschlussfolgert werden, dass die Bildung der Ataxin-2-C-Terminus-Filamente mit dem zelluldren

Apoptose-Eintritt assoziiert ist. Dafiir, dass die Filamentbildung dabei vermutlich eher eine Ursache als eine
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Folge apoptotischer Prozesse sein konnte, spricht zudem, dass selten auch filamentbildende Zellen mit vital
aussehenden Nuklei beobachtet wurden, was darauf hinwies, dass es sich dabei um (noch) pri-apoptotische
Zellen gehandelt haben konnte. Letztendlich blieben die kausalen Zusammenhénge zwischen Filamentbildung
und Apoptose-Eintritt jedoch ungeklért.

Die Ko-IF-Féarbungen zeigten davon abgesehen beziiglich der C-Terminus-Filamente auBlerdem, dass diese in
den HeLa-Zellen teilweise mit (-Tubulin kolokalisierten (s. Abb.4.11B). Im Hinblick auf die
Kolokalisationsanalysen in Hefezellen (s. Abs. 4.1.3.) heif3t das, dass in beiden Modellsystemen eine Assoziation
des C-Terminus mit Proteinen des Mikrotubulinetzwerks gezeigt werden konnte. Dies bezieht sich darauf, dass
im Hefemodell wie beschrieben eine Kolokalisation des C-terminalen Spaltprodukts mit SPC42 festgestellt
wurde (s. Abb. 4.4), das Bestandteil der Spindelpolkdrper ist, die in Hefe die einzigen Mikrotubuli-
Organisationszentren (MTOZ) darstellen. Daraus folgt, dass der C-Terminus auch dort zumindest indirekt iiber
die Spindelpole mit dem Mikrotubuli-Netzwerk in Beziehung steht.

Demgegeniiber ergaben die {ibrigen Doppelimmunféarbungen des Ataxin-2-C-Terminus mit DDX6 und GRP94,
dass er mit diesen Proteinen nicht kolokalisierte. Unabhingig davon fiel jedoch auf, dass C-Terminus
exprimierende Zellen durchschnittlich schwichere DDX6-Signale zeigten als nicht transfizierte Zellen.
Zusétzlich konnte in diesen Zellen im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen seltener DDX6-Fokibildung
beobachtet werden, wobei die unter C-Terminus-Expression gebildeten wenigen DDX6-Foki zudem meist
geringere Durchmesser besaflen als jene der nicht transfizierten Zellen (s. Abb. 4.11B). Fiir die Spezifitit dieses
Effekts auf die DDX6-Fokibildung und die zelluldren DDX6-Level sprich dabei, dass er nicht bei Expression des
Ataxin-2-N-Terminus beobachtet werden konnte (s. Abb. 4.11A). Dieses letzte Ergebnis weist somit darauf hin,
dass die starke Expression des Ataxin-2-C-Terminus in HeLa-Zellen sehr wahrscheinlich die DDX6-vermittelte
zelluldre PB-Bildung stort.

Allerdings ist von DDX6 zudem bekannt, dass es nicht nur PB-Komponente ist, sondern auch mit SG
kolokalisieren kann, weshalb nicht auszuschlieBen war, dass auch mogliche artifizielle oder physiologische SG
durch die Immunfirbung detektiert worden waren.® Deshalb wurde zusitzlich ein weiteres Experiment nach
0.g. Vorgehensweise durchgefiihrt, bei dem exogen exprimierter Myc-markierter Ataxin-2-C-Terminus
zusammen mit dem sehr spezifischen PB-Marker DCP1 angefarbt wurde. Die entsprechenden
Mikroskopieaufnahmen sind in Abb. 4.11B dargestellt. Diese Analysen zeigten zum einen, dass in Zellen die das
C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt exogen exprimierten, die DCP1-Signalstirken verglichen mit denen nicht
transfizierter Zellen relativ konstant waren. Dennoch konnte auch fiir DCP1 ebenso wie fiir DDX6 eine durch die
Spaltproduktexpression vermittelte reduzierte Fokibildung (d. h. PB-Bildung) in den HeLa-Zellen festgestellt
werden. Zusammengenommen ldsst sich daraus schlussfolgern, dass hohe Mengen des Ataxin-2-C-Terminus in
HeLa-Zellen spezifisch deren PB-Bildung storen. Gleichzeitig war dieser Effekt jedoch nicht von einer
Kolokalisation des C-Terminus mit DCP1 oder DDX6 abhingig, was auf einen indirekten Einfluss des C-
Terminus auf die PB-Bildung in humanen Zellen hinweist.

Insgesamt konnte in den Experimenten beziiglich der Lokalisation der Ataxin-2-Spaltprodukte also festgestellt
werden, dass der Ataxin-2-N-Terminus nukleér lokalisiert sein kann, wohingegen der C-Terminus ausschlie8lich
zytoplasmatisch auftrat. Dies bestéitigte zudem Ergebnisse aus unabhédngigen, initialen Analysen zur
Spaltproduktlokalisation die von Fr. A. Giinther wihrend ihrer Masterarbeit in der AG Krobitsch erzielt worden

waren, und im Zuge derer sie auch die hier genutzten rekombinanten Plasmide designt und kloniert hatte.**
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Bezogen auf die Hefe-Untersuchungen aus Abs. 4.1. lédsst sich aulerdem festhalten, dass dort in Kolokalisations-
studien mit Zellkompartiment-Markern kein nukledr lokalisierter N-Terminus detektiert wurde. Die in den HeLa-
Zellen beobachtete Fihigkeit des N-terminalen Ataxin-2-Bereichs zur nukledren Lokalisation ist somit
evolutiondr nicht in S. cerevisiae konserviert. Andererseits konnte jedoch zudem in beiden Modellsystemen eine
Anreicherung des Ataxin-2-N-Terminus in zytoplasmatischen Foki beobachtet werden (s. Abs. 4.1.4.).

Ebenso konnte dariiber hinaus auch der C-terminale Ataxin-2-Abschnitt sowohl in Hefe- als auch in HeLa-
Zellen in zytoplasmatischen Foki detektiert werden. Dabei unterschieden sich jedoch die Foki des
fluoreszenzmarkierten C-Terminus in Hefezellen von denen des Myc-markierten C-Terminus in HeLa-Zellen.
Das heifit sie waren entweder granuldr und damit relativ zum Gesamtzellvolumen kleiner als die C-Terminus-
Foki in Hefe oder sie waren filament6s, was fiir die Foki in Hefezellen ebenfalls nicht beobachtet wurde.
Andererseits fiel speziell im Fall der C-Terminus-Filamente aulerdem auf, dass sie teilweise mit Mikrotubuli
assoziiert waren. Nachdem also bereits in Hefe C-Terminus-Kolokalisation mit SPC42, einem Bestandteil
hefespezifischer MTOZ, beobachtet wurde (s. Abs. 4.1.3.), war nun auch fiir humane Zellen eine Assoziation des
C-Terminus mit dem Mikrotubuli-Netzwerk bestétigt worden. Zusammen spricht dies somit fiir eine spezifische
sowie evolutiondr konservierte Interaktion des Ataxin-2-C-Terminus mit dem Mikrotubuli-Netzwerk, die
folglich moglicherweise auch durch vollstindiges Ataxin-2 vermittelt werden konnte.

Unabhéngig davon konnte zudem ein inhibitorischer Einfluss von iiberexprimiertem C-terminalem Ataxin-2-
Spaltprodukt auf die PB-Bildung gezeigt werden, was anhand der DDX6- und DCP1-Fokibildung beurteilt
wurde. In dieser Eigenschaft gleicht das C-terminale Spaltprodukt damit vollstindigem Ataxin-2, dessen
Uberexpression in fritheren Studien ebenfalls die PB-Bildung hemmte.”® Zuziiglich konnte hinsichtlich DDX6
jedoch auch festgestellt werden, dass HeLa-Zellen die den Ataxin-2-C-Terminus exprimieren im Vergleich zu
nicht transfizierten Zellen schwéchere diffuse DDX6-Fluoreszenzsignale aufwiesen. Dies konnte demnach auf
eine Ataxin-2-abhéngige Regulation der DDX6-Expression hinweisen. Es sei jedoch erwihnt, dass in o. g.
fritherer Studie zur Ataxin-2-DDX6-Interaktion keine Reduktion der diffusen DDX6-Fluoreszenz durch
Expression von vollstindigem Ataxin-2 vermittelte wurde, was somit fiir einen spaltproduktspezifischen Effekt
sprechen konnte.®

Insgesamt hatte also insbesondere der C-terminale Ataxin-2-Abschnitt beziiglich seiner Lokalisation und seiner
Effekte auf PB und DDX6 Ahnlichkeit mit vollstindigem Ataxin-2-Protein. Es war daher denkbar, dass dieses
Spaltprodukt unter Stressbedingungen ebenso analog zu vollstindigem Ataxin-2 in SG lokalisiert sein konnte,
was zudem auch fiir das N-terminale Spaltprodukt nicht ausgeschlossen werden konnte. Deshalb sollte, in den im
folgenden Abschnitt beschriebenen IF-Experimenten, geklart werden, ob die Spaltprodukte mit dem SG-Marker

TIAR kolokalisieren und wie sich Stress auf deren Lokalisation und eventuelle TIAR-Kolokalisation auswirkt.

4.2.2. Untersuchungen zur Lokalisation und SG-Kolokalisation verschiedener

Ataxin-2-Isoformen in oxidativ gestressten und unbehandelten Zellen

Wie in Abs. 4.1.4. beschrieben, hatte sich in fluoreszenzmikroskopischen Hefe-Experimenten zur SG-Bildung
herausgestellt, dass weder das N- noch das C-terminale Spaltprodukt des Ataxin-2 mit Hefe-SG kolokalisierte.
Dies war insofern unerwartet, als dass vollstindiges Ataxin-2 zuvor bereits als Sduger-SG-Komponente und sein

Hefe-Ortholog PBP1 als Bestandteil von Hefe-SG identifiziert worden waren.*%>'"!
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Andererseits zeigten die IF-Mikroskopieanalysen nicht gestresster Hela-Zellen (s. Abs.4.2.1.), dass der
C-terminale Ataxin-2-Abschnitt in diesem Modellsystem zumindest hinsichtlich seines Einflusses auf die
PB-Bildung vollstindigem Ataxin-2 &hnelte. Somit bestand die Mdoglichkeit, dass im Unterschied zum
Hefemodell das C-terminale oder eventuell auch das N-terminale Spaltprodukt im Zuge der integrierten
Stressantwort in humanen Zellen mit SG assoziieren konnten. Deshalb sollte nun in IF-Untersuchungen geklart
werden, ob o. g. Myc-markierte Ataxin-2-Spaltprodukte (s. Abs. 4.2.1.) in SG lokalisiert sein konnen. Zudem
sollte so festgestellt werden, ob Expression eines der Spaltprodukte die SG-Bildung in HeLa-Zellen beeinflusst,
was angenommen werden konnte, da der Ataxin-2-C-Terminus in mikroskopischen Hefe-Analysen bereits einen
Einfluss auf die Hefe-SG-Bildung gezeigt hatte (s. Abs. 4.1.4.).

Zu diesem Zweck wurden zunéchst wie in Abs. 4.2.1. beschrieben HeLa-Zellen mit rekombinanten Vektoren
transfiziert, die fir C-terminal Myc-markierte Fusionsproteine der Ataxin-2-Spaltprodukte kodierten, deren
Expression durch den CMV-Promotor gesteuert wurde. Zusdtzlich wurden in diesem Fall jedoch noch weitere
Transfektionen mit zwei Plasmiden durchgefiihrt, die fiir auf 79 Q-Repeats expandierte Varianten des
vollstindigen Ataxin-2-Proteins oder des Ataxin-2-N-Terminus kodierten. Dabei sollte die Analyse dieser
Isoformen v. a. Aufschluss iiber hypothetische Einfliisse der Spaltprodukte im Kontext der SCA2-Pathogenese
geben. Dariiber hinaus wurden zudem Transfektionen mit einem fiir vollstdndiges, nicht pathogenes Ataxin-2
(mit 22Q-Repeats) kodierenden Plasmid unternommen. Dies diente zum einen dazu Lokalisation und
Fokibildungsverhalten des exogen exprimierten, nicht pathogenen Ataxin-2 mit dem der o. g. anderen Isoformen
in gestressten oder ungestressten HeLa-Zellen zu vergleichen. Zum anderen sollte damit au3erdem kontrolliert
werden, ob die bereits beschriebene Ataxin-2-Lokalisation in SG sich auch unter den hier gewéhlten
Bedingungen beobachten lisst.®6%%62

Die Dauer der transienten Expression der Ataxin-2-Isoformen im Anschluss an die Transfektion betrug dabei
analog zu o. g. Experimenten (s. Abs. 4.2.1.) ebenfalls 24 h. Daraufhin wurde in diesem Fall jedoch jeweils die
Halfte der Ansdtze mit 0,5 mM Natriumarsenit (NaAsO,)-enthaltendem Medium behandelt, worin die Zellen
eine weitere Stunde bei 37°C inkubierten, was der Induktion von oxidativem zelluldrem Stress dienen sollte. Die
restlichen Proben hingegen, die als unbehandelte Kontrollansitze fungieren sollten, wurden nach der transienten
Expression zunichst wie die Arsenit-Proben einem Mediumwechsel unterzogen und auch anschliefend wie diese
inkubiert. Jedoch enthielt das frische Medium in diesem Fall kein Arsenit.

Daraufhin wurden die Zellen wie in Abs. 4.2.1. beschrieben einer Ko-IF-Farbung unterzogen. Dabei wurde in
diesem Fall neben den Myc-markierten Ataxin-2-Isoformen jeweils auch endogenes TIAR-Protein angeférbt, das
hier als spezifischer SG-Marker dienten sollte. SchlieBlich wurden die Proben ebenfalls wie o.g. mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Dabei entstandene Aufnahmen, die représentatives
Lokalisations- und Fokibildungsverhalten der Ataxin-2-Isoformen und des TIAR-Proteins zeigen, sind in
Abb. 4.13 dargestellt.

In Abb. 4.12 sind dariiber hinaus Aufnahmen von Kontrollexperimenten zu sehen, die wie oben beschrieben
durchgefiihrt wurden, bei denen jedoch lediglich der Leervektor der Ataxin-2-Plasmide (pCMV-Myc)
transfiziert und exprimiert worden war. So sollte iiberpriift werden, ob die bloBe Leervektorexpression die
SG-Bildung bzw. die TIAR-Lokalisation in den HeLa-Zellen beeinflusst.

Diesbeziiglich ldsst sich in Abb. 4.12 erkennen, dass das TIAR-Signal in nicht mit Stress behandelten,
Leervektor exprimierenden Zellen hauptsdchlich diffus verteilt im Nukleus detektiert werden konnte. In

arsenitbehandelten Zellen war es hingegen v. a. in zytoplasmatischen Fluoreszenzfoki, d. h. SG konzentriert.
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Dabei stieg der Anteil SG-positiver Zellen von unter einem Prozent in unbehandelten auf 80 —90 % in
arsenitbehandelten Proben. Damit war bestitigt, dass die Expression des Leervektors weder zu auffalliger

Induktion von SG in ungestressten Zellen fiihrt noch die TIAR-SG-Bildung unter Stress wesentlich beeinflusst.

Hoechet L <l Abb. 4.12 Analyse der SG-Bildung
- in HeLa-Zellen bei Expression des
Leervektors pCMV-Myc (Kontroll-
experiment). Das Plasmid wurde 24 h
exprimiert und die Zellen darauthin
fir 1 h mit Natriumarsenit behandelt,
um oxidativen Stress zu induzieren.
Darauf folgte eine Ko-IF-Féarbung mit
einem  rb-a-Myc-Antikérper  und
einem m-o-TIAR-Antikdrper sowie
fluoreszierenden
Sekundérantikdrpern.  (Pfeilspitzen:
TIAR-SG, GB: Uber- lagerungsbild
der detektierten griinen (TIAR) und
blauen (Hoechst) Fluoreszenzsignale,
VergroBerung: 430-fach,
MafBstabsbalken: 10 pm)

unbehandelt

0,5 mM Arsenit

Beziiglich Lokalisation und Fokibildung der exogen exprimierten Ataxin-2-Isoformen sei zunichst erwéhnt, dass
nicht pathogenes, vollstindiges Ataxin-2 in unbehandelten Zellen ausschlieflich im Zytoplasma, als zumeist
diffus verteiltes Signal detektiert wurde (s. Abb. 4.13A). Allerdings war es in durchschnittlich ca. 20 % der
exprimierenden Zellen auch in gréferen, zusammenhingenden Strukturen an der Kernperipherie lokalisiert, und
zeigte selten auch granulire, zytoplasmatische Fokibildung. Diesbeziiglich konnte zudem beobachtet werden,
dass die zytoplasmatischen Foki unabhéngig von ihrer Morphologie mit TIAR kolokalisierten.

Demgegeniiber war nicht pathogenes Ataxin-2 in arsenitbehandelten HeLa-Zellen nahezu immer in sich stark
von der Hintergrundfluoreszenz abhebenden, zytoplasmatischen Fluoreszenzfoki lokalisiert (s. Abb. 4.13B).
Gleichzeitig war sein diffuses Fluoreszenzsignal in diesen Zellen bezogen auf unbehandelte Zellen stark
reduziert. Zudem iiberlagerten die Signale der zytoplasmatischen Ataxin-2-Foki dabei sehr hdufig mit denen der
von TIAR-gebildeten SG. Dies zeigte bereits, dass nicht pathogenes Ataxin-2, entsprechend den Ergebnissen
fritherer Untersuchungen in anderen humanen Zelllinien sowie auch in HeLa-Zellen, durch Arsenitbehandlung
zu SG rekrutiert wird.® Es fiel jedoch auBerdem auf, dass die mit Ataxin-2 kolokalisierenden TIAR-Signale
verglichen mit den TIAR-Signalen aus o. g. Kontrollversuchen (s. Abb. 4.12) in einigen Zellen im Querschnitt
sehr viel groBflachiger waren und weniger isometrisch aussahen. Dabei konnte es sich natiirlich zum einen
schlicht um anormal grole SG gehandelt haben, die unter Arseniteinwirkung als Folge der starken exogenen
Ataxin-2-Expression entstanden sind. Zum anderen konnten diese kolokalisierten Foki jedoch auch proteinreiche
amyloidartige Akkumulationen gewesen sein, was aufgrund der o.g. Hefe-Experimente (s. Abs. 4.1.4.)
angenommen werden konnte. Diese Frage blieb allerdings letztlich ungeklért.

Ferner konnte fiir die Myc-markierte, pathogene Q79-Ataxin-2-Isoform im Vergleich zu nicht pathogenem
Ataxin-2 nahezu identisches Lokalisations- und Fokibildungsverhalten festgestellt werden (s. Abb. 4.13A). So
zeigte auch die pathogene Form exklusiv zytoplasmatische Lokalisation und war hauptséchlich diffus in den
Zellen verteilt. Zudem lokalisierte sie &hnlich nicht pathogenem Ataxin-2 in zytoplasmatischen oder
kernperipheren Foki, wobei der Anteil fokibildender Zellen in beiden Féllen etwa gleich hoch war. Dariiber
hinaus konnte auch fiir die pathogene Ataxin-2-Isoform Kolokalisation mit TIAR in o. g. perinukledren oder

zytoplasmatischen Foki unbehandelter Zellen festgestellt werden (s. Abb. 4.13A).
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Abb. 4.13 Studien zur Fokibildung und SG-Lokalisation von Ataxin-2 oder seinen Spaltprodukten in HeLa-Zellen.
(A) IF-Mikroskopieaufnahmen unbehandelter Zellen die Myc-markiertes, vollstindiges Ataxin-2 mit 22 Q-Repeats (A2-Q22-
Myc) bzw. 79 Q-Repeats (A2-Q79-Myc), die entsprechenden N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukte (A2-C3NT-Q22-Myc
oder -Q79-Myc) oder das C-terminale Spaltprodukt (A2-C3CT-Myc) 25 h transient exprimiert hatten (B) wie (A) nur
wurden die Zellen nach 24-stiindiger transienter Expression zur Stressinduktion eine Stunde mit 0,5 mM
Natriumarsenit/DMEM-Losung behandelt. (A) & (B) Die Zellen wurden wie im Text und in Abb. 4.11 beschrieben Ko-
Immunfarbungen unterzogen. Hier wurde jedoch in Kombination mit dem gegen das Myc-Epitop gerichteten priméren
Antikorper (rb-o-Myc) ein gegen endogenes TIAR gerichteter, zweiter primérer Antikorper verwendet (m-o-TIAR). TIAR
diente hierbei als SG-Marker (s. Abb. 4.12). Die Bilder zeigen Probenausschnitte in denen die Anteile der fokibildenden
Zellen représentativ fiir die Beobachtungen aus elf Experimenten sind. Zur Fokibildung der Spaltprodukte in unbehandelten
Zellen s. Abb. 4.11. Weitere Erlauterungen s. Text. (Vergroferung: 430-fach, Maf3stabsbalken: 10 pm)

In arsenitbehandelten Zellen war die Q79-Isoform schlieBlich, ebenfalls analog zu nicht pathogenem Ataxin-2 in
SG sowie in grofleren, amorphen Strukturen zusammen mit TIAR detektierbar.

Im Unterschied dazu konnte das N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt mit 22 Q-Repeats wie bereits
erwahnt (s. v Abs.), sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus unbehandelter HeLa-Zellen detektiert werden
(s. Abb. 4.13A).

Dies traf prinzipiell auch auf die Q79-Isoform des N-Terminus zu, allerdings waren deren Fluoreszenzsignale im
Vergleich zu jenen der Q22-Isoform seltener exklusiv nukledr und dafiir umso haufiger ausschlieBlich
zytoplasmatisch lokalisiert (s. Abb. 4.13A). Diesbeziiglich lag der Anteil der Zellen, die ausschlieBlich nukleér
lokalisiertes Q79-N-Terminus-Signal aufwiesen bezogen auf alle N-Terminus exprimierenden Zellen bei
durchschnittlich ca. 10 %. Im Gegensatz dazu betrug dieser Wert fiir die Q22-N-Terminus exprimierenden
Zellen rund 20 % (s. Abs. 4.2.1.). Der entsprechende Anteil an Zellen mit rein zytoplasmatisch lokalisiertem
Q79-N-Terminus lag andererseits bei etwa 60 % und war damit um 10 % grofer als im Fall der Q22-N-Terminus
exprimierenden Zellen. Der Anteil an Zellen, die sowohl zytoplasmatisch als auch nukleédr lokalisiertes
N-terminales Spaltprodukt aufwiesen, war demnach fiir beide Isoformen relativ konstant bei ungefahr 30 % der
N-Terminus exprimierenden Zellen.

Wie bereits in berichtet (s. v. Abs.), wurde die Q22-Variante des Ataxin-2-N-Terminus auflerdem bei der
Untersuchung nicht stressbehandelter Zellen in perinukledren oder zytoplasmatischen Fluoreszenzfoki
identifiziert. Dabei lag der Anteil fokibildender Zellen bei rund einem Drittel aller N-Terminus exprimierenden
Zellen. Dieses Fokibildungsverhalten konnte auch in den hier vorgestellten Experimenten beobachtet werden
(s. Abb. 4.13A). Ferner zeigten sich diesbeziiglich ebenfalls Unterschiede zwischen der 22 Q-Repeats tragenden
Isoform und der expandierten N-Terminus-Variante (s. Abb. 4.13A). So konnte fiir letztere ein entsprechender
Anteil fokibildender Zellen von etwa 60 % festgestellt werden, wobei die Foki zudem durchschnittlich
groBflachiger waren, als die des Q22-N-Terminus oder der vollstdndigen Ataxin-2-Varianten. Aulerdem zeigten
die Foki der Q79-N-Terminus-Isoform verglichen mit denen der anderen Isoformen meist stirkere
Fluoreszenzsignale, was auf eine relativ hohe Konzentration dieser Isoform in den Foki hinwies. Man kann daher
festhalten, dass der Ataxin-2-N-Terminus mit 79 Q-Repeats in unbehandelten HeLa-Zellen stirker zur
Fokibildung neigte als dessen 22 Q-Repeats tragende Isoform, wobei er wahrscheinlich zudem dichter gepackt in
den Foki vorlag.

Dariiber hinaus zeigten die Foki beider N-Terminus-Isoformen in unbehandelten Zellen Kolokalisation mit
TIAR-Signalen, worin sie den beiden vollstindigen Ataxin-2-Isoformen &hnelten (s. Abb. 4.13A). Ferner konnte
zudem auch in arsenitbehandelten Zellen Kolokalisation zytoplasmatisch lokalisierter N-Terminus-Signale mit
TIAR-positiven Foki festgestellt werden, was ebenfalls den Beobachtungen entsprach, die beziiglich der
Isoformen des vollstindigen Ataxin-2 gemacht worden waren (s. Abb. 4.12B). Dabei kolokalisierten die

N-terminalen Spaltprodukte mit TIAR in den gestressten Zellen auBerdem, dhnlich vollstindigem Ataxin-2,
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sowohl in groBeren, meist amorphen Foki als auch in kleineren eher isometrischen Foki, d. h. SG. Letztere waren
allerdings im Fall der N-Terminus-Isoformen durchschnittlich kleiner als jene o. g. SG in denen vollstdndiges
Ataxin-2 mit TIAR kolokalisierte. Zudem war das Signal des dort lokalisierten TIAR meist relativ schwach im
Verhiltnis zum TIAR-Signal der SG, die in Zellen gebildet wurden, die vollstdndiges Ataxin-2 oder den
Leervektor exprimierten (s. Abb.4.12 & 4.13). In diesem Zusammenhang fiel auflerdem auf, dass die
zytoplasmatisch lokalisierten N-terminalen Spaltprodukt-Isoformen unter Stressbedingungen im Unterschied zu
beiden vollstindigen Ataxin-2-Isoformen viel diffuses zytoplasmatisches TIAR-Signal in den Zellen aufwiesen.
Insgesamt vermittelten die Beobachtungen damit den Eindruck, dass die N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukte
unabhéngig von der PolyQ-Doménenexpansion die Bildung arsenitinduzierter SG in HeLa-Zellen unterdriicken.
Das C-terminale Spaltprodukt seinerseits zeigte in unbehandelten Zellen eine bereits zuvor beobachtet
(s. v. Abs.), ausschlieBlich zytoplasmatische Lokalisation mit Bildung filamentdser Strukturen in etwa einem
Viertel der Spaltprodukt exprimierenden Zellen (s. Abb. 4.13A). Diesbeziiglich ergab sich nun aulerdem, dass
die Signale der C-Terminus-Filamente auch mit TIAR kolokalisierten (s. Abb. 4.13A). Dabei war die
Uberlagerung der Signale in diesem Fall sogar weitliufiger als jene, die im Fall der Kolokalisation von
B-Tubulin mit den C-Terminus-Filamenten (s. Abs. 4.2.1.) beobachtet wurde (vgl. Abb. 4.11B &. 4.13A).

Ferner konnte beziiglich der entsprechenden arsenitbehandelten Proben zudem festgestellt, dass das C-terminale
Ataxin-2-Spaltprodukt dort in vielen Zellen in TIAR-positiven SG lokalisiert war. Allerdings wurden diese SG
lediglich in Zellen beobachtet, die keine C-Terminus-Filamente gebildet hatten. In diesem Zusammenhang
konnte jedoch keine arsenitabhéingige Anderung des Anteils filamentbildender Zellen beobachtet werden. Das
bedeutet somit insgesamt, dass die SG-Bildung in diesem Fall auf maximal etwa drei Viertel der Zellen die den
C-Terminus exprimierten beschriankt war. Die Bildung der C-Terminus-Filamente konnte demnach in HeLa-
Zellen inhibitorisch auf die Assemblierung arsenitinduzierter SG wirken.

Man kann also festhalten, dass das Verhalten des Ataxin-2-C-Terminus in HeLa-Zellen einerseits dem von
vollstdndigem Ataxin-2 glich, und er entsprechend in TIAR-positiven SG lokalisiert sein konnte (s. Abb. 4.13B).
In dieser Hinsicht verhielt er sich somit anders als in o. g. Hefe-Untersuchungen bei denen keine C-Terminus-
Kolokalisation mit Hefe-SG festgestellt wurde. Im Gegensatz dazu konnte der C-Terminus jedoch andererseits in
durchschnittlich etwa einem Viertel der HeLa-Zellen filamentisieren, was dhnlich wie die C-Terminus-
Fokibildung in S. cerevisiae mit einer Reduktion der SG-Bildung in betroffenen Zellen einherging.
Zusammenfassend ldsst sich somit zundchst grundsitzlich sagen, dass sich alle Ataxin-2-Isoformen in den
Mikroskopiestudien beziiglich Lokalisation, Fokibildung und TIAR-Kolokalisation gemél den Beobachtungen
initialer, diesbeziiglich durchgefiihrter Experimente verhielten.*> Ferner konnten dabei die Ergebnisse o. g.
Analysen beziiglich der Fokibildung physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte in nicht stressbehandelten HeLa-
Zellen (s. v. Abs.) bestitigt werden.

AuBerdem konnten Unterschiede zwischen der auf 79 Q-Repeats expandierten und der Q22-Isoform des
Ataxin-2-N-Terminus in den HeLa-Zellen erkannt werden, die entsprechend einen Einfluss auf die SCA2-
Pathogenese haben konnten. So konnte z. B. eine negative Korrelation zwischen der PolyQ-Doménenldange und
der N-Terminus-Kernlokalisation festgestellt werden. Das heiflt der Anteil an Zellen mit nukledr lokalisiertem
N-Terminus an der Gesamtzellmenge N-Terminus exprimierender Zellen war im Fall der expandierten Isoform
grofer als im Fall der nicht expandierten. AuBBerdem neigte besonders der expandierte Ataxin-2-N-Terminus zur
Bildung zytoplasmatischer Foki, die in diesem Fall deutlich effizienter war als die des nicht expandierten

N-Terminus sowie die der beiden untersuchten vollstdndigen Ataxin-2-Protein-Isoformen. Diesbeziiglich zeigte
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der auf 79 Q-Repeats expandierte N-Terminus zudem oft auch stirkere Foki-Fluoreszenzsignale als dessen nicht
expandierte Variante.

Dabei waren derartige Unterschiede beziiglich der Fokibildung besonders im Fall der N-terminalen Ataxin-2-
Spaltprodukte sehr auffillig, wohingegen sie beim Vergleich der beiden Isoformen des vollstindigen Ataxin-2-
Proteins nicht bzw. kaum erkennbar waren. Ebenso charakteristisch war schlieflich zudem, eine Storung der
Bildung arsenitinduzierter SG, die zwar bei Expression der N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukte jedoch nicht
bei Expression von vollstindigem Ataxin-2 beobachtet werden konnte.

Das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt zeigte hingegen eher wenig Auffélligkeiten und verhielt sich in
unbehandelten Zellen wie zuvor beschrieben (s.v. Abs.). Ferner kolokalisierte es dort lediglich in o.g.
filamentartigen C-Terminus-Strukturen mit TIAR. Allerdings war es dariiber hinaus mit TIAR in
arsenitabhéingigen SG kolokalisiert und verhielt sich in dieser Beziechung wie vollstindiges Ataxin-2. Dabei
konnte jedoch in Zellen die C-Terminus-Filamente gebildet hatten keine SG-Bildung beobachtet werden.

Um nun auflerdem mehr iiber die pathologisch sehr bedeutsame Beziehung zwischen Ataxin-2 und TDP-43 zu

erfahren, wurden weitere Mikroskopieanalysen durchgefiihrt, die im néchsten Abschnitt beschrieben werden.

4.2.3. Analyse moglicher Einfliisse iiberexprimierter Ataxin-2-Spaltprodukte auf die

zellulidre Lokalisation von TDP-43

In den bisher beschriebenen IF-Analysen konnte festgestellt werden, dass jedes der Ataxin-2-Spaltprodukte in
bestimmten Eigenschaften dem vollstdndigen Protein gleicht. So konnte z. B. eine Reduktion der PB-Anzahl in
HeLa-Zellen durch Expression des C-terminalen Proteinbereichs gezeigt werden (s. Abs. 4.2.1.). Eine
Eigenschaft, die zuvor bereits fiir vollstandiges Ataxin-2 beschrieben worden war.*”’ Dasselbe gilt zudem fiir die
SG-Kolokalisation des Ataxin-2, die ebenfalls fiir dessen C-Terminus in arsenitbehandelten Hela-Zellen
beobachtet werden konnte (s. Abs.4.2.2.). Das N-terminale Spaltprodukt zeigte hingegen die auch fiir
vollstdndiges Ataxin-2 typische Lokalisation in perinukledren Proteinanreicherungen.

Deshalb sollte in HeLa-Zellen untersucht werden, ob auch die zelluldre TDP-43-Lokalisation durch Expression
der Ataxin-2-Spaltprodukte beeinflusst wird, und ob diese mit TDP-43 kolokalisieren. Diesbeziiglich konnte
nimlich fiir vollstindiges, intermediir-expandiertes Ataxin-2 bereits ein modifizierender Effekt auf das
ALS-Erkrankungsrisiko nachgewiesen werden konnte. Auflerdem zeigte sich in derselben Studie, dass TDP-43
und Ataxin-2 in Sdugerzellen miteinander kolokalisieren, weshalb insgesamt auch eine Interaktion der Ataxin-2-
Spaltprodukte mit TDP-43 vorstellbar war.'>

In einer weiteren Studie wurde dariiber hinaus entdeckt, dass die intermedidr expandierten Ataxin-2-Varianten
zudem Caspase-3-Aktivitit fordern.'”® Es ist daher durchaus denkbar, dass der beobachtete Effekt dieser
Ataxin-2-Mutanten auf das ALS-Risiko indirekt iiber Caspase-3-vermittelte Ataxin-2-Spaltung ausgeldst werden
konnte. Tréfe dies zu, kdnnten die dadurch erzeugten Ataxin-2-Spaltprodukte zumindest teilweise auch Einfluss
auf TDP-43 bzw. die ALS-Pathogenese haben, was zusétzlich dafiir sprach ihr Verhalten in Sdugerzellen niher
zu analysieren. Dariliber hinaus zeigten schlie8lich auch die oben beschrieben Wachstumsuntersuchungen im
TDP-43-Proteinopathie-Hefemodell (s. Abs. 4.1.5.) insbesondere einen modifizierenden FEinfluss des
C-terminalen Ataxin-2-Abschnitts auf die TDP-43-Toxizitét.

Aus diesen Griinden sollten die Ataxin-2-Spaltprodukte nun auch im Sdugerzellsystem auf TDP-43-regulierende

Effekte hin iiberpriift werden. Deshalb wurden erneut Ko-IF-Untersuchungen in HeLa-Zellen durchgefiihrt, um
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so Hinweise auf mdgliche Einfliisse iiberexprimierter Ataxin-2-Spaltprodukte auf endogenes TDP-43 zu
erhalten.

Dazu wurden Hela-Zellen wie zuvor beschrieben (s. Abs. 4.2.1.) mit Plasmiden transfiziert, die fiir Myc-
markierte N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukte sowie das entsprechende C-terminale Fusionsprotein kodierten
(s. Abs. 4.2.1. & 4.2.2.). Die Plasmidexpression erfolgte daraufhin auch hier fiir 24 h und die Zellen wurden
anschlieBend wie o. g. fiir die Mikroskopie vorbereitet (s. Abs. 4.2.1.). Dabei wurde jedoch in diesem Fall ein
gegen endogenes TDP-43 gerichteter zusammen mit dem Myc-spezifischen Antikorper flir die Primérantikorper-

Behandlung der Zellen verwendet. Reprisentative Mikroskopieaufnahmen dieses Experiments zeigt Abb. 4.14.

A2-C3NT-Q22-Myc

Abb. 4.14  Untersuchungen
von Ataxin-2-Spaltprodukten
hinsichtlich ihrer
potentiellen  Kolokalisation
mit endo-genem TDP-43 in
HeLa-Zellen. Die IF-
Mikroskopie-bilder zeigen
Zellen, die das physiologische
N-terminale Ataxin-2-
Spaltprodukt mit 22 oder 79 Q-
Repeats oder das C-terminale
Spaltprodukt (s.a. Abb. 4.13)
fir 24 h transient exprimiert
hatten. Die Ko-
Immunfarbungen der Zellen
wurden wie o. g. (s. Abb. 4.11)
durchgefiihrt, wobei hier ein
gegen endogenes TDP-43
gerichteter, zweiter primérer
Antikdrper verwendet wurde
(rb-a-TDP-43). Die N-termi-
nalen Spaltprodukte zeigten
Kolokalisation mit TDP-43 im
Zytoplasma (v.a. in peri-
nukledren  N-Terminus-Foki.
Ferner flihrte zytoplasmatisch
lokalisierter Ataxin-2-N-
Terminus zur Reduktion der
TDP-43 Kernfluoreszenz-
signale im Vergleich zu
Kontroll-zellen. Der Ataxin-2-
C-Terminus  zeigte  weder
Kolokalisation mit, noch einen
Einfluss auf TDP-43. (Pfeile:
kolokalisierende Foki, RGB:
Uberlagerungsbild der detek-
tierten Fluoreszenzen, Vergro-
Berung: 430-fach, MaBstabs-
balken: 10 pm)

A2-C3NT-Q79-Myc A2-C3CT-Myc

Hoechst

Myc

TDP-43

RGB

Darauf ldsst sich erkennen, dass die exogen exprimierten Ataxin-2-Spaltprodukte das aus o. g. Experimenten
bekannte typische Lokalisations- und Fokibildungsverhalten zeigten (s. Abs. 4.2.1. & 4.2.2.). So war auch in
diesem Fall der Ataxin-2-C-Terminus ausschlielich zytoplasmatisch lokalisiert, wahrend der N-Terminus
zusétzlich teilweise oder auch vollstaindig nukleédr lokalisiert sein konnte. Ferner zeigte die IF-Féarbung des
C-terminalen Spaltprodukts in einigen Zellen erneut dessen Anreicherung in filamentdsen Foki, und auch die

N-terminalen Proteinbereiche waren wie zuvor beobachtet in zumeist perinukledren Foki konzentriert.
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Beziiglich der Ko-IF-Féarbung des endogenen TDP-43 konnte dabei festgestellt werden, dass dieses mit dem
Ataxin-2-N-Terminus in o. g. perinukledren Strukturen kolokalisiert, was fiir dessen expandierte sowie die nicht
expandierte Isoform gleichermafen galt. Andererseits konnte in diesem Zusammenhang keine TDP-43-
Kolokalisation mit dem C-terminalen Spaltprodukt festgestellt werden.

Diese Ergebnisse bestitigen somit die Beobachtungen aus den in Abs. 4.1.5.2. beschriebenen
Kolokalisationsanalysen in Hefezellen, bei denen ebenfalls nur der N-terminale Bereich des Ataxin-2-Proteins
mit TDP-43 kolokalisierte.

Zusétzlich erweitern sie Erkenntnisse aus fritheren Studien in humanen Zelllinien, die bereits gezeigt hatten, dass
vollstdndiges Ataxin-2 oder auch bestimmte Ataxin-2-Deletionsmutanten mit zytoplasmatischen TDP-43-
Isoformen kolokalisieren kénnen.'”'* Diesbeziiglich weisen die Resultate nimlich daraufhin, dass vermutlich
insbesondere der N-terminale Ataxin-2-Bereich fiir die Interaktion beider Proteine wichtig sein kdnnte.

Neben der beobachteten Kolokalisation des N-Terminus mit TDP-43 fiel in den Ko-IF-Analysen jedoch
auflerdem auf, dass dessen exogene Expression das nukledre TDP-43-Signal beeinflusste. So konnte in Zellen
die zumindest teilweise zytoplasmatisches N-Terminus-Signal aufwiesen im Vergleich zu jenen die kein bzw.
nur nukledres N-Terminus-Signal emittierten eine Abnahme der nukledren TDP-43-Fluoreszenz festgestellt
werden. Diese war zudem in Zellen mit ausschlielich zytoplasmatischem N-Terminus grofer als in Zellen die
sowohl nukleédren als auch zytoplasmatisch lokalisierten N-Terminus enthielten Ferner hing dieser Effekt somit
indirekt auch mit der Lénge der PolyQ-Doméne des Ataxin-2-N-Terminus zusammen. Das liegt daran, dass sich
wie beschrieben die préferenzielle, zelluldre Lokalisation des N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts durch
Expansion dieser Domine #nderte. So war expandierter Ataxin-2-N-Terminus mit 79 Q-Repeats héufiger
zytoplasmatisch lokalisiert als dessen nicht expandierte Variante mit 22 Q-Repeats (s. Abs. 4.2.1.).
Dementsprechend war die Reduzierung nukledrer TDP-43-Level bei Expression der N-terminalen Spaltprodukte
haufiger im Fall der expandierten Isoform zu beobachten als im Fall der Q22-Isoform. Allerdings konnte in
diesem Zusammenhang keine N-Terminus vermittelte Zunamhe von zytoplasmatischem TDP-43-Signal erkannt
werden, was bedeutet, dass in diesem Fall keine TDP-43-Misslokalisation ins Zytoplasma vorlag, die derzeit als
TDP-43-Proteinopathie-Pathomechanismus diskutiert wird.

AbschlieBend ldsst sich somit festhalten, dass trotz einiger Unterschiede beziiglich Lokalisation und Fokibildung
der Spaltprodukte in S. cerevisiae und HeLa-Zellen dennoch grundlegende Gemeinsamkeiten zwischen ihnen
festgestellt werden konnten. So waren in beiden Modellsystemen sowohl der N-Terminus als auch der
C-Terminus des Ataxin-2 grundsétzlich in der Lage zytoplasmatische Foki zu bilden (s. Abs. 4.1.4. & 4.2.1.).
Die Tendenz zur Fokibildung war dabei jedoch fiir den N-Terminus im humanen Zellsystem hoher als im
Hefesystem. Im Gegensatz dazu neigte das C-terminale Spaltprodukt in den humanen Zellen weniger zur
Anreicherung in Foki als in Hefezellen (s. Abs. 4.1.2. & 4.2.1.).

In Bezug auf die C-Terminus-Expression konnte zudem festgestellt werden, dass sie offenbar in beiden
Modellsystemen zellschddigend wirken kann. So konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dass durch
C-Terminus-Expression das Zellwachstum gehemmt wird, und im humanen System konnte eine Assoziation
filamentoser Foki des C-Terminus mit apoptotischen Zellverdnderungen beobachtet werden (s. Abs. 4.1.2. &
4.2.1). Dies spricht somit insgesamt sehr fiir eine mdglich Beteiligung dieses Ataxin-2-Abschnitts an pathogenen

121 AuBerdem waren sowohl die C-Terminus-Filamente in HeLa-Zellen

Prozessen, wie bereits zuvor postuliert.
als auch die in Hefe gebildeten C-Terminus-Foki mit Komponenten des Mikrotubulinetzwerks kolokalisiert

(s. Abs. 4.1.3. & 4.2.1.).
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SchlieBlich zeigte sich zudem, dass in HeLa-Zellen ebenso wie im TDP-43-Proteinopathie-Hefemodell zwar der
N-terminale jedoch nicht der C-terminale Ataxin-2-Abschnitt mit TDP-43 kolokalisiert (s. 0.), wobei auch
festgestellt wurde, dass zytoplasmatisch lokalisierter Ataxin-2-N-Terminus Einfluss auf die nukledaren TDP-43-
Level hatte.

Alles in allem hatte sich das Hefemodell damit als durchaus hilfreich erwiesen, um grundlegende Fragen zu
Lokalisation und Fokibildung der Ataxin-2-Spaltprodukte zu klidren. Deshalb wurden zur Ergénzung dieser
Ergebnisse weitere Untersuchungen in S. cerevisiae unternommen, um zudem potentielle Regulatoren von

Ataxin-2 bzw. seiner Spaltprodukte zu identifizieren.

4.3. Untersuchungen zur Identifikation genetischer Regulatoren von

Ataxin-2

4.3.1. Hefe-Deletionsbank-Screens zur Identifizierung gemeinsamer genetischer

Interaktoren von Ataxin-2 und TDP-43

Das S. cerevisiae-Modellsystem ist nicht nur fiir die Analyse proteotoxischer zelluldrer Prozesse gut geeignet
(s. Abs. 4.1.), sondern es bietet zudem ecine effiziente Moglichkeit Hinweise auf unbekannte genetische
Interaktionspartner humaner Proteine zu erhalten. Dazu werden u. a. sogenannte Synthetische-Letalitdts-Screens
mit Deletionsstimmen aus Hefe-Deletionsbanken durchgefiihrt.

Ein solcher Screen wurde ebenfalls in der AG Krobitsch durch Fr. C. Drescher vorgenommen, um genetische
Interaktoren von Ataxin-2 (22 Q-Repeats) zu identifizieren.” Grundlage dafiir war das bereits beschriebene
Ausbleiben zytotoxischer Einfliisse der Ataxin-2-Expression im WT-Hefestamm BY4741 (s. Abs. 4.1.1.), der
zugleich Referenzstamm der flir die Screens genutzten Hefe-Deletionsbank ist. Davon ausgehend wurden 23
ausgewdhlte Stdmme dieser Deletionsbank in Wachstumsanalysen daraufhin getestet, ob in ihnen durch
Ataxin-2-Expression synthetische Letalitdt ausgelost wird. Das spriche entsprechend fiir eine genetische
Interaktion des deletierten Gens mit Ataxin-2, da es darauf hinweist, dass dessen Expression im WT letale
Effekte des Ataxin-2 unterdriickt.

Die o. g. Auswahl gescreenter Stimme konzentrierte sich dabei auf Deletionsmutanten von PB- und/oder SG-
Komponenten mit humanen Orthologen. Es war ndmlich zu erwarten, dass die Wahrscheinlichkeit darunter
Ataxin-2-Interaktoren zu finden relativ hoch sein konnte, da bereits einige Verbindungen zwischen diesen
mRNP-Granula und Ataxin-2 hergestellt worden waren. So wurde bereits gezeigt, dass Ataxin-2 eine
Sauger-SG-Komponente ist, und dariiber hinaus sowohl die Entstehung von SG als auch PB beeinflussen
kann.**® Insofern diente die Auswahl o. g. Deletionsstimme auch zur gezielten Identifizierung von Ataxin-2-
Interaktoren die sich auf dessen Funktion als SG-Komponente auswirken konnten.

Parallel dazu wurde als Teil der vorliegenden Arbeit dieselbe Auswahl an Deletionsstimmen auf dhnliche Weise
im o.g. TDP-43-Proteinopathie-Hefemodell (s. Abs. 4.1.5.) auf ihre TDP-43 toxizititsmodifizierenden
Eigenschaften hin iiberpriift. Diese Untersuchungen basierten zum einen auf der Entdeckung, dass auch TDP-43
eine Komponente von Sduger-SG ist, weshalb es aus denselben Griinden wie bereits fiir Ataxin-2 beschrieben
(s. 0.) angebracht war, sich auf die o. g. Auswahl von Deletionsstimmen zu beschrinken um gezielt TDP-43-

Interaktionspartner zu identifizieren. Andererseits war wie schon erwidhnt fiir Ataxin-2 ein modifizierender
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Einfluss auf die ALS-Pathogenese entdeckt worden, wobei sich auBlerdem gezeigt hatte, dass Ataxin-2 und
TDP-43 in Séugerzellen kolokalisierten. Zusétzlich konnten dabei sowohl im Hefe- als auch im Fliegenmodell
verstirkende Einfliisse der entsprechenden Ataxin-2-Orthologe auf die TDP-43-Toxizitit festgestellt werden.'>
Deshalb sollten letztendlich durch Vergleich der Ergebnisse beider gerichteter Hefe-Deletionsbank-Screens
gemeinsame genetische Interaktoren von sowohl Ataxin-2 als auch TDP-43 mit Bezug zu deren SG-Funktion

identifiziert werden.

4.3.1.1. Gerichteter Deletionsbank-Screen auf Modifikatoren der TDP-43-Toxizitiit in S. cerevisiae

Um nun die o.g. Hefe-Deletionsstimme (fiir eine Auflistung aller genutzten Stimme s. Abs. 3.1.4) auf
potentielle modifizierenden Effekte beziiglich der TDP-43-Zytotoxizitét in S. cerevisiae zu screenen, wurden
diese zunéchst transformiert. Dies erfolgte prinzipiell wie in Abs. 4.1.1. beschrieben, wobei zur Transformation
das in Abs. 4.5.1. vorgestellte, galaktose-induzierbare TDP-43-Plasmid aus der AG Gitler verwendet wurde.
Ferner wurde jeder Stamm zudem mit dem entsprechenden Leervektor p426Gal-L transformiert, um mogliche
Nebeneffekte auf das Hefewachstum durch bloBe Leervektorexpression kontrollieren zu konnen. AuBerdem
wurde ebenfalls der WT-Hefestamm entsprechend transformiert, wobei die Klone dieser Transformation als
Referenz fiir Zellwachstum dienen sollten, das nicht durch Gendeletionen beeinflusst worden war. Die
Transformationsansétze wurden schlieBlich auf CSM/Glc/-U selektiert und Einzelklone wie o. g. fiir Tropftests
vorbereitet (s. Abs. 4.1.1.). SchlieBlich wurden ebenfalls analog zu o. g. Experimenten Suspensionen der Klone
in Verdiinnungsreihen auf je eine Glucose- und eine Galaktose-Selektionsmedium-Agarplatte ausgetropft, wobei
auf letzterer die Plasmidexpression induziert wurde. Die Klone inkubierten darauthin fiir 3 — 4 d bei 30°C, und
im Anschluss wurden Fotografien der Hefekolonien aufgenommen, von denen einige in Abb. 4.15 dargestellt
sind.

Die Abbildung zeigt dabei Ergebnisse repriasentativer Wachstumsanalysen der WT-Kontrollansidtze sowie
derjenigen Deletionsstamm-Ansétze, fir die reproduzierbare modifizierende Einflisse auf die
TDP-43-Zytotoxizitdt erkannt wurden.

Darin kann man zunichst grundsétzlich erkennen, dass die exogene TDP-43-Expression im Vergleich zur
Leervektorexpression das Wachstum des WT-Stamms stark negativ beeinflusste. Damit konnte die, bereits zuvor
in diesem Modellsystem beobachtete, zytotoxische Wirkung der TDP-43-Expression hier unabhingig bestétigt
werden.”® Dies war zugleich Grundvoraussetzung fiir die weiteren Analysen, bei denen das AusmaB der durch
TDP-43-Expression  verursachten =~ Hefewachstum-Inhibition zwischen dem WT-Stamm und den
Deletionsstimmen verglichen wurde.

Bei diesen Vergleichsanalysen konnte schlieBlich festgestellt werden, dass die zytotoxische Wirkung der
TDP-43-Expression in den Deletionsstimmen AXRN1, APAT1, AUPF3 und AEBS1 verglichen mit der im WT-
Hefestamm reproduzierbar reduziert war (s. Abb. 4.15A). Die entsprechenden Gene haben demzufolge im WT-
Stamm offenbar einen verstarkenden Einfluss auf die TDP-43-Zytotoxizitét.

Auf der anderen Seite konnte in den Deletionsstimmen ALSM6, ALSM7, ADHH1, ACCR4 und APOP2 eine
gegeniiber dem WT-Hefestamm verstirkte TDP-43-abhingige Storung des Hefezellwachstums beobachtet
werden (s. Abb. 4.15B). Die Expression dieser Gene hat also dementsprechend in Zellen des WT-Stamms einen

mildernden Einfluss auf die TDP-43-Zytotoxizitat.
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Abb. 4.15 Wachstumsanalysen aus einem Hefe-Deletionsbank-Screen hinsichtlich TDP-43-toxizititsmodifizierender
Deletionen (A) Fotografien von Wachstumsanalysen mit Hefe-Deletionsstimmen deren Deletionen konsistent mitigierend
auf die durch exogen exprimiertes TDP-43 vermittelte Zytotoxizitit in Hefezellen wirkten (B) Fotografien von
Wachstumsanalysen mit Deletionsstimmen deren Deletionen konsistent verstirkend auf die TDP-43-Zytotoxizitdt wirkten.
Alle Bilder sind reprisentativ fiir je 6 — 12 unabhéngig getestete Klone pro Stamm und transformiertem Plasmid. Tendenziell
dieselben Ergebnisse wurden zudem auch bei TDP-43-GFP-Expression in diesen Stdmmen erzielt. Die Expression der
TDP-43-Plasmide wurde durch Galaktose induziert. Die Glc-Platten dienten zur Kontrolle auf gleichméfiges Wachstum der
Hefeklone bei ausgeschalteter Expression, und die Durchfilhrung der Experimente entsprach auch ansonsten o. g.
Vorgehensweise (s. Abb. 4.1) (LV: p426Gal-L-Leervektorkontrolle)

Insgesamt konnte also mittels des gerichteten TDP43-Toxizitdtsmodifikator-Screens von 23 Hefe-
Deletionsstimmen in etwa einem Drittel der Félle (d. h. in neun Stimmen) ein reproduzierbarer Einfluss auf die
TDP-43-Toxizitdt beobachtet werden. Dabei waren es ausschlieBlich Deletionen von Genen fiir exklusiv oder
zumindest hauptsdchlich PB-assoziierte Proteine, die Effekte auf die toxische Wirkung des TDP-43 hatten.
Deletionen von expliziten SG-Komponenten hatten hingegen keinen Einfluss auf die TDP-43-Toxizitét unter den
gewihlten Bedingungen. Zusammen konnte das auf eine wichtige Rolle des mRNA-Abbaus bei der Auspriagung
toxischer Effekte durch TDP-43-Expression in Hefezellen hindeuten.

Unabhéngig davon zeigte ein anschliefend vorgenommener Vergleich der Ergebnisse des TDP-43- und des
Ataxin-2-Screens (s.v. Abs.) auBerdem, dass tatsdchlich zwei Gendeletionen einen Einfluss auf

wachstumshemmende Effekte beider Proteine hatten. Dabei handelte es sich um die Deletionen von POP2 und

115



CCR4, deren Gene fiir zwei Deadenylasen kodieren, die als Teil des CCR4-NOT-Komplexes essentiell fiir den
zytoplasmatischen mRNA-Abbau sind.*”
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Deletionsstimme APOP2 und ACCR4 im Folgenden weiteren Analysen

unterzogen, um mehr iiber ihren Einfluss auf Ataxin-2 und TDP-43 zu erfahren.

4.3.2. Untersuchungen zur Spezifitit des Einflusses der Deletionen von POP2 und

CCR4 auf Ataxin-2 in S. cerevisiae

Wie in im vorigen Abschnitt beschrieben induzierten bzw. verstirkten die Deletionen von POP2 und CCR4
zellschadigende Auswirkungen der Expression von Ataxin-2 bzw. TDP-43 in Hefezellen. Es lésst sich deshalb
vermuten, dass beiden Hefeproteinen eine wichtige Funktion beim Schutz der Zellen gegen toxische Proteine
zukommt. Dies war der Grund weitere Untersuchungen in den Hefestimmen APOP2 und ACCR4
durchzufiihren, in denen zunichst der Einfluss der Deletionen auf Ataxin-2 nidher charakterisiert werden sollte.

Dazu wurden erneut Wachstumsanalysen vorgenommen, in denen untersucht werden sollte, ob die Deletionen

auch zuvor beobachtete Effekte der Expression von Ataxin-2-Spaltprodukten beeinflussen kdnnen (s. Abs. 4.1.)

4.3.2.1. Wachstumsanalysen zu potentiellen Einfliissen der Deletionen von POP2 und CCR4 auf Effekte

der Expression von Ataxin-2-Spaltprodukten in Hefezellen

Wie in Abs. 4.3.1. beschrieben zeigte ein Screen ausgewéhlter Hefe-Deletionsstimme hinsichtlich synthetischer
Letalitét bei exogener Expression von vollstindigem Ataxin-2, dass diese u. a. durch die Deletionen von POP2
und CCR4 induziert werden konnte. Dementsprechend lieB sich vermuten, dass, sollte der Einfluss der
Deletionen auf das Hefewachstum bei Ataxin-2-Expression spezifisch sein, dieser auch in Zellen beobachtbar
sein miisste, die 0. g. Ataxin-2-Spaltprodukte exprimierten (s. Abs. 4.1.1.). Dies sollte in den hier vorgestellten
Wachstumsanalysen tiberpriift werden.

Dazu wurden wie zuvor beschriecben (s. Abs.4.1.1.) Zellen des WT-Hefestamms sowie der
Deletionsstimme APOP2 und ACCR4 mit den bereits erwdhnten, galaktose-induzierbaren Plasmiden
transformiert, die fiir das C- oder N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt kodierten. Dabei wurden zum einen o. g.
Plasmide zur Expression der nicht markierten Spaltprodukte und zum anderen jene zur Expression der Redstar-
markierten Spaltprodukt-Fusionsproteine genutzt (s. Abb. 4.1). Um auBerdem die Induktion synthetischer
Letalitdt durch Ataxin-2-Expression in den Deletionsstimmen direkt verifizieren zu konnen, wurden die
Hefestimme zudem mit o. g. Plasmid transformiert, das fiir vollstindiges Ataxin-2 kodierte. Auf CSM/Glc/-H-
Festmedium selektierte Einzelklone dieser Transformationen wurden schlieBlich wie in Abs. 4.1.1. beschrieben
in Suspension iberfiihrt, und iiber Nacht bei 30°C inkubiert. Darauthin wurden wie zuvor Verdiinnungsreihen
der Suspensionen auf galaktose- oder glucosehaltige Festmediumplatten getropft, und diese Platten fiir 3 —4 d
bei 30°C inkubiert, wobei die Galaktose zur Induktion der Plasmidexpression diente. Fotoaufnahmen die dabei
beobachtetes typisches Wachstum der Hefeklone zeigen sind in Abb. 4.16 zu sehen.

Darin ldsst sich zunédchst grundlegend erkennen, dass die Expression von vollstindigem Ataxin-2 in WT-Zellen
das Hefewachstum im Vergleich zur Leervektorkontrollprobe nicht beeinflusst. Dagegen war das Wachstum
Ataxin-2 exprimierender Zellen der Deletionsstimme APOP2 und ACCR4 im Vergleich zu den entsprechenden

Leervektorkontrollen gehemmt (vgl. je 1. und 2. Spalte in Abb. 4.16). Damit war die bereits zuvor gemachte
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Beobachtung bestétigt, dass die Deletionen von POP2 und CCR4 zur Induktion Ataxin-2-vermittelter
synthetischer Letalitit in den Hefezellen fithren (s. Abs. 4.3.1.).2%

APOP2

A2-C3NT-Q22

A2-C3INT-Q22-RS

Glc (Aus) Gal (An) Glc (Aus) Gal (An)

Glc (Aus) Gal (An)

Abb. 4.16 Untersuchungen zu Einfliissen der POP2- oder CCR4-Gendeletionen auf das Wachstum von Ataxin-2
exprimierenden Hefezellen Die Experimente wurden wie in Abb. 4.1 angegeben durchgefiihrt, wobei auch die dort
vorgestellten, rekombinanten Plasmide zur galaktose-abhingigen Expression von Ataxin-2 oder seinen Spaltprodukten (mit
oder ohne Redstar(RS)-Fluoreszenzlabel) genutzt wurden. Zur direkten Kontrolle eines zuvor gezeigten synthetisch letalen
Effekts der Deletionen auf Ataxin-2 exprimierende Zellen wurden solche Zellen hier ebenfalls untersucht. Alle Aufnahmen
sind reprédsentativ fiir Ergebnisse aus sechs unabhéngigen Experimenten pro Stamm und transformiertem Plasmid. Die
Untersuchungen bestétigten letztlich die bereits zuvor beobachtete synthetisch letale Wirkung der POP2- oder CCR4-
Deletion auf Ataxin-2 exprimierende Hefezellen. AuBlerdem zeigten sie, dass die Deletionen eine durch Expression des
Ataxin-2-C-Terminus hervorgerufene Toxizitdt in den Hefezellen (s.a. Abb. 4.1) verstirkten. Die Deletionen hatten
allerdings keinen Einfluss auf Ataxin-2-N-Terminus exprimierende Zellen.

Dartiber hinaus zeigte sich im WT-Stamm, dass dessen Zellwachstum bei Expression der C-terminalen Ataxin-2-
Spaltprodukte im Vergleich zur Leervektorexpression gehemmt war, was bei Expression der N-terminalen
Spaltprodukte nicht festgestellt wurde (s. Abb. 4.16 links). Diese Beobachtungen entsprachen damit ebenfalls
den bereits zuvor gemachten Entdeckungen zum Einfluss der Spaltproduktexpression auf das Zellwachstum in
diesem Stamm (s. Abs. 4.1.1.).

Ahnliches Wachstumsverhalten konnte dariiber hinaus auch in den Deletionsstimmen festgestellt werden. So
fithrte auch hier die Expression der C-terminalen Spaltprodukte zu einem gegeniiber den Leervektorkontrollen
gehemmten Hefewachstum, was auf die N-Terminus-Expression nicht zutraf (s. Abb. 4.16 Mitte und Rechts).
Allerdings war in beiden Deletionsstimmen die durch C-Terminus-Expression ausgeloste Wachstumshemmung
jeweils starker ausgepréagt als im Fall des WT-Stamms.

Das bedeutet, dass die Deletionen von POP2 und CCR4 nicht nur bei Expression von vollstindigem Ataxin-2
eine Storung des Hefewachstums induzieren, sondern auch bei Expression seines C-terminalen Spaltprodukts.
Dies spricht somit zum einen erneut dafiir, dass toxische Effekte des Ataxin-2 in Hefe insbesondere durch dessen
C-Terminus vermittelt werden. Zum anderen untermauern die Ergebnisse zudem, dass die zuvor beobachtete,
durch POP2- oder CCR4-Deletion ausgeloste, Ataxin-2-vermittelte synthetische Letalitit in Hefezellen ein
spezifischer Effekt gewesen war.

Um unabhingig davon noch weitere Informationen zur Spezifitdt der beobachteten wachstumsmodifizierenden
Eigenschaften der Deletionen von POP2 und CCR4 auf Ataxin-2 exprimierende Zellen zu erlangen, wurden

ferner Komplementationsanalysen durchgefiihrt.
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4.3.2.2. Komplementationsanalysen in den Deletionsstimmen APOP2 und ACCR4 unter Verwendung

von Uberexpressionsvektoren

Um die Spezifitit der beobachteten Wechselwirkungen zwischen POP2 und CCR4 einerseits sowie Ataxin-2
bzw. seinen Spaltprodukten andererseits zusitzlich zu verifizieren, wurden Komplementationsuntersuchungen
vorgenommen. Dabei sollte getestet werde, ob die durch POP2- oder CCR4-Deletion vermittelte Verstiarkung
wachstumshemmender Effekte des Ataxin-2 oder seines C-terminalen Spaltprodukts durch exogene Expression
der entsprechenden Hefegene komplementiert werden kann.

Zu diesem Zweck wurden zunichst Zellen beider Deletionsstimme sowie des WT-Stamms mit je zwei
rekombinanten, galaktose-induzierbaren Plasmiden kotransformiert. Dabei handelte es sich zum einen um eines
der o. g. Plasmide, die fiir Ataxin-2 oder dessen C-terminales Spaltprodukt mit oder ohne Redstar-Markierung
kodierten (s. Abb. 4.1) und zum anderen um ein fiir POP2 oder CCR4 kodierendes Plasmid. Zudem wurden
dhnlich wie in o.g. Kotransformationen (s. Abs. 4.1.5.) Kontrollansdtze hergestellt in denen je eines der
Plasmide durch den entsprechenden Leervektor ersetzt worden war, d.h. p423Gal-L im Fall der Ataxin-2-
Plasmidkonstrukte (LV2 in Abb. 4.17) und p426Gal-L im Fall des POP2- oder CCR4-Vektors (LVI in
Abb. 4.17).

Auf CSM/GIc/-U/-H-Festmedium selektierte Einzelklone dieser Transformationen wurden schlieBlich fiir die
Wachstumsanalysen wie zuvor beschrieben iiber Nacht im Inkubator aufgezogen und darauthin in
Verdiinnungsreihen auf Agarplatten ausgetropft (s. Abs. 4.1.1.). Dabei enthielt auch hier eine der Platten
galaktosehaltiges Medium zu Induktion der Plasmidexpression. Représentative Darstellungen der Ergebnisse
dieser Untersuchungen zeigt Abb. 4.17.

Dort kann man erkennen, dass das Hefewachstum der Kontrollproben, in denen der Leervektor 1 zusammen mit
Ataxin-2 oder dessen C-terminalem Spaltprodukt exprimiert worden war, prinzipiell dem der o.g. Zellen
entsprach, die Ataxin-2 bzw. die C-terminalen Spaltprodukte allein exprimierten (vgl. Abb. 4.16 & 4.17 links) .
So zeigte sich im WT-Stamm auch hier, dass Expression des vollstindiges Ataxin-2 mit Leervektor 1 verglichen
mit der Expression beider Leervektoren (LV1 + LV2) das Hefewachstum nicht negativ beeinflusste (s. Abb. 4.17
links). Wohingegen die WT-Zellen, die Leervektor 1 zusammen mit dem Redstar-markierten oder nicht
markierten Ataxin-2-C-Terminus exprimierten bezogen auf die Doppel-Leervektorkontrolle etwas schlechter
wuchsen. Das heif3it, auch hier wirkte wie bereits in Abs. 4.3.2.1. beschrieben die C-Terminus-Expression im
WT-Stamm toxisch, wiahrend die des vollstandigen Ataxin-2 das Hefewachstum nicht beeinflusste.

Ebenso zeigte sich in den Deletionsstimmen, dass dort die gemeinsame Expression von Ataxin-2 bzw. seines
C-Terminus mit dem Leervektor 1 das Hefewachstum auf dhnliche Weise beeinflusst wie Ataxin-2 bzw.
C Terminus-Expression allein (vgl. Abb. 4.16 & 4.17 rechts). So wurde im Fall der Ko-Expression von
Leervektor I mit vollstindigem Ataxin-2 in beiden Deletionsstimmen synthetische Letalitidt induziert
(s. Abb. 4.17 rechts). Gleichzeitig konnte in diesen Experimenten bei gemeinsamer Expression des Ataxin-2-
C-Terminus mit dem Leervektor 1 in den Deletionsstimmen ein wachstumshemmender Einfluss bezogen auf die
Doppel-Leervektorkontrollproben festgestellt werden (s. Abb. 4.17 rechts). Dieser Einfluss war hierbei zudem,
genau wie in o. g. Experimenten (s. Abs. 4.3.2.1.), in den Deletionsstimmen stirker ausgepriagt als im WT-
Stamm. Somit konnte also die o.g. deletionsabhingige Verstirkung der durch den Ataxin-2-C-Terminus

vermittelten Zytotoxizitét auch bei Ko-Expression des C-Terminus mit Leervektor 1 bestétigt werden.
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Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Uberexpression von POP2 zusammen mit Leervektor 2 im
WT-Stamm verglichen mit den Doppel-Leervektorkontrollen bereits wachstumshemmende Wirkung hatte
(s. Abb. 4.17A links). Allerdings hatte in diesem Fall die Ko-Expression von POP2 und Ataxin-2 relativ zu der
von POP2 und Leervektor 2 keinen zusdtzlichen wachstumshemmenden Effekt auf die WT-Zellen. Dies
entspricht damit den Beobachtungen fiir o. g. Kontrollansétze, die zeigten, dass Ataxin-2 Ko-Expression mit
Leervektor 1 im Vergleich zu Doppel-Leervektorproben das Hefewachstum ebenfalls nicht negativ

beeinflusste (s. 0.).
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Beziiglich der im WT-Stamm festgestellten Zytotoxizitit des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts in den
Leervektor 1-Kontrollproben konnte jedoch bei Ko-Expression des C-Terminus mit POP2 verindertes
Hefewachstum beobachtet werden (s. Abb. 4.17A links). So wuchsen Zellen, die den C-Terminus zusammen mit
POP2 exprimierten besser als POP2 und Leervektor 2 ko-exprimierende Zellen, obwohl die Ko-Expression des
C-Terminus mit Leervektor 1 bezogen auf Doppel-Leervektorkontrollen zu einer Wachstumshemmung gefiihrt

hatte. Demnach beeinflusste die POP2-Uberexpression im WT-Stamm das durch Ataxin-2-C-Terminus-
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Expression gestorte Hefewachstum positiv, wohingegen POP2-Deletion negativ auf das Wachstum von sowohl
Ataxin-2 als auch dessen C-Terminus exprimierende Zellen wirkte. Dies spricht somit erneut fiir eine spezifische
und zudem dosisabhidngige Regulation von Ataxin-2 durch POP2.

Ebenso lieBen ferner auch die Komplementationsanalysen im APOP2-Stamm eine derartige, spezifische
Regulation vermuten. Dabei konnte ndmlich festgestellt werden, dass die durch POP2-Deletion hervorgerufene
synthetische Letalitdt der Ataxin-2-Expression durch exogene Expression von POP2 aufgehoben wurde. Das
zeigte sich daran, dass zwar die Ko-Expression von Ataxin-2 und Leervektor 1 im Vergleich zu der beider
Leervektoren in APOP2-Zellen synthetisch letal wirkte (s. 0.), aber andererseits APOP2-Zellen die Ataxin-2
zusammen mit POP2 exprimierten keine Wachstumsunterschiede zu POP2 und Leervektor 2 exprimierenden
Zellen aufwiesen (s. Abb. 4.17A rechts).

Ahnliches konnte zudem im Fall der C-Terminus-Expression beobachtet werden, deren zytotoxische Wirkung
wie beschrieben im APOP2-Stamm stirker war als im WT-Stamm, wie die Leervektor 1-Kontrollansétze zeigten
(s. Abb. 4.17A). Auch in diesem Fall konnte ndmlich beim Vergleich des Wachstums POP2 und C-Terminus
ko-exprimierender Zellen mit dem von Zellen die POP2 und Leervektor 2 gemeinsam exprimierten festgestellt
werden, dass dieses sich durch die C-Terminus-Expression kaum veréndert hatte. Die POP2-Expression wirkte
also auch im APOP2 Stamm é&hnlich wie bereits fiir den WT-Stamm beobachtet (s. 0.) den zytotoxischen
Effekten des Ataxin-2-C-Terminus entgegen.

Im Gegensatz dazu hatte die CCR4-Expression bereits im WT-Stamm andere Effekte auf das Hefewachstum als
die POP2-Expression. So zeigte sich in diesem Fall, dass das Wachstums der Ataxin-2 und CCR4
ko-exprimierenden Zellen im Vergleich zu dem der CCR4 und Leervektor 2 ko-exprimierenden Zellen leicht
gehemmt war (s. Abb. 4.17B). Das bedeutet, dass in diesem Fall die Uberexpression von CCR4 zur Induktion
von Ataxin-2-vermittelter synthetischer Letalitdt fithrte, was wie erwédhnt auch fiir die CCR4-Deletion
beobachtet werden konnte (s. Abb.4.16). Dies konnte auf eine CCR4-Autoregulation via negativer
Riickkopplung hinweisen, wobei eine durch CCR4-Uberexpression ausgeléste CCR4-Herabregulation, dhnlich
wie die CCR4-Deletion, die zytotoxische Wirkung von vollstindigem Ataxin-2 induziert haben kdnnte. Da
allerdings abgesehen davon ein durch CCR4-Uberexpression verursachter verstirkender Einfluss auf die
zytotoxische Wirkung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts, wie er durch die CCR4-Deletion verursacht
worden war, im WT-Stamm ausblieb (s. 0.), bleibt fraglich ob eine solche CCR4-Riickkopplungsregulation
tatséchlich stattfindet.

Ferner lésst sich beziiglich des Ataxin-2-C-Terminus generell sagen, dass dessen Ko-Expression mit CCR4 im
WT-Stamm zu einem leicht gehemmten Zellwachstum bezogen auf das der CCR4 und Leervektor 2 ko-
exprimierenden Zellen fiihrte (s. Abb. 4.17B). Auch unter diesen Bedingungen konnte also eine Ataxin-2-
C-Terminus-abhédngige Zytotoxizitdt festgestellt werden, was damit den Beobachtungen entsprach, die auch bei
alleiniger C-Terminus-Expression gemacht worden waren (s. Abb. 4.16 & 4.17 LV1-Kontrollproben). Anders
als die POP2-Uberexpression konnte demnach die CCR4-Uberexpression im WT-Stamm die toxische Wirkung
der C-Terminus-Expression nicht kompensieren.

Die CCR4-Uberexpression im WT-Stamm hatte demzufolge, im Gegensatz zur POP2-Uberexpression,
unterschiedlichen Einfluss auf die zytotoxischen Effekte der Expression von Ataxin-2 einerseits und dessen
C-Terminus andererseits (vgl. Abb. 4.17 A & B links). Dies kdnnte darauf hinweisen, dass die von Ataxin-2 und
seinem C-terminalen Spaltprodukt vermittelte Wachstumshemmung auf verschiedene Arten durch CCR4

beeinflusst wird. Demnach wire entsprechend o. g. Ergebnisse der CCR4-Einfluss auf vollstdndiges Ataxin-2
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groBer als auf dessen C-Terminus, da nur ersteres sowohl von CCR4-Uberexpression als auch -Deletion
beeinflusst worden war.

Fiir eine solche unterschiedliche Regulation von Ataxin-2 und seinem C-Terminus durch CCR4 sprechen
auflerdem die Ergebnisse der Komplementationsanalysen im ACCR4-Stamm. Dabei zeigte sich ndmlich, dass die
dort induzierte synthetische Letalitit durch Ataxin-2-Expression (s. 0.), bei Ko-Expression des Ataxin-2 mit
CCR4 nicht mehr festgestellt werden konnte (s. Abb. 4.17B). Man kann also davon ausgehen, dass in diesem
Fall die wachstumshemmenden Effekte der CCR4-Deletion bei Ataxin-2-Expression von der Uberexpression des
CCR4 komplementiert wurden. Demgegeniiber konnte die relativ erhohte Zytotoxizitit der Ataxin-2-
C-Terminus-Expression im ACCR4-Stamm gegeniiber der im WT-Stamm, die fiir die Leervektor 1-
Kontrollproben beobachtet wurde (s. 0.), durch exogene Expression von CCR4 nicht aufgehoben werden. Dies
lieB sich daran erkennen, dass sowohl die Ko-Expression von C-Terminus und Leervektor 1 relativ zur
Expression beider Leervektoren als auch die von C-Terminus und CCR4 relativ zu der von Leervektor 2 und
CCR4 im ACCR4-Deletionsstamm beide zu starker Hemmung des Hefewachstums fiihrten (s. Abb. 4.17B).
AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass die exogene Expression beider Deadenylase-Proteine im jeweiligen
Deletionsstamm die synthetisch letalen Effekte der Ataxin-2-Expression komplementieren konnte. Das bedeutet,
dass die Einfliisse der CCR4- und POP2-Deletionen auf die durch Ataxin-2 vermittelte Wachstumshemmung
spezifisch sind, da sie direkt via POP2- bzw. CCR4-Expression aufgehoben werden konnten. Ebenso konnte die
Spezifitit der POP2-Interaktion mit dem C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukt festgestellt werden, da POP2-
Expression sowohl im WT- als auch im APOP2-Stamm den toxischen Effekten der Spaltproduktexpression
entgegenwirkte. Die toxizitétssteigernden Effekte der CCR4-Deletion bei Expression des Ataxin-2-C-Terminus
konnten jedoch durch CCR4-Uberexpression nicht aufgehoben werden. Ferner wurde durch CCR4-
Uberexpression im WT-Stamm zwar das Wachstum der Ataxin-2 exprimierenden Zellen negativ beeinflusst, sie
hatte jedoch keinen Einfluss auf die dort beobachtete zytotoxische Wirkung des Ataxin-2-C-Terminus. Diese
Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass CCR4 das Ataxin-2-Protein und dessen C-Terminus auf
unterschiedliche Weise reguliert. Dabei schien der CCR4-Einfluss auf die Wirkung von vollstindigem Ataxin-2
eher durch direkte Interaktion vermittelt worden zu sein, wohingegen dessen Einfluss auf die Effekte des
C-Terminus moglicherweise eher indirekt gewesen war. Dies folgt daraus, dass die Wirkung von vollstindigem
Ataxin-2 sowohl durch CCR4-Uberexpression als auch durch dessen Deletion beeinflusst worden war, was im
Fall des C-Terminus nur auf die CCR4-Deletion zutraf.

Insgesamt fiihrte somit in den Hefewachstumsanalysen mit den Deletionsstimmen APOP2 und ACCR4, dhnlich
wie in den WT-Untersuchungen (s. Abs.4.1.1.), besonders die Expression des C-terminalen Ataxin-2-
Spaltprodukts zu deutlichen wachstumshemmenden Effekten. Diese waren zudem in den Deletionsstimmen
stirker ausgeprigt als im WT-Stamm (s. Abs. 4.3.2.1.). AuBBerdem konnte im WT-Stamm bereits gezeigt werden,
dass der Ataxin-2-C-Terminus stark dazu neigt sich in mikroskopisch sichtbaren Foki anzureichern, was die
Ursache fiir dessen toxische Wirkung in Hefezellen gewesen sein konnte (s. Abs. 4.1.2. —4.1.4.). Es war also
denkbar, dass die POP2- und CCR4-Deletionen zumindest beziiglich des Ataxin-2-C-Terminus ihre
regulatorische Wirkung iiber Beeinflussung der Ataxin-2-Fokibildung ausiiben. Dies sollte in folgenden
mikroskopischen Experimenten ndher untersucht werden (s. Abs. 4.3.3.). Da POP2 und CCR4 zudem PB-
Komponenten sind, sollte dabei aulerdem gepriift werden, ob deren Deletionen die PB- oder SG-Bildung in
Hefe beeinflussen, was ebenfalls ein moglicher Grund fiir deren Einfliisse auf die C-Terminus vermittelte

Zytotoxizitit gewesen sein konnte.
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4.3.3. Quantitative Fluoreszenzmikroskopie zur Fokibildung von Ataxin-2-

Spaltprodukten in APOP2 und ACCR4 unter Standard- und Stressbedingungen

Wie bereits erwdhnt, lieBen o. g. Experimente im WT-Hefestamm vermuten, dass die zytotoxische Wirkung des
C-terminalen Ataxin-2-Abschnitts moglicherweise mit dessen hoher Neigung zur Fokibildung zusammen-
hiangen konnte (s. Abs. 4.1.2. - 4.1.4.). Aus diesem Grund sollten im Folgenden potenticlle Einfliisse der POP2-
oder CCR4-Deletionen auf die Fokibildung des Ataxin-2-C-Terminus ndher untersucht werden. So sollte
iiberpriift werden, ob die Deletionen ihre verstirkenden Effekte auf die C-Terminus-Toxizitdt in o. g.
Hefewachstumsanalysen (s. Abs. 4.3.2.), mdglicherweise iiber eine Beeinflussung der C-Terminus-Fokibildung
vermittelt haben kdnnten.

Dariiber hinaus hatten frithere Untersuchungen zu POP2 und CCR4 gezeigt, dass beide Proteine Komponenten
von Hefe-PB sind, die ihrerseits die Assemblierung von Hefe-SG begiinstigen.”'” Da POP2 und CCR4 somit in
die Stressantwort der Hefezellen involviert sind war denkbar, dass sich deren Deletionen in gestressten Zellen
auf die C-Terminus-Fokibildung anders auswirken konnten als in ungestressten. Deshalb sollten potentielle
deletionsabhingige Einfliisse auf die C-Terminus-Fokibildung nicht nur in unbehandelten sondern auch in azid-
oder hitzebehandelten Zellen analysiert und verglichen werden. Daneben wurde auch untersucht, ob die PB- oder
SG-Bildung per se durch die Deletionen beeinflusst wird, da ein solcher Einfluss ebenfalls eine mdgliche
Ursache fiir die deletionsabhidngige Verstirkung wachstumshemmender Effekte von Ataxin-2 bzw. dessen

C-Terminus in den Hefezellen gewesen sein konnte (s. Abs. 4.3.4.).

4.3.3.1. Studien zur Fokibildung durch Ataxin-2-Spaltprodukte in nicht stressbehandelten Hefezellen

Fiir die Untersuchungen potentieller Effekte der Deletionen von POP2 oder CCR4 auf das Fokibildungsverhalten
des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts in nicht stressbehandelten Zellen wurden zundchst Zellen des
WT-Stamms sowie des APOP2- und ACCR4-Deletionsstamms transformiert. Dazu wurde das aus Abs. 4.1.1.
bekannte galaktose-induzierbare Plasmid genutzt, das fiir Redstar-markierten Ataxin-2-C-Terminus kodierte. Um
zudem die Spezifitiat hypothetischer Deletionseinfliisse auf die C-Terminus-Fokibildung zu verifizieren, wurden
die drei Hefestimme zusétzlich mit dem ebenfalls o. g. Plasmid transformiert, das fiir Redstar-markierten
Ataxin-2-N-Terminus kodierte.

Die Transformationen wurden dabei wie bereits zuvor erwahnt durchgefiihrt (s. Abs. 4.1.1.), wobei auch hier der
plasmidkodierte Auxotrophiemarker URA3 zur Selektion transformierter Zellen auf Uracil-Mangelmedium-
Agarplatten diente. Auf diese Weise selektierte Einzelklone transformierter Zellen wurden daraufhin
entsprechend der in Abs. 4.1.2. beschriebenen Vorgehensweise fiir die fluoreszenzmikroskopischen Analysen
vorbereitet, wobei die Plasmidexpression mittels Galaktose induziert wurde. Die Mikroskopieanalysen erfolgten
anschlielend wie in Abs. 4.2.1. dargestellt, wobei Fotografien zufillig gewéhlter Probenbereiche erstellt wurden.
Die Fokusebene wurde dabei jeweils mit Hilfe des Transmissionskanalbildes eingestellt, so dass eine auf
Fluoreszenzsignalen basierende Vorauswahl bestimmter Probenbereiche fiir die Aufnahmen ausgeschlossen
werden konnte.

Fiir die quantitative Auswertung wurden darauthin mit Hilfe der Software ImagelJ fokipositive Zellen gezéhlt.
Dabei wurden die Zellen zudem hinsichtlich der Anzahl enthaltener Foki unterschieden. So konnte nicht nur der
Anteil fokipositiver Zellen bezogen auf die Gesamtmenge fluoreszierender Zellen sondern auch die

durchschnittliche Anzahl Foki pro fokipositiver Zelle als quantitative Ergebnisse ermittelt werden. Der relative
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Anteil fokipositiver Zellen war dabei allerdings mitunter auch von der Effizienz der galaktosevermittelten
Expressionsinduktion abhéngig, die in den einzelnen Proben sehr variabel sein konnte. Entsprechend war dieser
Wert flir die quantitative Analyse eher ungeeignet. Deshalb wurde die durchschnittliche Fokizahl pro
fokipositiver Zelle als Parameter fiir die Quantifizierung der Ataxin-2-Spaltprodukt-Fokibildung gewdhlt,
weshalb sich nachfolgend allein darauf bezogen wird. Die grafische Darstellung der Zellzihlungen sowie
beispielhafte Mikroskopieaufnahmen zeigt Abb. 4.18.

Dort kann man erkennen, dass wie bereits zuvor beobachtet (s. Abb. 4.2) die galaktose-induzierte Expression des
fluoreszenzmarkierten Ataxin-2-C-Terminus in einem Grofiteil der WT-Zellen zur Bildung von C-Terminus-
Fluoreszenzfoki fiihrte (vgl. Abb. 4.18A links & 4.2). Zudem ergab die Quantifizierung der C-Terminus-
Fokibildung im WT-Stamm, dass dort durchschnittlich etwa 1,6 Foki pro fokibildender Zelle auftraten bzw. in
der abgebildeten Fokusebene erkannt werden konnten (s. Abb. 4.18B).
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Abb. 4.18 Quantitative mikroskopische Analyse der Fokibildung zweier Ataxin-2-Spaltprodukte in Zellen des WT-
Hefestamms sowie der Hefe-Deletionsstimme APOP2 und ACCRA4. (A) Exemplarische Aufnahmen von Zellen der
entsprechenden Stimme die Redstar-markierten Ataxin-2-N-Terminus (oben) und -C-Terminus (unten) galaktose-induziert
exprimierten (VergroBerung: 630-fach, MaBstabsbalken: 5 um) (B) Zusammengefasste Ergebnisse von Zihlungen der
Spaltprodukt-Fluoreszenzfoki aus sechs unabhingigen Experimenten. Dargestellt sind arithmetische Mittelwerte (plus
Standardfehler) der berechneten durchschnittlichen Fokianzahl pro fokipositiver Zelle. APOP2-Zellen zeigten signifikant
erhohte Fokibildung gegeniiber WT-Zellen. ACCR4-Zellen zeigten sowohl signifikant erhéhte Fokibildung gegeniiber
APOP2-Zellen als auch hochst signifikante verstirkte Fokibildung gegeniiber WT-Zellen.

Im Gegensatz dazu, konnte fiir den N-Terminus im WT-Stamm nur selten Fokibildung festgestellt werden, was
ebenfalls den zuvor gemachten Beobachtungen entsprach (vgl. Abb. 4.18A links & 4.2). Diesbeziiglich zeigte
sich zudem, dass im Durchschnitt ca. 1,3 N-Terminus-Foki pro fokipositiver Zelle gebildet worden waren.

Die Quantifizierung der Fokibildung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts im APOP2-Stamm ergab ferner,

dass dort durchschnittlich ca.2,3 Foki pro fokipositiver Zelle detektiert werden konnten. In diesem
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Zusammenhang bestétigte ein zweiseitiger t-Test dariiber hinaus, dass sich die durchschnittliche Fokianzahl pro
Zelle im APOP2-Stamm signifikant (p = 0,012) von der im WT-Stamm unterschied (s. Abb. 4.18B). Da
auflerdem eine solche Zunahme der Fokibildung beziiglich der Ataxin-2-N-Terminus-Foki beim Vergleich der
APOP2- und der WT-Proben nicht festgestellt werden konnte, kann man davon ausgehen, dass der beobachtete
deletionsabhingige Effekt spezifisch war.

Ferner ergab die Auszéhlung der ACCR4-Zellen, dass diese durchschnittlich etwa 3,2 C-Terminus-Foki gebildet
hatten, womit diese Zellen verglichen mit denen der anderen beiden Stimme die stirkste Fokibildung zeigten.
Dabei ergab ein zweiseitiger t-Test diesbeziiglich, dass die beobachtete Zunahme der Fokibildung im ACCR4-
Stamm im Vergleich zu der im WT-Stamm hochst signifikant (p = 0,001) war. Dariiber hinaus konnte auf diese
Weise zudem festgestellt werden, dass die Fokibildung in ACCR4-Zellen verglichen mit der in APOP2-Zellen
ebenfalls signifikant (p = 0,021) erhoht war.

Beziiglich der Fokibildung des N-terminalen Ataxin-2-Abschnitts konnte hingegen auch im ACCR4-Stamm
keine Anderung gegeniiber dem WT-Stamm erkannt werden. Dies l4sst somit wie im Fall des APOP2-Stamms
darauf schlieBen, dass die durch CCR4-Deletion bewirkte Zunahme der Fokibildung des Ataxin-2-C-Terminus
spezifisch war.

Diese Analysen zeigten also letztlich eindeutig, dass die Deletionen von POP2 und CCR4 die Fokibildung des
Ataxin-2-C-Terminus in Hefezellen signifikant verstirkten. Da sie dort zudem wie zuvor demonstriert die
toxische Wirkung der C-Terminus Expression forderten (s. Abs. 4.2.2.), spricht dies zusammengefasst erneut fiir
0. g. Hypothese, nach der die Fokibildung des Ataxin-2-C-Terminus urséchlich fiir dessen Zytotoxizitit in Hefe
sein konnte (s. Abs. 4.1.2.).

4.3.3.2. Analyse des Fokibildungsverhaltens von Ataxin-2-Spaltprodukten in stressbehandelten Zellen

Da POP2 und CCR4 wie zuvor erwéhnt als Komponenten von PB in die zelluldre Stressantwort involviert sind,
sollte hier auch tiberpriift werden, ob Stress die Effekte der POP2 oder CCR4-Deletion auf die Fokibildung des
Ataxin-2-C-Terminus beeinflusst.”'”

Dazu wurde, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, vorgegangen. Die Zellen wurden jedoch in diesem Fall kurz
vor ihrer mikroskopischen Analyse entweder Hitze- oder NaN;-Stress ausgesetzt, wobei die Konditionen der
Stressbehandlung den in Abs. 4.1.4.1. genannten entsprachen. Die Quantifizierung der Fokibildung erfolgte
daraufhin wie o. g. mit Hilfe der ImageJ-Software (s. v. Abs.). Repréisentative Mikroskopieaufnahmen dieser
Experimente sowie die grafische Darstellung der Zellzahlungen zeigt Abb. 4.19.

Diesbeziiglich sei zundchst darauf hingewiesen, dass die in Abb. 4.19C dargestellten Werte der mittleren
Fokianzahl pro fokibildender Zelle fiir nicht stressbehandelte Proben identisch zu den bereits im vorigen
Abschnitt prasentierten Werten sind. Das liegt daran, dass die Untersuchungen der stressbehandelten Zellen
parallel zu o. g. Analysen nicht behandelter Hefezellen durchgefiihrt wurden. So sollte erreicht werden, dass alle
Proben, bis auf die Applikation exogener Stressoren, denselben Wachstumsbedingungen ausgesetzt waren, um
die unbehandelten Proben als Referenz fiir den Vergleich mit den stressbehandelten Proben nutzen zu kénnen.
Dieser Vergleich zeigte schlieBlich, dass die Stressbehandlung weder im WT-Stamm noch im APOP2- oder
ACCR4-Stamm zu signifikant erhohter Fokibildung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts fiihrte. Dies galt
dabei sowohl fiir die hyperthermischen als auch die oxidativen Stressbedingungen (s. Abb. 4.19B & C.).
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Abb. 4.19 Quantitative mikroskopische Analyse der Fokibildung zweier Ataxin-2-Spaltprodukte in stressbehandelten
Zellen des WT-Hefestamms sowie der Hefe-Deletionsstimme APOP2 und ACCR4. (A) Exemplarische Aufnahmen von
Zellen der o.g. Stimme die Redstar-markierten Ataxin-2-N-Terminus unter Standardbedingungen (oben), NaNs-Stress
(Mitte) oder Hitzestress (unten) galaktose-induziert exprimierten. (B) Exemplarische Aufnahmen wie in (A) jedoch von
Ataxin-2-C-Terminus exprimierenden Zellen (Vergroferung: 630-fach, Mafstabsbalken: 5 um) (C) Zusammengefasste
Ergebnisse von Zihlungen der Spaltprodukt-Fluoreszenzfoki aus sechs unabhidngigen Experimenten. Dargestellt sind
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arithmetische Mittelwerte (plus Standardfehler) der berechneten durchschnittlichen Fokianzahl pro fokibildender Zelle. Der
N-Terminus (links) zeigte keine signifikanten Anderungen seiner Fokibildung. Die C-Terminus-Fokibildung (rechts) wurde,
wie zuvor beobachtet, durch o. g. Deletionen signifikant verstirkt (s. Abb. 4.18), blieb jedoch von Stress unbeeinflusst.

Andererseits zeigte sich in Analogie zu den unbehandelten Proben beim Vergleich der hitzebehandelten Zellen
untereinander, dass auch in diesem Fall die Ataxin-2-C-Terminus-Fokibildung im ACCR4- oder APOP2-
Deletionsstamm gegeniiber der im WT-Stamm erhoht war. So konnten durchschnittlich ca. 3,4 Foki pro
fokibildender Zelle im ACCR4-Stamm und etwa 2,9 Foki pro fokibildender Zelle im APOP2-Stamm gezihlt
werden (s. Abb.4.19C). Im Fall der WT-Zellen lag dieser Wert hingegen lediglich bei rund 1,9. Aullerdem ergab
ein zweiseitiger t-Test diesbeziiglich, dass die Fokibildung im ACCR4-Stamm (p = 3,2 x 10”) hichst signifikant
und im APOP2-Stamm hoch signifikant (p = 0,009) gegeniiber der im WT-Stamm verstarkt war.

Ferner zeigte die Analyse der NaNj-behandelten Proben hinsichtlich der Ataxin-2-C-Terminus-Fokibildung
tendenziell dhnliche Unterschiede zwischen Zellen des WT-Stamms und jenen der beiden Deletionsstimme, wie
zuvor flir hitzebehandelte oder unbehandelte Zellen beobachtet (s. Abb. 4.19B & C). Das heifit, auch in diesem
Fall zeigten ACCR4-Zellen die stirkste durchschnittliche Fokibildung (ca. 2,8 Foki / fokibildende Zelle), gefolgt
von APOP2-Zellen (ca. 2,3 Foki/ fokibildende Zelle) und den WT-Zellen (ca. 2,2 Foki/ fokibildende Zelle).
Allerdings lasst sich an den Durchschnittwerten auch erkennen, dass die in mit NaNj-behandelten Zellen
beobachten Unterschiede zwischen den drei Hefestimmen beziiglich der C-Terminus-Fokibildung verglichen
mit denen in unbehandelten oder hitzebehandelten Zellen relativ gering waren. Dementsprechend ergab ein auch
beziiglich der NaN3-Proben durchgefiihrter t-Test, dass lediglich die Fokibildung im ACCR4-Stamm signifikant
gegeniiber der im WT-Stamm erhoht war (p = 0,04). Der Hauptgrund fiir diese vergleichsweise geringen
Unterschiede war dabei vermutlich die wenn auch nicht signifikante erhohte, dennoch relativ starke C-Terminus-
Fokibildung in NaN;-behandelten WT-Zellen im Vergleich zu unbehandelten oder hitzebehandelten WT-Zellen
(s. Abb.4.19C).

Fir die Spezifitit der beobachteten Effekte spricht auBerdem, dass, wie bereits zuvor flir unbehandelte
Hefezellen gezeigt, auch unter Stressbedingungen die Fokibildung des exogen exprimierten Ataxin-2-
N-Terminus in allen drei untersuchten Stimmen nahezu identisch war (s. Abb. 4.19A & C).

Zusammengefasst ldsst sich somit festhalten, dass sowohl die Deletion von POP2 als auch CCR4, die
Fokibildung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts in unbehandelten Hefezellen verstirkten. Dies ldsst somit
umgekehrt darauf schlieBen, dass POP2 und CCR4 im WT-Stamm wahrscheinlich der Bildung von Ataxin-2-
C-Terminus-Foki entgegenwirken. Dabei war der verstirkende Effekt der Deletionen auf die Fokibildung,
gemessen an der durchschnittlichen Anzahl von Ataxin-2-C-Terminus-Foki pro fokipositiver Zelle im ACCR4-
Deletionsstamm am grofBiten, gefolgt vom APOP2-Deletionsstamm. Die Unterschiede zur Fokibildung im
WT-Hefestamm waren jedoch in beiden Fillen signifikant. Dies spricht somit erneut dafiir, dass die Foki des
C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts tatsidchlich zytotoxische Effekte in S. cerevisiae vermitteln konnten. Dies
zugrunde gelegt, konnte moglicherweise der in ACCR4 relativ zu APOP2 groBere verstirkende Einfluss auf die
C-Terminus-Fokibildung auch die ausbleibende Komplementation toxizititsmodifizierender Effekte der CCR4-
Deletion durch CCR4-Expression in 0. g. Wachstumsanalysen erkldren (s. Abs. 4.3.2.2.). Der Grund dafiir
konnte dann schlicht darin gelegen haben, dass die exogene CCR4-Expression im Gegensatz zur POP2-
Expression nicht effizient genug war, um die relativ starken Effekte der CCR4-Deletion auf die C-Terminus-

Fokibildung zu kompensieren.
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Dariiber hinaus ergab der Vergleich stressbehandelter und unbehandelter Hefezellen, dass weder NaN;-Stress
noch Hitzestress die Fokibildung der Ataxin-2-Spaltprodukte im WT-, APOP2- oder dem ACCR4-Stamm
signifikant &dnderte. Diese Ergebnisse entsprachen folglich den Beobachtungen aus o. g. Experimenten, in denen
die Fokibildung von konstitutiv exprimiertem Ataxin-2-C-Terminus unter Stress in Hefe-GFP-Markerstimmen
analysiert worden war (s. Abs. 4.1.4.), und bestétigten somit die begriindete Annahme, dass die Spaltprodukt-
Foki keine Hefe-SG sind.

Insgesamt zeigte sich also, dass hyperthermischer oder oxidativer Stress die durch POP2 und CCR4-Deletion
vermittelten Einfliisse auf die Fokibildung des Ataxin-2-C-Terminus nur wenig beeinflusst.

In weiteren quantitativen Mikroskopie-Experimenten sollte nun zudem geklart werden, in wie weit die POP2-

oder CCR4-Deletion die PB und SG-Bildung in Hefezellen unter Standard- und Stressbedingungen beeinflusst.

4.3.4. Quantitative fluoreszenzmikroskopische Studien zur Bildung von P-Bodies und

Stress-Granula in APOP2 und ACCR4

Die zuvor beschriebenen Experimente hatten bereits gezeigt, dass die Fokibildung des C-terminalen Redstar-
Ataxin-2-Spaltprodukts durch POP2- oder CCR4-Deletionen verstéirkt wird (s. v. Abs.). Diese Effekte konnten
somit, gemdB o. g. Hypothese von einer mutmaBlich zytotoxischen Wirkung der Ataxin-2-C-Terminus-Foki in
S. cerevisiae (s. Abs. 4.1.2. —4.1.4.), ein Grund fiir die deletionsabhidngig erhohte C-Terminus-Zytotoxizitit in
0. g. Wachstumsanalysen (s. Abs. 4.3.1. & 4.3.2.) gewesen sein.

Davon unabhéngig bestand jedoch zudem die Moglichkeit, dass die relativ zum WT-Stamm in den
Deletionsstimmen gesteigerten zellschddigenden Effekte von Ataxin-2 bzw. seinem C-terminalen Spaltprodukt
durch gestorte PB- oder SG-Bildung hervorgerufen worden sein kdnnte. Dies konnte vermutet werden, da
sowohl POP2 als auch CCR4 bereits als PB-Komponenten identifiziert worden waren.””'” Deshalb wurde an
dieser Stelle auch untersucht, ob die Deletionen von POP2 oder CCR4 die Bildung von Hefe-PB- oder SG in
unbehandelten sowie in oxidativ und hyperthermisch gestressten Zellen beeinflussen.

Zu diesem Zweck wurden der WT-, der APOP2- und der ACCR4-Hefestamm wie zuvor beschrieben
(s. Abs. 4.1.1.) mit einem von zwei Plasmidvektoren transformiert, die in der Arbeitsgruppe von Prof. R. Parker
entwickelt worden waren.” Dabei kodierte eines der Plasmide fiir ein C-terminal mCherry (mCh)-markiertes
EDC3-Fusionsprotein (PB-Marker) und das zweite fiir ein ebenso markiertes PUBI1-Fusionsprotein (SG-
Marker), deren Expression jeweils von ihren eigenen Promotoren kontrolliert wurde. Ferner kodierten die
Plasmide fiir den URA3-Auxotrophiemarker, der die Selektion transformierter Zellen auf Uracil-Mangelmedium
ermoglichte. Selektierte Einzelklone o. g. Transformationen dienten schlieBlich als Ausgangsmaterial fiir die
folgenden fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen.

Die Vorbereitung der Proben fiir die Mikroskopieanalysen inklusive ihrer Stressbehandlung mit NaN; und Hitze
erfolgte dabei wie bereits in Abs. 4.1.4.1. beschrieben. Darauthin wurden ebenfalls wie zuvor geschildert
(s. Abs. 4.3.3.1.) Mikroskopieaufnahmen zufilliger Probenregionen erstellt und die PB- bzw. SG-Bildung via
ImageJ-Software quantifiziert. Dabei wurde auch in diesem Fall der Anteil PB- bzw. SG-positiver Zellen an der
Gesamtmenge fluoreszierender Zellen sowie die mittlere Anzahl an PB- oder SG- pro PB-/SG-positiver Zelle
bestimmt. Anders als bei den Untersuchungen zur Ataxin-2-C-Terminus-Fokibildung (s. Abs. 4.3.3.) konnten
hier jedoch beide Parameter zur Auswertung genutzt werden. Dies lag daran, dass die Fusionsproteine aufgrund

ihrer konstitutiven Expression in allen Proben sehr gleichmiBig in nahezu jeder Zelle nachgewiesen werden
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konnte. Dementsprechend war der Anteil PB-/SG-positiver Zellen an der Gesamtheit fluoreszierender Zellen hier
weniger variabel und zudem, anders als in den Experimenten zur C-Terminus-Fokibildung, nicht von der
Effizienz der galaktosevermittelten Proteinexpressions-Induktion abhingig (s. Abs. 4.3.3.1.). Er konnte deshalb
in diesem Fall als valide GroBe zur Quantifizierung der PB-/SG-Bildung angesehen werden.

Die bei diesen Experimenten beziiglich der Bildung EDC3-positiver PB ermittelten Ergebnisse der quantitativen

Auswertung sowie entsprechende beispielhafte Mikroskopieaufnahmen zeigt Abb. 4.20.
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Abb. 4.20 Quantitative mikroskopische Studie zur PB-Bildung in stressbehandelten Zellen des WT-Hefestamms sowie
der Hefe-Deletionsstimme APOP2 und ACCR4. (A) Exemplarische Aufnahmen von unbehandelten (oben), NaNs-
behandelten (Mitte) oder hitzebehandelten (unten) Zellen, die EDC3-mCh (PB-Marker) konstitutiv exprimierten
(Pfeilspitzen: PB, VergroBerung: 630-fach, MaBstabsbalken: 5 pm) (B) & (C) Zusammengefasste Ergebnisse von Zéhlungen
der PB aus sechs unabhingigen Experimenten. Dargestellt sind arithmetische Mittelwerte (plus Standardfehler) des
berechneten, durchschnittlichen Prozentsatzes PB-bildender Zellen (B) bzw. der durchschnittlichen PB-Anzahl pro
PB-bildender Zelle (C). Beide Stressoren erhohten die PB-Bildung in allen drei Stimmen signifikant. Die Deletionen von
POP2 und CCR4 hatten keinen signifikanten Einfluss auf die PB-Bildung.

Dort kann man zundchst erkennen, dass die mit NaN; oder Hitze behandelten Proben in jedem der drei
untersuchten Stimme verglichen mit den unbehandelten Proben einen erhohten Anteil PB-positiver Zellen
bezogen auf die Gesamtzellmenge aufwiesen (s. Abb. 4.20B). Jedoch konnte in diesbeziiglich durchgefiihrten
t-Tests lediglich zwischen azidbehandelten und unbehandelten APOP2-Proben ein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 0,013) festgestellt werden. Dabei lag der Anteil PB-positiver Zellen in diesem Fall bei ca. 96 %
in den gestressten und bei ca. 79 % in den ungestressten Proben.

Eindeutigere Ergebnisse lieferte allerdings die Ermittlung der durchschnittlichen PB-Anzahl pro PB-positiver
Zelle (s. Abb. 4.20C), fiir die in allen drei Stimmen signifikante Unterschiede zwischen stressbehandelten und
unbehandelten Proben festgestellt werden konnten. Im Speziellen heif3t das, dass die PB-Anzahl pro PB-positiver
Zelle in unbehandelten WT-Zellen mit 1,4 PB signifikant kleiner war als in NaNj-behandelten (p = 0,027) und
hitzebehandelten (p = 0,041) WT-Zellen, in denen sie je etwa 3,2 PB betrug (s. Abb. 4.20A & C). Ahnliche
Unterschiede konnten zudem fiir die APOP2-Zellen erkannt werden, deren PB-Anzahl pro PB-positiver Zelle in
unbehandelten Proben bei ca. 1,5 PB lag und in azidbehandelten Proben signifikant (p = 0,05) auf etwa 3,8 PB
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erhoht war. Auflerdem konnte diesbeziiglich in hitzebehandelten APOP2-Zellen eine bezogen auf unbehandelte
APOP2-Zellen hochst signifikante (p ~0,001) Zunahme der PB-Anzahl pro PB-positiver Zelle auf ca. 3,1 PB
festgestellt werden (s. Abb. 4.20A & C).

SchlieBlich zeigte sich dariiber hinaus auch beim Vergleich unbehandelter und stressbehandelter ACCR4-Proben,
dass letztere eine hohere durchschnittliche Zahl an PB pro PB-positiver Zelle aufwiesen. So stieg dieser Wert
von ca. 1,5 PB im Fall unbehandelter, PB-positiver ACCR4-Zellen auf ca. 3,6 PB fiir NaN;-behandelte und auf
etwa 3,1 PB fiir hitzebehandelte, PB-positive ACCR4-Zellen an. Dabei unterschied er sich zudem im Fall der
NaN;-Behandlung hoch signifikant (p = 0,005) und im Fall der Hitzebehandlung signifikant (p ~ 0,027) von dem
fiir unbehandelte Zellen ermittelten Wert.

Andererseits konnten weder in unbehandelten noch in mit Azid oder Hitze behandelten Proben signifikante
Unterschiede hinsichtlich der PB-Bildung zwischen den WT-Stamm und dem APOP2 oder ACCR4-Stamm
anhand o. g. Parameter erkannt werden (s. Abb. 4.20B & C).

Insgesamt hatten diese Experimente somit gezeigt, dass die PB-Entstechung in Hefezellen des WT-Stammes
sowie in denen der Deletionsstimme APOP2 und ACCR4 durch oxidativen oder hyperthermischen Stress
gefordert wird. Sie bestitigten und erweiterten damit frithere fluoreszenzmikroskopische Studien in denen bereits
eine Verstarkung der Bildung EDC3-positiver PB durch Glucosemangel-Stress sowie NaNj3-, KCl- oder H,0,-
Behandlung in S. cerevisiae demonstriert werden konnte. 7!

Dariiber hinaus konnte jedoch kein signifikanter Einfluss der POP2 oder CCR4-Deletion auf die PB-Entstehung
in unbehandelten sowie mit Natriumazid oder Hitze behandelten Hefezellen festgestellt werden. Diese
Beobachtungen stimmen damit ebenfalls im Grofteil mit denen fritherer Experimente iiberein, in welchen die
Hefe-PB-Bildung unter Glucosemangel untersucht wurde, und die zeigten, dass auch diese nicht bzw. kaum von
der POP2- oder der CCR4-Deletion beeinflusst wird. Lediglich im Fall unbehandelter Zelle ACCR4-Zellen
konnte in der genannten frilheren Studie eine leichte Abnahme der PB-Menge bezogen auf unbehandelte
WT-Zellen festgestellt werden. Es besteht allerdings die Moglichkeit, dass es sich bei diesem beobachteten
Einfluss der ACCR4-Deletion nur um einen apparenten Effekt gehandelt hatte, da in o.g. Analysen keine
Quantifizierung oder statistische Analyse durchgefiihrt wurde.'” Insgesamt bleibt somit festzuhalten, dass die
Deadenylasekomplex-Proteine und PB-Komponenten POP2 und CCR4 sehr wahrscheinlich keinen bzw. nur
minimalen Einfluss auf die PB-Entstehung in S. cerevisiae ausiiben.

Abgesehen von der PB-Bildung wurde, wie eingangs erwihnt, auch die SG-Bildung unbehandelter sowie mit
Natriumazid oder Hitze behandelter Zellen des WT-, APOP2- und ACCR4-Stamms mikroskopisch analysiert
und quantifiziert. Dabei aufgenommene beispielhafte Mikroskopiebilder sowie die Ergebnisse deren
quantitativer Auswertung sind in Abb. 4.21 dargestellt.

Diese zeigt, dass sich unbehandelte und stressbehandelte Proben jedes der drei Hefestimme sowohl beziiglich
des Anteils SG-bildender Zellen an der Gesamtmenge fluoreszierender Zellen (s. Abb. 4.21B) als auch beziiglich
der mittleren SG-Anzahl pro SG-positiver Zelle (s. Abb. 4.21C) deutlich voneinander unterschieden. So betrug
z. B. der Anteil SG-positiver Zellen in unbehandelten WT-Proben etwa 4,8 %, wihrend er in NaN;-behandelten
Proben bei ca. 42,1 % und in hitzebehandelten Proben bei ca. 87,8 % lag (s. Abb. 4.21B). Dabei war sowohl der
Unterschied zwischen NaN;-behandelten und unbehandelten WT-Proben signifikant (p = 0,027) als auch der
zwischen hitzebehandelten und unbehandelten (p = 0,035) sowie der zwischen NaNs- und hitzebehandelten WT-

Proben (p = 0,023).
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Ferner ergab die quantitative Analyse des APOP2-Stamms fiir dessen unbehandelte Proben einen Anteil SG-
positiver Zellen von ca. 9,0 %, wohingegen dieser in azidbehandelten Proben bei ca.46,7 % und in
hitzebehandelten Proben bei etwa 75,0 % lag (s. Abb. 4.21B). Diese VergroBerung des Anteils SG-bildender
Zellen war zudem in NaNj-behandelten relativ zu unbehandelten Proben hoch signifikant (p = 0,007) und in
hitzebehandelten relativ zu unbehandelten Proben signifikant (p = 0,023), wobei in diesem Zusammenhang
zudem auch der Unterschied zwischen NaN;- und hitzebehandelten APOP2-Proben Signifikanz erreichte

(p = 0,048).
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Abb. 4.21 Quantitative mikroskopische Untersuchung zur SG-Bildung in Zellen des WT-Hefestamms sowie der Hefe-
Deletionsstimme APOP2 und ACCR4. (A) Exemplarische Aufnahmen von unbehandelten (oben), NaNs-behandelten
(Mitte) oder hitzebehandelten (unten) Zellen, die PUB1-mCherry (SG-Marker) konstitutiv exprimierten (Pfeilspitzen: SG,
VergroBerung: 630-fach, MaBistabsbalken: 5 um) (B) & (C) Zusammengefasste Ergebnisse von Zéhlungen der SG aus sechs
unabhingigen Experimenten. Dargestellt sind arithmetische Mittelwerte (plus Standardfehler) des berechneten,
durchschnittlichen Prozentsatzes SG-bildender Zellen (B) bzw. der durchschnittlichen SG-Anzahl pro SG-bildender Zelle
(C). Beide Stressoren erhohten die SG-Bildung in allen drei Stimmen signifikant, wobei durch Hitze mehr Zellen zur
Fokibildung angeregt wurden als durch Azid-Stress Die Deletionen von POP2 und CCR4 hatten keinen signifikanten
Einfluss auf die SG-Bildung.

Ahnliche Beobachtungen konnten ferner auch bei der Analyse der ACCR4-Zellen gemacht werden
(s. Abb. 4.21B). Auch in diesem Fall zeigte sich ndmlich eine relative Erhdhung des Anteils SG-positiver Zellen
von ca. 8,4 % flir unbehandelte Proben auf etwa 30,9 % fiir NaN;-behandelte und 77,2 % fiir mit hitzebehandelte
Proben. Zudem ergab ein zweiseitiger t-Test diesbeziiglich zum einen, dass der Unterschied zwischen NaNj;-
behandelten und unbehandelten Proben hoch signifikant (p = 0,009) war. Zum anderen zeigte er zusétzlich, dass
der festgestellte Anteil SG-positiver Zellen in den hitzebehandelten Proben sich sowohl signifikant von dem
unbehandelter Proben (p = 0,05) als auch von dem NaNj-behandelter Proben (p = 0,032) unterschied.
Andererseits war der Anteil SG-positiver Zellen in den unbehandelten, NaNs- oder hitzebehandelten WT-Proben
gegeniiber dem fiir die entsprechenden APOP2- oder ACCR4-Proben ermittelten Wert, nicht signifikant
verandert (s. Abb. 4.21B).
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In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte die Auswertung hinsichtlich der durchschnittlichen
SG-Anzahl pro SG-positiver Zelle ebenfalls verstirkte SG-Bildung in Proben die Azid- oder Hitzestress
ausgesetzt waren im Vergleich zu unbehandelten Proben (s. Abb. 4.21A & C). So konnte fiir die WT-Proben
eine signifikante Erhohung dieses Wertes von rund 1,7 SG im Fall unbehandelter Zellen auf ca. 2,10 SG fiir
azidbehandelte Zellen (p ~0,018) und auf ca. 2,94 SG fiir hitzebehandelten Zellen (p = 0,045) festgestellt
werden. Dasselbe traf ferner auf die APOP2-Proben zu, deren nicht gestresste Zellen ca. 1,01 SG pro SG-
positiver Zelle aufwiesen, wohingegen dieser Wert in NaN;3-behandelten Zellen bei durchschnittlich ca. 2,27 SG
lag, was einer signifikanten (p = 0,016) Zunahme an SG entsprach. Gleiches traf zudem auf die hitzebehandelten
APOP2-Zellen zu, deren durchschnittliche SG-Anzahl pro SG-positiver Zelle sich mit ca. 2,57 SG ebenfalls
signifikant (p = 0,043) von der unbehandelter Zellen unterschied. Ahnliche Ergebnisse lieferte diesbeziiglich
zudem die quantitative Analyse der ACCR4-Proben. Diese zeigte nimlich das auch unbehandelte ACCR4 Zellen
mit ca. 1,11 SG pro SG-positiver Zelle signifikant weniger SG gebildet hatten als azidbehandelte (p = 0,043)
oder hitzebehandelte (p ~ 0,048) Zellen, fiir die dieser Wert bei ca. 1,81 SG (NaN;-Proben) bzw. etwa 2,70 SG
(Hitze-Proben) lag. Allerdings konnten hinsichtlich der SG-Anzahl pro SG-positiver Zelle keine signifikanten
Unterschiede zwischen den unbehandelten APOP2- oder ACCR4-Proben und den unbehandelten WT-Proben
festgestellt werden, was ebenso fiir die entsprechenden azid- oder hitzebehandelten Proben galt.
Zusammengefasst zeigten die Experimente zur SG-Bildung in Hefezellen also, dass diese wie bereits zuvor
demonstriert durch Einwirkung von Hitze oder NaNj angeregt wird.'”'?'* Zusitzlich konnte dabei festgestellt
werden, dass weder die Deletion von POP2 noch die von CCR4 einen signifikanten Einfluss auf die SG-Bildung
in unbehandelten, azid- oder hitzebehandelten Zellen hatte.

Insgesamt blieb damit sowohl die PB- als auch die SG-Bildung in S. cerevisiae von der POP2- oder CCR4-
Deletion unbeeinflusst, was dafiir spricht, dass die Deadenylasekomplex-Proteine nicht essentiell fiir die Hefe-
mRNP-Granulabildung sind. AuBlerdem lie8 dies vermuten, dass der zuvor beobachtete, durch POP2- oder
CCR4-Deletion verursachte wachstumshemmende Einfluss auf jene Hefezellen, die Ataxin-2 oder dessen
C-Terminus exprimierten, (s. Abs. 4.3.2.) nicht auf einer Stérung der PB- oder SG-Bildung beruht hatte. Die
Ergebnisse sind somit konform mit o. g. Hypothese, nach der die wachstumshemmenden Effekte der Deletionen
zumindest im Fall C-Terminus exprimierender Zellen v. a. liber eine spezifische Verstirkung der Bildung
mutmalBlich zytotoxischer C-Terminus-Foki vermittelt worden sein kénnten (s. Abs. 4.3.3.). Diesbeziiglich ist
jedoch noch unklar, ob die C-Terminus-Foki tatséchlich zytotoxisch wirksam sind. Allerdings konnte im
Gegensatz dazu im erwéhnten TDP-43-Proteinopathie-Hefemodell (s. Abs. 4.1.5.) bereits eine toxische Wirkung
von TDP-43-Aggregaten auf die Hefezellen demonstriert werden.”® Ferner hatte o. g. Deletionsbank-Screen
zudem gezeigt, dass die Toxizitdt von TDP-43 in diesem Modellsystem dhnlich der des Ataxin-2-C-Terminus
durch Deletion von POP2 oder CCR4 erhoht worden war (s. Abs. 4.3.1. & 4.3.2.). Somit lag die Vermutung nah,
dass diese deletionsabhidngige Verstirkung der TDP-43-Toxizitdt von einer ebenso deletionsabhéngigen
Forderung der TDP-43-Aggregation vermittelt worden sein konnte, dhnlich wie fiir den Ataxin-2-C-Terminus
postuliert (s. 0.). Dies sollte in den folgenden, qualitativen fluoreszenzmikroskopischen Analysen untersucht

werden.
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4.3.5. Mikroskopiestudien zur TDP-43-GFP-Aggregatbildung in APOP2 und ACCR4

Wie bereits erwdhnt verstirkte die POP2 und die CCR4-Deletion in Hefezellen nicht nur die
wachstumshemmenden Effekte von Ataxin-2 und seinem C-terminalen Spaltprodukt sondern auch die von
TDP-43 (s. Abs. 4.3.1. & 4.3.2.). Auflerdem zeigten o. g. mikroskopische Untersuchungen, dass die Deletionen
von POP2 und CCR4 die Fokibildung des Ataxin-2-C-Terminus begiinstigen (s. Abs. 4.3.3.), was wiederum der
Grund fiir deren fordernden Einfluss auf zytotoxische Wirkungen dieses Ataxin-2-Abschnitts in Hefezellen
gewesen sein konnte. Daraus ergab sich die Frage, ob auch die Akkumulationsbildung von TDP-43, die
nachgewiesenermafien dessen Toxizitdt in Hefe vermittelt, durch POP2- oder CCR4-Deletion ebenfalls verstirkt
wird*® Um dies zu kliren wurden entsprechende fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur
Akkumulationsbildung von TDP-43-GFP durchgefiihrt.

Dafiir wurden Zellen des WT-Hefestamms sowie der Deletionsstimme APOP2 und ACCR4 mit dem in
Abs. 4.1.5. vorgestellten, fiir TDP-43-GFP kodierenden und galaktose-induzierbaren Plasmid wie o.g.
transformiert (s. Abs. 4.1.1.). Selektierte Einzelklone dieser Transformationen wurden dann entsprechend der
bereits beschriebenen Vorgehensweise in Suspensionskulturen herangezogen und daraufthin mikroskopiert
(s. Abs. 4.1.2). Dabei erstellte Mikroskopieaufnahmen, die Zellen mit fiir den jeweiligen Stamm représentativer
TDP-43-Aggregation zeigen, sind in Abb. 4.22. zu sehen.

Darin kann man erkennen, dass die im WT beobachteten TDP43-GFP-Akkumulationen im Vergleich zu denen
der Deletionsstimme relativ klein waren. AuBlerdem hatten sie eine meist zirkuldre oder zumindest isometrische
Morphologie. Demgegeniiber waren die in APOP2- oder ACCR4-Zellen gebildeten TDP43-GFP-Aggregate oft
relativ groB3, und sie zeigten dariiber hinaus auch hiufiger amorphe Gestalt als die in WT-Zellen beobachteten

Aggregate.

Abb. 4.22 Mikroskopische
Analyse der TDP-43-
Aggregatbildung in Zellen
des WT-Hefestamms sowie
der beiden Deletions-
stimme APOP2 und ACCR4.
Reprisentative Aufnahmen von
Zellen die  TDP-43-GFP
galaktose-induziert exprimier-
ten. Beide o.g. Deletionen
fithrten zu deutlich gesteigerter
TDP-43-GFP-Aggregation.
(VergroBerung: 630-fach,
MafBstabsbalken: 5 um).
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Zusammenfassend ldsst sich somit festhalten, dass die Bildung toxischer TDP-43-GFP-Aggregate in den
Deletionsstimmen APOP2 und ACCR4 relativ zum WT-Stamm effizienter ablief.

Das bedeutet somit insgesamt, dass die Deletionen von POP2 und CCR4 in nicht stressbehandelten Zellen
sowohl die Aggregatbildung von TDP-43 als auch die des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts (s. Abs. 4.3.3.)

auf dieselbe Weise reguliert hatten. Hinzu kommt, dass die Expression von TDP-43 sowie die des Ataxin-2-
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Spaltprodukts dhnlich starke zytotoxische Effekte in Hefewachstumsanalysen ausldsten, und diese zudem in
beiden Fillen durch POP2- und CCR4-Deletion verstarkt wurden (s. Abs. 4.3.1 & 4.3.2.).

Zusammengefasst bekriftigen diese Ergebnisse damit die Annahme, dass die zytotoxischen Effekte der
Expression des C-terminalen Ataxin-2-Abschnitts von dessen Akkumulationen ausgehen. Zudem lassen o.g.
Ahnlichkeiten zwischen iiberexprimiertem TDP-43 und Ataxin-2-Spaltprodukt vermuten, dass beide #hnliche
zytotoxische Eigenschaften haben konnten. Dementsprechend konnte die Akkumulationsbildung und
moglicherweise auch die Zytotoxizitdt des C-terminalen Ataxin-2-Bereichs, dhnlich wie fiir TDP-43 vermutet,
auf einem prionartigen Mechanismus beruhen (s. Abs. 5.1.2.)."!

Ferner konnte aus dem beobachteten POP2- und CCR4-vermittelten, mildernden Einfluss auf die TDP-43-
Aggregatbildung im WT-Hefestamm geschlossen werden, dass diese beiden Hefeproteine moglicherweise eine
Protein-Qualitétskontrollfunktion besitzen kdnnten, wodurch sie die Entstehung fehlgefalteter TDP-43-Molekiile
und so auch deren Aggregation unterdriickt haben kdnnten.

Insgesamt hatten sich somit mehrere, spezifische Effekte der Deletionen von POP2 und CCR4 auf Ataxin-2 und
TDP-43 im Hefemodell gezeigt. Deshalb wurden im Anschluss daran siRNA-Knockdown-Analysen in Hela-
Zellen durchgefiihrt, die der Untersuchung von Einfliissen des Gen-Silencings der humanen POP2- und CCR4-
Orthologe in humanen Zellen dienen sollten. So sollte {iberpriift werden ob die Herabregulation der
Orthologexpression dhnlich den Deletionen von POP2 und CCR4 Einfliisse auf Ataxin-2 oder TDP-43 hat,
wobei sich diese Analyse hier auf deren mRNA-Level beschrénkte.

4.3.6. Untersuchungen zu Effekten des siRNA-Knockdown humaner POP2- und CCR4-
Orthologe in HeLa-Zellen

In den vorangegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die Deletionen von POP2 und CCR4 die
zytotoxischen Wirkungen sowie die Fokibildung von TDP-43 und Ataxin-2 bzw. Ataxin-2-Spaltprodukten im
Hefemodellsystem beeinflussen (s. Abs. 4.3.1.—4.3.5). Deshalb sollte in Analogie dazu in HeLa-Zellen
untersucht werden, ob der siRNA-Knockdown (Kd) der humanen POP2-Orthologe CNOT7 und CNOTS bzw.
der humanen CCR4-Orthologe CNOT6 und CNOT6L im Sdugersystem ebenfalls Effekte auf die beiden o. g.
Krankheitsproteine hat. Dabei wurde sich in diesen initialen Sdugerzell-Experimenten auf die Analyse
potentieller Kd-Effekte auf die Ataxin-2- bzw. TDP-43-Transkriptmengen konzentriert, da sich o. g. CNOT-
Proteine bereits in friiheren Studien als transkriptionelle Regulatoren herausgestellt hatten.?'%

Fiir diese Untersuchungen musste jedoch zundchst in Vorversuchen die Kd-Effizienz validiert werden, was via

Immunoblot und IF-Mikroskopie erfolgte und im Folgenden beschrieben wird.

4.3.6.1. Validierung der siRNA-Kd-Effizienz fiir CNOT6-, CNOT6L-, CNOT7- und CNOT8-siRNA

Zur Bewertung der Wirksamkeit der fiir die Kd-Untersuchungen verwendeten siRNA-Pools gegen CNOTHO,
CNOT6L, CNOT7 und CNOTS wurden als erstes Immunoblotanalysen mit HeLa-Zelllysaten durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden die HeLa-Zellen zunichst mit den einzelnen siRNA-Pools unter Nutzung des
,Lipofectamine RNAIMAX*“-Reagenz transfiziert. Auerdem wurde fiir jedes Experiment als Negativkontrolle
ein Ansatz mit einem Pool nicht zielgerichteter NT-siRNA (von engl. non-targeting) sowie ein weiterer mit
RNAse-freiem H,O anstelle der siRNA (mock-Kontrolle) transfiziert bzw. behandelt. Die Zellen wurden

darauthin fiir 72 h unter Standardbedingungen inkubiert (s. Abs. 4.2.1.). Im Anschluss daran wurden sie einmal
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mit PBS gewaschen und mit HeLa-Lysepuffer fiir eine halbe Stunde bei 4°C lysiert. Dem folgte ein
Zentrifugationsschritt um die Lysate von Zelliiberresten zu befreien. Daraufthin wurde die Proteinkonzentration
der Lysate bestimmt und diese zusammen mit Lammli-Puffer auf ein Polyacrylamidgel geladen, wobei darauf
geachtet worden war, dass jede Geltasche mit dquivalenten Proteinmengen beladen wurde. AnschlieBend wurden
die Proteine sowie ein Molekulargewichtsstandard mittel SDS-PAGE aufgetrennt und diese danach auf eine
PVDF-Membran geblottet. Dem folgte eine Inkubation der Membran in Blockierpuffer, worauthin sie mit
primédren Antikdrpern gegen o.g. CNOT-Proteine fiir eine Stunde bei Raumtemperatur behandelt wurde.
Zusitzlich wurde ein Teil der Membran im Zuge dessen auflerdem mit einem Antikdrper gegen das
Haushaltsprotein GAPDH inkubiert, dessen Proteinsignal als Kontrolle fiir gleichmiBige Gelbeladung detektiert
werden sollte. Darauthin wurde die Membran mit sekundéren Peroxidase-gekoppelten Antikdrpern behandelt, so
dass die Proteine via ECL (enhanced chemiluminescence)-Kit detektiert und deren Chemilumineszenzsignale
schlief8lich auf Rontgenfilm abgebildet werden konnten.

Dabei stellte sich allerdings heraus, dass die Behandlung der HeLa-Zellen mit CNOT6- oder CNOT6L-siRNA
die Proteinlevel dieser beiden Paraloge im Vergleich zu den Kontrollproben nicht herabreguliert hatte (nicht
gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte im Fall der mit CNOT7- oder CNOT8-siRNA behandelten Proben eine
starke Abnahme der entsprechenden Proteinlevel im Immunoblot bezogen auf die Kontrollproben beobachtet
werden (s. Abb. 4.23D). Das GAPDH-Signal blieb dabei zudem in allen Ansdtzen konstant, was die
gleichmifBige Gel-Beladung bestitigte. Somit konnte also der CNOT7- sowie der CNOT8-siRNA-Kd via
Immunoblot validiert werden.

Um dariiber hinaus die Effizienz der siRNA-vermittelten Herabregulation der CNOT6-, CNOT6L-, CNOT7- und
CNOTS8-Proteinexpression zusitzlich in unabhidngigen Experimenten zu verifizieren, wurden auflerdem
IF-Mikroskopieanalysen durchgefiihrt. Hintergrund dafiir waren Untersuchungen in humanen MCF7-Zellen die
gezeigt hatten, dass der Kd der CNOT-Expression dort zu signifikanter Hemmung der PB-Bildung fiihrt.”'
Dementsprechend sollte dieser Effekt hier zum indirekten Nachweis der Wirksamkeit o. g. CNOT-siRNA-Pools
in den HeLa-Zellen dienen.

Aus diesem Grund wurden die Zellen wie beschrieben (s. 0.) mit den CNOT-spezifischen siRNAs transfiziert
und 72 h inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen kurz mit PBS gespiilt und anschlieBend &hnlich o. g.
Vorgehensweise (s. Abs. 4.2.1.) fiir die IF-Analysen vorbereitet. In diesem Fall wurden die Proben jedoch
lediglich mit je einem Paar aus Primérantikérper und fluoreszenzmarkiertem Sekundérantikorper behandelt,
wobei die hierfiir genutzten primédren Antikorper entweder gegen DCP1 oder gegen DDX6 als PB-Markerprotein
gerichtet waren.

Auch in diesen Experimenten konnte allerdings im Fall der CNOT6 und CNOT6L-Behandlung keine dadurch
verursachte Reduktion der PB-Menge festgestellt werden (nicht gezeigt). Andererseits konnte hinsichtlich der
CNOT7- und CNOT8-siRNA-Kd-Proben festgestellt werden, dass deren Anteile DCP1- bzw. DDX6-PB-
positiver Zellen im Vergleich zu jenen der NT-siRNA-Kontrollen um ca. die Hélfte abgenommen hatte, wie in
Abb. 4.23 A & B zu sehen ist. Die IF-Analysen hatten somit die Ergebnisse der Immunoblots bestdtigt und
gezeigt, dass der Kd von CNOT7 und CNOTS in HeLa-Zellen effektiv war, was jedoch nicht auf den CNOT6-
und den CNOT6L-Kd zutraf. Es bestand allerdings die Moglichkeit, dass insbesondere im Fall von CNOT6 und
CNOT6L durch redundante Funktionen der Paraloge deren hemmender Einfluss auf die PB-Bildung in den
Einzel-Kd-Ansitzen nicht erkennbar gewesen sein konnte. Dies konnte zudem auch auf die Einzel-Kd-Ansétze

von CNOT7 und CNOTS zugetroffen haben, in denen ein die PB-Bildung stérender Effekt des Kd eines
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Paralogs durch die Funktion des anderen abgemildert worden sein konnte. Deshalb sollte im Folgenden auch
untersucht werden, wie sich die entsprechenden Doppel-Kd beider Paraloge der zwei Paralogpaare auf die PB-
Bildung der HeLa-Zellen auswirken.

Dazu wurden die Zellen zunichst simultan mit siRNA-Pools gegen CNOT6 und CNOTG6L einerseits sowie
CNOT7 und CNOTS andererseits transfiziert. Aulerdem wurden wie im Fall der Einzel-Kd-Untersuchungen
auch hier einige Zellen zu Kontrollzwecken mit NT-siRNA transfiziert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten
daraufthin ebenso wie zuvor fiir die Einzel-Kd-Proben beschrieben (s. 0.), wobei wieder DCP1 und DDX6 zum

Zweck der PB-Markierung mittels Immunfluoreszenztechnik angeférbt wurden.
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Abb. 4.23 Validierung des siRNA-Knockdown von CNOT7 und CNOTS in HeLa-Zellen. (A) - (C) IF-Mikroskopie-
aufnahmen von Zellen die 72 h mit einem siRNA-Pool gegen CNOT7-mRNA (A), CNOT8-mRNA (B) oder mit zwei
siRNA-Pools gegen je eines der beiden Transkripte (C) behandelt wurden bzw. von den entsprechenden mit NT-siRNA
behandelten Kontrollzellen ((A) - (C) jeweils 1.& 3. Bild). Zudem wurden die Zellen Immunfirbungen zur PB-
Visualisierung unterzogen. Dazu wurde entweder ein primérer, gegen DCP1 gerichteter Antikérper (m-o-DCP1) mit dem
sekundiren AlexaFluor488® gt-o-m-IgG (linke Hilfte in (A) - (C)) oder ein primédrer DDX6-Antikorper (rb-a-DDX6) mit
dem Alexa Fluor594® gt-o.-rb-IgG (rechte Hilfte in (A) - (C)) verwendet. Die Ausschnitte zeigen représentative PB-Bildung
der HeLa-Zellen. Jeder der Einzel-Kd reduzierte die PB-Bildung moderat. Der Doppel-Kd fiihrte zu nahezu vollstindig
inhibierter Bildung sowohl DCP1- als auch DDX6-positiver PB. (Vergroerung: 430-fach, Mafistabsbalken: 10 pm) (D)
Immunoblot zum Nachweis der Einzel-siRNA-Kd von CNOT?7 (links) und CNOTS (rechts) auf Proteinebene. Die Zellen
wurden wie o. g. mit siRNA behandelt und darauthin lysiert. Die Lysate wurden anschlieBend auf ein SDS-PAGE-Gel
geladen, wobei darauf geachtet wurde, dass die eingesetzten Proben é&quivalente Proteinmengen enthielten. Nach
Proteintrennung und Blotten wurden die Proteine mit primédren Antikdrpern gegen CNOT7 (rb-a-CNOT?7) oder CNOTS (rb-
a-CNOTR) behandelt oder zur Kontrolle der gleichméBigen Gelbeladung mit einem primidren GAPDH-Antikérper (m-a-
GAPDH). Schlielich wurden die Blots mit entsprechenden sekundiren, HRP-gekoppelten Antikdrpern (gt-o-m-IgG-HRP
oder gt-o-rb-IgG-HRP) inkubiert und die Proteine darauthin via ECL-Detektionskit auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.
Zu sehen ist die Abnahme der Proteinmengen von CNOT7 & CNOTS in den Kd-Proben im Vergleich. zu den
Kontrollproben (mock & NT-siRNA). (mock: ohne siRNA aber mit Transfektionsreagenz).

Die mikroskopische Analyse der PB-Bildung der mit CNOT6 und CNOT6L-siRNA behandelten Proben zeigte
allerdings, dass deren Anteil PB-bildender Zellen im Vergleich zu jenem der NT-siRNA-Kontrollproben nicht
erkennbar verdndert war. Demgegeniiber ergab der Vergleich des Anteils PB-positiver Zellen in den NT-siRNA-
Kontrollproben mit dem CNOT7- und CNOTS8-siRNA-behandelter Proben, dass dieser in letzteren erheblich
reduziert war und gegen Null tendierte (s. Abb. 4.23C). Dieser hemmende Effekt auf die PB-Bildung war damit
zugleich stirker als jener der fiir die Einzel-Kd-Proben von CNOT7 oder CNOTS beobachtet worden war
(s. Abb. 4.23A & B), die Anteile an PB-positiven Zellen zwischen 15 % und 30 % aufwiesen. Diese Ergebnisse
lassen somit darauf schlieBen, dass CNOT7 und CNOTS tatséchlich eine redundante Funktion beziiglich der
PB-Bildung in humanen Zellen besitzen.

Insgesamt konnte somit fiir CNOT6 und CNOTG6L kein erfolgreicher Kd nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu konnte fiir CNOT7 und CNOTS eine siRNA-vermittelte, effiziente Herabregulierung ihrer Expression auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Dariiber hinaus konnte in Immunfluoreszenzanalysen ein zuvor postulierter
CNOT7- und CNOTS8-Kd-spezifischer negativer Einfluss auf die PB-Bildung reproduziert werden, was
zusétzlich fir die siRNA-Wirksamkeit spricht. Dabei bestdtigte sich zudem die schon zuvor gemachte
Beobachtung, dass der CNOT7/ CNOT8-Doppel-Kd die PB-Bildung effizienter unterdriickt als jeder der
einzelnen Kd, was gleichzeitig fiir redundante Funktionen dieser beiden Paraloge spricht.”’

Deshalb wurde, um entsprechende Redundanzeffekte zu vermeiden, in den folgenden, quantitativen RT-PCR
(qRT-PCR)-Experimenten ausschlieBlich der Einfluss des CNOT7/ CNOTS8-Doppel-Kd auf die mRNA-Level

von Ataxin-2 sowie TDP-43 untersucht.

4.3.6.2. Untersuchungen zu Auswirkungen des CNOT7/ CNOTS8-siRNA-Doppel-Knockdown auf die

zelluliren Transkriptmengen von Ataxin-2 oder TDP-43

Fiir die qRT-PCR-Analysen wurden die HeLa-Zellen wie in o. g. Experimenten mit CNOT7- und CNOTS-
siRNA- oder NT-siRNA-Pools transfiziert und damit fiir 72 h unter Standardbedingungen inkubiert. Darauthin
wurde die mRNA der Zellen mittels eines kommerziellen Kits (Qiagen) geméf Herstellerangaben isoliert und im
Anschluss daran via reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die dabei erhaltenen cDNA-Proben
wurden danach mit dem ,SYBR-Green-qRT-PCR-Master-Mix“ (Thermo-Fisher) gemischt, der zur
fluoreszenzvermittelten Detektion der cDNA-Molekiile eingesetzt wurde. Ferner wurden den Proben zur

Amplifikation der interessierenden cDNA-Molekiile Paare analytischer Primer zugefiigt. Mit diesen sollten zum
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einen die Mengen an CNOT7- und CNOTS8-cDNA bestimmt werden um die Kd-Effizienz direkt auf
Transkriptebene zu iiberpriifen. Zum anderen wurden mit Hilfe weiterer Primerpaare die cDNA-Gehalte der
Haushaltsgene B2M und GAPDH in den Proben gemessen. Dabei dienten die GAPDH-Werte als Referenz fiir
die Auswertung der Rohdaten mit Hilfe der 274

(hier: GAPDH-cDNA) bezogen werden.”** Die Messung der B2M-cDNA-Mengen andererseits hatte den

-Methode, bei der die Messdaten auf einen interne Kontrolle

Zweck Verdnderungen der globalen Genexpression zu erkennbar zu machen. Daneben wurden zudem zwei
weitere Primerpaare gegen Ataxin-2 bzw. TDP-43-cDNA eingesetzt, um den Effekt des CNOT7/ CNOTS-
Doppel-Kd auf die Transkriptlevel der beiden Krankheitsproteine zu untersuchen. SchlieBlich wurden die in
Triplikaten angesetzten Proben automatisiert gemessen, wobei insgesamt fiinf qRT-PCR-Experimente
durchgefiihrt wurden.

Die Auswertung der Daten erfolgte anschlieBend wie erwihnt durch Berechnung von 2“““Werten, die die
relative Mengendnderung der jeweils interessierenden cDNA bzw. mRNA bezogen auf die cDNA des
Haushaltsgens GAPDH widerspiegeln. Die so errechneten Werte fiir die einzelnen Kd-Proben wurden auB3erdem
jeweils in Relation zu denen der NT-siRNA-Kontrollproben gesetzt, die in diesem Fall als unbehandelte
Referenzproben betrachtet wurden. AbschlieBend wurden zudem die arithmetischen Mittel dieser relativen
2—AACt

-Werte aus allen finf Experimenten berechnet. Die grafische Darstellung der Ergebnisse dieser

Berechnungen ist in Abb. 4.24 zu sehen ist.

2,0 +
kkk
1’5 skkok I
ook mB2M
g m CNOT7
< 1,0 I l
~ CNOT8
Ataxin-2
m TDP43
0,5 |
0,0 - ‘ z
NT-siRNA CNOT7/8-Kd

Abb. 4.24 Ergebnisse aus qRT-PCR-Analysen von HeLa-Zell-cDNA zu Effekten des siRNA-Doppel-Kd von CNOT?7
und CNOTS auf die mRNA-Transkriptmengen von Ataxin-2 und TDP-43. Dargestellt sind durchschnittliche 22"
Werte (plus Standardfehler) basierend auf fiinf unabhingigen Experimenten. Die Werte entsprechen dabei den Mengen der
interessierenden mRNA-Transkripte bezogen auf die GAPDH-Transkripte, die als interne Kontrolle dienten. Zudem sind die
Werte in Relation zu den NT-siRNA-Kontrollproben gesetzt worden, die als Referenz fiir basale Bedingungen dienten. Die
Kd-Dauer betrug 72 h. Erkennbar sind signifikante Reduktion der CNOT7- und CNOTS-Transkriptmengen sowie eine
signifikante Zunahme der relativen Ataxin-2-Transkriptmenge in den Kd-Proben.

Dort lésst sich zundchst erkennen, dass alle relativen 2*““Werte im Fall der NT-siRNA-Proben bei 1 bzw.
100 % lagen, da diese als Referenzproben definiert worden waren und ihre 2**““Werte im Zuge der Auswertung
auf sich selbst bezogen wurden (s. 0.).

Hinsichtlich des relativen 2™**““Werts des B2M-Transkripts konnte aufierdem kein signifikanter Unterschied in
den Kd-Proben bezogen auf die NT-siRNA-Kontrollen festgestellt werden. Dies sprach dafiir, dass der CNOT7/
CNOTS8-Doppel-Kd die globalen Transkriptlevel nicht wesentlich beeinflusst, und somit potentiell beobachtete

Kd-Effekte auf die Transkriptmengen der interessierenden Proteine als spezifisch angesehen werden konnten.
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Ferner zeigte sich, dass die 22 Werte fiir die CNOT-Transkripte in den Doppel-Kd-Ansitzen deutlich kleiner
waren als die der CNOT-Transkripte in NT-siRNA-Kontrolle.

Dabei war dieser Wert und somit die relative Transkriptmenge im Fall von CNOT7 durch die siRNA-
Behandlung hochst signifikant (p = 0,5x107) auf 4 % des fiir die NT-siRNA-Kontrollen berechneten Wertes
reduziert worden.

Ahnliches galt zudem fiir die CNOT8-Transkriptmenge, die in den Kd-Ansitzen auf durchschnittlich ca. 17 %
des fir die Kontrollproben ermittelten Wertes reduziert war, was ebenfalls einer hochst signifikanten
(p=~0,8x10°) Verinderung entsprach. Diese Ergebnisse bestitigten den in o.g. Experimenten bereits auf
Proteinebene bzw. funktionell nachgewiesenen siRNA-Kd der CNOT-Proteine (s. v. Abs.) somit nun auch auf
mRNA-Transkriptebene.

Die Auswertung der qRT-Analysen beziiglich der Ataxin-2-Transkriptmengen zeigte dariiber hinaus, dass deren
fir die Kd-Proben ermittelter 2**““Wert hochst signifikant (p ~0,006) gegeniiber dem der NT-siRNA-
Kontrollen gesteigert war. Dabei war der relative Ataxin-2-Transkriptgehalt in den Kd-Proben auf 167 % des
Referenzwertes erhoht. Man kann somit zusammengenommen davon ausgehen, dass der CNOT7/ CNOT8-
Doppel-Kd zur Erhéhung der Ataxin-2-Transkriptlevel gefiihrt hat, was bedeutet, dass beide Proteine in
unbehandelten HeLa-Zellen wahrscheinlich als Repressoren der Ataxin-2-Proteintranslation agieren.
Demgegeniiber konnte allerdings fiir TDP-43 keine signifikante Doppel-Kd-abhingige Verdnderung seiner
relativen Transkriptlevel festgestellt werden.

Insgesamt ldsst sich also festhalten, dass der CNOT7/ CNOTS8-Doppel-Kd in HeLa-Zellen zu einem Anstieg der
Ataxin-2-mRNA-Menge fiihrte. Somit war, neben dem o.g. Einfluss der POP2-Deletion auf Effekte der
Ataxin-2-Expression in Hefezellen (s. Abs. 4.3.2. & 4.3.3.), hier zudem ein regulatorischer Effekt der POP2-
Orthologe auf die Ataxin-2-mRNA in einer humanen Zelllinie gezeigt worden. Das bedeutet also, dass die
Screens auf spezifische Ataxin-2-regulierende Gene in Hefe-Deletionsstimmen (s. Abs. 4.3.1.) letztendlich auch
zur erfolgreichen Identifikation zweier Ataxin-2-Regulatoren im S&ugerzellsystem gefiihrt haben, nimlich den
Paralogen CNOT7 und CNOTS, was das Hauptziel dieser Untersuchungen war.

Diesbeziiglich liegt ferner die Vermutung nah, dass beide bzw. eines dieser Paraloge direkt am Abbau von
Ataxin-2-Transkripten beteiligt gewesen sein konnten. Das ergibt sich daraus, dass sie ebenso wie ihr Hefe-
Ortholog POP2 katalytisch aktive Bestandteile eukaryontischer CCR4/NOT-Deadenylase-Komplexe sind, die als
geschwindigkeitsbestimmende Enzyme beim zytoplasmatischen mRNA-Abbau wirken. Demnach koénnte der
simultane CNOT7- und CNOTS8-Funktionsverlust in o.g. Kd-Experimenten direkt zu einer verringerten
Deadenylierung von Ataxin-2-mRNA-Transkripten gefiihrt und so deren Abbau gestort haben, was eine
plausible Erkldrung fiir die beobachtete Kd-abhdngige Erhohung der zelluldren Ataxin-2-Transkriptmengen
gewesen sein konnte.

Beziiglich des CCR4/NOT-Komplexes ist zudem bekannt, dass er iiber seine CNOT1-Untereinheit an DDX6
binden kann, das seinerseits bereits als direkter Interaktionspartner von Ataxin-2 identifiziert wurde. Dies kdnnte
somit auf eine DDX6-abhédngige Interaktion und demzufolge auch eine gemeinsame Funktion von Ataxin-2 und
dem CCR4/NOT-Komplex hinweisen. Unabhéngig davon stehen Ataxin-2 und Bestandteile des CCR4-NOT-
Komplexes zudem iiber den dynamischen Komponentenaustausch zwischen SG und PB in Verbindung,®>'*%**°
Insgesamt konnte daher vermutet werden, dass mdglicherweise die Ataxin-2-Funktion dhnlich wie die der
Deadenylase-Komplexe mit der Regulation des zelluldren Transkriptoms via mRNA-Abbau zusammenhéngt.

Allerdings ergaben kiirzlich verdffentlichte Ergebnisse aus Mikroarray-Transkriptomanalysen verschiedener

138



Gewebe eines Ataxin-2-KO-Mausmodells, dass der Gen-Knockout dort eher geringe Effekte auf das Maus-
Transkriptom hatte. Andererseits konnte dabei jedoch auch gezeigt werden, dass insbesondere translations- und
sekretionsrelevante mRNA-Transkripte, z. B. fiir ribosomale Untereinheiten, Translations-Initiationsfaktoren
oder rER-Translokasefaktoren, durch Ataxin-2-KO reguliert worden waren.’”” Dies sprach somit eher fiir eine
wichtige regulatorische Funktion von Ataxin-2 bei der zelluldren Proteinbiosynthese als beim mRNA-Abbau,
was zudem dadurch unterstiitzt wurde, dass fiir Ataxin-2 bereits subzellulire Kolokalisation und
Kofraktionierung mit Komponenten des rER festgestellt werden konnte. Ferner wurde zudem Kolokalisation von
Ataxin-2 mit Ribosomen beobachtet, und schlieBlich konnte auch dessen Interaktion mit dem PABP1-Protein
nachgewiesen werden, das selber ein positiver Regulator der Proteintranslation ist,®"0*¢766:6869

Es war daher wahrscheinlich, dass Ataxin-2 {iber seine mutmaBliche regulatorische Funktion bei der
Translationskontrolle auch Einfluss auf die zelluldre Proteomzusammensetzung haben koénnte. Um dies zu

untersuchen, wurden deshalb proteomische Analysen im S. cerevisiae-Modell zu Auswirkungen der Deletion des

Ataxin-2-Hefe-Orthologs PBP1 auf das Hefeproteom unternommen, von denen der néchste Abschnitt handelt.

4.4. Vergleichende Proteomanalysen in S. cerevisiae

Wie am Ende des letzten Abschnitts beschrieben, lieBen o. g. Experimente zur Identifikation von Ataxin-2-
Regulatoren sowie frithere Studien vermuten, dass Ataxin-2 selbst eine regulatorische Funktion bei der
zelluldren Proteintranslation ausiiben konnte.

Deshalb sollte im S. cerevisiae-Modell untersucht werden, wie bzw. ob sich die Zusammensetzung des
Hefeproteoms durch Deletion des Ataxin-2-Hefe-Orthologs PBP1 dndert, was mit Hilfe HPLC-gekoppelter
Tandem-Massenspektrometrie iiberpriift werden sollte. Die Daten dieser Analysen wurden dabei zum einen
universell ausgewertet, wobei Proteinnetzwerke erstellt und Proteinanreicherungsanalysen unternommen
wurden. Zum anderen wurden sie jedoch zudem spezifisch hinsichtlich deletionsabhingig regulierter SG- und

PB-Komponenten iiberpriift, um mehr iiber die Funktion von PBP1 als SG-Komponente zu erfahren.

4.4.1. Untersuchung von Einfliissen der PBP1-Deletion auf das Hefeproteom

Grundlegend wurde zur Identifizierung potentieller Effekte der PBP1-Deletion auf das Hefeproteom einerseits
die Proteomzusammensetzung des WT-Hefestamms sowie andererseits die zweier PBP1-Deletionsmutanten
bestimmt und miteinander verglichen. Dabei waren der WT-Stamm und einer der beiden Deletionsstimme
(APBP1-DB) der o. g. Hefe-Deletionsbank entnommen (s. Abs. 4.3.1.). Der zweite Deletionsstamm (APBP1-sm)
hingegen war mittels Cre/loxP-basierter homologer Rekombination in der AG Krobitsch von Fr. A. Giinther
generiert worden, und seine Analyse sollte v. a. zur Verifizierung der Resultate aus den Untersuchungen der
Deletionsbankstimme dienen.

Fiir die Proteomanalysen wurden nun zunéchst auf Vollmedium gewachsene Einzelklone des WT-Stamms sowie
beider Deletionsstimme in Suspension iiberfiihrt und iiber Nacht bei 30°C inkubiert. Am Folgetag wurden diese
Suspensionskulturen auf einen gemeinsamen Ausgangs ODgy-Wert von 0,2 eingestellt und bis zum Erreichen
logarithmischen Wachstums bei 30°C schiittelnd inkubiert. Darauthin wurden die Hefezellen abzentrifugiert und
nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem Aqua bidest. in MS-Lysepuffer aufgenommen. Die anschlieende

Zelllyse erfolgte in einem Zellhomogenisator mit Hilfe von Glaskiigelchen, die ebenfalls zu den Ansétzen
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gegeben worden waren. Die so gewonnenen Proteinlysate wurden daraufhin von den Glaskiigelchen getrennt
und nach Messung ihrer Proteinkonzentrationen an die interne MS-Service Einrichtung des Max-Planck-Instituts
unter Leitung von Dr. Meierhofer iibergeben. Dort wurden sie schlieSlich nach weiteren vorbereitenden Schritten
massenspektrometrisch untersucht, wobei insgesamt drei biologische Replikate jedes Lysats analysiert wurden.
Zudem wurden die Ergebnisse dieser Analysen ebenfalls in der AG Meierhofer einer labelfreien Quantifizierung
(LFQ) unterzogen. Die Resultate dieser Quantifizierung waren schlieflich die Grundlage fiir die im
Nachfolgenden beschriebene weitere Auswertung der MS-Daten.

Dabei wurde zunichst fiir jedes durch die MS-Analyse gefundene und in der Uniprot-Datenbank annotierte
Protein, d. h. fiir jeden Treffer, das Verhéltnis seiner Menge in jedem Deletionsstamm zu der seines Pendants im
WT-Stamm gebildet. Die daraus resultierenden Werte dienten dabei als Mal} fiir die durch PBP1-Deletion
verursachten Verdnderungen in der Zusammensetzung des S. cerevisiae-Proteoms (im Folgenden auch als
Regulation bezeichnet). Das bedeutet dementsprechend, dass die Regulation umso stirker war je weiter der o. g.
Quotient von 1 entfernt lag. Auf dieser Grundlage wurden alle Proteine mit Werten ab 1,5 (d. h. ab 50 %
erhohter Expression gegeniiber dem WT) als positiv, und alle Proteine mit Werten unter 0,67 (dem Reziprok von
1,5) als negativ reguliert eingestuft. Die Treffer mit Werten zwischen 0,67 und 1,5 wurden hingegen als
unreguliert angesehen und deshalb nicht in die Auswertung mit einbezogen. Zudem ergaben einige Treffer im
WT-Stamm LFQ-Werte von Null und konnten deshalb aus mathematischen Griinden nicht fiir die Auswertung
genutzt werden.

SchlieBlich konnten auf diese Weise fir APBP1-DB insgesamt 107 abwérts regulierte und 218 aufwirts
regulierte und fiir APBP1-sm 129 abwirts regulierte und 257 aufwérts regulierte Proteine nachgewiesen werden
(s. Anhang 1). Diese wurden ferner mit Hilfe der internetbasierten Anwendung BioVenn auf Gemeinsamkeiten
hin untersucht, d. h. es wurden jene Proteine identifiziert, die in beiden Deletionsstimmen gleichartig reguliert

gewesen waren (unidirektional regulierte Proteine) (s. Abb. 4.25).

A B Abb. 4.25 Venn-Diagramme der Mengen von
Proteinen die in zwei APBP1-Hefe-Deletions-
stimmen unidirektional reguliert worden
waren. (A) Abwirts regulierte Proteine. (B)
Aufwirts regulierte Proteine. (Rot, Griin: Mengen
der durch einen APBP1-Deletionsbankstamm (DB)
oder durch einen selbst hergestellten APBP1-
Stamm (sm) regulierten Proteine). Proteine galten
als reguliert, wenn ihre Menge in den
Deletionsstimmen im Vergleich zum WT-Stamm
auf unter 67 % gesunken oder iiber 150 %
angestiegen war (Die Verhiltnisse wurde dabei aus
Mittelwerten labelfreiner Quantifizierungen von
sechs unabhéngigen LC-MS/MS-Analysen
berechnet).

Auf diese Weise wurden 34 Proteine identifiziert, die konsistent in beiden Deletionsstimmen infolge der
PBP1-Deletion abwiérts reguliert waren, sowie 108 Proteine, deren Menge in beiden Deletionsstimmen zunahm.
Eine Auflistung dieser Proteine zeigt Tab.4.1. Damit lieferte diese Studie, verglichen mit anderen
Hochdurchsatz-Untersuchungen, die bis zu diesem Zeitpunkt umfangreichste Sammlung genetischer

Interaktionspartner von PBP1.%%7%
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AuBerdem ldsst sich an diesen Werten erkennen, dass durch PBP1-Deletion etwa dreimal mehr Proteine aufwirts
als abwirts reguliert waren. Diese Ergebnisse sprechen folglich dafiir, dass PBP1 in WT-Hefezellen

hauptséchlich als Repressor der Proteintranslation fungiert und eher weniger als deren Aktivator.

Tabelle 4.1 PBP1-deletionsabhiingig regulierte Proteine: Auflistung der in Bezug auf den WT-Stamm in zwei APBP1-
Stdmmen unidirektional regulierten Proteine (linke Spalte: in beiden Deletionsstimmen abwirts regulierte Proteine, rechte
Spalte: in beiden Deletionsstimmen aufwirts regulierte Proteine)

Abwarts regulierte Proteine Aufwarts regulierte Proteine
AIM9 PST1 ADE12 [CMS1 |GPlIl6* NOP10 RPA49 [TAF9* YER156C
BLM10 RIM1 AIM29 |[CNA1* | GPM3 NOP53 RPB8* |[TDA10 YET3
CIT1 RNQ1 ALT1 COA4 | HBS1 NPA3* RPC31* [ TED1 YFH1
CYT1 RPL39 APS3 CRP1 HEM13 [ NRP1~ RRS1 TOMS YLR413W
DDR48 RPP1A ARP5* [DCP2” | HGH1 OAC1 RRT2 TOP1 YME1
DLD1 RPS30B ARP7 DIB1 HOC1 PEP8 SDA1 TPM2 YVH1
GLK1 RPS5 BOI1 DNF1* | HPR1* PFY1 SDC1* |[TRS33
HEF3 SDH1 BRE5” | DYN2* [IMD2 PHO91 |SEC14 |TY1B-MR1
HSP104* SEC7 BUD22 |EMG1 [IRC25 PLP2 SEC28 |TY1B-PR1
HSP12* SKN7 CAB4 EMW1 |JJJ3 PMT4* | SEE1 UBC9
HSP150 SSA4* CAD1 ENA1 |LEU1* POF1 SFT2 YCR0O76C
HSP26~* TDA3 CAF20 |ENP1 |LEU9 POM152 |SKN1 |YBLO36C
HSP78* TSL1 CDC34* | ENP2 MAK31* [ PRS5* SKY1 UTP18
VY1 XRN1~A CHD1* | ERG2 MKT1A PUF4 SNF7 VMA7
KEL1 YOP1 CHz1 ERG5 MNN11* [ RCL1 SPE4 VTAl
MLS1 YOR238W | CIR2 ESF2 MRPL13 |RET1* STE20 |YAE1
NADPH-abh. a- ZTAl CLC1 GNP1 | NAT5* RFA1 TAF6* |YDL121C
ketoamid-Reduktase

~ annotierte Stress-Granula Komponenten der S. cerevisiae Genom-Datenbank (SGD)
~ annotierte P-Body Komponenten der S. cerevisiae Genom-Datenbank (SGD)
* in GO-Analysen als angereichert identifizierte Proteine (aufwarts: katalytische Komplexe, abwirts: zelluldre Hitzeantwort (s. Tab. 4.2))

Um auBerdem einen besseren Uberblick iiber die Beziehungen zwischen den auf diese Weise identifizierten,
unidirektional regulierten Proteinen zu erhalten, wurden ferner Proteinnetzwerke mit Hilfe der String-Protein-
Protein-Interaktionsdatenbank erstellt. In diesem Zusammenhang wurden die regulierten Proteine via eines in die
Datenbank integrierten Werkzeugs zudem darauthin untersucht, ob unter ihnen Faktoren bestimmter zelluldrer
Prozesse angereichert waren, die in der KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)-Datenbank
annotiert gewesen waren.Das dabei generierte Netzwerk fiir alle 142 in den o. g. Grenzen regulierten Proteine ist
in Abb. 4.26 zu sehen. Die entsprechenden Netzwerke fiir die auf- oder abwiérts regulierten Proteine sind dariiber
hinaus in Abb. 4.27 dargestellt.

Allerdings konnten in den diesbeziiglich durchgefiihrten Proteinanreicherungsanalysen weder unter allen
regulierten noch unter den nur auf- oder abwérts regulierten Proteinen Anreicherungen von Faktoren KEGG-
annotierter zelluldrer Prozesse festgestellt werden. Dies konnte jedoch unter Umstédnden lediglich am KEGG-
Datenbank-spezifischen Annotationssytem gelegen haben.

Daher wurde eine dhnliche Analyse unter Verwendung der GO (Gene Ontology)-Datenbank durchgefiihrt, um
potentielle Proteinanreicherungen zu identifizieren, die mittels KEGG-Datenbankanalyse moglicherweise nicht

erkennbar gewesen waren. Dabei wurden die Proteine, im Unterschied zu den KEGG-Analysen, im Fall der
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GO-Anreicherungsanalysen allerdings nicht nur hinsichtlich biologischer Prozesse sondern zudem auch
beziiglich molekularer Funktionen und Zugehorigkeit zu bestimmten Zellkomponenten untersucht.

Dabei konnten schlieSlich die in Tab. 4.2 aufgelisteten, spezifischen Proteinanreicherungen festgestellt werden.
So ergab der Abgleich aller regulierten Proteine mit der GO-Datenbank eine geringe signifikante Anreicherung
von Proteinen metabolischer Prozesse auf das 1,3-fache eines, bei jeder Anfrage automatisch generierten
Erwartungswertes. Dieser reprisentierte dabei den Anteil an Proteinen des jeweiligen GO-Terms (hier:
metabolische Prozesse), der in einer Proteingruppe einer der Anfrage entsprechenden Grofle erwartet werden

wiirde, in der keine Anreicherung stattgefunden hitte.

Tab. 4.2 Ergebnisse aus Proteinanreicherungsanalysen (GO-DB) der durch PBP1-Deletion regulierten Proteine.
Die Analysen bezogen sich ausschlieBlich auf Proteine die in zwei unabhingig hergestellten PBP1-Deletionsstimmen
unidirektional reguliert worden waren. (p: Zufallswahrscheinlichkeit fiir die jeweilige Proteinanreicherung)

Abwarts regulierte Proteine (ges.: 33)
Biologische Prozesse Proteine 'in Proteine in erwafrtete Proteine | Anreicherung o-Wert
Referenz-Liste Anfrage in Anfrage (x-fach)
Zellulare Hitze-Antwort 50 5 .25 >5 8,93E-03
Aufwarts regulierte Proteine (ges.: 108)
Zelluliire Komponenten Proteine .in Proteine in erwgrtete Proteine | Anreicherung o-Wert
Referenz-Liste Anfrage in Anfrage (x-fach)
Katalytische Komplexe 518 23 8,48 2,71 6,10E-03
Auf- und abwarts regulierte Proteine (ges.: 141)
Biologische Prozesse Proteine 'in Proteine in erwafrtete Proteine | Anreicherung p-Wert
Referenz-Liste Anfrage in Anfrage (x-fach)
Metabolische Prozesse 3738 104 79,89 1,3 3,51E-02
Zellulire Komponenten | | | |
Katalytische Komplexe 518 26 11,07 2,35 2,45E-02

Abgesehen davon zeigte die GO-Proteinanreicherungsanalyse bezogen auf biologische Prozesse zudem, dass in
der Gruppe deletionsabhéngig abwérts regulierter Proteine insbesondere Faktoren der zelluldren Hitze-Antwort
signifikant angereichert waren, wobei die Anreicherung hierbei den o. g. Erwartungswert um mehr als das
Fiinffache tbertraf (s. Tab. 4.2.). Diesbeziiglich handelte es sich bei den angereicherten Proteinen um die
Hitzeschockproteine HSP12, HSP26, HSP78, HSP104 sowie das SSA4-Protein. (s. Abb. 4.26 rechts & 4.27A &
Tab. 4.1). Dieses Ergebnis sprach somit klar fiir eine wichtige Funktion von PBP1 bei der Stressantwort in
Hefezellen.

Ferner konnte fiir die aufwirts regulierten Proteine ebenfalls eine spezifische und signifikante
Proteinansammlung nachgewiesen werden, die sich in diesem Fall allerdings auf zellulire Komponenten bezog
(s. Tab. 4.2). Es stellte sich ndmlich diesbeziiglich in den Anreicherungsanalysen heraus, dass besonders
Bestandteile katalytischer Komplexe unter den durch PBP1-Deletion aufwirts regulierten Proteinen angereichert
gewesen waren, und zwar auf das ca. 2,7-fache des Erwartungswertes, was insgesamt 23 Proteine betraf
(s. Tab. 4.1 Asterisken & Abb. 4.27B). Diese Anreicherung von Proteinen katalytischer Komplexe war dariiber
hinaus so grof3, dass sie sich sogar in den Ergebnissen der Anreicherungsanalyse aller regulierten Proteine
widerspiegelte (s. Tab. 4.2).

Die grofite Untergruppe der deletionsabhéngig regulierten Komponenten katalytischer Komplexe bestand dabei
aus acht Proteinen die hauptséchlich Funktionen bei der Transkription ausiiben. So waren allein fiinf dieser
Proteine (HPR1, RET1, RPA49, RPB8, RPC31) Untereinheiten von RNA-Polymerasen. Bei den restlichen drei
Proteinen handelte es sich auBerdem um zwei Transkriptions-Initiationsfaktoren (TAF6 & TAF9) und einen

Chromatin-Remodellierungsfaktor (CHD1) (s. Abb. 4.27B rechts oben).
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Ab- und aufwarts regulierte Proteine
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Abb. 4.26 Mit Hilfe der String-DB erstelltes Protein-Netzwerk (Aktions-Ansicht) aller 142 durch PBP1-Deletion in
zwei unabhingigen Deletionsstimmen konsistent regulierter Proteine (s. Tab. 4.1) Im Netzwerk sind ausschlieflich
Interaktionen mit hoher statistischer Konfidenz (String-Konfidenz-Quotient: 0,7) abgebildet, und unverbundene

Knotenpunkte wurden entfernt. Die Bedeutung der verschiedenen Verbindungen ist in der String-Legende rechts unten
dargestellt

Eine zweite groBe Gruppe unter den regulierten Komponenten katalytischer Komplexe bildeten ferner
Transferasen bzw. deren Untereinheiten (sieben Proteine), von denen einige auch einen direkten Bezug zu
C-metabolischen Prozessen haben. Dies bezieht sich dabei auf die folgenden fiinf Proteine: PMT4
(Mannosyltransferase), MNN1 (mutmall. Mannosyltransferase-Untereinheit), HOCI (mutmaBl. Glycosyl-
Transferase), MAK31 (Acetyltransferase), NATS (Acetyltransferase-Untereinheit). Die weiteren beiden
Transferase-Proteine in dieser Gruppe waren zudem GPI16 (GPI (Glycosylphophatidylinositol)-Transamidase-
Untereinheit) sowie SDC1 (Methyltransferase). Auffillig war daran v.a. dass mindestens vier dieser durch
PBP1-Deletion aufwirts regulierten Transferase-Proteine, d. h. PMT1, MNN1, HOC1 und GPI16 wichtig fiir
ER- bzw. Golgi-Apparat (GA)-abhidngige Proteinmodifizierungen sind.
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Abb. 4.27 Mit Hilfe der String-DB erstellte Protein-Netzwerke (Beweis-Ansicht) fiir die durch PBP1-Deletion in zwei
unabhiingigen PBP1-Deletionsstimmen konsistent regulierten Proteine (s. Tab. 4.1). (A) 34 abwirts regulierte Proteine
und (B) 108 aufwirts regulierte Proteine. In den Netzwerken sind ausschlieBlich Interaktionen mit hoher statistischer
Konfidenz (String-Konfidenzquotient: 0,7) abgebildet, und unverbundene Knotenpunkte sowie genomische Interaktionen
wurden entfernt bzw. ausgelassen. Die Bedeutung der verschiedenen Verbindungen kann in den Original-String-Legenden
jeweils rechts unten in den Bildern abgelesen werden (Textmining = Literaturrecherchen).
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Neben der bereits zuvor gezeigten Lokalisation von Ataxin-2 an ER und GA, konnte hier somit zudem eine
durch dessen Ortholog PBP1 vermittelte Regulation von Proteinen beobachtet werden, die wichtig flir die
Katalyse proteinmodifizierender Reaktionen an diesen Kompartimenten sind. Zusammengenommen konnte
Ataxin-2 demzufolge auch in humanen Zellen eine Rolle bei der Regulation ER- bzw. GA-abhingiger
Proteinmodifikationen spielen.

In diesem Zusammenhang sei jedoch erwihnt, dass die Acetyltransferase-Proteine MAK31, NATS und die
Methyltransferase SDC1 unter Umstdnden auch zur o. g. ersten Gruppe der durch PBP1-Deletion regulierten
Komponenten katalytischer Komplexe, d. h. den transkriptionsrelevanten Proteinen, gezdhlt werden kdnnten.
Diese Art von Transferasen sind ndmlich v.a. dafiir bekannt Histone zu acetylieren oder zu methylieren,
wodurch sie die Zuginglichkeit von Chromatin fiir Transkriptions-Initiationsfaktoren und damit auch die
Transkriptionsinitiation an sich regulieren. Insgesamt lieB dies den Schluss zu, dass PBP1 in WT-Hefezellen
durch Inhibition der Expression transkriptionsregulierender Enzymkomplexe selbst als indirekter Regulator der
Transkription bestimmter Gene fungieren konnte.

Neben o. g. Komponenten katalytischer Komplexe, die unter den durch PBP1-Deletion aufwirts regulierten
Proteinen angereichert waren und gréBeren Gruppen zugeordnet werden konnten, gehorten dazu jedoch noch
weitere Proteine, die eher kleinere Gruppen bildeten. So konnten darunter z. B. drei weitere Proteine erkannt
werden, die man als explizite Signalproteine kategorisieren konnte. Dies waren CNA1 (Phosphatase), CDC34
(E2-Ubiquitin-konjugierendes Enzym) sowie NPA3 (GTPase). Dazu kamen mit DYN2 (Dynein leichte Kette)
und ARPS5 (Aktin zugehoriges Protein) ferner zwei zytoskelettspezifische Proteine, sowie mit DNF1 eine
Phospholipid transportierende ATPase und mit LEU1 eine Dehydrogenase. Auch in Hinblick auf diese Proteine
lasst sich somit davon ausgehen, dass ihre Expression im WT-Stamm durch PBP1 inhibiert gewesen war.
AbschlieBend sei zudem auf die in diesen Experimenten erstmals nachgewiesene genetische Verbindung
zwischen PBP1 und dem Hefe-Prionprotein RNQ1 (Reich an N und Q 1) hingewiesen, flir das in diesem Fall
allerdings eine deletionsabhidngige Abwirtsregulation festgestellt wurde (s. Abb. 4.27A & Tab. 4.1). Dabei war
die RNQI1-Menge im APBP1-DB-Stamm auf ca. 32 % und im APBP1-sm auf etwa 41 % des diesbeziiglich fiir
den WT-Stamm festgestellten Wertes abgesunken. Man kann daher folgern, dass PBP1 im WT-Hefestamm die
RNQI1-Proteinexpression fordert. Davon ausgehend ware es entsprechend auch fiir Ataxin-2 denkbar, dass es
dhnlich seinem Hefe-Ortholog die Expression von humanem Prion-Protein oder prionartigen Proteinen
(z. B. TDP-43) kontrolliert.

Neben dieser globalen Auswertung der massenspektrometrischen Untersuchungen wurden diese zusétzlich auf
durch PBP1-Deletion regulierte PB und SG-Komponenten hin analysiert, woriiber im folgenden Abschnitt

berichtet wird.

4.4.2. Auswertung der Proteomanalysen hinsichtlich PB- und SG-Komponenten

Da auch mRNP-relevante PBP1-Funktionen in dieser Arbeit untersucht werden sollten, wurden die o. g. via
PBP1-Deletion regulierten Proteine zielgerichtet auf das Vorkommen von SG- oder PB-Komponenten hin
untersucht. Dabei zeigte sich, wie in Abb. 4.28 zu erkennen ist, dass einerseits drei SG- und andererseits vier PB-
Komponenten unter den unidirektional regulierten Proteinen (s. v. Abs.) identifiziert werden konnten.

Diesbeziiglich fiel ferner auf, dass die mRNP-Komponenten durch PBP1-Deletion in den meisten Fillen
aufwirts reguliert waren, was somit auch in diesem Zusammenhang auf eine eher repressorische Funktion von

PBP1 hinweist. Eins dieser Proteine war z. B. das SG-Protein NRP1 (N-reiches Protein 1), ein bisher kaum
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charakterisiertes, vermutlich mRNA-bindeféhiges Protein, welches infolge von Glc-Mangel zu SG rekrutiert
wird. Ebenso deletionsabhingig aufwirts reguliert waren zudem die drei PB-Komponenten MKT1, DCP2,
BRES5 (Brefeldin A sensitiv 5).

Besonders zu erwéhnen ist dabei die Regulation von MKT1, da dieses mit PBP1 komplexieren kann, wodurch
dessen Lokalisation zu Polysomen erméglicht wird.”” MKT1 kann zudem zytoplasmatische Foki infolge von
DNA-Replikations-Stress bilden, was ebenso fir DCP2, die katalytische Untereinheit des DCP1/DCP2-
Komplexes zutrifft, die ebenfalls durch PBP1-Deletion abwirts reguliert worden war. Die PBP1-abhédngige
Regulation dieser beiden Proteine konnte demnach besondere Bedeutung bei der mRNP-Granulabildung
wihrend der zelluldren Stressantwort haben.

Davon abgesehen weist die PBP1-Abhéngigkeit des Ubiquitin-Proteasekofaktors BRES einmal mehr auf die
Teilnahme von PBP1 an Endomembran-Transportprozessen hin, da dieser bereits als Koregulator von antero-
und retrogradem Transport zwischen ER und GA bekannt ist.**

Die zwei abwirts regulierten Proteine andererseits waren XRN1, welches insofern besonders ist, da es in SG und
PB vorkommen kann (vgl. Abb. 4.28A & B), sowie das HSP26-Protein, das als stressinduzierbares Chaperon fiir
die Reparatur fehlgefalteter Proteine verantwortlich ist. Dabei steht HSP26 wie im vorigen Abschnitt
beschrieben zudem mit vier weiteren PBP1-regulierten Proteinen in Verbindung die eine Rolle bei der zelluldren
Stressantwort spielen. (s. Abb. 4.27A) Dies ldsst vermuten, dass besonders das Netzwerk aus diesen fiinf

Proteine sowie PBP1 fiir die stress-spezifischen und SG-bildenden Funktionen von PBP1 wichtig sein konnten.
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Abb. 4.28 Durch PBP1-Deletion in zwei unabhingigen APBP1-Hefe-Deletionsstimmen unidirektional regulierte SG-
und PB-Komponenten (A) SG-Komponenten, (B) PB-Komponenten. Dargestellt ist die relative Anderung der
Proteinmengen (plus Standardfehler) in den Deletionsstimmen bezogen auf den WT-Hefestamm. Die Verhéltnisse wurden
auf Grundlage von Mittelwerten labelfreier Quantifizierungen aus drei unabhéngigen MS-Experimenten berechnet.

Zusammengefasst wiesen die vergleichenden Proteomanalysen also auf einen hauptsédchlich inhibitorischen
Einfluss von PBP1 auf die Proteinexpression in S. cerevisiae hin (s. Tab. 4.1 & Abb. 4.27), der besonders
katalytische Komplexe betraf. Dabei handelte es sich zum Grofteil um Komplexe die an der Gentranskription
bzw. deren Regulation beteiligt sind sowie um verschiedene Transferasen (s. o.), die iiberwiegend mit ER-
spezifischen Proteinmodifikationsprozessen in Verbindung standen. Zudem konnte beziiglich der meisten hier
als PBP1-reguliert identifizierten mRNP-Granulakomponenten von einem inhibitorischen PBP1-Einfluss auf
deren Expression ausgegangen werden (s. Abb. 4.28). Eine Ausnahme davon war jedoch das, infolge der PBP1-

Deletion abwirts regulierte HSP26-Protein, das genau wie PBP1 eine SG-Komponente ist.””"" Das bedeutet
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somit, dass PBP1 im WT-Hefestamm die Expression von HSP26 positiv reguliert. Es wire demnach moglich,
das sich dieser regulatorische Einfluss auf HSP26 v. a. in Stress-Situationen fordernd auf die SG-Assemblierung
der Hefezellen auswirken kdnnte, was in diesem Fall auch potentielle Ursache einer bereits zuvor beobachteten,
durch PBP1-Deletion vermittelten SG-Assemblierungs-Inhibition gewesen sein konnte.”

In diesem Zusammenhang ist ferner festzuhalten, dass HSP26 zudem einer Gruppe spezifisch angereicherter
Proteine unter den deletionsabhiingig abwirts regulierten Proteinen angehorte, die alle der zelluldren
Stressantwort auf Hitze zugerechnet werden konnten (s. Tab. 4.2). Diese Gruppe bestand hauptséchlich aus
weiteren HSP-Proteinen, von deren PBPI-vermittelter, positiver Regulation im WT-Hefestamm
dementsprechend ebenfalls ausgegangen werden konnte. Dies deutete somit insgesamt auf eine wichtige PBP1-
Funktion bei der Regulation der zelluldren Reaktion auf Stress hin, fiir die zudem die Expression der o. g.
Gruppe spezifisch angereicherter Proteine der zelluldren Hitze-Stressantwort wichtig sein konnte

AbschlieBend sei hier noch erwéhnt, dass die MS-Analysen auch auf eine PBP1-abhéngige positive Regulation
des Hefe-Prionprotein RNQ1 in WT-Hefezellen hinwiesen. Daraus ergibt sich, dass Ataxin-2 in humanen Zellen
ebenfalls die Expression prionogener Proteine beeinflussen konnte, was, sofern zutreffend, auch pathologisch

sehr bedeutsam wire.
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5. Diskussion

5.1. Untersuchung zweier physiologischer Ataxin-2-Spaltprodukte im

S. cerevisiae-Modellsystem

Ein besonders auffilliges, gemeinsames Merkmal diverser neurodegenerativer Erkrankungen ist die Bildung
pathologischer, proteinreicher intra- oder extrazelluldrer Einschliisse in erkranktem Gewebe. Dort sind neben
bestimmten krankheitspezifischen Proteinen hiufig auch proteolytisch prozessierte Teilabschnitte dieser Proteine
angereichert. Diese Spaltprodukte sind oft aggregationsaffiner als die entsprechenden vollstdndigen Proteine,
und in vielen Fillen konnte eine von ihnen ausgehende pathogene oder pathogenesefordernde Wirkung
nachgewiesen werden (s.u.).

So konnte z. B. im Fall der motoneurodegenerativen ALS gezeigt werden, dass die dafiir charakteristischen
zytoplasmatischen Akkumulationen des TDP-43-Proteins in erkrankten Zellen neben dem vollstindigen Protein
auch mit trunkierten C-terminalen, Caspase-3-abhiangigen TDP-43-Spaltprodukten angereichert sind. Diesen
konnte dabei zudem zytotoxische Wirkung nachwiesen werden, weshalb man davon ausgeht, dass sie die ALS-
Pathogenese begiinstigen.*”®

Ahnliches gilt zudem fiir einige PolyQ-Erkrankungen wie Chorea Huntington, SCA3 oder SCA1, die durch
pathogene intranukledre Einschliisse in erkrankten Neuronen gekennzeichnet sind. Diese Einschliisse sind dabei
reich an den entsprechenden PolyQ-Proteinen Htt, Ataxin-3 und Ataxin-1. Es konnte jedoch auch in diesen
Féllen zusitzlich die Anreicherung PolyQ-Doménen-tragender Proteinteilabschnitte in den intranukleéren
Akkumulationen festgestellt werden, denen dariiber hinaus ebenfalls zytotoxische Wirkung nachgewiesen
werden konnte,'**'%°

Im Gegensatz dazu trigt die Bildung von neuronalen intranukledren Ataxin-2-Einschliissen zur SCA2-
Pathogenese vermutlich nur wenig bei, wie Untersuchungen an post mortem SCA2-Hirngewebe und in
Zellkultur zeigten. Allerdings konnten auch diesbeziiglich in SCA2-Hirnextrakten via Immunoblot zwei
spezifisch angereicherte, verkiirzte Ataxin-2-Isoformen detektiert werden. Dabei handelte es sich zum einen um
eine ca.42 kDa grofle N-terminale Isoform sowie zum anderen um einen ca. 70 kDa grole C-terminalen
Ataxin-2-Teilabschnitt. Damit entsprachen die GroBen dieser Isoformen relativ genau denen zweier Ataxin-2-
Spaltprodukte einer mutmaBlichen Caspase-3-vermittelten Proteolyse an einer bereits zuvor identifizierten

Caspase-3-Konsensussequenz im Ataxin-2 (AS: 397 — 400, s. Abb. 4.1A).”**""® Daher wird angenommen, dass

es sich bei den entdeckten Isoformen um caspase-abhiingige Ataxin-2-Spaltprodukte handelt. Uber potentielle
pathogene Eigenschaften dieser Spaltprodukte sowie iiber deren zelluldre Lokalisation ist jedoch zurzeit nichts
bekannt. Aus diesem Grund wurden hier entsprechende rekombinante Ataxin-2-Teilabschnitte hinsichtlich
zytotoxischer Effekte, Fokibildungsverhalten und ihrer subzelluliren Lokalisation im S. cerevisiae-
Modellsystem untersucht.

Das Hefemodell wurde dabei v.a. deshalb gewihlt, da es bereits erfolgreich zur Untersuchung des
Akkumulationsverhaltens und zum Nachweis der Zytotoxizitdt diverser neurodegenerativer Proteine bzw.
pathogener Proteinisoformen eingesetzt worden war. Zu diesen gehoren z. B. das Prion-Protein, TDP-43 aber
1, 265:309.310.283

auch PolyQ-Proteine wie Ataxin-3 oder Htt bzw. ein N-terminaler, PolyQ-tragender Htt-Teilbereic

Dabei liegt ein Hauptvorteil von S. cerevisiae gegeniiber anderen Modellen darin, dass es ein relativ kleines und
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v.a. sehr gut charakterisiertes Genom besitzt. Dementsprechend stehen bereits viele etablierte
Untersuchungsmethoden und genetische Werkzeuge, wie z. B. systematische Hefe-Genombibliotheken, dafiir
zur Verfiigung. Gleichzeitig sind Hefezellen eukaryontische Individuen und dhneln darin humanen Zellen. Das
bedeutet, dass v. a. grundlegende zelluldre Abldufe (z. B. Genexpression, Apotose etc.), Komponenten (z. B.
Proteine), Strukturen (z. B. mRNP-Granula wie SG und PB) oder auch Interaktionen (z. B. mRNA-Protein-
Bindungen) zwischen beiden Zellsystemen konserviert sind. Dies zusammen macht das S. cerevisiae-Modell
somit zu einer relativ einfach zu nutzenden und gleichzeitig sehr effizienten Moglichkeit basale zellbiologische

Zusammenhinge zu analysieren, was sich auch in dieser Arbeit zu Nutze gemacht wurde.

5.1.1. Die Ataxin-2-Spaltprodukte zeigten Unterschiede hinsichtlich zytotoxischer
Effekte und Fokibildung in Hefezellen

Mit Hilfe von Wachstumsanalysen im Hefemodell wurden bereits diverse humane neurodegenerative
Krankheitsproteine hinsichtlich ihrer zytotoxischen Effekte untersucht (s. v. Abs.). Fiir exogen in S. cerevisiae
exprimiertes Ataxin-2 konnte jedoch auf diese Weise bisher keine Zytotoxizitit festgestellt werden, was sowohl
fir nicht pathogenes Ataxin-2 (22 Q-Repeats) als auch fiir eine pathogene Ataxin-2-Mutante (79 Q-Repeats)
gilt.®** Ein Ergebnis, dass auch in dieser Arbeit bestitigt werden konnte (s. Abb. 4.1B).

Abgesehen davon bestand allerdings die Moglichkeit, dass die zuvor erwihnten physiologischen Ataxin-2-
Spaltprodukte (s. v. Abs.) dennoch Zytotoxizitit in Hefe vermitteln konnten, was hier in Wachstumsanalysen
untersucht wurde. Dabei konnte fiir ein galaktose-induziert exprimiertes, C-terminales Ataxin-2-Spaltprodukt
sehr konsistent ein toxischer Einfluss auf die Hefezellen nachgewiesen werden (s. Abb. 4.1B). Andererseits
vermittelte die Expression eines entsprechenden N-terminalen Spaltprodukts in diesen Experimenten keine
reproduzierbare wachstumshemmende Wirkung.

Es war also in diesem Fall bemerkenswerterweise genau der Ataxin-2-Abschnitt ohne PolyQ-Doméne, der
toxisch in den Hefezellen wirkte, was aufgrund der Bedeutung dieser Doméne fiir die SCA2-Pathogenese eher
unerwartet war. Allerdings hatte bereits eine frithere Studie zu Auswirkungen der Expression des mutmaBlich
caspase-abhingigen Ataxin-2-N-Terminus in Sdugerzellen (COS-1) zu &hnlichen Ergebnissen gefiihrt. Dort
konnte nidmlich ebenfalls fiir keine der untersuchten N-Terminus-Isoformen (mit 22, 58 oder 108 Q-Repeats)
eine zelltodférdernde Wirkung mittels Trypan-Blau-Test festgestellt werden. Dementsprechend vermuteten die
Autoren dieser Publikation bereits, dass eher C-terminal der PolyQ-Domine gelegene Proteinbereiche von
Ataxin-2 fiir dessen zytopathologische Effekte wichtig sein konnten.'”' Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten
Hefewachstumsanalysen bestétigten diese Sdugerzellstudie somit hinsichtlich des ausbleibenden zytotoxischen
Effekts des N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts. Sie lieferten jedoch dariiber hinaus auch erstmals den
prinzipiellen in vivo-Beweis dafiir, dass der Ataxin-2-C-Terminus in Eukaryonten tatsdchlich, wie zuvor
postuliert worden war, zytotoxisch wirken kann.

Eine anschlieBende  mikroskopische  Fokibildungsanalyse mit  galaktose-induzierbaren,  Redstar-
fluoreszenzmarkierten Spaltprodukt-Fusionsproteinen ergab auBlerdem, dass insbesondere der C-terminale
Ataxin-2-Abschnitt stark zur Fokibildung neigte. So konnten in allen diesbeziiglich untersuchten Proben in der
iiberwiegenden Mehrheit der Zellen die den C-Terminus exprimierten, zwischen zwei und drei Fluoreszenzfoki
detektiert werden. Diese waren zudem gelegentlich sehr groB, und konnten in diesen Fallen im Querschnitt

nahezu die Halfte der Gesamtzellfliche einnehmen (s. Abb. 4.2). Das N-terminale Redstar-markierte Ataxin-2-
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Spaltprodukt zeigte hingegen unter diesen Bedingungen nur sehr selten Fokibildung und war stattdessen in
nahezu allen N-Terminus exprimierenden Hefezellen diffus verteilt. Zusammengenommen fiihrten diese
Beobachtungen schlieflich zu der Hypothese, dass die zytotoxischen Effekte des Ataxin-2-C-Terminus in
Hefezellen durch dessen starke Fokibildung verursacht worden sein kénnten.

Auf dieser Grundlage wurde darauthin in weiteren mikroskopischen Analysen zudem die Lokalisation der
C-Terminus-Foki in den Hefezellen ndher charakterisiert, um so u. a. Hinweise dariiber zu erhalten, wie sie
mutmalBliche zytotoxische Effekte vermittelt haben konnten. Dabei wurden sie zum einen hinsichtlich ihrer
Kolokalisation mit Markern subzelluldrer Hefezellkompartimente und zum anderen beziiglich ihres

SG-Charakters untersucht. Von diesen Untersuchungen handeln die beiden folgenden Abschnitt.

5.1.1.1. Die Foki des Ataxin-2-C-Terminus kolokalisierten mit Markerproteinen diverser subzellulirer

Kompartimente

Zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts wurden zunichst
Kolokalisationsanalysen in einer Reihe von Hefestimmen durchgefiihrt, die RFP-markierte Zellkompartiment-
Marker chromosomal exprimierten.”®® Dabei handelte es sich um Marker fiir den Nukleolus (NOP56), den
Nukleus (NIC96), Spindelpolkdrper (SPC42), den Golgi-Apparat (ANP1), Liposomen (ERG6), COPII-Vesikel
(SEC13), Endosomen (SNF7), Peroxisomen (PEX3) und Aktin (SAC6).

Anders als in o.g. initialen Fokibildungs- und Wachstumsanalysen (s.v. Abs.) wurde dabei allerdings
entsprechend den hier gegebenen experimentellen Bedingungen kein Redstar- sondern ein GFP-markiertes
Fusionsprotein des Ataxin-2-C-Terminus untersucht. Da jedoch beide Fusionsproteine nahezu identisches
Fokibildungsverhalten zeigten konnte davon ausgegangen werden, dass dieses von der Art des Fluoreszenz-Tags
nicht beeinflusst wurde.

Ferner wurde in diesem Zusammenhang zu Vergleichs- und Kontrollzwecken zudem ein GFP-markierter
Ataxin-2-N-Terminus untersucht, dessen Fokibildungsverhalten dabei ebenfalls nahezu dem seines Redstar-
markierten Fusionsproteins aus o. g. Analysen entsprach (s. v. Abs.). Das bedeutet, dass auch der GFP-markierte
N-Terminus fast ausschlieBlich diffus in den Hefezellen verteilt vorlag. Allerdings konnte dariiber hinaus selbst
im Fall der selten beobachteten Foki des GFP-markierten N-terminalen Spaltprodukts keine Kolokalisation mit
irgendeinem der o. g. RFP-Markerproteine festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu zeigte das GFP-markierte C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt in diesen Experimenten
weitreichende Kolokalisation mit vier der neun untersuchten RFP-Markerproteine. Diese waren erstens der
Peroxisomenmarker PEX3, zweitens der Golgi-Apparat (GA)-Marker ANP1, drittens die Spindelpolkérper-
Komponente SPC42 und viertens das Kernporenkomplex-Proteins NIC96.

Diesbeziiglich sprechen frithere Untersuchungen besonders im Fall des GA-Markers ANP1 dafiir, dass dessen
Kolokalisation mit dem Ataxin-2-C-Terminus spezifisch war. So konnte in diesem Zusammenhang z. B. fiir
Zellen aus humanem, post-mortem Cortex-Gewebe demonstriert werden, dass deren Ataxin-2-Protein sich
infolge differentieller Zentrifugation in derselben subzelluldren Fraktion anreichert wie GA-spezifische Proteine.
Gleichzeitig konnte dort in Immunfluoreszenz (IF)-Analysen immortalisierter Primatenzellen (COS-1) Ataxin-2-
Kolokalisation mit dem GA-Marker Ergic58 festgestellt werden.'” Davon unabhingig konnte ferner auch in
Nagerzellen (PC12) Kolokalisation von Ataxin-2 mit dem Trans-Golgi-Netzwerk-Marker p230 beobachtet
werden, und dariiber hinaus zeigte sich in dieser Studie anhand von subzelluldren Fraktionierungen der murinen

Zellen ebenfalls eine Ataxin-2-Anreicherung in deren GA-Fraktion.'"®
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Dies ldasst vermuten, dass GA-spezifische Funktionen und Protein-Interaktionen des Ataxin-2 evolutionér
zwischen S. cerevisiae und humanen Zellen konserviert sein konnten. Diesbeziiglich sei jedoch darauf
hingewiesen, dass hier lediglich ein Ataxin-2-Spaltprodukt untersucht wurde. Um also genauere Aussagen zu
evolutiondr konservierten zelluldren Funktionen oder Aufenthaltsorten von Ataxin-2 in Hefezellen machen zu
konnen, wiére es ratsam die hier erzielten Ergebnisse zundchst mit vollstdindigem Ataxin-2-Protein zu validieren.
Neben diesen Verbindungen von Ataxin-2 zum GA, konnte dariiber hinaus in IF-Experimenten mit humanen
Zellen (HeLa) und Primatenzellen (COS-7) zudem eine Ataxin-2-Assoziation mit den ER-Markern Calreticulin
und Calnexin festgestellt werden. Aulerdem wurden in diesem Zusammenhang Maushirn-Homogenate einer
komplexen, differentiellen Zellfraktionierung unterzogen, die ergab, dass Ataxin-2 hauptsdchlich mit
Komponenten des rER kofraktionierte.”” Zudem ist dariiber hinaus von PEX3 bekannt, dass es zunichst als
integrales Protein in die ER-Membran eingebaut wird, und daraufthin die Knospung von Peroxisomen vermittelt.
Demnach konnte es sich bei den mit PEX3 kolokalisierenden Ataxin-2-C-Terminus-Foki, die in den hier
durchgefiihrten Kolokalisationsanalysen (s. 0.) beobachtet wurden, mdglicherweise zumindest teilweise um ER
lokalisiertes Spaltprodukt gehandelt haben. Wobei dessen Signal in diesem Fall eher unspezifisch mit dem des
PEX3-RFP kolokalisiert gewesen sein konnte. Dies sprache im Umkehrschluss jedoch fiir eine spezifische ER-
Lokalisation des Ataxin-2-C-Terminus, was unter den o. g. Einschrankungen zusétzlich auf eine evolutionér in
Hefe konservierte Wechselwirkung zwischen Ataxin-2 und dem ER hinweisen konnte. Da das C-terminale
Ataxin-2-Spaltprodukt allerdings insbesondere mit PEX3-RFP in besonders vielen Foki kolokalisierte, konnten
einige dieser Foki natiirlich auch Peroxisomen gewesen sein. Dariiber, ob Ataxin-2 in Saugerzellen mit
Peroxisomen kolokalisiert, ist jedoch nur wenig bekannt. Allerdings lieBen erste IF-Kolokalisationsanalysen mit
einem Katalase-Antikorper zumindest in HeLa-Zellen keine Peroxisomen-Lokalisation von Ataxin-2 erkennen,
was cher gegen eine spezifische Ataxin-2-C-Terminus-Kolokalisation mit den PEX3-positiven Hefe-
Peroxisomen spricht.'®

AuBlerdem sei hier erwéhnt, dass trotz der beobachteten Assoziation des Ataxin-2-C-Terminus mit dem GA-
Marker ANP1 und dem mutmaBlich teilweise ER-lokalisierten PEX3 fiir diesen keine Kolokalisation mit dem
COPII-Vesikel-Protein SEC13 beobachtet wurde. Eine Verbindung des Ataxin-2-C-Terminus zum ER-zu-GA-
Transport konnte somit also in den Hefezellen nicht hergestellt werden.

Davon abgesehen ldsst sich beziiglich der hier festgestellten Kolokalisation des C-terminalen Ataxin-2-
Abschnitts mit dem Hefe Kernporenkomplex-Protein NIC96 ebenfalls eine spezifische Assoziation vermuten.
Der Grund dafiir ist, dass bei Experimenten in Sdugerzellkultur bereits perinukledre Lokalisation von Ataxin-2
beobachtet wurde, welches demzufolge mit den Kernporen in Verbindung gestanden haben konnte.'" Allerdings
wurden diesbeziiglich bisher keine Kolokalisationsstudien durchgefiihrt, so dass noch unklar ist ob Ataxin-2 in
Saugerzellen tatsdchlich an den Kernporen lokalisiert ist. Es wére daher fiir folgende Experimente ratsam
zundchst zu evaluieren, ob insbesondere das humane NIC96-Ortholog Nup93 oder auch andere humane
Kernporenkomplex-Proteine mit Ataxin-2 kolokalisieren konnen.

Erwédhnenswert ist in diesem Zusammenhang auBerdem eine kiirzlich entdeckte Verbindung zwischen NIC96
und der H,O,-Stressantwort in Hefezellen, die durch NIC96-Deletion peroxidhypersensitiv wurden. Interessant
ist dies zum einen, da Ataxin-2 und sein Hefe-Ortholog PBP1 als SG-Bestandteile Teil der integrierten
Stressantwort sind, und zum anderen da in dieser Arbeit Kolokalisation des Ataxin-2-C-Terminus mit dem

0.)'60,101

Peroxisomen-Marker PEX3 gezeigt werden konnte (s. Man kann daher vermuten, dass Ataxin-2 ein

Verbindungsglied zwischen dem Nukleus bzw. Kernporenkomplexen und der zelluldren Peroxid-Stressantwort
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via Peroxisomen darstellen konnte. Die Analyse der trilateralen Beziehungen zwischen Ataxin-2, den
Kernporenkomplexen sowie Peroxisomen konnte somit ebenfalls ein vielversprechender Ansatz fiir
nachfolgende Untersuchungen zur zelluldren Ataxin-2-Funktion sein.

Eine weitere Verbindung des C-terminalen Ataxin-2-Abschnitts zur Kernperipherie kann zudem aus seiner
Kolokalisation mit dem Kernprotein des Spindelpolkorpers SPC42 geschlossen werden, da diese Struktur in die
Kernhiille von S. cerevisiae-Zellen integriert ist. Dort dient der Spindelpolkorper als einziges Mikrotubuli-
Organisationszentrum (MTOZ) der Hefezelle, und iibt somit wahrend der Karyokinese zudem die Funktion des
Hefe-Zentrosoms aus. Beziiglich des humanen Systems konnte das bedeuten, dass Ataxin-2 bzw. dessen
C-Terminus neben seiner mutmaBlichen Assoziation mit perinukledren Proteinen auch mit zytoplasmatischen
MTOZ interagieren konnte. Das ist besonders deshalb interessant, da Fehlfunktionen von Proteinen des
Mikrotubuli-Netzwerks bereits mit z. B. Tauopathien oder der Parkinson-Krankheit in Verbindung gebracht
wurden.’!' Aus diesem Grund wire es vermutlich sehr sinnvoll potentielle funktionelle Zusammenhinge
zwischen Ataxin-2 und Mikrotubuli sowie den MTOZ in weiterfiihrenden Experimenten néher zu untersuchen.
Schlielich sei dariiber hinaus erwidhnt, dass keine Kolokalisation zwischen einem der beiden Ataxin-2-
Spaltprodukte und SACG6 festgestellt werden konnte. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass ein fritherer Hefe-
Deletionsbank-Screen ergab, dass die SAC6-Deletion synthetische Letalitit in Ataxin-2 exprimierenden
Hefezellen induziert, was damit auf eine SAC6-Funktion als Inhibitor zellschddigender Einfliisse von Ataxin-2
im entsprechenden WT-Hefestamm hinwies.*® Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Kolokalisationsstudien
koénnten somit darauf hinweisen, dass diese SAC6-Funktion nicht durch dessen direkte Interaktion mit Ataxin-2
vermittelt wird. Allerdings wére es auch vorstellbar, dass vollstindiges Ataxin-2 aufgrund einer gegeniiber den
Spaltprodukten verdnderten Konformation dennoch mit SAC6 kolokalisieren bzw. interagieren konnte. Es
konnte sich also auch in diesem Fall anbieten in Folgeexperimenten zundchst die Kolokalisation von
vollstindigem Ataxin-2 mit SAC6 zu untersuchen, um die Art ihrer Wechselwirkung besser verstehen zu

konnen.

5.1.1.2. Die Ataxin-2-C-Terminus-Foki sind keine Stress-Granula und inhibieren zudem die Stress-Granula-

Assemblierung in Hefezellen.

Wie erwihnt sind Ataxin-2 in humanen Zellen und PBP1 in Hefezellen jeweils Bestandteil der dort gebildeten
Stress-Granula (SG), und sie fordern zudem in beiden Fillen die SG-Assemblierung.****'°"!%3 Deshalb wurde
hier auch untersucht, ob die beobachteten Foki des Ataxin-2-C-Terminus Hefe-SG gewesen sein konnten, wobei
gleichzeitig gepriift wurde, ob die zellulire SG-Bildung durch Expression eines der beiden Ataxin-2-
Spaltprodukte beeinflusst wird.

Dazu wurde in diesem Fall ein Hefestamm genutzt, der als SG-Marker GFP-markiertes PBP1 chromosomal
exprimierte, der sich jedoch ansonsten nicht von o.g. RFP-Markerprotein-Hefestimmen unterschied
(s. v. Abs.).”® Um dabei die Brauchbarkeit des PBP1-GFP-Stamms als SG-Markerstamm abzusichern, wurde er
allerdings zundchst unabhdngig von der Spaltprodukt-Expression untersucht. Diese Analysen zeigten, dass
sowohl Natriumazid (NaN;) als auch Hitze die Bildung von PBP1-GFP-Foki in diesem Stamm sehr effektiv
induzierten. AuBerdem wurde diese stressabhingige Fokibildung durch den SG-Assemblierungsinhibitor
Cycloheximid (CHX) unterdriickt, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass es sich bei den PBP1-GFP-
Foki um Hefe-SG handelte. Diese Ergebnisse bestitigten damit auch zwei frithere Studien, die zeigten, dass

PBP1 eine Komponente von hitze- bzw. NaN;-abhingigen Hefe-SG ist.'*''?
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Hinsichtlich der Foki des Ataxin-2-C-Terminus zeigte sich daraufhin, dass diese zwar meist mit PBP1
kolokalisierten, allerdings wurde die Bildung dieser kolokalisierenden Foki durch Hitze- oder NaN;-Stress nicht
verstirkt. Gleichzeitig fiihrte die Stressbehandlung jedoch zulr Zunahme von PBP1-GFP-Foki, die nicht mit
dem C-Terminus kolokalisiert waren, wobei dieser Effekt durch CHX-Behandlung inhibiert werden konnte.
Andererseits hatte CHX wiederum keinen Einfluss auf die Entstehung der mit dem C-Terminus
kolokalisierenden PBP1-Foki. Diese Beobachtungen lassen somit den Schluss zu, dass erstens die nicht mit den
C-Terminus-Foki kolokalisierenden PBP1-Foki tatsdchlich Hefe-SG waren, und dass zweitens die C-Terminus-
Foki sowie die damit kolokalisierenden PBP1-Foki keine SG darstellten, da diese stressunabhingig und CHX-
resistent waren. Ein weiteres Indiz fiir diese Annahme ist zudem, dass die Ataxin-2-C-Terminus Foki in diesen
und allen anderen diesbeziiglich hier durchgefiihrten Experimenten meist grofler waren als die im PBP1-GFP-
Stamm ohne Spaltproduktexpression (s. 0.) detektierten SG.

Zusétzlich sprechen weiterhin Ergebnisse aus mikroskopischen Untersuchungen der C-Terminus-Fokibildung in
einem DHH1-GFP-Stamm fiir diese Schlussfolgerung, die parallel zu den Experimenten im PBP1-GFP-Stamm
durchgefiihrt wurden (s. Abs. 4.1.4.). Auch in diesem Stamm konnte ndmlich zum einen festgestellt werden, dass
die Menge an C-Terminus-Foki, die nebenbei bemerkt oft mit DHH1-GFP kolokalisiert waren, in NaNs- oder
hitzebehandelten gegeniiber unbehandelten Proben nahezu unverédndert war. Zum anderen konnte auch in diesem
Fall die Bildung der Ataxin-2-C-Terminus-Foki durch CHX-Applikation nicht inhibiert werden.

Es bleibt daher festzuhalten, dass die Foki des Ataxin-2-C-Terminus vermutlich nicht infolge -einer
Stressreaktion auf die exogene Spaltproduktexpression entstanden sind, da ihr Fokibildungsverhalten nicht dem
herkdmmlicher Hefe-SG entsprach.

Die Untersuchungen zur Fokibildung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts im PBP1-GFP-Hefestamm
lieBen jedoch noch mehr erkennen. So konnte hier beobachtet werden, dass die Bildung echter, d. h.
stressabhéngiger und CHX-sensibler Hefe-SG vorrangig in Zellen ablief, die keine C-Terminus-Fokibildung
zeigten. Man kann also davon ausgehen, dass die Foki des C-terminalen Ataxin-2-Abschnitts einen
inhibierenden Einfluss auf die Bildung PBP1-positiver SG in S. cerevisiae hatten.

Wie erwdhnt wurde im Zuge dieser Analysen auflerdem das N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt hinsichtlich
Kolokalisation mit PBP1-GFP bzw. potentieller Effekte auf die SG-Bildung untersucht. Diesbeziiglich konnte
jedoch weder Kolokalisation zwischen dem N-Terminus und PBPI-GFP noch ein Effekt der
Spaltproduktexpression auf die SG-Bildung festgestellt werden. Dabei fiel allerdings generell auf, dass das
N-terminale Spaltprodukt in diesem Fall sehr viel hdufiger Foki bildete als in den vorherigen Fokibildungs- bzw.
Kolokalisationsanalysen. Dies lag sehr wahrscheinlich daran, dass die exogene Spaltproduktexpression in den
SG-Bildungsanalysen anders als zuvor konstitutiv und nicht galaktose-induziert ablief. Dadurch war in diesem
Fall kein Wechsel der C-Quelle auf Galaktose notig, und die Zellen befanden sich dementsprechend wihrend des
gesamten Experiments in glucosehaltigem Medium. Daraus lésst sich schlieBen, dass die schwache Fokibildung
des N-terminalen Spaltprodukts sowie moglicherweise auch dessen ausbleibende Zytotoxizitit in den
vorangegangenen Analysen vermutlich eine Folge der Verwendung von Galaktose als C-Quelle waren. Es 1ésst
sich somit festhalten, dass das in den GFP-Markerproteinstimmen beobachtete Fokibildungsverhalten des
konstitutiv exprimierten, Redstar-markierten Ataxin-2-N-Terminus (d. h. hdufige Fokibildung) als dessen
Standard-Fokibildungsverhalten in Hefezellen angesehen werden kann und sollte. Die Fokibildung des Ataxin-2-
N-Terminus konnte allerdings wie im Fall des C-Terminus weder im PBP1- noch im DHH1-GFP-Stamm durch

CHX inhibiert werden, was bedeutet, dass auch die N-Terminus-Foki keine Hefe-SG waren.
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5.1.2. Mogliche Ursachen fiir die zytotoxische Wirkung des C-terminalen Ataxin-2-

Spaltprodukts in Hefe

Die konsistentesten und auffalligsten Ergebnisse o. g. Experimente in S. cerevisiae waren also zum einen die
hohe Zytotoxizitdt des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts und zum anderen dessen starke Neigung zur
Fokibildung. Daraus entstand die Hypothese, dass die Foki des Ataxin-2-C-Terminus dessen zytotoxische
Effekte vermittelt haben konnten.

Dafiir sprechen auch Ergebnisse hier ebenfalls durchgefiihrter Untersuchungen in Hefe-Deletionsstimmen.
Dabei hatte sich ndmlich gezeigt, dass die Gendeletionen der Deadenylasekomplex-Komponenten POP2 und
CCR4 die toxischen Auswirkungen der Ataxin-2-C-Terminus-Expression verstirkten. Zusitzlich ergab eine
quantitative, mikroskopische C-Terminus-Fokibildungsanalyse in den Deletionsstimmen APOP2 und ACCR4,
dass in beiden Stdmme signifikant mehr C-Terminus-Foki gebildet wurden als im WT-Stamm. Dies liefl
vermuten, dass die gegeniiber dem WT-Stamm erhohte Fokibildung des Ataxin-2-C-Terminus in den
Deletionsstimmen ursichlich fiir den beobachteten, verstarkenden Einfluss der POP2- oder der CCR4-Deletion
auf die C-Terminus-Zytotoxizitit war.

In diesem Zusammenhang bestand allerding ferner die Moglichkeit, dass eine gegeniiber dem WT-Stamm
verdanderte PB- oder SG-Bildung in den Deletionsstimmen ebenfalls Einfluss auf die zytotoxische Wirkung des
Ataxin-2-C-Terminus gehabt haben konnte. Es war ndmlich bereits bekannt, dass sowohl POP2 als auch CCR4
Komponenten von Hefe-PB sind, so dass durchaus denkbar war, dass sich deren Deletion auf die Assemblierung
von PB oder SG auswirken konnte.'”

Deshalb wurde in weiteren quantitativen Analysen auch die PB- und SG-Bildung in den Deletionsstimmen im
Vergleich zum WT-Stamm untersucht. Dabei konnte allerdings weder in unbehandelten noch in NaNj;- oder
hitzebehandelten Zellen ein Einfluss der Deletionen auf die PB-Bildung festgestellt werden, was anhand des sehr
spezifischen PB-Markers EDC3 beurteilt wurde. Analog dazu zeigten SG-Bildungsanalysen unter Nutzung des
spezifischen SG-Markers PUBI ebenfalls keine deletionsabhéngigen Einfliisse auf die SG-Assemblierung unter
Standard- oder Stressbedingungen (NaNjs, Hitze). Somit konnte ein potentieller Effekt einer durch POP2- oder
CCR4-Deletion verursachten, anormalen PB- oder SG-Bildung als Ursache fiir die o. g. deletionsabhiangige
Verstirkung der Zytotoxizitdt des Ataxin-2-C-Terminus ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse stehen damit
im Einklang mit denen einer fritheren Studie, in der u. a. auch der Einfluss der POP2- und CCR4-Deletionen auf
die PB-Bildung untersucht wurde. Dort hatte sich ndmlich ebenfalls gezeigt, dass der Funktionsverlust von POP2
oder CCR4 die PB-Assemblierung nicht bzw. nur minimal beeinflusste.'” Dadurch wird jedoch auBerdem o. g.
Vermutung unterstiitzt, nach der die Foki des Ataxin-2-C-Terminus dessen zytotoxische Effekte in Hefezellen
vermittelt haben kdnnten.

Auf welche Art dies genau geschehen sein kdnnte ist jedoch nicht bekannt. Allerdings geben einige der hier
durchgefiihrten Analysen Grund zu der Annahme, dass die C-Terminus-Foki moglicherweise via eines
priondhnlichen Mechanismus zytotoxisch in den Hefezellen gewirkt haben kdnnten.

Ein erster Hinweis darauf stammte dabei aus Untersuchungen zu modifizierenden Effekten der POP2- bzw.
CCR4-Deletion auf Toxizitdt und Aggregationsverhalten von TDP-43 in einem humanisierten S. cerevisiae-
Modell. Diese ergaben ndmlich zum einen, dass die zytotoxische Wirkung von TDP-43 &hnlich der von exogen
exprimiertem Ataxin-2-C-Terminus durch beide Gendeletionen gesteigert werden konnte. Zum anderen zeigte

sie jedoch zusitzlich, dass auch die Fokibildung von TDP-43-GFP in den Deletionsstimmen APOP2 und
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ACCR4 im Vergleich zum WT-Stamm sichtbar verstidrkt war, was ebenso auch auf die Fokibildung des
Ataxin-2-C-Terminus zutraf. Somit verhielt sich TDP-43 demnach in beiden Deletionsstimmen gleich in
zweifacher Hinsicht wie das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt.

Unabhingig davon konnte zudem bereits gezeigt werden, dass TDP-43 priondhnlichen Charakter hat, was
insgesamt vermuten lieB, dass dies ebenso auf den Ataxin-2-C-Terminus zutreffen konnte.'®'

Dies gab Anlass dazu ein paarweises lokales Protein-Sequenzalignment des Ataxin-2-C-Terminus und TDP-43
durchzufiihren, um herauszufinden ob der C-Terminus Sequenzen enthélt, die der prionartigen Doméne des
TDP-43 dhneln. Dafiir wurde das WATER-Alignment-Werkzeug des Europdischen Bioinformatik Instituts (EBI)
verwendet, das den Smith-Waterman-Algorithmus nutzt, um das fiir die untersuchten Sequenzpaare jeweils am
besten iibereinstimmende lokale Sequenz-Alignments zu berechnen.*'**”

Interessanterweise ergab diese Analyse, dass die Sequenz des Ataxin-2-C-Terminus mit der von TDP-43
besonders gut in einem Bereich iibereinstimmte, der einen Grofteil der prionartigen Doméne des TDP-43
abdeckte (s. Abb. 5.1A). Die dabei ermittelte Ahnlichkeit dieser Sequenzen lag bei 33,8 %, wobei sie dariiber

hinaus zu 22,7 % identisch waren (s. Anhang 2).
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Abb. 5.1 Lokale paarweise Sequenzalignments des Ataxin-2-C-Terminus mit verschiedenen prionartigen Proteinen.
(A) Graphische Darstellung der Alignments krankheitsassoziierter Proteine mit dem C-Terminus unter Verwendung des
WATER-Alignment-Werkzeugs (Substitutionsmatrix: EBLOSUMG62). Die schraffierten Fldchen entsprechen Bereichen mit
hoher Sequenzdhnlichkeit, deren Grenzen ebenfalls angegeben sind (unterschiedliche Schraffuren dienen lediglich der
besseren Anschaulichkeit mehrfach {iberlappender Regionen). Die roten Rahmen entsprechen den in (C) abgebildeten
alignten Sequenzen (B) wie (A) jedoch sind Alignments des C-Terminus mit SG-Kernkomponenten dargestellt
(gelb: prionartige Doménen, orange: PAM2-Motiv, blau: Teil der LsmAD-Doméne d. Ataxin-2) (C) Mit Hilfe der LALIGN-
Anwendung alignte Sequenzbereiche des Ataxin-2-C-Terminus und der prionartigen Doméne von TDP-43 die signifikante
Ahnlichkeit zeigten (s. rote Rahmen in (A)). (Substitutionsmatrix: PAM120)
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurden weitere paarweise, lokale Sequenzalignments vorgenommen, bei denen der
Ataxin-2-C-Terminus mit anderen bekannten prionartigen Proteinen verglichen wurde. Dabei wurden zum einen
Sequenzen von Krankheitsproteinen mit prionartigen Doménen (EWSR1, FUS/TLS, hnRNPA1 und das Prion-
Protein) und zum anderen die zweier SG-Proteine (TIA-1, TIAR) mit der C-Terminus-Sequenz alignt.181 So
sollte gepriift werden, ob der C-terminale Ataxin-2-Abschnitt auch Sequenzen aufweist, die den prionartigen
Doménen dieser Proteine &hneln.

Dabei konnte festgestellt werden, dass die Sequenz des Ataxin-2-C-Terminus auch in allen o.g. Fillen
besonders gut mit Bereichen der prionartigen Doménen der untersuchten Krankheits- bzw. SG-Proteine
iibereinstimmte (s. Abb. 5.1A & B). Dabei war insbesondere der dem TIA-1-Protein &hnliche Bereich des
Ataxin-2-C-Terminus sehr weit ausgedehnt und deckte fast das komplette TIA-1-Protein ab. Dem gegeniiber
waren die Ahnlichkeiten zum Prion-Protein und zum hnRNPA1-Protein auf relativ kurze Sequenzabschnitte
beschrinkt. Gleichwohl war die Ubereinstimmung der Sequenzen mit dem Ataxin-2-C-Terminus speziell im Fall
der Krankheitsproteine FUS/TLS und EWSR1 besonders weitreichend und zudem auch relativ genau. So konnte
im Fall des FUS-Proteins eine Identitdt zur C-Terminus-Sequenz von 23,8 % und fiir das EWSR1-Protein ein
entsprechender Wert von 25,6 % ermittelt werden (s. Anhang 2).

Diese Analysen zeigten also, dass verschiedene Bereiche der Ataxin-2-C-Terminus-Sequenz besonders gut mit
Teilabschnitten prionartiger Doménen unterschiedlicher priondhnlicher Proteine iibereinstimmen. Um ferner
jedoch auch Aussagen iiber die Signifikanz der beobachteten Sequenzidhnlichkeit zwischen TDP-43 und dem
Ataxin-2-C-Terminus machen zu kdnnen, wurde ein weiteres lokales Sequenzalignment mit Hilfe der LALIGN-
Anwendung durchgefiihrt. Diese basiert auf einem Algorithmus von Huang und Miller und berechnet lokale
nicht iiberlappende Alignments, wobei auch Zufallswahrscheinlichkeiten fiir die alignten Sequenzabschnitte
ausgegeben werden.?”**%

Bei diesen Analysen konnte festgestellt werden, dass ein 85 Aminosduren umfassender Sequenzbereich des
Ataxin-2-C-Terminus 70 % Ahnlichkeit zu einem nahezu gleich langen Abschnitt der TDP-43-Sequenz aufwies
(s. Abb. 5.1A roter Rahmen & C). Dabei betrug die Zufallswahrscheinlichkeit fiir dieses Alignment p = 0,02, so
dass die Sequenzihnlichkeit als signifikant angesehen werden kann (s. Anhang 2). Diesbeziiglich entsprachen
die mit LALIGN alignten Sequenzabschnitte zudem Teilbereichen der bereits mit der WATER-Anwendung
(s. 0.) als dhnlich erkannten Sequenzen von TDP-43 und dem Ataxin-2-C-Terminus. Das bedeutet auch in
diesem Fall betraf die Sequenzihnlichkeit besonders einen Grofiteil der prionartige Doméne des TDP-43.
Insgesamt sprachen die hier beschriebenen Sequenzalignment somit dafiir, dass der Ataxin-2-C-Terminus
dhnlich dem TDP-43-Protein prionartigen Charakter haben konnte. Demzufolge konnte er also seine
Zytotoxizitét in S. cerevisiae iber die Bildung prionartiger Akkumulationen vermittelt haben, die in diesem Fall
den beobachteten C-Terminus-Foki entsprechen wiirden.

Diesbeziiglich sind ferner auch o.g. Mikroskopie-Analysen (s.v. Abs.) interessant, die zeigten, dass die
Ataxin-2-C-Terminus-Foki zwar mit PBP1-GFP kolokalisierten gleichzeitig aber keine Hefe-SG darstellten, und
dass ihr Vorhandensein zudem die SG-Bildung storte. Diese Ergebnisse lieBen ndmlich darauf schliefen, dass
die C-Terminus-Foki in diesem Fall PBP1-GFP sequestriert und auf diese Weise die SG-Bildung inhibiert haben
konnten. Dies ist hier deshalb interessant, da kiirzlich postuliert wurde, dass intrinsisch ungeordnete Proteine wie
z. B. prionogene Proteine toxische Effekte vermutlich hauptséchlich durch Retention diverser Faktoren in von

314

ihnen gebildeten Proteinakkumulationen vermitteln.”” Nimmt man also verniinftigerweise an, dass das

C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt seinen inhibitorischen Einfluss auf die SG-Bildung tatsédchlich via PBP1-
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Sequestrierung ausgeiibt hat, wire dies wiederum ein weiteres Indiz dafiir, dass das C-terminale Spaltprodukt
einen prionartigen Charakter besitzt.

In diesem Zusammenhang konnten dariiber hinaus zudem Ergebnisse aus Untersuchungen zu toxischen Effekten
des Hefe-Prion-Proteins RNQI in S. cerevisiae bedeutsam sein. Bei diesen konnte namlich festgestellt werden,
dass SPC42 in RNQ1-positiven, unldslichen Proteinablagerungen sequestriert wird, was die Spindelbildung und
die Zellteilung kompromittierte und dadurch zytotoxisch wirkte. Dieser Effekt konnte zudem durch
Uberexpression von SPC42 gemildert werden, was fiir seine Spezifitit spricht.’'> Da nun in o. g. Mikroskopie-
Studien wie erwdhnt gezeigt werden konnte, dass die Ataxin-2-C-Terminus-Foki mit SPC42 kolokalisieren
(s. Abs. 5.1.1.1.) konnte somit, vorausgesetzt der C-Terminus bildet tatsdchlich prionartige Akkumulationen, ein
dhnlicher SPC42-Sequestrierungsmechanismus zur toxischen Wirkung dieses Spaltprodukts beigetragen haben.
Insgesamt lésst sich also festhalten, dass wahrscheinlich insbesondere die effiziente Fokibildung des Ataxin-2-
C-Terminus zu dessen starker zytotoxischer Wirkung in Hefezellen gefiihrt haben kdnnte. Diesbeziiglich
sprechen die o.g. Ergebnisse auBlerdem dafiir, dass die C-Terminus-Foki mdglicherweise prionartigen
Akkumulationen dhneln und ihre zytotoxischen Effekte dementsprechend analog zu prionartigen Proteinen (v. a.
TDP-43) vermittelt haben kdnnten.

Ferner hatte sich bei den Untersuchungen in S. cerevisiae zudem herausgestellt, dass grundsétzlich beide
Spaltprodukte zytoplasmatische Foki bilden koénnen. Deshalb wurden die Spaltprodukte zusétzlich in
HeLa-Zellen analysiert, um mehr iiber ihre Lokalisation und Fokibildung in einem humanen Zellsystem zu

erfahren.

5.2. Studien zur subzellulidren Lokalisation und zur Fokibildung zweier

physiologischerAtaxin-2-Spaltprodukte in humanen Zellen

Wie beschrieben zeigte insbesondere das C-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt im Hefemodell deutliche toxische
Effekte, eine hohe Fokibildungsneigung sowie Kolokalisation mit diversen Hefeproteinen, von denen viele auch
humane Orthologe besitzen. Dem gegeniiber war die Fokibildung des N-terminalen Spaltprodukts in Hefe
offenbar abhingig von den experimentellen Bedingungen, so dass lediglich glucosereguliert exprimierter
N-Terminus Foki bildete. Dennoch konnte somit demonstriert werden, dass beide Spaltprodukte in S. cerevisiae
grundsitzlich zur Fokibildung féhig sind.

Aus diesem Grund wurden zusidtzlich IF-Mikroskopiestudien in HeLa-Zellen unternommen, in denen
iiberexprimierte, Myc-markierte Ataxin-2-Spaltprodukte hinsichtlich ihrer Fokibildung und Kolokalisation mit

subzelluldaren Markern untersucht wurden.

5.2.1. Der Ataxin-2-C-Terminus bildet verschiedene Arten zytoplasmatischer Foki in

HeL a-Zellen

Im Hinblick auf die Fokibildung des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts fiel zunédchst besonders auf, dass
dieses zwei morphologisch sehr unterschiedliche Arten zytoplasmatischer Fluoreszenzfoki in HeLa-Zellen
bildete. So zeigte es einerseits in einem durch Arsenit-Stress erhohbaren Anteil transfizierter Zellen relativ
kleine, isometrische Foki die zudem mit TIAR kolokalisierten, was insgesamt dafiir spricht, dass es sich dabei

um SG gehandelt hat. In diesen Féllen entsprach die Fokibildung des C-Terminus somit der von vollstindigem
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Ataxin-2, welches bereits in fritheren Studien sowie in den hier durchgefiihrten Untersuchungen als
SG-Bestandteil in humanen Zellen identifiziert werden konnte (s. Abb. 4.13.).%%6>2¢2

Andererseits wurden jedoch ebenso filamentdse C-Terminus-Strukturen in einem von Stress unbeeinflussten
Anteil der Spaltprodukt iiberexprimierenden HeLa-Zellen (=25 %) detektiert, deren Existenz zudem mit
ausbleibender SG-Assemblierung in den betroffenen Zellen assoziiert war. Die Filamentbildung war dabei ferner
eine exklusive Eigenschaft des C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts, wodurch dieses sich sowohl von
vollstindigem Ataxin-2 als auch vom physiologischen Ataxin-2-N-Terminus unterschied.

Allerdings dhnelten die filamentdsen C-Terminus-Foki aufgrund dieser Eigenschaften umso mehr jenen C-
Terminus-Foki, die im S. cerevisiae-Modell beobachtet worden waren, da auch deren Bildung stressunabhéngig
war und zudem die Hefe-SG-Assemblierung storte (s. Abb. 4.8B). Diesbeziiglich war aulerdem interessant, dass
in Kolokalisationsanalysen mit Markerproteinen subzelluldrer Kompartimente eine Assoziation der C-Terminus-
Filamente mit dem Mikrotubuli-Marker B-Tubulin in HeLa-Zellen erkannt werden konnte (s. Abb. 4.11). Diese
Beobachtung stellte ndmlich in gewisser Weise ebenfalls eine Parallele zu o. g. Ergebnissen der Untersuchungen
zur subzelluldren C-Terminus-Lokalisation in Hefe dar. Diese Aussage bezieht sich dabei auf die in Hefezellen
festgestellte Kolokalisation der C-Terminus-Foki mit SPC42, das eine zentrale Komponente hefespezifischer
Spindelpolkorper ist, die ihrerseits als die einzigen Mikrotubuli-Organisationszentren von Hefezellen gelten.
Demzufolge kolokalisierten also sowohl die Filamente des Ataxin-2-C-Terminus in humanen Zellen als auch die
in S cerevisiae beobachteten C-Terminus-Foki mit Komponenten des Mikrotubuli-Netzwerks.
Zusammengefasst ldsst sich somit sagen, dass von den beiden Arten morphologisch unterscheidbarer Ataxin-2-
C-Terminus-Foki, die in den HeLa-Zellen gebildet worden waren insbesondere die filamentdsen Foki den in
Hefezellen beobachteten C-Terminus-Foki relativ dhnlich waren.

Dies konnte zudem bedeuten, dass, sollte o. g. Hypothese zutreffen nach der v.a. die Foki des Ataxin-2-
C-Terminus dessen Zytotoxizitdt in Hefezellen vermittelt haben kdnnten, auch die C-Terminus-Filamente in
humanen Zellen &hnlich zellschddigend wirken kdnnten. Fiir eine derartige Wirkung der C-Terminus-Filamente
spricht jedenfalls, dass deren Bildung in nahezu allen Féllen mit apoptotischen Zellverdnderungen einherging.

So zeigten filamentbildende Zellen zum einen Anzeichen fiir Chromatinkondensation und in einigen Fillen
zudem fragmentierte Nuklei. Zum anderen waren ihre Zellkorper oft arm an Filopodien und im Vergleich zu
untransfizierten Zellen abgerundeter, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass diese Zellen apoptotisch
waren. Dabei schien die Filamentisierung zudem urséchlich fiir die Apoptose oder zumindest ein sehr friihes
apoptotisches Ereignis gewesen zu sein, was daraus geschlossen werden konnte, dass in einer duflerst geringen
Anzahl filamentbildender Zellen keine bzw. noch keine der o. g. apoptotischen Merkmale festgestellt werden
konnten. Insgesamt liegt daher die Vermutung nah, dass die Bildung der filamentosen Ataxin-2-C-Terminus-
Strukturen in HeLa-Zellen pro-apoptotisch gewirkt haben kdnnte. Eine eingehende Charakterisierung der
C-Terminus-Filamente wire somit, besonders im Hinblick auf die o. g. Ahnlichkeiten zwischen ihnen und den
C-Terminus-Foki in Hefezellen, vermutlich ein sehr vielversprechender Ansatz fiir zukiinftige Experimente.

Es sei jedoch an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass der Ataxin-2-C-Terminus lediglich in etwa
einem Viertel der {iiberexprimierenden Zellen filamentose Strukturen bildete. Die Filamentbildung war
demzufolge nicht allein von der Spaltprodukt-Uberexpression abhiingig, was darauf hindeutet, dass sie von
weiteren unbekannten Faktoren beeinflusst wurde. Somit kdnnte auch deren Identifizierung ein sinnvolles Ziel

fiir nachfolgende Untersuchungen beziiglich des physiologischen C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts sein.
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Abgesehen von den grade beschriebenen Ergebnissen der IF-Mikroskopiestudien, die v. a. mit der Fokibildung
des Ataxin-2-C-Terminus in Verbindung standen, konnte dabei jedoch noch eine weitere, von der Fokibildung
unabhingige Beobachtung gemacht werden. Diesbeziiglich hatte sich ndmlich gezeigt, dass die blofe
Uberexpression des Ataxin-2-C-Terminus in den HeLa-Zellen zur Inhibition der Bildung von sowohl DDX6- als
auch DCP1-positiven PB fiihrte. Darin entsprach das Verhalten des Spaltprodukts somit dem von vollstindigem
Ataxin-2, das bei Uberexpression ebenfalls die PB-Bildung inhibiert, wie eine frithere Studie bereits gezeigt
hatte.®

Insgesamt bleibt somit festzuhalten, dass sich tiberexprimierter Ataxin-2-C-Terminus in HeLa-Zellen hdufig wie
vollstindiges Ataxin-2 verhielt, indem er z. B. mit TIAR-positiven SG kolokalisierte oder die PB-Bildung storte.
Er war allerdings zudem in der Lage aufgrund noch unbekannter auslésender Faktoren in einigen Zellen
filamentartige Strukturen auszubilden, die im Fall des vollstindigen Proteins sowie des N-terminalen Ataxin-2-
Spaltprodukts nicht beobachtet wurden. Diese Filamente kolokalisierten dabei mit B-Tubulin und TIAR,
verhinderten die SG-Bildung und waren zudem sehr hédufig mit apoptotischen Zellverdnderungen assoziiert,

weshalb man annehmen kann, dass sie moglicherweise zellschdadigende Effekte haben konnten.

5.2.2. Das N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt zeigte nukleire Lokalisation und bildete
zytoplasmatische Foki in HelLa-Zellen

Hinsichtlich der Lokalisationsanalysen des N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts war v.a. ein Ergebnis
besonders bemerkenswert. Dies war die Beobachtung, dass der physiologische Ataxin-2-N-Terminus nicht nur
zytoplasmatisch sondern zudem auch nukleér lokalisiert war, was auf einen fiir dieses Spaltprodukt spezifischen
Kernimportmechanismus hinweist.

Dieser Befund war zunichst {iberraschend, da er in Kontrast zu Ergebnissen einer fritheren IF-Mikroskopiestudie
in der Sdugerzelllinie COS-1 stand, bei der ebenfalls die Lokalisation des physiologischen Ataxin-2-N-Terminus
untersucht wurde. Dort konnte ndmlich weder fiir eine auf 58 Q-Repeats expandierte noch fiir eine nicht
expandierte Variante des N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts nukledre Lokalisation festgestellt werden.'?'
Zusitzlich wurde bisher in keiner Studie, in der funktionelle Ataxin-2-Doménen oder Sequenzmotive analysiert
wurden, ein konventionelles nukleédres Lokalisationsignal (NLS), d. h. eine Kernimport-Erkennungssequenz im
Ataxin-2 identifiziert,”*>>%8¢316

Diesbeziiglich gibt es jedoch einige Untersuchungen, die zumindest fiir eine prinzipiell mogliche
Kernlokalisation von vollstindigem Ataxin-2 oder dessen N-Terminus sprechen. So konnte Ataxin-2 zum
Beispiel bereits als transkriptioneller Koregulator von ZBRK1 identifiziert werden, und lie sich ferner mit
diesem aus nukledren HeLa-Zellextrakten ko-immunoprézipitieren. Zusétzlich wurde dabei auch mikroskopisch

317 Weitere

eine nukledre Kolokalisation beider Proteine in humanen Osteosarkom- und HeLa-Zellen festgestellt.
Untersuchungen zeigten zudem, dass Ataxin-2 sowie sein PolyQ-tragender N-terminaler Proteinbereich in PC12-
Zellen ebenfalls teilweise nukledr lokalisiert sein kdnnen, und dass dort aulerdem ein Transport des Ataxin-2-

N-Terminus in den Nukleus stattfindet.>'®

Dariiber hinaus konnte in D. melanogaster demonstriert werden, dass
dAtx2 die Toxizitdt von pathogenem humanem Ataxin-1 beeinflusst, was dabei zudem von einer Relokalisation
des Ataxin-2-Homologs in den Nukleus abhing.’"® SchlieBlich wiesen auBerdem mikroskopische
Untersuchungen von SCA2-Patientengewebe darauf hin, dass Ataxin-2 auch dort in einigen Zelltypen nukledr

lokalisiert sein kann.'®
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Da allerdings wie erwédhnt im Ataxin-2 bislang keine konventionelle NLS-Sequenz identifiziert wurde, war
unklar wie genau die N-terminalen Spaltprodukte in den Nukleus gelangt sein kdnnten. Dazu sei jedoch gesagt,
dass das Vorhandensein eines NLS im Ataxin-2 seit der Verdffentlichung o. g. diesbeziiglicher Studien nicht
erneut evaluiert wurde, trotz dem wéhrenddessen viele neue und optimierte, bioinformatische Anwendungen
entwickelt wurden um NLS-Sequenzen vorauszusagen. Dies wurde deshalb hier nachgeholt, um mehr Klarheit

iiber die Existenz von Kernimportsequenzen im Ataxin-2-Protein zu erhalten.

5.2.2.1. Identifikation einer unkonventionellen Kernimportsequenz im N-terminalen Ataxin-2-Abschnitt

mittels eines NLS-Prognose-Werkzeugs

Zur Untersuchung der Ataxin-2-Proteinsequenz hinsichtlich moglicherweise noch unentdeckter,
unkonventioneller NLS-Motive (s.v. Abs.), wurde hier das internetbasierte NLS-Prognose-Werkzeug
NLStradamus genutzt. Dieses verwendet zur NLS-Voraussage ein Hidden-Markov-Modell, das grundsétzlich
von zwei unterschiedlichen Sequenzmotiv-Zustdnden ausgeht, d. h. einem basalen und einem NLS-artigen.
Dabei ist letzterer v. a. durch einen hohen Lysin- und Asparagin-Anteil gekennzeichnet, einer Eigenschaft, die
viele bekannte NLS-Motive gemeinsam haben, und die hier zur Bestimmung des NLS-Charakters der
untersuchten Sequenzen diente. Aulerdem sorgt die Einbeziehung eines variablen Grenzwertes in NLStradamus
fir ein Optimum an echt-positiven Ergebnissen, was in initialen NLS-Prognose-Studien beziiglich bekannter
NLS-Sequenzen demonstriert worden war. Insgesamt war NLStradamus damit zur Prognose neuartiger NLS-
Motive v.a. aufgrund seiner konsensussequenz-unabhingigen Grundlage anderen Anwendungen wie z. B.
PSORT vorzuzichen.”’®

Die grafische Darstellung der Ergebnisse der NLStradamus-Prognose ist in Abb. 5.2. zu sehen, und man kann
dort gut erkennen, dass insgesamt drei Ataxin-2-Sequenzmotive mit relativ groler Wahrscheinlichkeit als NLS
fungieren konnten. Dies waren zum einen ein distal N-terminal gelegenes Motiv (AS: 29 —45), das im
Folgenden als preNLS1 (von engl. predicted NLS1) bezeichnet wird, sowie zwei zentral gelegene
Sequenzmotive, die preNLS2 (AS: 583 — 598) und preNLS3 (AS: 621 — 632) genannt wurden. Dabei lagen die
berechneten NLS-Wahrscheinlichkeiten von preNLS2 und preNLS3 allerdings nur leicht {iber dem gewéhlten
Grenzwert von 0,6. Wohingegen die NLS-Wahrscheinlichkeit von preNLSI relativ hoch war und maximal einen
Wert von ca. 0,8 erreichte. Zudem befanden sich preNLS2 und preNLS3 im Bereich des hier auch untersuchten
physiologischen Ataxin-2-C-Terminus, der in o. g. Experimenten nicht im Nukleus detektiert werden konnte

(s. Abs. 4.2). Somit war davon auszugehen, dass diese Sequenzen in vivo nicht als NLS-Motive funktionell sind.

553, S95 621 632
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Abb. 5.2 Prognose mutmaBlicher Kernimportsequenzmotive im Ataxin-2 mit Hilfe der NLStradamus-Anwendung.
Die Berechnungen beruhten auf einem statischen Zwei-Zustands-Hidden-Markov-Modell, wobei entsprechend der Software-
Entwickler-Empfehlung zur Ergebnisoptimierung ein Prognosewahrscheinlichkeits-Grenzwert von 0,6 genutzt wurde
(s. rote Linie).  (Ordinate: Wahrscheinlichkeitswerte  (eine  Skaleneinheit entspricht 0,1); Abszisse: Aminosdure-
Sequenzposition)
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Demgegeniiber war die hohe NLS-Wahrscheinlichkeit von preNLS1, die innerhalb der Sequenz des
N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts lag, ein Indiz dafiir, dass diese tatsdchlich als NLS fungieren und als
solche einen N-Terminus-Kernimport vermittelt haben kdnnte. Dies wire damit eine plausible Erklérung fiir die
beobachtete, nukledre Lokalisation des physiologischen Ataxin-2-N-Terminus in o. g. Mikroskopieanalysen
(s. Abs. 4.2).

Insgesamt ldsst sich also festhalten, dass N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukte und moglicherweise auch
vollstidndiges Ataxin-2 prinzipiell iiber die hier entdeckte preNLS1 durchaus in den Nukleus transportiert werden
konnten. Auflerdem wire diesbeziiglich denkbar, dass das preNLS1-Motiv im vollstdndigen Ataxin-2 sterisch
blockiert sein und erst durch caspasevermittelte Spaltung zuginglich werden konnte. Dies wiirde auch erkléren,
warum nur der N-Terminus jedoch nicht vollstindiges Ataxin-2 in o. g. Untersuchungen nukleér lokalisiert war
(s. Abs. 4.2). Es sei jedoch betont, dass diese Hypothesen darauf basieren, dass preNLS1 in vivo tatsdchlich als
NLS-Motiv funktionell ist, was zunédchst nachgewiesen werden miisste und sollte.

Der Grund fiir die festgestellte Relokalisation N-terminaler Ataxin-2-Spaltprodukte in den Nukleus, ist allerdings
derzeit noch unklar. Er konnte jedoch moglicherweise im Schutz der Zelle vor potentiell zellschddigenden
Einfliissen einer hypothetischen caspase-abhéngigen Ataxin-2-Spaltung liegen. Es konnte ndmlich bereits fiir
einige andere PolyQ-Proteine gezeigt werden, dass diese mit Proteinen des Ubiquitin-Proteasom-Systems im
Nukleus kolokalisieren und dort zudem auch proteasomal abgebaut werden, was entsprechend die
zellschddigenden Effekte der PolyQ-Proteine reduziert. Dagegen, dass dies fiir nukledren Ataxin-2-N-Terminus
zutrifft, spricht allerdings, dass in diesen Féllen mikroskopisch sichtbare nukledre Foki detektiert wurden, in
denen der proteasomale PolyQ-Protein-Abbau mutmaBlich stattfand.””® Eine Beobachtung die hier im Fall von
nukleér lokalisiertem Ataxin-2-N-Terminus nicht gemacht werden konnte.

Unabhéngig davon ob N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukte im Nukleus abgebaut werden oder nicht, konnte
jedoch deren Kernimport, allein durch Minimierung der zytoplasmatischen N-Terminus-Konzentration,
zellschiitzend wirken. Die hier durchgefiihrten Analysen zeigten ndmlich, dass ausschlieBlich zytoplasmatisch
lokalisierter N-Terminus Foki bildete und zelluldre Prozesse beeinflusste, was dafiir spricht, dass mutmaBliche,
zellschddigende Einfliisse hauptsichlich von zytoplasmatisch lokalisiertem N-Terminus vermittelt werden
konnten. Eine Hypothese die auch von weiteren Ergebnissen der Mikroskopie-Analysen zur Lokalisation und

Fokibildung des physiologischen Ataxin-2-N-Terminus unterstiitzt wird, die im Folgenden erdrtert werden.

5.2.2.2. Eine SCA2-pathogene PolyQ-Domiinen-Expansion des Ataxin-2-N-Terminus beeinflusste dessen

nukleo-zytoplasmatische Verteilung und dessen Fokibildung

Um bei den Mikroskopie-Untersuchungen der Ataxin-2-Spaltprodukte auch potentiell fiir die SCA2-Pathogenese
relevante Effekte der Spaltproduktexpression zu erforschen, wurde in diesen, neben dem herkdmmlichen
Ataxin-2-N-Terminus, eine weitere expandierte N-Terminus-Isoform untersucht. Letztere trug dabei eine
SCA2-pathogene Mutation in der PolyQ-Domine, die damit auf eine Gesamtlinge von 79 CAG- bzw.
Q-Repeats expandiert war, und es stellte sich heraus, dass diese sich in mehreren Eigenschaften deutlich vom
nicht expandierten N-Terminus (22 Q-Repeats) unterschied.

Diesbeziiglich zeigte z. B. bereits der Vergleich beider N-Terminus-Isoformen hinsichtlich ihrer subzelluldren
Verteilung, dass diese durch Expansion der PolyQ-Domine beeinflusst wurde. So war der expandierte Ataxin-2-
N-Terminus im Vergleich zur nicht expandierten Isoform héufiger ausschlieBlich zytoplasmatisch in den HeLa-

Zellen lokalisiert. Ferner zeigte sich diesbeziiglich, dass zudem der Anteil an Zellen mit exklusiv nukledr
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lokalisiertem Ataxin-2-N-Terminus im Fall der expandierten Isoform kleiner war als im Fall der nicht
expandierten Isoform. Zusammengefasst bedeutet das, dass die SCA2-pathogene PolyQ-Expansion im Ataxin-2-
N-Terminus dessen nukleo-zytoplasmatisches Verteilungsverhéltnis verdnderte, wobei sie eine zytoplasmatische
Lokalisation des Spaltprodukts begiinstigte. Man konnte diesbeziiglich auch sagen, die expandierte N-Terminus-
Isoform mit 79 Q-Repeats tendierte eher zu zytoplasmatischer Lokalisation als dessen herkdmmliche Variante
mit 22 Q-Repeats in der PolyQ-Doméne.

Ein moglicher Grund fiir dieses unterschiedliche Lokalisationsverhalten konnte dabei zum Beispiel eine durch
die PolyQ-Expansion des N-Terminus vermittelte Storung seines Kernimports gewesen sein, wofiir
moglicherweise auch das o. g. preNLS1-Sequenzmotiv, falls funktionell, wichtig sein konnte. Es miissten jedoch
zundchst weitere Untersuchungen folgen, um genaueres iiber die Ursachen der Unterschiede in der nukleo-
zytoplasmatischen Verteilung beider Ataxin-2-N-Terminus-Varianten sagen zu konnen. Dabei erscheint die
Aufklirung dieser Zusammenhdnge v. a. deshalb sinnvoll, da i167n den hier durchgefiihrten mikroskopischen
Analysen auch festgestellt wurde, dass bestimmte Prozesse (s.u.) in HeLa-Zellen zwar von zytoplasmatisch nicht
jedoch von nukledr lokalisiertem Ataxin-2-N-Terminus beeinflusst werden. So konnte diesbeziiglich zum
Beispiel festgestellt werden, dass die exogene N-Terminus-Expression in HeLa-Zellen eine Storung der Bildung
arsenitinduzierter SG hervorrief. Dies zeigte sich darin, dass betroffene Zellen verglichen mit Kontrollzellen
weniger TIAR-positive SG gebildet hatten, und das diese dariiber hinaus ungewohnlich klein waren. Der Effekt
war dabei jedoch lediglich auf Zellen beschrinkt, die zytoplasmatisch lokalisierten N-Terminus aufwiesen,
wohingegen die SG-Bildung in Zellen mit ausschlieBlich nukledr lokalisiertem N-Terminus der von
untransfizierten Kontrollzellen entsprach.

Analog dazu war auflerdem ein weiterer in o. g. Experimenten beobachteter zelluldrer Effekt der Ataxin-2-
N-Terminus-Expression von der subzelluldren Spaltproduktlokalisation abhdngig. Dabei handelte es sich um
eine Abschwichung des nukledren TDP-43-Fluoreszenzsignals, die ebenfalls ausschlieBlich in Zellen mit
zytoplasmatisch lokalisiertem N-Terminus erkennbar war. Demgegeniiber konnte in Zellen mit exklusiv nukledr
lokalisiertem N-Terminus keine Anderung der TDP-43-Kernfluoreszenzintensitit verglichen mit der nicht
transfizierter Kontrollzellen festgestellt werden. Dariiber hinaus war die Schwéchung der TDP-43-
Kernfluoreszenz in Zellen die ausschlieBlich zytoplasmatisch lokalisierten Ataxin-2-N-Terminus enthielten
zusétzlich gegeniiber Zellen erhoht die sowohl nukleédren als auch zytoplasmatischen N-Terminus aufwiesen. Es
sei hier jedoch betont, dass in Zellen mit reduziertem nukledren TDP-43-Signal diese Reduktion nicht mit einer
Erhohung der zytoplasmatischen TDP-43-Fluoreszenz einherging. Es gab demnach keinen Hinweis auf eine
TDP-43-Misslokalisation ins Zytoplasma, welche derzeit als Pathomechanismus fiir TDP-43-Proteinopathien
diskutiert wird.'>****!

Insgesamt ldsst sich also festhalten, dass die exogene Expression des N-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts in
HeLa-Zellen erstens deren SG-Bildung storte und zweitens deren nukledre TDP-43-Mengen herabregulierte,
wofir in beiden Fillen zytoplasmatische Lokalisation des N-Terminus erforderlich war. Das bedeutete somit,
dass diese Effekte indirekt auch durch o. g. PolyQ-Expansion des Ataxin-2-N-Terminus verstarkt wurden, da
diese wie erwihnt die Neigung des N-Terminus erhohte zytoplasmatisch zu lokalisieren.

Die PolyQ-Expansion des Ataxin-2-N-Terminus zeigte in o. g. Experimenten jedoch neben ihrem Einfluss auf
dessen subzelluldre Verteilung noch einen weiteren Effekt, der dessen Fokibildung betraf. So konnte
diesbeziiglich eine durch die Expansionsmutation ausgeloste Verdopplung des Anteils fokibildender Zellen an

der Gesamtmenge der N-Terminus exprimierenden Zellen festgestellt werden. Dies bezieht sich dabei auf die
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Bildung relativ grofler, amorpher und héiufig perinukleédr lokalisierter N-Terminus-Foki, die im Fall der auf
79 Q-Repeats expandierten Isoform in etwa zwei Drittel der exprimierenden Zellen beobachtet werden konnte.
Die Fokibildungsneigung dieser Isoform iibertraf damit zudem jene des vollstindigen Ataxin-2-Proteins mit oder
ohne PolyQ-Expansion, womit der expandierte Ataxin-2-N-Terminus insgesamt die am stérksten zur
Fokibildung neigende unter den hier untersuchten Ataxin-2-Isoformen war.

Zusammengefasst filhrte die Expansion der PolyQ-Domine des Ataxin-2-N-Terminus somit einerseits zu einem
dramatischen Anstieg seiner zytoplasmatischen Fokibildung in HeLa-Zellen und anderseits zu einer Erhhung
seiner Tendenz zur zytoplasmatischen Lokalisation. Zuziiglich hatte letzterer Effekt einen indirekten fordernden
Einfluss auf eine durch das N-terminale Ataxin-2-Spaltprodukt verursachte Stérung der SG-Bildung sowie eine
ebenfalls dadurch bedingte Reduktion der nukleéren TDP-43-Proteinlevel.

Im Gegensatz dazu konnten keine derartigen Effekte beim Vergleich der zelluldren Verteilung des vollsténdigen
expandierten Ataxin-2 mit nicht expandiertem Ataxin-2 festgestellt werden. Zudem war dabei auch die
Fokibildungsneigung im Fall der expandierten Isoform nur leicht erhoht gegeniiber der nicht expandierten Form
erhoht. Das bedeutet, dass die SCA2-pathogene Mutation in den hier durchgefiihrten Untersuchungen grof3ere
Auswirkungen auf das Verhalten des Ataxin-2-N-Terminus als auf das von vollstindigem Ataxin-2 hatte. Es
liegt daher die Vermutung nahe, falls sich o. g. Beobachtungen auch fiir humane Neuronen bestitigen lassen,
dass die mutmaBlich caspasevermittelte Ataxin-2-Spaltung auch einen wichtigen Einfluss auf die SCA2-
Pathogenese haben konnte. Dieser konnte dabei zudem iiber zellulire Prozesse ablaufen, die zwar von den
Ataxin-2-Spaltprodukten nicht aber von vollstindigem Ataxin-2 beeinflusst werden, wie z.B. die hier
festgestellte Reduktion der nukledren TDP-43-Menge.

Zusétzlich konnte diese Reduktion der TDP-43-Kernlevel durch den Ataxin-2-N-Terminus allerdings auch einen
Einfluss auf die Pathogenese von TDP-43-Proteinopathien wie ALS oder FTLD haben. Unabhingig davon
jedoch ob der Einfluss des Ataxin-2-N-Terminus auf TDP-43 pathogene Auswirkungen hat oder nicht, ist er
letztlich ein erneuter Beweis dafiir, dass Ataxin-2 und TDP-43 in Verbindung miteinander stehen, was bereits in
fritheren Studien erkannt worden war (s. n. Abs.). Diese Studien waren schlieBlich auch der Anlass dafiir in
dieser Arbeit auch Analysen hinsichtlich gemeinsamer, genetischer Regulatoren beider Proteine durchzufiihren,

was Thema des nidchsten Abschnitts ist.

5.3. Identifikation zweier Komponenten des CCR4/NOT-Komplexes als

gemeinsame Regulatoren von Ataxin-2 und TDP-43 in Hefe

Wie im vorigen Abschnitt erwéhnt konnten kiirzlich bereits einige Verbindungen zwischen Ataxin-2 und dem
ALS-Krankheitsprotein TDP-43 aufgedeckt werden. So wurde zum Beispiel fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen, dass TDP-43 ebenso wie Ataxin-2 eine SG-Komponente ist. Ferner konnte via
RNA-Immunoprézipitation gekoppelter Tiefensequenzierung (RIP-seq) festgestellt werden, dass Ataxin-2-
mRNA in kortikalen Neuronen von TDP-43 gebunden wird. Ebenfalls erwédhnenswert ist diesbeziiglich zudem
ein kiirzlich entdeckter Zusammenhang zwischen intermedidr expandiertem Ataxin-2 (27 — 33 Q-Repeats) und
einem gesteigerten ALS-Erkrankungsrisiko,%'>190-10211.322,323

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde deshalb im Zuge dieser Arbeit versucht mit Hilfe des S. cerevisiae-

Modellsystems gemeinsame Regulatoren von TDP-43 und Ataxin-2 zu identifizieren. Dazu wurden zwei Screens

mit jeweils denselben 23 Hefe-Deletionsstimmen unternommen.
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Der erste dieser Screens, der von Fr. C. Drescher im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefiihrt wurde, war dabei
ein Screen auf synthetische Letalitit, bei dem in diesem Fall gepriift wurde, ob in den einzelnen
Deletionsstimmen bei exogener Expression von Ataxin-2 eine Wachstumshemmung der Hefezellen induziert
wird, die im WT-Hefestamm nicht zu beobachten gewesen war.”® Beim zweiten Screen, der Teil der
vorliegenden Arbeit war, handelte es sich hingegen um einen Toxizitdtsmodifikator-Screen. Dementsprechend
sollten damit optimalerweise Deletionen identifiziert werden sollten, die einen Einfluss auf eine bereits zuvor im
WT-Stamm beobachtete zytotoxische Wirkung der TDP-43-Expression haben, wobei dieser sowohl mitigierend
als auch toxizititsverstirkend sein konnte.>*>**’

Ferner wurden fiir die Screens ausschlieflich Deletionsstimme ausgewihlt, die Deletionen einzelner
Komponenten von Hefe-PB oder -SG trugen, und die zudem humane Orthologe besitzen mussten. Der Grund fiir
diese Auswahl lag dabei v. a. in der Tatsache, dass sowohl Ataxin-2 als auch TDP-43 Bestandteile von SG sind
(s. 0.), und dass demzufolge insbesondere die gemeinsame Regulation beider Proteine dort stattfinden konnte,
wofiir naheliegenderweise v. a. SG-Komponenten in Frage kommen. Dariiber hinaus war diesbeziiglich zudem
bekannt, dass SG und PB in Hefezellen miteinander kolokalisieren und ihre Bestandteile dynamisch miteinander
austauschen konnen, weshalb auch Deletionsstimme mit Deletionen von PB-Komponenten untersucht
wurden,”'®?

Die Ergebnisse der beiden Screens wurden schlieBlich verglichen, um auf diese Weise Gendeletionen zu
identifizieren, die in den Hefezellen sowohl bei Expression von Ataxin-2 als auch TDP-43 wachstumshemmend
wirken, da dies auf eine gemeinsame Regulation der Effekte beider Proteine durch das entsprechende deletierte
Gen im WT-Stamm hinwiese.

Letztendlich konnten auf diese Weise tatsdchlich zwei Deletionen identifiziert werden, die in den Hefezellen
sowohl Ataxin-2 vermittelte, synthetische Letalitit hervorriefen als auch einen verstiarkenden Einfluss auf die
TDP-43-Toxizitdt hatten. Dabei handelte es sich um die Deletionen der fiir POP2 und CCR4 kodierenden Gene,
was besonders deshalb interessant ist, da diese beiden Proteine gemeinsame Untereinheiten des
zytoplasmatischen CCR4/NOT-Deadenylase-Komplexes sind.

Aus diesem Grund wurden die Effekte dieser beiden Deletionen auf das Wachstum Ataxin-2 exprimierender
Hefezellen in Komplementationsanalysen ndher untersucht, wodurch ihre Spezifitit bestitigt werden konnte.
Dariiber hinaus zeigte sich diesbeziiglich zudem, dass beide Deletionen auch die zytotoxischen Effekt der
exogenen Expression des Ataxin-2-C-Terminus sowie dessen Fokibildung regulieren (s. Abs. 5.1.2.), was
zusétzlich fiir die Spezifitdt der beobachteten Deletionseffekte hinsichtlich Ataxin-2 sprach.

Andererseits war ein Argument fiir die Spezifitdt der deletionsabhiangigen Einfliisse auf die TDP-43-Toxizitét
die Beobachtung, dass sowohl POP2- als auch CCR4-Deletion auch férdernd auf die TDP-43-Aggregatbildung
wirkten. Diese verstirkte Aggregatbildung von TDP-43 war dabei ndmlich wahrscheinlich urséchlich oder
zumindest mitverantwortlich fiir dessen deletionsabhéingige Zytotoxizitdtssteigerung, da den TDP-43-
Aggregationen in Hefezellen bereits zytotoxische Wirkung nachgewiesen worden war.®’

Eine mogliche Ursache fiir die dementsprechend in WT-Hefezellen hemmenden Einfliisse von insbesondere
POP2 auf die TDP-43-Aggregatbildung konnte dabei in einer mutmalBlichen Beteiligung von POP2 an der
zellularen Protein-Qualititskontrolle liegen. Es konnte diesbeziiglich ndmlich bereits festgestellt werden, dass
POP2 mit TCP1 (tailless complex polypeptide 1) interagiert, das als Chaperonin flir die Kontrolle der
Proteinfaltung im Zytoplasma zusténdig ist. Noch wichtiger ist jedoch, dass fiir TCP1 bereits ein inhibierender

Einfluss auf die Bildung von Htt-Aggregaten in humanen sowie neuronalen Mauszellen gezeigt werden konnte.
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Die POP2-TCP1-Interaktion konnte demnach also auch fiir die beobachtete POP2-abhéngige Regulation der
TDP-43-Aggregat- oder Ataxin-2-C-Terminus-Fokibildung wichtig gewesen sein.******

Es bleibt also festzuhalten, dass mit den Deadenylase-Untereinheiten POP2 und CCR4 zwei spezifische,
gemeinsame Regulatoren von Ataxin-2 und TDP-43 im S. cerevisiae-Modellsystem identifiziert werden konnten.
Dabei regulierten sowohl POP2 als auch CCR4 aulerdem die TDP-43-Aggregation, was wahrscheinlich direkten
Einfluss auf die zytotoxische Wirkung von TDP-43 hatte. Denselben Einfluss hatten sie ferner auf die
Fokibildung des hier untersuchten C-terminalen Ataxin-2-Spaltprodukts, wobei in diesem Fall jedoch ein
Zusammenhang zu dessen zytotoxischen Wirkung nur vermutet werden kann.

Neben der gesteigerten Fokibildung hitte eine weitere potentielle Erklarung fiir die o. g. durch POP2- oder
CCR4-Deletion ausgelosten Wachstumsstorungen von TDP-43 oder Ataxin-2 exprimierenden Hefezellen
theoretisch jedoch auch eine deletionsabhédngige Beeintrachtigung ihrer PB- oder SG-Bildung gewesen sein
konnen. Dies ergab sich aus einer frilheren Studie in denen bereits gezeigt worden war, dass sowohl POP2 als
auch CCR4 Komponenten von Hefe-PB sind.'”

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden deshalb quantitativen Mikroskopieanalysen zur PB- und SG-Bildung
stressbehandelter und unbehandelter Hefezellen des POP2 und CCR4-Deletionsstamms sowie des
WT-Hefestamms durchgefiihrt. Allerdings konnte dabei keine deletionsabhéngige Verdnderung der PB- oder
SG-Bildungseffizienz festgestellt werden, was anhand der Fokibildung des spezifischen PB-Markers EDC3 bzw.
des SG-Markers PUBI1 bestimmt wurde. Das bedeutet somit, dass eine Beeinflussung der PB- oder SG-Bildung
als Ursache fiir die o. g. deletionsabhéngige Verstirkung wachstumshemmender Effekte von Ataxin-2 oder
TDP-43 ausschied. Zudem machten diese Analysen dariiber hinaus deutlich, dass POP2 und CCR4 in Hefezellen
weder fiir die SG- noch die PB-Bildung essentiell sind, was damit auch prinzipiell den Ergebnissen o. g. Studie
entsprach.'”

Eine weitere Erklarung fiir die durch POP2- und CCR4-Deletion ausgelosten Effekte konnte dariiber hinaus
jedoch selbstverstindlich auch eine funktionellen Storung bzw. Inhibition der CCR4/NOT-Deadenylase gewesen
sein. Dieses Enzym, das die Deadenylierung von 3’-Poly(A)-Ketten an mRNA-Transkripten katalysiert, hat
nimlich entscheidende Bedeutung fiir den Abbau eines GroBteils der zytoplasmatischen mRNA. Dabei geht man
derzeit davon aus, dass es Teil eines Deadenylierungsmechanismus ist, der grundsitzlich in 2 Phasen ablauft.
Dabei katalysiert zundchst die PAN2/PAN3-Deadenylase die Deadenylierung eines Teil der 3’-Poly(A)-
Sequenzen an mRNA-Transkripten, wobei diese jedoch nicht komplett entfernt werden. Den Abbau der
restlichen  Oligo(A)-Kette  libernimmt  darauthin  der CCR4/NOT-Komplex, was letztendlich
geschwindigkeitsbestimmend fiir die Gesamt-Deadenylierungsreaktion ist. Die CCR4/NOT-Deadenylase ist
damit v. a. fiir den 3’-5"-gerichteten mRNA-Abbau von entscheidender Bedeutung, der im Anschluss an die
Entfernung der Poly(A)-Sequenz durch das Exosom, einen Multiprotein-Komplex mit 3°-5'-
Exonukleaseaktivitit vollendet wird.>”

Ferner begiinstigt Deadenylierung die Dekappierung von 5-mRNA-Enden und damit auch den 5°-3"-mRNA-
Abbau, und zudem konnte ihre Beteiligung an sekunddren mRNA-Abbauwegen wie z. B. dem NMD (nonsense
mediated mRNA-decay) oder dem miRNA (MikroRNA)-vermittelten mRNA-Abbau erkannt werden.””
Demzufolge konnten also die hier festgestellten, deletionsabhéngigen Einfliisse auf Ataxin-2 bzw. TDP-43
exprimierende Hefezellen auf einem gestérten mRNA-Abbau beruhen. Dabei konnte einerseits der spezifische
Abbau der Ataxin-2- oder TDP-43-mRNA-Transkripte direkt betroffen gewesen sein, was zu einem Anstieg

ihrer zelluldren Proteinlevel gefiihrt und so die beobachteten Effekten ausgelost haben konnte. Andererseits wire
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jedoch auch ein indirekter Mechanismus denkbar. Das bedeutet, es wire auch moglich, dass der Abbau anderer
mRNA-Transkripte durch die Deletionen gestdrt war, deren Expressionsprodukte wiederum Einfluss auf die
Auswirkungen der TDP-43- und Ataxin-2-Expression in Hefezellen gehabt haben konnten.

Bei den folgenden Experimenten in humanen HeLa-Zellen sollte deshalb mittels quantitativer RT-PCR geklart
werden, ob dort der siRNA-Knockdown der POP2- und CCR4-Orthologe einen Effekt auf die Menge der
Ataxin-2- oder TDP-43-mRNA-Transkripte hat

5.3.1. Der simultane siRNA-Knockdown von CNOT7 & CNOTS in HeLa-Zellen erhoht
deren Ataxin-2 mRNA-Level und hemmt ihre P-Body-Bildung sehr effizient.

Um zu erfahren ob TDP-43 oder Ataxin-2 in humanen Zellen ebenfalls von den humanen Orthologen von POP2
(CNOT7 und CNOTS) oder CCR4 (CNOT6 und CNOT6L) reguliert wird, sollte deren siRNA-Knockdown (Kd)
in HeLa-Zellen analysiert werden. Im Fall von CNOT6 und CNOT6L konnte der Kd jedoch nicht validiert
werden, wohingegen der CNOT7- und CNOT8-Kd mehrfach nachgewiesen werden konnte. So zeigten CNOT7/
CNOT8-Doppel-Kd-Ansitze in qRT-PCR-Experimenten stark reduzierte CNOT7- und CNOT8-mRNA-Level.
Ferner waren in Einzel-Kd-Ansétzen die CNOT7- und CNOTS8-Proteingehalte herab reguliert, und schlielich
zeigte sich zudem in mikroskopischen Analysen eine bereits zuvor beschriebene Inhibition der PB-Bildung
infolge der Einzel- oder des Doppel-Kd von CNOT7 und/oder CNOTS, wobei der Doppel-Kd verglichen mit den
Einzel-Kd erheblich stirker inhibierend wirkte.*”'

Interessanterweise stellte sich in den qRT-PCR-Untersuchungen auflerdem heraus, dass der CNOT7/ CNOTS-
Doppel-Kd die Ataxin-2-mRNA-Transkriptmenge tatsdchlich signifikant auf ca. 167% des Kontrollwertes
steigerte. Demgegeniiber zeigten diese Untersuchungen jedoch keine Kd-abhingige Regulation des TDP-43-
Transkripts.

Zusammengefasst hatte somit die Identifizierung des Hefeproteins POP2 als funktioneller Ataxin-2-Regulator im
S. cerevisiae-Modell letztendlich auch in humanen Zellen zur Entdeckung bisher unbekannter Ataxin-2-mRNA-
Regulatoren gefiihrt, ndmlich den POP2-Ortholgen CNOT7 bzw. CNOTS. Es blieb diesbeziiglich allerdings
offen, ob beide Paraloge an der Ataxin-2-Regulation beteiligt gewesen waren, oder ob nur eines der Paraloge
dafiir verantwortlich gewesen war, und falls letzteres zutreffen sollte, welches Paralog dies gewesen sein konnte.
Neben diesem hier erstmals beobachteten, regulatorischen Einfluss von CNOT7 und/oder CNOT8 auf Ataxin-2
bestand jedoch zwischen diesen noch eine weitere Verbindung. So hatte sich in einem humanen Zellkulturmodell
kiirzlich gezeigt, dass der CNOT7 oder CNOTS enthaltende CCR4/NOT-Deadenylase-Komplex (s. v. Abs.)
direkt tUber seine CNOTI1-Untereinheit an DDX6 binden kann, das seinerseits bereits als direkter
Interaktionspartner von Ataxin-2 erkannt worden ist.%?% Es bestand somit die Moglichkeit, dass Ataxin-2 und
der Deadenylase-Komplex liber DDX6 auch physisch miteinander verkniipft sein kdnnten. Daraus ergab sich die
Vermutung, dass auch Ataxin-2 dhnlich dem CCR4/NOT-Enzymkomplex eine Funktion bei der Regulation des
zelluldren Transkriptoms ausiiben konnte. Dagegen sprachen allerdings Transkriptomanalysen in einem mA#tx-2-
KO-Mausmodell, bei denen der Ataxin-2-Funktionsverlust in verschiedenen Mausgeweben nur geringen
Einfluss auf das Maustranskriptom ausgeiibt hatte. Es zeigte sich dabei jedoch auch, dass der mA#x-2-KO
insbesondere Transkripte translationsrelevanter Proteine (z. B. Ribosomen-Untereinheiten oder Translations-
Initiationsfaktoren) regulierte, was somit fiir eine Kontrollfunktion von Ataxin-2 bei der Proteintranslation

sprach. Weitere Argumente fiir eine solche Funktion von Ataxin-2 sind zudem seine beobachtete Kolokalisation

166



und Kofraktionierung mit Komponenten des rER, seine Assemblierung in Polysomen sowie damit
zusammenhingend seine Interaktion mit dem translationsfordernden Protein PABP1,60-0¢67:68.69.72

Demzufolge war anzunehmen, dass sich regulatorische Effekte von Ataxin-2 eher auf das zelluldre Proteom als
auf dessen Transkriptom auswirken. Dies waren letztlich die Griinde dafiir in abschlieBenden Studien im
Hefemodell massenspektrometrisch zu untersuchen, wie sich die Gendeletion des Ataxin-2-Hefe-Orthologs
PBP1 auf die Zusammensetzung des Hefeproteoms auswirken. So sollten Hinweise auf spezifische durch PBP1
und somit mdglicherweise auch durch Ataxin-2 regulierte zelluldre Prozesse, Komponenten (insbesondere auch

PB- und SG-Proteine) oder molekularbiologische Funktionen gewonnen werden.

5.4. Einfliisse der PBP1-Gendeletion auf das Proteom von . cerevisiae

Um zu erfahren, wie sich die Gendeletion des Ataxin-2-Hefe-Orthologs PBP1 auf die Proteomzusammensetzung
von Hefezellen auswirkt, wurden hier Zelllysate des WT-Hefestamms sowie zweier unterschiedlich generierter
PBP1-Deletionsstimme (APBP1-DB & -sm) via HPLC-gekoppelter Tandem-Massenspektrometrie analysiert.
Die so gewonnenen Daten wurden ferner einer labelfreien Quantifizierung unterzogen um die gemessenen
Proteinmengen zu ermitteln. Die durchschnittlichen Ergebnisse dieser Messungen dienten schlieBlich zur
Berechnung der relativen Mengen der einzelnen detektierten Proteine in den Deletionsstimmen bezogen auf den
WT-Stamm. Ergab sich dabei fiir ein Protein eine deletionsabhidngige Mengendnderung auf unter 67 % des WT-
Wertes wurde dieses als abwirts reguliert angesehen. Dagegen wurden Proteine, deren relativen Mengen in den
Deletionsstimmen auf mehr als 150 % des WT-Wertes angestiegen waren, als positiv reguliert betrachtet.
Dariiber hinaus wurden die in beiden PBP1-Deletionsstimme als reguliert erkannten Proteine miteinander
verglichen, um darunter jene zu identifizieren die in beiden Deletionsstimmen unidirektional auf- oder abwérts
reguliert worden waren, was die Aussagekraft der Ergebnisse erhdhen sollte.

Auf diese Weise konnten insgesamt 108 Proteine erkannt werden, deren Mengen durch PBP1-Deletion aufwirts
und 34 Proteine deren Mengen dadurch abwiérts reguliert worden waren, was eine Gesamtzahl deletionsabhingig
regulierter Proteine von 142 ergibt. Diesbeziiglich sei erwéhnt, dass bereits in fritheren Hochdursatz-
Untersuchungen genetische Interaktionspartner von PBP1 identifiziert werden konnten. Da die hier
durchgefiihrten MS-Analysen jedoch spezifisch auf PBP1 ausgerichtet waren, bieten sie im Gegensatz zu o. g.
Studien erstmals einen groBeren und zudem den bisher groBten Uberblick iiber genetische Interaktoren von
PBP] 296-305

Abgesehen davon wurden die beiden Gruppen unidirektional regulierter Proteine auflerdem
Anreicherungsanalysen mit Hilfe der GO-Datenbank unterzogen. Dadurch konnte im Fall der via PBP1-Deletion
abwirts regulierten Proteine eine signifikante Anreicherung von Faktoren der zelluldren Hitze-Stressantwort
festgestellt werden. Dabei handelte es sich um die Proteine HSP12, HSP26, HSP78, HSP104 sowie SSA4, deren
Proteinexpression im WT-Stamm demzufolge durch PBP1 gefordert wird. Dieses Ergebnis weist somit klar auf
eine regulatorische Funktion von PBP1 im Zusammenhang mit zelluldrem Stress hin. Ferner lie} sich davon
ausgehend vermuten, dass insbesondere o. g. Proteine regulatorische oder auch andere Funktionen von PBP1 im
Zusammenhang mit zelluldrem Stress unterstiitzen konnten, was daraus geschlossen wurde, dass PBP1 im WT-
Hefestamm fordernd auf deren Expression wirkte.

Dies konnte z. B. auch die bekannte PBP1-Funktion als Verstirker der SG-Assemblierung in Hefe betreffen.”

Eine detaillierte Auswertung der MS-Daten beziiglich PB- oder SG-Komponenten hatte nidmlich deutlich
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gemacht, dass HSP26 ebenso wie PBP1 eine SG-Komponente ist. Demnach kdnnte sich also der positive
Einfluss von PBP1 auf die HSP26-Proteinexpression auch positiv auf die zellulire SG-Bildung in S. cerevisiae
auswirken.

Dariiber hinaus ist von mindestens vier der fiinf oben genannten, als angereichert identifizierten Proteine der
Hitze-Stressantwort bekannt, dass sie Chaperon-Aktivitéit besitzen und dementsprechend eine wichtige Rolle bei
der zelluldren Protein-Qualitdtskontrolle spielen. Das heifit, sie sorgen fiir Faltungskorrekturen naszierender
Polypeptidketten oder fehlgefalteter, mitunter auch stressabhéngig denaturierter Proteine, die notwendig sind um
diese in ihre native Konformation zu tberfiihren, und sie darin zu stabilisieren. Daraus folgt, dass die hier
festgestellte PBP1-Regulation der Chaperon-Proteinexpression eine wichtig Bedeutung fiir die Protein-
Qualitdtskontrolle in Hefezellen haben konnte. Dabei weist die Tatsache, dass die o.g. PBPI-regulierten
Chaperone als stressabhiingig reguliert gelten zudem einmal mehr darauf hin, dass die PBP1-Funktion besonders
in Stress-Situationen fiir die Hefezellen wichtig sein konnte.*”**?"22%3% Trotzdem besteht natiirlich die
Moglichkeit, dass PBP1 eine derartige Funktion auch in nicht gestressten Zellen ausiiben kdnnte. Fiir eine solche
allgemeine Protein-Qualitdtskontrollfunktion sprache jedenfalls, dass Ataxin-2 als humanes PBP1-Ortholog
unter optimalen zelluldren Wachstumsbedingungen am rER oder freien Polysomen lokalisiert ist, an denen auch

Chaperone hauptsichlich aktiv sind. %,%

Diesbeziiglich ist allerdings noch unklar, ob auch PBP1 in Hefe mit
dem ER oder Ribosomen in Verbindung steht, jedoch wére zumindest seine Interaktion mit dem PABI1-Protein
ein Argument fiir eine solche Verbindung.®’ Ebensowenig ist zudem bekannt, ob neben der hier beobachteten,
genetischen Verbindung zwischen PBP1 und den Hitzeschock-Proteinen iiberhaupt eine Interaktion zwischen
ihnen auf Proteinebene existiert. Hierzu sei jedoch erwéhnt, dass fiir SSA-Proteine bereits physische Interaktion
mit PAB1 nachgewiesen werden konnte, so dass eine PAB1-vermittelte Interaktion zwischen SSA-Chaperonen
und PBPI durchaus vorstellbar wire.”’ Insgesamt bleibt somit diesbeziiglich festzuhalten, dass PBP1 durch
positive Regulation der o.g. Chaperone in optimal wachsenden Zellen an der =zelluldren Protein-
Qualitdtskontrolle beteiligt ist, was zudem auch in gestressten der Fall sein konnte.

Zusitzlich konnte die vom PBP1-Gen vermittelte Regulation von SSA4 und HSP104 allerdings auch im
Hinblick auf pathologische Prozesse bedeutsam sein. Es hatte sich ndmlich gezeigt, dass speziell diese beiden
Chaperone nicht nur fehlgefaltete Proteine reparieren kdnnen sondern zudem in der Lage sind Aggregate solcher
Proteine aufzuldsen, d. h. zu disaggregieren, wobei sie vermutlich auch direkt miteinander interagieren. Diese
Vermutung basiert dabei auf in vitro-Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass das SSA4-Homolog SSA1
(beide Mitglieder der HSP70-Chaperonfamilie) gemeinsam mit HSP104 (und dem HSP40-Protein Ydjl) die

Disaggregation physiologischer, stressabhingiger Proteinaggregate vermittelt.**'*

Noch wichtiger ist in diesem
Zusammenhang jedoch vermutlich, dass fiir beide Chaperone in Hefe-Analysen bereits mildernde Einfliisse auf
Toxizitdt bzw. Aggregation des Htt-Exonl-Proteinabschnitts demonstriert werden konnten. Ferner konnte auch
in einem transgenen HSP104-Mausmodell ein inhibierender Einfluss auf die Bildung pathogener Htt-Aggregate
in kortikalen Zellen sowie verbessertes Uberleben der Tiere vermittelt durch HSP104-Expression festgestellt
werden.”*** Nimmt man also, ausgehend von o. g. MS-Analysen an, dass auch das Ataxin-2-Gen dhnlich
seinem Hefe-Ortholog die Expression disaggregierender Chaperone reguliert, konnte sich eine solche Regulation
sowohl auf die Pathogenese von SCA2 als auch auf jene von z. B. Chorea Huntington auswirken. Dazu sei

jedoch gesagt, dass in tierischen Zellen kein HSP104-Ortholog existiert, so dass diesbeziiglich zunichst geklart

werden miisste, ob dhnliche Disaggregase-Chaperone dort iiberhaupt vorkommen.
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Im Hinblick auf den erwédhnten regulierenden Einfluss von HSP104 auf Aggregatbildung und Toxizitdt des Htt-
Exonl-Proteinabschnitts in Hefe, sei aulerdem erwéhnt, dass dieser auch vom Prionstatus der Zellen abhéngig
gewesen ist. Aullerdem fand man heraus, dass dafiir eine durch HSP104 vermittelte Regulation des Hefe-Prion-
Proteins RNQ1 bedeutsam ist, und schlielich konnte auch fiir weitere Hefe-Prion-Proteine (z. B. Ure2/Ure3
oder SUP35) deren Regulation durch HSP104 demonstriert werden.?*®*3*3333¢337 Djeg ist besonders in
Anbetracht dessen interessant, dass in den hier durchgefiihrten MS-Analysen auch eine durch PBP1-Deletion
verursachte Reduktion der RNQ1-Proteinlevel festgestellt werden konnte. Das bedeutet somit zusammengefasst,
dass eine weitere, mogliche Funktion von PBP1 in S. cerevisiae eine durch dessen Einfluss auf die zelluldren
HSP104-, SSA4- und RNQ1-Mengen vermittelte Regulation der Hefe-Prion-Aggregation bzw. -Disaggregation
sein konnte, da diese drei Proteine zentrale Komponenten derartiger Prozesse in Hefe sind.

Neben diesem spezifischen, fordernden Einfluss von PBP1 auf Chaperone bzw. Hefe-Prion-Protein regulierende
Proteine lieBen die MS-Studien allerdings insgesamt auf einen allgemein eher inhibierenden Einfluss von PBP1
auf die Proteinbiosynthese in S. cerevisiae schliefen. Dies ergab sich daraus, dass in diesen Analysen durch
PBP1-Deletion ungefihr dreimal mehr Proteine aufwérts als abwérts regulierten worden war (s. Abb. 4.25).
Diesbeziiglich konnten ferner auch unter den deletionsabhéngig aufwirts regulierten Proteinen mit Hilfe der GO-
Datenbank spezifische Anreicherungen bestimmter Proteine identifiziert werden, bei denen es sich in diesem
Fall um Komponenten katalytischer Komplexe handelte. Dabei viel v. a. auf, dass von diesen 26 Proteinen allein
elf in Zusammenhang mit der Transkription oder deren Regulation stehen. Dies betraf zum einen Untereinheiten
der RNA-Polymerasen 1 und 3 (HPR1, RET1, RPA49, RPBS, RPC31), Transkriptionsfaktoren (TAF6 & TAF9),
einen Chromatin-Remodellierungsfaktor (CHD1) sowie zwei Acetyltransferase-Proteine (MAK31, NATS5) und
eine Methyltransferase (SDC1). Dabei beeinflussen letztere vier Proteine die Transkription insbesondere durch
Regulation der Chromatinzugénglichkeit fiir Transkriptionsfaktoren (z. B. iber Histon-Acetylierungen), wéhrend
die ersten sieben Proteine aktiv am Transkriptionsprozess beteiligt sein kdnnen. Zusammengefasst spricht dies
somit fiir eine wichtige Funktion von PBP1 als Inhibitor der Transkription, wobei allerdings unklar blieb, ob
dieser Einfluss die Expression spezifischer Gene reguliert oder sich eher auf die globale Transkription auswirkt.
Letzteres ist jedoch aufgrund o. g. Studien im 47XN2-Knockout-Mausmodell eher unwahrscheinlich, da gezeigt
wurde, dass zumindest der Funktionsverlust von mAtx-2 nur wenig Einfluss das Maustranskriptom hatte.”

Die o. g. Transferase-Proteine gehodrten dariiber hinaus zudem einer Gruppe von insgesamt sieben derartigen
enzymatischen Proteinen an. Die restlichen vier Transferase-Proteine PMT4, MNN1, HOC1 und GPI16 haben
jedoch keinen erkennbaren Bezug zu transkriptionellen Prozessen. Vielmehr sind sie als Proteine oder
Proteinbestandteile von Mannosyl- oder Glycosyltransferasen (PMT4, MNNI, HOCI1) bzw. einer
GPI-Transamidase (GPI16) Teil der ER- bzw. GA-abhédngigen Proteinprozessierungs-Maschinerie, die der
Ubertragung von Kohlehydratketten auf Proteine sowie der Verankerung von Membranproteinen in ER- bzw.
Zellmembran dient. Diese Ergebnisse weisen also darauf hin, dass PBP1 im WT-Stamm Faktoren ER- bzw. GA-
abhéngiger, kotranslationaler Proteinmodifikationsprozesse negativ reguliert. Da zudem fiir das Ataxin-2-Protein
in humanen Zellen bereits gezeigt wurde, dass dieses sowohl mit dem ER als auch dem GA in Verbindung steht,
konnte dies ferner auch auf eine aktive Beteiligung des PBPI-Proteins an derartigen kotranslationalen
Proteinmodifikationen hinweisen.®,'"”

Insgesamt sprechen die proteomischen Analysen somit fiir eine regulatorische Funktion von PBP1 in
S. cerevisiae, die insbesondere fiir die zellulire Protein-Qualititskontrolle, kotranslationale Protein-

Modifikationsprozesse, die Gentranskription sowie die zelluldre Stressantwort wichtig ist.
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6. Zusammenfassung

Spinocerebelldre Ataxie 2 (SCA2) ist eine autosomal-dominant vererbbare neurodegenerative Erkrankung, die
v.a. von einem progressiven Bewegungskoordinations-Kontrollverlust und atrophischen Verdnderungen des
Kleinhirns sowie des Riickenmarks gekennzeichnet ist. Ferner gehdrt sie zu den PolyQ-Erkrankungen und ist mit
pathogenen ~CAG-Repeat-Expansionsmutationen des  Ataxin-2-Gens assoziiert. Uber den SCA2-
Pathomechanismus ist bisher jedoch nur wenig bekannt. Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass zwei
proteolytisch prozessierte Ataxin-2-Spaltprodukte (N- und C-Terminus) dabei eine Rolle spielen konnten, deren
zellbiologischen Eigenschaften jedoch noch weitgehend unbekannt sind.

Deshalb wurden entsprechende rekombinante Ataxin-2-Spaltprodukte in dieser Arbeit mit Hilfe des
S. cerevisiae-Zellmodellsystem niher untersucht. Diesbeziiglich wurden einerseits Wachstumstests durchgefiihrt,
um zu erfahren ob die Spaltprodukte zytotoxische Effekte vermitteln konnen, und andererseits wurde in
mikroskopischen Studien die Fokibildung und subzellulire Lokalisation der Spaltprodukte analysiert. Diese
Untersuchungen zeigten, dass zwar der Ataxin-2-C-Terminus, nicht jedoch dessen N-Terminus, in S. cerevisiae
zytotoxische Effekte vermittelt. Zudem konnte dabei festgestellt werden, dass der C-Terminus im Vergleich zum
N-Terminus sehr viel stirker zur Bildung mikroskopisch sichtbarer Foki neigte. Dies fiihrte zu der Hypothese,
dass die Foki des C-Terminus dessen Zytotoxizitdt in Hefe vermittelt haben kdénnten, die zudem durch die
Beobachtung unterstiitzt wurde, dass sowohl Fokibildung als auch Zytotoxizitit des C-Terminus durch die
Einzeldeletionen der Hefegene POP2 oder CCR4 signifikant verstirkt wurden.

Interessanterweise zeigten dhnliche hier durchgefiihrte Untersuchungen zu Zytotoxizitit und Bildung
zellschddigender Aggregate des mit Ataxin-2 in Verbindung stehenden TDP-43-Proteins, dass auch diese durch
POP2 und CCR4-Deletion verstiarkt wurden. Ferner ergaben diesbeziiglich durchgefiihrte Sequenzalignment,
dass eine 85 Aminosiure lange Ataxin-2-Region signifikante Ahnlichkeit mit einem groBen Teil der prionartigen
Doméne des TDP-43 besitzt. Insgesamt lie3 dies vermuten, dass die Ataxin-2-C-Terminus-Foki dhnlich den
TDP-43-Aggregaten entstehen, und dass fiir deren Bildung sowie fiir deren mutmaBlich zytotoxischen
Eigenschaften prionartige Mechanismen verantwortlich sein konnten.

Da Ataxin-2 sowie sein Hefe-Ortholog PBP1 zudem als Stress-Granula (SG)-Komponenten bekannt sind, wurde
auch gepriift, ob es sich bei den beobachteten C-Terminus-Foki um SG gehandelt haben konnte. Dabei zeigte
sich einerseits, dass die C-Terminus-Foki mit dem SG-Marker PBP1 kolokalisierten, andererseits beeinflusste
jedoch weder Stress noch der SG-Assemblierungsinhibitor Cycloheximid ihre Entstehung. Daraus lie sich
schlieBen, dass die C-Terminus-Foki kein Hefe-SG waren. Auflerdem wurde festgestellt, dass die Bildung
herkdmmlicher SG durch C-Terminus-Expression gehemmt wird. Insgesamt lie dies vermuten, dass die
C-Terminus-Foki moglicherweise durch PBP1-Sequestrierung die SG-Bildung inhibiert haben konnten.

Weitere Untersuchungen zur Fokibildung und Lokalisation der Spaltprodukte in HeLa-Zellen wiesen ferner
darauf hin, dass auch im humanen Modellsystem insbesondere der Ataxin-2-C-Terminus zellschddigende
Wirkung haben kdnnte. Dabei hatte sich ndmlich gezeigt, dass durchschnittlich etwa ein Viertel der C-Terminus
exprimierenden Zellen filamentartige C-Terminus-Strukturen bildete, und dass nahezu alle dieser Zellen zudem
mikroskopisch sichtbare Apoptosemerkmale aufwiesen. Im Gegensatz dazu traf dies auf die restlichen
C-Terminus exprimierenden Zellen nicht zu, die dhnlich selten Apoptosemerkmale zeigten wie Kontrollzellen,
was insgesamt vermuten lieB, dass filamentisierter C-Terminus pro-apoptotisch wirken kénnte. Zudem konnten

weitere Parallelen zwischen den Filamenten des C-Terminus in HelLa-Zellen und dessen Foki in Hefezellen
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entdeckt werden. So kolokalisierten beide Strukturen mit Komponenten des Mikrotubuli-Netzwerks, und ferner
fihrte die C-Terminus-Filamentbildung in HeLa-Zellen &hnlich der Expression bzw. Fokibildung des
C-Terminus in Hefezellen zur Inhibition der SG-Bildung.

Die transiente Expression des Ataxin-2-N-Terminus bewirkte hingegen keine mikroskopisch sichtbaren,
apoptosespezifischen Verdnderungen in den HeLa-Zellen. Abgesehen davon hatte dieses Spaltprodukt
allerdings, anders als vollstindiges Ataxin-2 oder dessen C-Terminus, die bemerkenswerte Eigenschaft sowohl
im Zytoplasma als auch im Nukleus der Zellen lokalisiert zu sein. Deshalb wurde die Ataxin-2-Sequenz hier
auch hinsichtlich unkonventioneller Kernimport-Sequenzmotive untersucht, wobei ein bisher unbekanntes,
mutmaBliches Kernimportsignal im Ataxin-2-N-Terminus identifiziert wurde, welches entsprechend fiir dessen
nukledre Transport verantwortlich gewesen sein kdnnte. Diesbeziiglich konnte auBerdem festgestellt werden,
dass zytoplasmatische Lokalisation des N-Terminus Grundbedingung fiir eine durch dessen Expression
verursachte Reduktion der nukledren TDP-43-Level sowie eine dadurch ausgeldste Storung der SG-Bildung war.
Ferner konnte zusétzlich gezeigt werden, dass eine N-Terminus-Variante mit pathogener PolyQ-Expansion (mit
79 Q-Repeats) haufiger zytoplasmatisch lokalisiert war als die entsprechende nicht expandierte Isoform (mit
22 Q-Repeats). Das bedeutet somit, dass die Mutation indirekt Einfluss auf o. g. Effekte der N-Terminus-
Expression hatte. Zusétzlich hatte sie jedoch auBerdem einen drastischen, fordernden Effekt auf die Bildung
zytoplasmatischer N-Terminus-Foki, was dazu flihrte, dass der expandierte N-Terminus nicht nur haufiger Foki
bildetet als dessen nicht expandierte Variante sondern auch als vollstindiges Ataxin-2 mit derselben
Repeatexpansion. Es wird daher angenommen, dass moglicherweise dhnliche expansionsmutationsabhingige
Effekte auch fiir die SCA2-Pathogenese bedeutsam sein kdnnten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es ferner mit Hilfe gerichteter Hefe-Deletionsbank-Screens gemeinsame,
genetische Regulatoren von Ataxin-2 und TDP-43 zu identifizieren. Dabei ergab sich, dass die Deletionen der
Deadenylase-Proteine POP2 und CCR4 spezifischen Einfluss auf die Effekte der TDP-43- sowie der Ataxin-2-
Expression in Hefe hatten. AnschlieBende Untersuchungen in HeLa-Zellen zeigten zudem, dass der siRNA-
Doppel-Knockdown der humanen POP2-Orthologe CNOT7 und CNOT8 das Ataxin-2-Transkriptlevel erhoht.
Letztendlich fiihrten die Hefe-Screens somit zur erfolgreichen Identifikation von CNOT7 und/oder CNOT8 als
Regulatoren der Ataxin-2-Expression in humanen Zellen.

SchlieBlich wurden auflerdem Proteomstudien in S. cerevisiae unternommen, um mehr iiber die weitgehend
unbekannte Funktion des Ataxin-2-Hefe-Orthologs PBP1 zu erfahren. Diese lieBen erkennen, dass PBP1
insbesondere bestimmte Proteine der zelluldren Hitze-Stressantwort (v. a. Chaperone) positiv regulierte, die
insbesondere fiir die Protein-Qualitdtskontrolle der Zelle von Bedeutung sind, was somit deutlich fiir eine
spezifische PBP1-Funktion bei der intrazelluldren Stressantwort spricht. Insgesamt betrachtet hatte PBPI
dennoch hauptséchlich negativen regulatorischen Einfluss auf das Hefe-Proteom. Dabei waren zudem unter den
negativ regulierten Proteinen v.a. Komponenten katalytischer Komplexe angereichert, bei denen es sich
hauptsdchlich um transkriptionsrelevante Komplexe sowie um einige, fiir ER- bzw. Golgi-Apparat-vermittelte
Protein-Modifikationsprozesse bedeutsame, Transferasen handelte. Das bedeutet zusammengefasst, dass PBP1
in S. cerevisiae eine wichtige Funktion als indirekter Regulator der Gentranskription, kotranslationaler

Proteinmodifikationen sowie der Protein-Qualitdtskontrolle ausiibt.
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7. Summary

Spinocerebellar Ataxia 2 (SCA2) is an autosomal dominant hereditary neurodegenerative disorder, which is
mainly characterized by a progressive loss of control of coordinated movements as well as atrophic changes in
the cerebellum and the spine. It belongs to the so called PolyQ-diseases and is associated with pathogenic
CAG-repeat expansion mutations in the Ataxin-2 gene. The SCA2-pathomechanism is not well understood, but
there are hints, that two proteolytically processed Ataxin-2 cleavage products (N- and C-terminus) might be
involved in it. However, their cellbiological properties are largely unknown.

Therefore respective, recombinant Ataxin-2 cleavage products were analyzed in this work employing the
S. cerevisiae cellular model system. In this regard, on the one hand growth assays were performed to reveal, if
the cleavage products are able to mediate cytotoxic effects, and on the other hand microscopic studies were
conducted to analyze their foci formation and subcellular localization. These experiments showed, that the
C-terminus of Ataxin-2, but not its N-terminus mediated cytotoxicity in yeast. In addition it could be noted, that
the C-terminal cleavage product was much more prone to form microscopically visible foci than its N-terminal
counterpart. This led to the Hypothesis, that the foci of the C-terminal cleavage product might have been a
reason for its cytotoxic effect in yeast, which was further supported by the observation, that both cytotoxicity and
foci formation of the C-terminus were significantly enhanced by single deletions of the yeast genes POP2 and
CCRA4.

Interestingly similar studies regarding cytotoxicity and formation of toxic aggregates of the TDP-43 protein,
which has recently been shown to be linked to Ataxin-2, demonstrated, that those were also both enhanced by
the deletion of POP2 or CCR4. Furthermore sequence alignments performed in this context revealed, that a 85
amino acid region within the Ataxin-2 C-terminus has significant similarity to a large proportion of the
prion-like domain of TDP-43. Together these results suggested, that the foci of the Ataxin-2 C-terminus were
formed akin to the TDP-43 aggregates, and that their formation as well as their putative cytotoxic properties
could depend on prion-like mechanisms.

Since Ataxin-2 and its yeast ortholog PBP1 are additionally known as components of Stress granules (SG), it
was also investigated here, whether the detected C-terminus foci could have been SG or not. Referring to this it
was shown on the one hand, that the C-terminus foci colocalize with the yeast SG-marker PBP1, but on the other
hand neither stress nor the SG assembly inhibitor cycloheximide had an influence on their formation. This led to
the conclusion, that the C-terminus foci have not been yeast SG. Moreover it was noted, that the formation of
canonical SG was inhibited by C-terminus expression. Taken together these results suggested, that the
C-terminus foci could probably have impaired SG-formation by means of PBP1-sequestration.

In addition further investigations performed in HeLa-cells concerning foci formation and localization of the
Ataxin-2 cleavage products indicated, that, also in this human model system, it was particularly the Ataxin-2
C-terminus, which seemed to have detrimental effects on the cells. This was concluded, since it has been
observed, that a significant part of the C-terminus expressing cells formed filamentous C-terminus foci, and that
almost all of these cells showed microscopically detectable, apoptotic signs. In contrast, this did not apply to the
remaining C-terminus expressing cells, which exhibited apoptotic signs as rarely as control cells. Altogether this
led to the assumption that filamentous Ataxin-2 C-terminus might act in a pro-apoptotic way. Besides this
further parallels between the C-terminus filaments in HeLa-cells and its foci in yeast cells had also been

discovered. This refers to the observations, that both structures co-localized with components of the microtubule
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network and that C-terminus filament formation in HeLa-cells inhibited SG formation similar to its expression
and probably also its foci-formation in yeast.

Conversely the transient expression of the Ataxin-2 N-Terminus did not result in any detectable apoptotic
changes in the HeLa-cells. However this cleavage product, in contrast to full-length Ataxin-2 or its C-terminus,
had the remarkable property to be localized not only in the cytoplasm but also in the cells nuclei. Therefore the
Ataxin-2 sequence was additionally checked for unconventional nuclear import sequence motifs leading to the
identification of a previously unknown, putative nuclear import signal located at the Ataxin-2 N-Terminus,
which could consequently be involved in the nuclear import of the N-Terminus. In this regard it could further be
noted, that cytoplasmic localization of the N-terminus was an essential prerequisite for some effects mediated by
its expression, namely a reduction of the nuclear TDP-43-levels as well as a deficient SG formation. Furthermore
it could also be shown, that a mutant variant of the N-Terminus carrying a pathogenic PolyQ-expansion (with
79 Q-repeats) was more likely to be localized cytoplasmically than its unexpanded counterpart (with 22 Q-
repeats). This means that the mutation did also have an indirect influence on the above mentioned effects of the
N-Terminus expression. But apart from this, the mutation also had a drastic enhancing effect on the formation of
cytoplasmic N-Terminus foci, which led to the situation, that the degree of foci formation in case of the
expanded N-terminus not only exceeded that of the unexpanded N-Terminus but also that of a full-length
Ataxin-2 variant with the same expansion mutation. Hence, it can be assumed, that similar expansion mutation
dependent effects might probably be important for SCA2-pathogenesis as well.

Another aim of this work was further to identify common genetic regulators of Ataxin-2 and TDP-43 in targeted
yeast deletion library screens. These revealed that the deletions of the two deadenylase proteins POP2 and CCR4
had a specific impact on the effects mediated by expression of either Ataxin-2 or TDP-43 in yeast cell. Moreover
subsequent studies in HeLa-cells showed that the double-siRNA-Knockdown of the human POP2 orthologs
CNOT7 and CNOTS led to a raise in the amount of Ataxin-2 transcripts. Hence the yeast screens eventually
resulted in the successful identification of CNOT7 and/or CNOT8 as a regulator of Ataxin-2 gene expression in
human cells.

Finally proteomic studies were also conducted in S. cerevisiae, to explore the largely unknown function of the
Ataxin-2 yeast ortholog PBPI1. These studies indicated, that PBP1 particularly up-regulated certain proteins
connected to the cellular heat stress response (mainly chaperones), that are especially important for the cells
protein quality control, which clearly emphasized that PBP1 has a function in cellular stress response pathways.
Despite this, PBP1 altogether rather had a negative than a positive regulatory influence on the yeast proteome.
Regarding this it is further noteworthy, that, also among the down-regulated proteins, a specific protein
enrichment could be detected, which in this case was related to catalytical complex proteins. These mostly
referred to transcription relevant complexes as well as some transferases with functions in ER- or Golgi-
Apparatus-mediated protein modification processes. Taken together this means, that PBP1 has an important
function as an indirect regulator of gene transcription, co-translational protein modification as well as protein

quality control processes in S. cerevisiae.
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Anhang 1 MS-Daten

Tab. Ala Liste der allein im APBP1-DB-Deletionsstamm abwiirts regulierten Proteine

APBP1-DB/BY4741 (abwirts regulierte Proteine; LFQ-Quotient < 0,67)

Gen-Symbol Gen-Name LFQ-Quotient
ACH1 Acetyl-CoA hydrolase 0,183
AIM3 Altered inheritance of mitochondria protein 3 0,590
AIM9 Altered inheritance of mitochondria protein 9, mitochondrial 0,580
ARC18 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 0,444
BLM10 Proteasome activator BLM10 0,216
BNI4 Protein BNI4 0,643
CIT1 Citrate synthase, mitochondrial 0,669
Ccyc1 Cytochrome ciso-1 0,551
CYT1 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial 0,524
DBP9 ATP-dependent RNA helicase DBP9 0,599
DDI1 DNA damage-inducible protein 1 0,631
DDP1 Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase DDP1 0,619
DDR48 Stress protein DDR48 0,570
DFG5 Mannan endo-1,6-alpha-mannosidase DFG5 0,521
DIP2 U3 small nucleolar RNA-associated protein 12 0,615
DLD1 D-lactate dehydrogenase [cytochrome] 1, mitochondrial 0,586
DSS4 Protein DSS4 0,494
DUG2 Probable di- and tripeptidase DUG2 0,623
EMC2 ER membrane protein complex subunit 2 0,635
FDC1 Ferulic acid decarboxylase 1 0,565
GCY1 Protein GCY 0,639
GLK1 Glucokinase-1 0,642
GPH1 Glycogen phosphorylase 0,617
GRE2 NADPH-dependent methylglyoxal reductase GRE2 0,545
GUT2 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial 0,519
HEF3 Elongation factor 3B 0,575
HU1 Protein HLJ1 0,527
HMG1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 1 0,601
HSP104 Heat shock protein 104 0,575
HSP12 12 kDa heat shock protein 0,586
HSP150 Cell wall mannoprotein HSP150 0,604
HSP26 Heat shock protein 26 0,401
HSP42 Heat shock protein 42 0,386
HSP78 Heat shock protein 78, mitochondrial 0,289
VY1 Protein IVY1 0,509
KEL1 Kelch repeat-containing protein 1 0,616
KXD1 Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit KXD1 0,608
MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 0,617
MED4 Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 4 0,483
MIC17 Mitochondrial intermembrane space cysteine motif-containing protein MIC17 0,441
MKC7 Aspartic proteinase MKC7 0,461
MLS1 Malate synthase 1, glyoxysomal 0,222
NAS2 Probable 26S proteasome regulatory subunit p27 0,458
NDI1 Rotenone-insensitive NADH-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial 0,567
NMA111 Pro-apoptotic serine protease NMA111 0,593
NUP159 Nucleoporin NUP159 0,630
NUT2 Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 10 0,361
om45 Mitochondrial outer membrane protein OM45 0,303
OXP1 5-oxoprolinase 0,635
PAM16 Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM16 0,489
PBS2 MAP kinase kinase PBS2 0,653
PCK1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] 0,112
PHO3 Constitutive acid phosphatase 0,556
PHOS5 Repressible acid phosphatase 0,269
PRE4 Proteasome subunit beta type-7 0,655
PST1 Cell wall mannoprotein PST1 0,498
PUF6 Pumilio homology domain family member 6 0,608
RIM1 Single-stranded DNA-binding protein RIM1, mitochondrial 0,589
RNQ1 [PIN+] prion protein RNQ1 0,321
ROK1 ATP-dependent RNA helicase ROK1 0,649
RPL30 60S ribosomal protein L30 0,670
RPL31B 60S ribosomal protein L31-B 0,548
RPL39 60S ribosomal protein L39 0,466
RPL42B 60S ribosomal protein L42-B;60S ribosomal protein L42-A 0,357
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APBP1-DB/BY4741 (abwirts regulierte Proteine; LFQ-Quotient < 0,67) Fortsetzung

RPP1A 60S acidic ribosomal protein P1-alpha 0,181
RPS30B 40S ribosomal protein S30-B;40S ribosomal protein S30-A 0,514
RPS5 40S ribosomal protein S5 0,649
RRP3 ATP-dependent rRNA helicase RRP3 0,651
RTN2 Reticulon-like protein 2 0,614
RUB1 NEDD8-like protein RUB1 0,502
SAP190 SIT4-associating protein SAP190 0,633
SDH1 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial 0,651
SDH2 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial 0,461
SEC65 Signal recognition particle subunit SEC65 0,644
SEC7 Protein transport protein SEC7 0,549
SIA1 Protein SIA1 0,656
SKN7 Transcription factor SKN7 0,587
SLK19 Kinetochore protein SLK19 0,587
SNF5 SWI/SNF chromatin-remodeling complex subunit SNF5 0,629
SQT1 Ribosome assembly protein SQT1 0,522
SRN2 Protein SRN2 0,440
SSA4 Heat shock protein SSA4 0,667
SvL3 Styryl dye vacuolar localization protein 3 0,492
Tat-D Deoxyribonuclease Tat-D 0,580
TDA3 Putative oxidoreductase TDA3 0,663
TMT1 Trans-aconitate 3-methyltransferase 0,355
TSL1 Trehalose synthase complex regulatory subunit TSL1 0,613
UBC4 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 4 0,496
UTP7 U3 small nucleolar RNA-associated protein 7 0,608
VAN1 Mannan polymerase | complex VAN1 subunit 0,566
VPS60 Vacuolar protein-sorting-associated protein 60 0,661
VTS1 Protein VTS1 0,656
XRN1 5-3 exoribonuclease 1 0,623
YCLO42W Putative uncharacterized protein YCLO42W 0,439
YDL124W NADPH-dependent alpha-keto amide reductase 0,613
YFROO6W Uncharacterized peptidase YFROO6W 0,653
YFRO16C Uncharacterized protein YFR0O16C 0,649
YGL159W Uncharacterized protein YGL159W 0,607
YGP1 Protein YGP1 0,300
YLR146W-A Coiled-coil domain-containing protein YLR146W-A 0,457
YOP1 Protein YOP1 0,309
YORO052C AN1-type zinc finger protein YOR052C 0,659
YOR238W Uncharacterized protein YOR238W 0,539
YPL199C Smr domain-containing protein YPL199C 0,616
YPRO36W-A Uncharacterized protein YPRO36W-A 0,335
YPR114W Uncharacterized TLC domain-containing protein YPR114W 0,629
ZTA1 Probable quinone oxidoreductase 0,492
Tab. Alb Liste der allein im APBP1-DB-Deletionsstamm aufwiirts regulierten Proteine
APBP1-DB/BY4741 (aufwirts regulierte Proteine; > 1,5)

Gen-Symbol Gen-Name LFQ-Quotient
ACO2 Probable aconitate hydratase 2 1,642
ADA2 Transcriptional adapter 2 1,794
ADE12 Adenylosuccinate synthetase 1,525
AIM29 Altered inheritance rate of mitochondria protein 29 1,775
ALT1 Probable alanine aminotransferase, mitochondrial 1,540
APS3 AP-3 complex subunit sigma 3,596
ARGS8 Acetylornithine aminotransferase, mitochondrial 1,693
ARP5 Actin-related protein 5 1,881
ARP7 Actin-related protein 7 1,741
ATP11 Protein ATP11, mitochondrial 1,602
BNA1 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase 1,899
BNAS Kynureninase 1,817
BOI1 Protein BOB1 2,007
BRES UBP3-associated protein BRES 1,571
BUD22 Bud site selection protein 22 1,619
BUL1 Ubiquitin ligase-binding protein BUL1 1,594
CAB3 Coenzyme A biosynthesis protein 3 1,578
CAB4 Phosphopantetheine adenylyltransferase 1,722
CAD1 AP-1-like transcription activator YAP2 2,447
CAF20 Cap-associated protein CAF20 2,808
CCP1 Cytochrome c peroxidase, mitochondrial 1,686
CDC34 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-34 kDa 2,129
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APBP1-DB/BY4741 (aufwiérts regulierte Proteine; > 1,5) Fortsetzung

CDC73
CDC8
YJL171C
CFT1
CHD1
CHS1
CHZ1
CIR2
CKB2
CLc1
CMS1
CNA1
COA4
COF1
CoQ5

CRP1

CSE1
CSR1
CTR9
DCP2
DFM1
DIB1
DIM1
DNF1
DPH2
DUT1
DYN2
ECM14
ELC1
EMG1
EMP47
EMW1
ENA1
END3
ENP1
ENP2
ERG1
ERG2
ERG27
ERG5
ESF2
FAA4
FAR8
GCD10
GCD7
GDT1
GIR2
GLT1
GNP1
GOS1
GPI16
GPM3
GRH1
HBS1
HEM13
HEM3
HGH1
HOC1
HOG1
HOS3
HPR1
IMD2
IRC25
113
JSN1
KAP104
KCS1
LAC1
LEU1

Cell division control protein 73

Thymidylate kinase

Cell wall protein YJL171C

Protein CFT1

Chromo domain-containing protein 1

Chitin synthase 1

Histone H2A.Z-specific chaperone CHZ1

Probable electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial
Casein kinase Il subunit beta

Clathrin light chain

Protein CMS1

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit A1
Cytochrome oxidase assembly factor 4

Cofilin

2-methoxy-6-polyprenyl-1,4-benzoquinol methylase, mitochondrial
Cruciform DNA-recognizing protein 1;CRP1 short N-terminal subpeptide;CRP1 short C-terminal
subpeptide

Importin alpha re-exporter

Phosphatidylinositol transfer protein CSR1

RNA polymerase-associated protein CTR9
mRNA-decapping enzyme subunit 2

DER1-like family member protein 1

Spliceosomal protein DIB1

Dimethyladenosine transferase
Phospholipid-transporting ATPase DNF1
Diphthamide biosynthesis protein 2

Deoxyuridine 5-triphosphate nucleotidohydrolase
Dynein light chain 1, cytoplasmic

Putative metallocarboxypeptidase ECM14

Elongin-C

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase NEP1
Protein EMP47

Essential for maintenance of the cell wall protein 1
Sodium transport ATPase 1

Actin cytoskeleton-regulatory complex protein END3
Essential nuclear protein 1

Ribosome biogenesis protein ENP2

Squalene monooxygenase

C-8 sterol isomerase

3-keto-steroid reductase

Cytochrome P450 61

Pre-rRNA-processing protein ESF2
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4

Factor arrest protein 8

tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase non-catalytic subunit TRM6
Translation initiation factor elF-2B subunit beta
GCR1-dependent translation factor 1

Protein GIR2

Glutamate synthase [NADH]

High-affinity glutamine permease

Golgi SNAP receptor complex member 1

GPI transamidase component GPI16
Phosphoglycerate mutase 3

GRASP65 homolog protein 1

Elongation factor 1 alpha-like protein
Coproporphyrinogen-Ill oxidase

Porphobilinogen deaminase

FAM203 family protein HGH1

Putative glycosyltransferase HOC1
Mitogen-activated protein kinase HOG1

Histone deacetylase HOS3

THO complex subunit HPR1
Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 2
Proteasome chaperone 3

Diphthamide biosynthesis protein 4

Protein JSN1

Importin subunit beta-2

Inositol hexakisphosphate kinase 1

Sphingosine N-acyltransferase LAC1
3-isopropylmalate dehydratase

2,235
2,706
1,533
1,785
2,347
2,095
1,977
1,711
2,163
1,511
1,812
1,596
1,735
1,773
1,525

1,733

1,514
1,774
1,910
1,569
2,384
1,834
2,021
1,993
1,516
1,529
2,527
1,654
2,266
2,012
1,662
1,548
1,748
1,620
2,063
1,912
1,999
2,150
1,599
2,065
2,124
1,559
2,416
1,599
2,205
1,673
1,991
1,627
1,743
1,609
1,947
1,909
1,695
1,600
2,297
1,537
2,150
2,421
1,705
2,482
2,398
2,432
1,661
1,505
1,748
1,633
1,896
1,573
1,928
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APBP1-DB/BY4741 (aufwiérts regulierte Proteine; > 1,5) Fortsetzung

LEU9
MAK31
MEH1
MET16
MIT1
MKT1
MNN11
MRPL13
NAT5
NMD3
NOC3
NOP10
NOP13
NOP53
NOT5
NPA3
NRP1
OAC1
PCC1
PEP8
PET191
PFY1
PHO86
PHO91
PLP2
PMT4
POF1
POM152

ARG5,6

PRS5
PUF4
PXL1
RCL1
REG1
RET1
RFA1
RIO2
RIP1
RPA49
RPB8
RPC10
RPC19
RPC31
RPC53
RPN9
RPO31
RPS31
RRS1
RRT2
RTF1
SAC1
SAP185
SAR1
SDA1
SDC1
SEC14
SEC28
SEE1
SFT2
SGN1
SKN1
SKY1
SNF7
soL2
SPE4
SPP41
SRP68
SRP72
SS01

2-isopropylmalate synthase 2, mitochondrial
N-alpha-acetyltransferase 38, NatC auxiliary subunit
Protein MEH1

Phosphoadenosine phosphosulfate reductase
Transcriptional regulator MIT1

Protein MKT1

Probable alpha-1,6-mannosyltransferase MNN11

54S ribosomal protein L13, mitochondrial

N-terminal acetyltransferase A complex subunit NATS
60S ribosomal export protein NMD3

Nucleolar complex-associated protein 3

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3
Nucleolar protein 13

Ribosome biogenesis protein NOP53

General negative regulator of transcription subunit 5
GTPase NPA3

Asparagine-rich protein

Mitochondrial oxaloacetate transport protein
Polarized growth chromatin-associated controller 1
Carboxypeptidase Y-deficient protein 8
Mitochondrial protein PET191

Profilin

Inorganic phosphate transporter PHO86

Low-affinity phosphate transporter PHO91
Phosducin-like protein 2
Dolichyl-phosphate-mannose--protein mannosyltransferase 4
Promoter of filamentation protein 1

Nucleoporin POM152

Protein ARG5,6, mitochondrial;N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate
reductase;Acetylglutamate kinase

Ribose-phosphate pyrophosphokinase 5

Pumilio homology domain family member 4
Paxillin-like protein 1

RNA 3-terminal phosphate cyclase-like protein
Resistance to glucose repression protein 1
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC2
Replication factor A protein 1
Serine/threonine-protein kinase RI02

Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial
DNA-directed RNA polymerase | subunit RPA49
DNA-directed RNA polymerases |, I, and Il subunit RPABC3
DNA-directed RNA polymerases |, Il, and Il subunit RPABC4
DNA-directed RNA polymerases | and Ill subunit RPAC2
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC7
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC4

26S proteasome regulatory subunit RPN9
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC1
Ubiquitin-40S ribosomal protein S31

Regulator of ribosome biosynthesis

Diphthamide biosynthesis protein RRT2

RNA polymerase-associated protein RTF1
Phosphoinositide phosphatase SAC1

SIT4-associating protein SAP185

Small COPII coat GTPase SAR1

Protein SDA1

COMPASS component SDC1

SEC14 cytosolic factor

Coatomer subunit epsilon

N-lysine methyltransferase SEE1

Protein transport protein SFT2

RNA-binding protein SGN1

Beta-glucan synthesis-associated protein SKN1
Serine/threonine-protein kinase SKY1
Vacuolar-sorting protein SNF7
6-phosphogluconolactonase-like protein 2

Spermine synthase

Protein SPP41

Signal recognition particle subunit SRP68

Signal recognition particle subunit SRP72

Protein SSO1

2,463
1,577
2,220
1,776
1,526
2,026
1,597
1,520
1,674
1,560
1,524
2,344
1,510
1,527
1,807
1,830
2,344
2,067
1,603
1,815
2,124
1,500
1,641
1,627
2,016
2,441
1,558
1,661

1,672

1,711
1,894
1,510
2,998
1,509
1,569
1,865
1,815
1,712
1,768
1,684
2,019
1,677
1,608
1,758
1,534
1,627
1,500
1,847
3,028
1,943
1,700
1,599
1,505
1,530
2,182
1,580
1,554
2,299
1,956
1,600
1,673
1,859
1,739
1,680
1,813
1,599
1,720
1,574
2,399
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APBP1-DB/BY4741 (aufwiérts regulierte Proteine; > 1,5) Fortsetzung

STE20
STE4
STP3
SUS1
SWD2
TAF14
TAF6
TAF9
TCB1
TDA10
TED1
TGL1
THI8O0
TIF6
TIM8
TOM5
TOM7
TOP1
TPM2
TRS31
TRS33
TY1B-MR1
TY1B-PR1
UBC9
UBX5
YBRO56W
URA8
URH1
UTP18
VMA22
VMA7
VPS51
VTAL
WTM1
YAEL
YBLO36C
YBLO81W
YCP4
YCRO76C
YCR090C
YDLO86W
YDL121C
YER156C
YET3
YFH1
YGR169C-A
YGR266W
YIL108W
YIL132W
YLR413W
YME1
YMR178W
YNL208W
YPK1
YPK9
YPR172W
YVH1
ZEO1

Serine/threonine-protein kinase STE20

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta
Zinc finger protein STP3

Protein SUS1

COMPASS component SWD2

Transcription initiation factor TFIID subunit 14
Transcription initiation factor TFIID subunit 6
Transcription initiation factor TFIID subunit 9
Tricalbin-1

Probable ATP-dependent kinase TDA10

Protein TED1

Sterol esterase TGL1

Thiamine pyrophosphokinase

Eukaryotic translation initiation factor 6
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM8
Mitochondrial import receptor subunit TOM5
Mitochondrial import receptor subunit TOM7
DNA topoisomerase 1

Tropomyosin-2

Trafficking protein particle complex subunit 31
Trafficking protein particle complex subunit 33
Transposon Ty1l-MR1 Gag-Pol polyprotein;Capsid protein
Transposon Ty1-PR1 Gag-Pol polyprotein;Capsid protein
SUMO-conjugating enzyme UBC9

UBX domain-containing protein 5
Uncharacterized glycosyl hydrolase YBROS6W
CTP synthase 2

Uridine nucleosidase

U3 small nucleolar RNA-associated protein 18
Vacuolar ATPase assembly protein VMA22
V-type proton ATPase subunit F

Vacuolar protein sorting-associated protein 51
Vacuolar protein sorting-associated protein VTA1
Transcriptional modulator WTM1
Uncharacterized protein YAE1

UPF0001 protein YBLO36C

Uncharacterized protein YBLO81W
Flavoprotein-like protein YCP4

Uncharacterized protein YCR076C

UPF0587 protein YCRO90C

Putative carboxymethylenebutenolidase
Uncharacterized protein YDL121C

UPF0160 protein YER156C

Endoplasmic reticulum transmembrane protein 3
Frataxin homolog, mitochondrial;Frataxin homolog intermediate form
Uncharacterized protein YGR169C-A
Uncharacterized protein YGR266W

Putative zinc metalloproteinase YIL108W
Uncharacterized protein YJL132W

Cell membrane protein YLR413W

Mitochondrial inner membrane i-AAA protease supercomplex subunit YME1
Uncharacterized protein YMR178W
Uncharacterized protein YNL208W
Serine/threonine-protein kinase YPK1

Vacuolar cation-transporting ATPase YPK9
Pyridoxamine 5-phosphate oxidase homolog
Tyrosine-protein phosphatase YVH1

Protein ZEO1

1,575
1,805
1,782
1,538
1,807
2,350
2,315
1,506
1,516
1,799
1,752
2,126
1,612
1,645
1,681
2,124
1,708
2,533
1,524
1,713
1,717
1,618
1,585
1,753
1,625
1,503
1,518
2,043
1,528
1,539
1,665
1,680
2,544
1,654
1,613
2,084
2,225
1,663
2,109
1,531
1,599
1,807
1,523
1,509
1,713
1,552
1,668
1,540
1,632
1,536
2,002
1,625
1,575
1,669
1,801
2,420
2,037
1,529

Tab. A2a Liste der allein im APBP1-sm-Deletionsstamm abwiirts regulierten Proteine

APBP1-sm/BY4741 (abwirts regulierte Proteine; LFQ-Quotient < 0,67)

Gen-Symbol Gen-Name LFQ-Quotient
AAC1 ADP,ATP carrier protein 1 0,258
ADI1 1,2-dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene dioxygenase 0,550
AIM9 Altered inheritance of mitochondria protein 9, mitochondrial 0,453
ALD3 Aldehyde dehydrogenase [NAD(P)+] 2 0,507
APE2 Aminopeptidase 2, mitochondrial 0,660
ATP1 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 0,616
ATP15 ATP synthase subunit epsilon, mitochondrial 0,535
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ATP4
BDH1
BLM10
BNA3
BNA6
BUD4
BUR6
CAR1
CiT1
CLA4
CMK2
COX12
Cox4
COX6
CYT1
DDR48
DLD1
DOG2
DOT6
DSE4
DUG1
ECM29
EMI2
ENO1
ERJS
EXG1
FMP21
FYvs
GIS2
GLC3
GLK1
GTT1
HEF3
HOR2
HRB1
HSP104
HSP12
HSP150
HSP26
HSP78
HXK1
HXT7
IDP1
VY1
KEL1

KGD2
LAP4
LCL2
LSM1
LSP1
LYS9
MDH2
MLS1
MPD1
MRH1
MSC1
NADPH-dependent
alpha-keto amide
reductase
NCE102
OPI1
PAR32
PBI2
PDR16
PET9
PGM2
PHB1
PHO11
PHO84

ATP synthase subunit 4, mitochondrial

Diacetyl reductase [(R)-acetoin forming]

Proteasome activator BLM10

Probable kynurenine--oxoglutarate transaminase BNA3
Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating]
Bud site selection protein 4

Negative cofactor 2 complex subunit alpha

Arginase

Citrate synthase, mitochondrial
Serine/threonine-protein kinase CLA4
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il
Cytochrome c oxidase subunit 6B

Cytochrome c oxidase subunit 4, mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit 6, mitochondrial
Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial

Stress protein DDR48

D-lactate dehydrogenase [cytochrome] 1, mitochondrial
2-deoxyglucose-6-phosphate phosphatase 2
Transcriptional regulatory protein DOT6
Endo-1,3(4)-beta-glucanase 1

Cys-Gly metallodipeptidase DUG1

Proteasome component ECM29

Putative glucokinase-2

Enolase 1

ER-localized J domain-containing protein 5

Glucan 1,3-beta-glucosidase /11

Protein FMP21, mitochondrial

Protein FYV8

Zinc finger protein GIS2

1,4-alpha-glucan-branching enzyme

Glucokinase-1

Glutathione S-transferase 1

Elongation factor 3B

(DL)-glycerol-3-phosphatase 2

Protein HRB1

Heat shock protein 104

12 kDa heat shock protein

Cell wall mannoprotein HSP150

Heat shock protein 26

Heat shock protein 78, mitochondrial

Hexokinase-1

High-affinity hexose transporter HXT6

Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial
Protein IVY1

Kelch repeat-containing protein 1
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase
complex, mitochondrial

Vacuolar aminopeptidase 1

Long chronological lifespan protein 2

Sm-like protein LSm1

Sphingolipid long chain base-responsive protein LSP1
Saccharopine dehydrogenase [NADP(+), L-glutamate-forming]
Malate dehydrogenase, cytoplasmic

Malate synthase 1, glyoxysomal

Protein disulfide-isomerase MPD1

Protein MRH1

Meiotic sister chromatid recombination protein 1

NADPH-dependent alpha-keto amide reductase
Non-classical export protein 2
Transcriptional repressor OPI1

Protein PAR32

Protease B inhibitor 2

Phosphatidylinositol transfer protein PDR16
ADP,ATP carrier protein 2
Phosphoglucomutase-2

Prohibitin-1

Acid phosphatase PHO11

Inorganic phosphate transporter PHO84

0,554
0,656
0,357
0,627
0,475
0,667
0,572
0,575
0,474
0,661
0,349
0,498
0,601
0,601
0,260
0,333
0,272
0,531
0,651
0,663
0,664
0,552
0,515
0,623
0,623
0,583
0,634
0,488
0,441
0,420
0,404
0,522
0,476
0,627
0,639
0,400
0,261
0,608
0,151
0,153
0,480
0,495
0,627
0,618
0,570

0,528
0,291
0,597
0,603
0,494
0,646
0,552
0,019
0,582
0,507
0,245

0,520
0,556
0,640
0,611
0,531
0,424
0,606
0,278
0,663
0,365
0,597
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PNC1
POS5
PRE2
PST1
PTC5
QCR2
QCR7
RIM1
RNQ1
RPL15B
RPL25
RPL39
RPL4B
RPP1A
RPS13
RPS15
RPS29A
RPS30B
RPS5
RTC3
SDH1
SEC7
SFB3
SFH1
SKN7
SOD2
soL4
SSA4
STF2
STH1
SWA2
SXM1
TDA3
TDH1
TFS1

TIF6
TMA17
TOP2
TPS1
TPS2
TPS3
TSL1
UTP20
VTC1
VTC3
XRN1
YCRO75W-A
YLR257W
YMR124W
YNRO34W-A
YOP1
YOR238W
YPRO10C-A
YPRO91C
ZTA1

Nicotinamidase

NADH kinase POS5, mitochondrial

Proteasome subunit beta type-5

Cell wall mannoprotein PST1

Protein phosphatase 2C homolog 5

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 7

Single-stranded DNA-binding protein RIM1, mitochondrial
[PIN+] prion protein RNQ1

60S ribosomal protein L15-B

60S ribosomal protein L25

60S ribosomal protein L39

60S ribosomal protein L4-B

60S acidic ribosomal protein P1-alpha

40S ribosomal protein S13

40S ribosomal protein S15

40S ribosomal protein $29-A

40S ribosomal protein S30-B;40S ribosomal protein S30-A
40S ribosomal protein S5

Restriction of telomere capping protein 3

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial
Protein transport protein SEC7

SED5-binding protein 3

Chromatin structure-remodeling complex subunit SFH1
Transcription factor SKN7

Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial
6-phosphogluconolactonase 4

Heat shock protein SSA4

ATPase-stabilizing factor 15 kDa protein

Nuclear protein STH1/NPS1

Auxilin-like clathrin uncoating factor SWA2

Importin beta SMX1

Putative oxidoreductase TDA3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1
Carboxypeptidase Y inhibitor

Eukaryotic translation initiation factor 6

Translation machinery-associated protein 17

DNA topoisomerase 2
Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase [UDP-forming] 56 kDa subunit
Trehalose-phosphatase

Trehalose synthase complex regulatory subunit TPS3
Trehalose synthase complex regulatory subunit TSL1
U3 small nucleolar RNA-associated protein 20

Vacuolar transporter chaperone 1

Vacuolar transporter chaperone 3

5-3 exoribonuclease 1

Uncharacterized protein YCRO75W-A

Uncharacterized protein YLR257W

Uncharacterized protein YMR124W

Uncharacterized protein YNRO34W-A

Protein YOP1

Uncharacterized protein YOR238W

UPF0495 protein YPRO10C-A

Uncharacterized PH domain-containing protein YPR091C
Probable quinone oxidoreductase

0,474
0,478
0,636
0,308
0,661
0,532
0,375
0,595
0,406
0,463
0,595
0,461
0,623
0,318
0,668
0,573
0,511
0,435
0,601
0,472
0,355
0,569
0,665
0,619
0,640
0,527
0,457
0,606
0,488
0,618
0,627
0,545
0,607
0,427
0,317
0,653
0,592
0,641
0,494
0,483
0,663
0,234
0,636
0,600
0,659
0,580
0,650
0,496
0,567
0,106
0,457
0,496
0,485
0,609
0,458

Tab. A2b Liste der allein im APBP1-sm-Deletionsstamm aufwiirts regulierten Proteine

APBP1-sm/BY4741 (aufwaérts regulierte Proteine; > 1,5)

Gen-Symbol Gen-Name LFQ-Quotient
AAH1 Adenine deaminase 1,522
ABF1 ARS-binding factor 1 1,562
ABZ1 Aminodeoxychorismate synthase 1,611
ABZ2 Aminodeoxychorismate lyase 1,643
ACB1 Acyl-CoA-binding protein 1,551
ADE12 Adenylosuccinate synthetase 1,603
AHP1 Peroxiredoxin type-2 1,860
AIM29 Altered inheritance rate of mitochondria protein 29 1,555
ALT1 Probable alanine aminotransferase, mitochondrial 1,567
AMD1 AMP deaminase 2,007
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AML1
APL5
APS3
ARD1
ARP5
ARP7
AVL9
BCP1
BOI1
BRES
BUD22
CAB4
CAD1
CAF20
CAP1
cccl
CDC10
CDC34
CDC9
CHD1
CHZ1
CIR2
CLC1
CMS1
CNA1
CNS1
COA4
CPA1
CPR7

CRP1

CYB5
DAP2
DBP6
DCP2
DEF1
DIB1
DID4
DJP1
DLD3
DNF1
DPH5
DYN2
ECM2
EMC1
EMG1
EMW1
ENA1
ENP1
ENP2
ENT1
ERG2
ERG5
ERG8
ERP1
ERV1
ERV29
ESF2
FAP7
FSH2
FUR1
GCD14
GET1
GNP1
GPD2
GPI16
GPM3
GPX2
GRX5
GRX8

N(6)-adenine-specific DNA methyltransferase-like 1

AP-3 complex subunit delta

AP-3 complex subunit sigma

N-terminal acetyltransferase A complex catalytic subunit ARD1
Actin-related protein 5

Actin-related protein 7

Late secretory pathway protein AVL9

Protein BCP1

Protein BOB1

UBP3-associated protein BRE5

Bud site selection protein 22

Phosphopantetheine adenylyltransferase

AP-1-like transcription activator YAP2

Cap-associated protein CAF20

F-actin-capping protein subunit alpha

Protein CCC1

Cell division control protein 10

Ubiquitin-conjugating enzyme E2-34 kDa

DNA ligase 1

Chromo domain-containing protein 1

Histone H2A.Z-specific chaperone CHZ1

Probable electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial
Clathrin light chain

Protein CMS1

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit A1
Hsp70/Hsp90 co-chaperone CNS1

Cytochrome oxidase assembly factor 4
Carbamoyl-phosphate synthase arginine-specific small chain
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP7

Cruciform DNA-recognizing protein 1;CRP1 short N-terminal subpeptide;CRP1 short C-terminal
subpeptide

Cytochrome b5

Dipeptidyl aminopeptidase B

ATP-dependent RNA helicase DBP6

mRNA-decapping enzyme subunit 2

RNA polymerase Il degradation factor 1

Spliceosomal protein DIB1

DOA4-independent degradation protein 4

Dnal-like protein 1

D-lactate dehydrogenase [cytochrome] 3
Phospholipid-transporting ATPase DNF1

Diphthine synthase

Dynein light chain 1, cytoplasmic

Pre-mRNA-splicing factor SLT11

ER membrane protein complex subunit 1

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase NEP1
Essential for maintenance of the cell wall protein 1

Sodium transport ATPase 1

Essential nuclear protein 1

Ribosome biogenesis protein ENP2

Epsin-1

C-8 sterol isomerase

Cytochrome P450 61

Phosphomevalonate kinase

Protein ERP1
Mitochondrial FAD-linked sulfhydryl oxidase ERV1
ER-derived vesicles protein ERV29

Pre-rRNA-processing protein ESF2

Adenylate kinase isoenzyme 6 homolog FAP7

Family of serine hydrolases 2

Uracil phosphoribosyltransferase

tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase catalytic subunit TRM61
Golgi to ER traffic protein 1

High-affinity glutamine permease

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] 2, mitochondrial
GPI transamidase component GPI16

Phosphoglycerate mutase 3

Glutathione peroxidase 2

Monothiol glutaredoxin-5, mitochondrial

Glutaredoxin-8

1,514
1,502
2,069
1,664
1,924
1,638
1,876
1,763
2,630
1,799
1,615
1,886
1,566
2,015
2,040
1,591
1,560
2,724
1,508
1,819
2,581
1,520
1,821
1,930
1,939
2,072
1,852
1,681
1,551

1,561

1,999
1,522
2,041
1,824
1,649
2,871
1,726
1,823
1,595
1,610
1,702
2,778
1,557
1,533
2,244
1,895
2,421
1,946
1,938
1,554
1,951
1,619
2,169
1,625
1,843
1,555
1,938
1,797
1,806
1,509
1,751
1,780
1,780
2,637
1,934
3,504
1,744
1,820
1,844
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HBS1 Elongation factor 1 alpha-like protein 2,283
HEM13 Coproporphyrinogen-lll oxidase 2,551
HGH1 FAM203 family protein HGH1 1,519
HISE El-(S-phosphoribosyl)-5-[(5-phosphoribosylamino)methylideneamino] imidazole-4-carboxamide 1,882
isomerase
HOC1 Putative glycosyltransferase HOC1 2,124
HPR1 THO complex subunit HPR1 1,613
HRI1 Protein HRI1 1,799
HUB1 Ubiquitin-like modifier HUB1 1,601
HXT3 Low-affinity glucose transporter HXT3 1,698
IFA38 Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase 1,903
ILV3 Dihydroxy-acid dehydratase, mitochondrial 1,510
IMD2 Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 2 4,191
IMP4 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP4 1,725
IRC24 Benzil reductase ((S)-benzoin forming) IRC24 1,554
IRC25 Proteasome chaperone 3 2,195
ISY1 Pre-mRNA-splicing factor ISY1 1,780
13 Diphthamide biosynthesis protein 4 2,333
KEL3 Kelch repeat-containing protein 3 1,700
KTR1 Alpha-1,2 mannosyltransferase KTR1 1,684
LEU1 3-isopropylmalate dehydratase 1,836
LEU9 2-isopropylmalate synthase 2, mitochondrial 2,308
LIA1 Deoxyhypusine hydroxylase 1,649
\L”OL%;;W'V Protein | 0G family protein YJLOS5W 1,538
LTP1 Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase 2,050
MAK21 Ribosome biogenesis protein MAK21 1,838
MAK31 N-alpha-acetyltransferase 38, NatC auxiliary subunit 3,148
MAS2 Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha 1,739
MKT1 Protein MKT1 2,258
MNN11 Probable alpha-1,6-mannosyltransferase MNN11 2,630
MOG1 Nuclear import protein MOG1 1,523
MRPL13 54S ribosomal protein L13, mitochondrial 1,659
MSC3 Meiotic sister-chromatid recombination protein 3 1,520
MTR2 mRNA transport regulator MTR2 1,767
NAN1 NET1-associated nuclear protein 1 1,517
NATS N-terminal acetyltransferase A complex subunit NATS 2,675
NGG1 Chromatin-remodeling complexes subunit NGG1 1,817
NOP10 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3 2,471
NOP53 Ribosome biogenesis protein NOP53 2,086
NOP8 60S ribosome subunit biogenesis protein NOP8 1,598
NPA3 GTPase NPA3 2,178
NRP1 Asparagine-rich protein 2,009
OAC1 Mitochondrial oxaloacetate transport protein 3,059
OCA1 Putative tyrosine-protein phosphatase OCA1 1,530
OosM1 Osmotic growth protein 1 1,957
0ST1 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 1,766
PEP8 Carboxypeptidase Y-deficient protein 8 1,894
PEX19 Peroxisomal membrane protein import receptor PEX19 1,634
PEX30 Peroxisomal membrane protein PEX30 1,529
PFY1 Profilin 1,530
PLP2 Phosducin-like protein 2 2,254
PMT2 Dolichyl-phosphate-mannose--protein mannosyltransferase 2 1,660
PMT4 Dolichyl-phosphate-mannose--protein mannosyltransferase 4 1,994
POF1 Promoter of filamentation protein 1 2,606
POLS DNA polymerase V 1,567
POM152 Nucleoporin POM152 1,550
PPT1 Serine/threonine-protein phosphatase T 1,564
PPX1 Exopolyphosphatase 1,853
PRS5 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 5 1,787
PUF4 Pumilio homology domain family member 4 1,801
PUP1 Proteasome subunit beta type-2 1,962
PWP1 Periodic tryptophan protein 1 1,690
RBA50 RNA polymerase ll-associated protein RBA50 2,390
RBK1 Probable ribokinase 1,990
RCL1 RNA 3-terminal phosphate cyclase-like protein 2,603
REE1 Regulation of enolase protein 1 1,514
REH1 Zinc finger protein REH1 1,505
RET1 DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC2 2,597
RET3 Coatomer subunit zeta 1,701
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REX4
RFA1
RLP7
RNR2
RNR4
RPA34
RPA43
RPA49
RPB3
RPB8
RPC31
RPE1
RPF1
RRP4
RRP9
RRS1
RRT2
RTT102
SCP1
SDA1
SDC1
SDO1
SEC14
SEC28
SEE1
SER3
SEY1
SFT2
SIA1
SK18
SKN1
SKY1
SNF7
SPE4
SPT4
SRB6
SRB7
STE18
STE20
STE24
SUB1
SUN4
TAE1
TAF10
TAF6
TAF9
Tat-D
TDA10
TED1
THR1
TIM13
TIM50
TOM5
TOP1
TOS1
TPM1
TPM2
TRMS
TRS33
TRX1

TY1B-LR4

TY1B-MR1

TY1B-PR1

UBC9
UBX7
YLR179C
YOR021C

RNA exonuclease 4

Replication factor A protein 1

Ribosome biogenesis protein RLP7
Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain 1
Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain 2
DNA-directed RNA polymerase | subunit RPA34
DNA-directed RNA polymerase | subunit RPA43
DNA-directed RNA polymerase | subunit RPA49
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB3
DNA-directed RNA polymerases |, I, and Il subunit RPABC3
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC7
Ribulose-phosphate 3-epimerase

Ribosome production factor 1

Exosome complex component RRP4

Ribosomal RNA-processing protein 9

Regulator of ribosome biosynthesis

Diphthamide biosynthesis protein RRT2

Regulator of Tyl transposition protein 102

Transgelin

Protein SDA1

COMPASS component SDC1

Ribosome maturation protein SDO1

SEC14 cytosolic factor

Coatomer subunit epsilon

N-lysine methyltransferase SEE1

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1

Protein SEY1

Protein transport protein SFT2

Protein SIA1

Antiviral protein SKI8

Beta-glucan synthesis-associated protein SKN1
Serine/threonine-protein kinase SKY1

Vacuolar-sorting protein SNF7

Spermine synthase

Transcription elongation factor SPT4

Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 22
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 21
Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma
Serine/threonine-protein kinase STE20

CAAX prenyl protease 1

RNA polymerase Il transcriptional coactivator SUB1
Septation protein SUN4

Alpha N-terminal protein methyltransferase 1
Transcription initiation factor TFIID subunit 10
Transcription initiation factor TFIID subunit 6
Transcription initiation factor TFIID subunit 9
Deoxyribonuclease Tat-D

Probable ATP-dependent kinase TDA10

Protein TED1

Homoserine kinase

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM13
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM50
Mitochondrial import receptor subunit TOM5

DNA topoisomerase 1

Protein TOS1

Tropomyosin-1

Tropomyosin-2

tRNA (guanine(37)-N1)-methyltransferase

Trafficking protein particle complex subunit 33
Thioredoxin-1

Transposon Ty1-LR4 Gag-Pol polyprotein;Capsid protein;Tyl protease;Integrase;Reverse
transcriptase/ribonuclease H

Transposon Ty1l-MR1 Gag-Pol polyprotein;Capsid protein;Tyl protease;Integrase;Reverse
transcriptase/ribonuclease H;

Transposon Ty1-PR1 Gag-Pol polyprotein;Capsid protein; Tyl protease;Integrase;Reverse
transcriptase/ribonuclease H

SUMO-conjugating enzyme UBC9

UBX domain-containing protein 7

Uncharacterized protein YLR179C

Uncharacterized protein YOR021C

2,034
1,767
1,669
1,716
1,763
1,648
1,621
1,565
1,654
1,759
1,583
1,619
1,770
1,614
1,673
2,336
3,218
1,654
1,523
2,089
2,549
2,440
1,705
1,545
1,576
1,893
1,594
2,517
2,094
1,613
1,688
2,028
2,121
3,027
1,911
2,384
1,569
1,872
1,969
1,729
1,747
1,965
1,611
1,735
1,924
1,533
1,813
2,071
1,601
1,601
1,541
1,702
2,168
2,117
1,696
1,737
1,660
1,751
1,683
1,518

1,633
1,668

2,367

1,911
1,508
1,526
1,566
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URA5
URAG6
UTH1
UTP15
UTP18
uTP21
uTP8
VAM7
VAN1
VMA7
VPS24
VPS27
VTAl
XPT1
YAEL
YBLO36C
YBT1
YCF1
YCH1
YCK1
YCLO42W
YCRO76C
YCRO87C-A
YDL121C
YER156C
YET3
YFH1
YGL101W
YHR127W
YLR126C
YLR413W
YME1
YML6
YNLO1OW
YOR283W
YOR304C-A
YPR127W
YPT52
YPT7
YVH1
ZPR1
ZRT3

Orotate phosphoribosyltransferase 1

Uridylate kinase

Protein UTH1

U3 small nucleolar RNA-associated protein 15
U3 small nucleolar RNA-associated protein 18
U3 small nucleolar RNA-associated protein 21
U3 small nucleolar RNA-associated protein 8
Vacuolar morphogenesis protein 7

Mannan polymerase | complex VAN1 subunit
V-type proton ATPase subunit F

Vacuolar protein-sorting-associated protein 24
Vacuolar protein sorting-associated protein 27
Vacuolar protein sorting-associated protein VTA1
Xanthine phosphoribosyltransferase 1
Uncharacterized protein YAE1

UPF0001 protein YBLO36C

ATP-dependent bile acid permease

Metal resistance protein YCF1

CDC25-like phosphatase YCH1

Casein kinase | homolog 1

Putative uncharacterized protein YCLO42W
Uncharacterized protein YCR076C

UPFO0743 protein YCRO87C-A

Uncharacterized protein YDL121C

UPF0160 protein YER156C

Endoplasmic reticulum transmembrane protein 3
Frataxin homolog, mitochondrial;Frataxin homolog intermediate form
HD domain-containing protein YGL101W
Uncharacterized protein YHR127W

Putative glutamine amidotransferase YLR126C
Cell membrane protein YLR413W
Mitochondrial inner membrane i-AAA protease supercomplex subunit YME1
54S ribosomal protein YmL6, mitochondrial
Uncharacterized phosphatase YNLO10W
Broad-specificity phosphatase YOR283W
Uncharacterized protein YOR304C-A

Putative pyridoxal reductase

GTP-binding protein YPT52

GTP-binding protein YPT7

Tyrosine-protein phosphatase YVH1

Zinc finger protein ZPR1

Zinc-regulated transporter 3

1,847
1,830
1,765
1,538
1,948
1,524
1,550
1,744
3,351
1,815
2,189
1,744
2,279
2,048
1,669
1,834
1,628
1,696
1,738
1,629
1,664
1,500
1,677
1,517
1,680
1,537
2,335
1,505
1,843
1,652
1,690
1,640
2,111
1,660
1,586
2,208
1,653
1,567
1,531
2,185
1,692
1,512
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Anhang 2 Sequenzalignments

Paarweise Sequenzalignments (Smith-Waterman A.) ( Matrix: EBLOSUM62, Gap_penalty: 10.0, Extend_penalty: 0.5)

# 1: Ataxin-2
# 2: TDP-43
# Length: 154
# Identity:
# Similarity:
# Gaps:

# Score: 57.0

35/154 (22.7%)
52/154 (33.8%)
38/154 (24.7%)

Ataxin-2 239 GRGSISSGLE-FVSHNPPSEAATPPVARTSPSGGTWSSVVSGVPRLSPKT 287
[P I S I I B .
TDP-43 245 GEDLIIKGISVHISNAEPKHNSNRQLERSGRFGG ———————————————— 278
Ataxin-2 288 HRPRSP----RQONSIGNTPSGPV-LASPQAGIIPTEAVAMPIPAASPTPA 332
H B I [ I I
TDP-43 279 ————NPGGFGNQGGFGNSRGGGAGLGNNQGS———NMGGGMNFGAFSINPA 321
Ataxin-2 333 SPASNRAVTPSSEAKDSRL-QDQRONSPAGNKEN-----— IKPNETSPSFS 376
P I O I I [ R I N N AN Hl
TDP-43 322 MMAAAQAALQSSWGMMGMLASQQONQSGPSGNNQONQGNMQREPNQ---AFG 368
Ataxin-2 377 KAEN 380
el
TDP-43 369 SGNN 372
276 — 404 = prionartige Domane (PrLD) (King et.al.; Platz 10)
# 1: Ataxin-2
# 2: Prion
# Length: 49
# Identity: 13/49 (26.5%)
# Similarity: 22/49 (44.9%)
# Gaps: 0/49 ( 0.0%)
# Score: 50.0
Ataxin-2 621 SAAGPPIAATPPAYSTQYVAYSPQQFPNQPLVQHVPHYQSQHPHVYSPV 669
[ P I I, [ O R e I I R S N O I T ISV
Prion 132 SAMSRPIIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDEYSNQNNFVHDCV 180
23 —230 = Prion Domane
# 1: Ataxin-2
# 2: FUS_HUMAN
# Length: 210
# Identity: 50/210 (23.8%)
# Similarity: 65/210 (31.0%)
# Gaps: 68/210 (32.4%)
# Score: 91.5
Ataxin-2 636 TQYVAYSPQQFPNQPLVQHVPHYQSQHPH---VYSPVIQGNARMMAPPTH 682
I S B R I I [ I I B [ I P
FUS_HUMAN 7 TQOATQSYGAYPTQPGQGY--SQQSSQPYGQOSYSGYSQST——-====——~ 45
Ataxin-2 683 AQPGLVSSSATQYGAHEQTHAMYACPKLPYNKETSPSFYFAISTGSLAQQ 732
R I e P T L 1 I
FUS HUMAN 46 DTSGYGQSSYSSYGQSQNT ————————— GYGTQSTPQGYG--STGGYGSS 84
Ataxin-2 733 YAHPNATLHPHTPHPQPSATPTGQQQSQHG GSHPAPSPVQHHQHQAAQA 781
[ O I e T T I I I I S A
FUS HUMAN 85 —————— QSSQSSYGQQSSYPGYGQQPAPSSTSGSYGSSSQS 119
Ataxin-2 782 LHLASPQQQSAIYHAGLAPTPPSMTPASNTQSPONSFPAAQQTVFTIHPS 831
..... | [P O R I S |
FUS HUMAN 120 SSYGQPQ-=—======———————————— SGSYSQQOPSYGGQQQ-——=-———- S 142
Ataxin-2 832 HVQPAYTNPP 841
el
FUS HUMAN 143 YGQQQSYNPP 152

1-237=PrLD (King et.al.; Platz 1)
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# 1: Ataxin-2

# 2: EWSR1

# Length: 219

# Identity: 56/219 (25.6%)
# Similarity: 77/219 (35.2%)
# Gaps: 47/219 (21.5%)
# Score: 124.0

Ataxin-2 525 SFSQPKPS-TTPTSPRPQAQPSPSM-VGHQQPT--PVYTQPVCFAPNMMY 570
— B SR SRS RS S S pa s ST
Ataxin-2 571 PVPVSPGVQPLYP-—-—-—-—-—-—-- IPMTPMPVNQAKTYRAVP——————— NMP 604
EWSR1 119 —————- éTé;AL;AYGQQPAATA;%&QQ&G$% ééETéQéQSSTGGY&Qé 161
Ataxin-2 605 QORQODQHHQSAMMHPASAAGPPIAATPPAY-——-——— STQYVAYSPQQFPN 648
— 62 e O b b PR TSy S e a0 210
Ataxin-2 649 QPLVQHVPHYQSQHPHVYSPVIQGNARMMAPPTHAQPGLVSSSATQYGAH 698
— BT I  SSAAAAt ES A it aag
Ataxin-2 699 EQTHAMYACPKLPYNKETS 717

— 248 Sonbaoveooiaoveooet 266

1-280=PrLD (King et.al.; Platz 3)

# 1: Ataxin-2

# 2: TIA-1

# Length: 345

# Identity: 74/345 (21.4%)

# Similarity: 111/345 (32.2%)

# Gaps: 79/345 (22.9%)

# Score: 72.0

Ataxin-2 364 ENIKPN-ETSPSFSKAENKGISPVVSEHRKQIDDLKKFKNDFRLQPSSTS 412
TIA-1 74 KE&%&&WA%T;éSQ%RB%éé gT&&éTQéSé éHFHV;VGé——LSéEI%% 119
Ataxin-2 413 ESMDQLLNKNREGEKSRDLIKDKIEPSAK-—-—-———————=——— DSFIENSS 449
— 120 B KAAAPE RSP AR VKD AT CH K GG PV S ENKIDASNATO0MS 168
Ataxin-2 450 SNCTSG---—--—--—- SSKPNSPSISPSILSNTEHKRGPEVTSQGVQTSSPA 491
— 165 GO GEROTRINIATRKEPAD - KOTY BN TROL S VDB T 58P 212
Ataxin-2 492 ————-— CKQEKDDKEEKKDAAEQVRKSTLNPNAKEFNPRSEFSQPKPSTTPT 536
— D13 NCTVYC oSBT S PR GO RV P PR GY S TRe 256
Ataxin-2 537 SPRPQAQPS—-—----—-— PSMVGH-————-— QQPTPVYTQPVCFAPNMMY PVPV 574
— 257 NSRRI TV SUNG T B TVRCY OB T P00 v by 306
Ataxin-2 575 SPGVQPLYPIPMTPMPVNQAKTYRAVPN-——————— MPQORQDQHHQSAM 616
— S07 oo oo O PR G RO or 347
Ataxin-2 617 MHPASAAGPPIAATPPAYSTQYVAYSPQQFPNQPLVQHVPHYQSQ 661
— S48 ARG COee b er 386

292 386 PrLD (King et.al.; Platz 11)
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# 1: Ataxin-2
# 2: TIAR
# Length: 132
# Identity:
# Similarity:
# Gaps:

# Score: 73.5

TIAR
Ataxin-2
TIAR
Ataxin-2

TIAR

28/132 (21.2%)
40/132 (30.3%)
30/132 (22.7%)

67 EEEKYTAVQRNSSEREGHSINTRENKYIPPGQRNREVISWGSGRQNSPRM

[P (R P P N B I [ P I S T [o1.
268 ESAAHAIVSVNGTTIEGHVVKCYWGKESPDMTKNFQQVDYSQWGQWSQVY

117 GQPGSGSMPSRSTSHTSDENPNSGSDQRVVNG-——=————— GVPWPSPCP
O S R A
158 SPSSRPPSRYQSGPNSLPPRAATPTRPPSRPP 189
45 GTDO AR O bR T 378

301-392= PrLD (King et.al.;Platz 26)

116

317

157

348

LALIGN Paarweises Alignment

Parameters: PAM120 matrix (12:-8), open/ext: -10/-2

The best non-identical alignments are: ls-w bits E(1) % id
TDP-43 Q13148.1 (414)

_ %_sim alen
46 24.1 0.02 0.278 0.700 90

>>>Ataxin-2-CT, 913 aa vs 1lalign-I20161105-004127-0314-67425539-0y.bsequence library

>>TDP-43

Waterman-Eggert score:

46; 24.1 pits; B(1) < 0.02

27.8% identity (70.0% similar) in 90 aa overlap (295-380:286-372)

Ataxin-2-CT QNSIGNTPSG*PVLASPQAGIIPTEAVAMPIPAASPTPASPASNRAVTPSSEAKDSRLQDQR*QNSPAGNKEN**IKPNETSPSFSKAEN

TDP-43 QGGFGNSRGGGAGLGNNQGSNM———GGGMNFGAFSINPAMMAAAQAALQSSWGMMGMLASQQNQSGPSGNNQNQGNMQREPNQAFGSGNN
360

310 320 330 340 350 360

300 310 320 330 340 350
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