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4 Ergebnisse

Experimentelle Befunde deuteten darauf hin, dal SMN in vivo in mindestens
einen makromolekularen Komplex im Zytosol inkorporiert ist (Liu et al., 1997).
In der Annahme, dal SMN seine Funktion wihrend der U snRNP Biogenese in
Form dieser Komplexe ausiibt, wurde versucht, solche SMN-Komplexe durch
eine Kombination aus biochemischer Fraktionierung und
Immunaffinititschromatographie zu isolieren und ihre Komponenten zu
bestimmen. Eine detaillierte Kenntnis der Protein-Zusammensetzung der SMN-
Komplexe sollte erste wichtige Hinweise darauf geben, an welchen Schritten

der U snRNP Zusammenlagerung SMN beteiligt ist.

4.1 Charakterisierung eines monoklonalen SMN-

spezifischen Antikorpers

Fir die Reinigung von SMN-Komplexen durch Immunaffinitéts-
chromatographie wurde zunidchst ein monoklonaler anti-SMN Antikorper
hergestellt (siche 3.3.1). Dies erfolgte durch Injektion von rekombinantem His-
SMN in BALB/c Méduse und anschlieBender Fusion isolierter Milzzellen mit
PAIB3;AG81 Myelomazellen. Antikorper produzierende Hybridoma-Zellen
konnten nach Vereinzelung durch Western-Blotten der Zelliiberstinde gegen
rekombinantes GST-SMN identifiziert werden. Ein Zellklon mit der Nummer
7B10 wurde im Detail charakterisiert (Abb. 4.1). Die folgenden Experimente
zeigten, dal der 7B10 Antikdrper monospezifisch fiir SMN ist und fiir eine
Immunaffinitidtschromatographie verwendet werden konnte:

In Western-Blots erkannte der 7B10 Antikorper sowohl rekombinantes His-
SMN als auch SMN in HeLa-Totalextrakten (Abb. 4.1 A, Spuren 1 und 2). Um
das Epitop des 7B10 Antikdrpers zu bestimmen, wurden gereinigte,
rekombinant exprimierte GST-SMN-Fragmente einer Western-Blot-Analyse
unterzogen. 7B10 erkannte alle SMN-Fragmente, die die ersten 30 Aminosduren

von SMN enthielten (Abb. 4.1 B, Spuren 5, 6 und 7). Dagegen reagierte das
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GST-Fragment SMN-30/105, dem diese Aminosduren fehlten, nicht mit dem
Antikorper (Spur 8). Diese Ergebnisse zeigten, dal das Epitop des 7B10
Antikorper innerhalb der ersten 30 Aminoséuren liegt.

Als néachstes wurde {iberpriift, ob der 7B10 Antikdérper freies SMN in Losung
binden kann und daher fiir eine Immunaffinititschromatographie verwendet
werden konnte (Abb. 4.1 C). Der 7B10 Antikorper oder ein Kontrollantikdrper
gegen das Flag-Peptid (Sigma) wurden an ProteinG-Sepharose gekoppelt und
mit in vitro translatiertem, [°S]-Methionin markiertem SMN inkubiert. Nach
mehreren Waschschritten wurden die gebundenen Proteine mit SDS-PAGE-
Probenpuffer eluiert und durch SDS-PAGE und anschlieBende
Autoradiographie detektiert. Nur der 7B10 Antikdrper, nicht aber der anti-Flag
Antikorper immunpréazipitierte effizient SMN (Spuren 3 und 2). Wurde eine
analoge Immunprizipitation mit HeLa-Totalextrakten durchgefiihrt, konnte
SMN quantitativ nur in den Préizipitaten des 7B10 Antikdrper nachgewiesen
werden (Abb. 4.1 D, Spur 3), nicht aber in der Kontrolle (Spur 2).

SchlieBlich konnte durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie gezeigt werden, daf3
der 7B10 Antikoérper SMN vor allem im Zytoplasma und in nukledren Gems
von COS-1 Zellen detektierte (Abb. 4.2 B, Bild 2). Ein monospezifisches
Antiserum gegen das SMN interagierende Protein SIP1 (Abb. 4.2 A, Spur 1)
zeigte eine dhnliche Verteilung fiir SIP1 (Abb. 4.2 B, Bild 1 und 3). Diese
Ergebnisse entsprachen den Erwartungen, da eine solche Verteilung von SMN
und SIP1 bereits beschrieben war (Liu et al., 1997). Zusammengefalit zeigten
diese Befunde, da3 der 7B10 Antikdrper SMN effizient in zelluldren Extrakten
erkennt und daher fiir die Affinitdtsreinigung von SMN-Komplexen geeignet

sein sollte.



Ergebnisse 44
A 7B10 B 7B10
[ Z| | 1
= GST- GST-
« ) T ol T o
6 h o o
- o o o ~-— o o o -
I I O © 9 3 9 © 93
114 kDa - N
i
62 kDa - OB D DD D DD
49 kDa - y
49 kDa -
37 kDa-|wmm @
37 kDa - | - '
25 kDa - - -
19 kDa - ——
14 kDa - 25 kba -
1 > 3 4 5 6 7 8
1 2
c D 7B10
— 1
ﬁ
+ 0o 'E |:I—.-
= o = ¢ 5 o
$ £ = 2 & m
A L
35SI-SMN-| s WM SMN-(we. ..
T 2 3 1 2 3

Abb. 4.1: Charakterisierung des monoklonalen SMN-spezifischen Antikorper
7B10.

A. Der 7B10 Antikorper erkennt spezifisch humanes SMN. 0,1 pg rekombinantes His-SMN
(Spur 1) oder 10 ug HelLa-Totalextrakt (Spur 1) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt.
SMN wurde durch Western-Blot-Analyse mit dem 7B10 Antikérper in einer 1:1000
Verdinnung nachgewiesen. B. Das Epitop des 7B10 Antikdrpers liegt innerhalb der ersten
30 Aminosauren von SMN. Je 0,1-0,3 pg verschiedene GST-SMN-Deletionsfragmente
(Spuren 5-8) wurden einer Western-Blot-Analyse mit 7B10 unterzogen. Parallel dazu
wurden die Proteinkonstrukte durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht (Spuren 1-4,
mit Sternchen markiert). C. Der 7B10 Antikérper erkennt SMN in Losung. [358]-markiertes
SMN wurde entweder durch den 7B10 Antikorper (Spur 3) oder einen anti-Flag Antikorper
(Spur 2) immunprazipitiert. Prazipitierte Proteine wurden durch SDS-PAGE und
anschlieBende Autoradiographie nachgewiesen. In Spur 1 sind 25% der eingesetzten
SMN-Menge geladen. D. Der 7B10 Antikérper kann SMN aus HelLa-Totalextrakten immun-
prazipitieren. Es wurde wie in C vorgegangen. Der Nachweis prazipitierter Proteine
erfolgte durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mit 7B10. In Spur 1 ist SMN im
Ausgangsmaterial detektiert.
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Abb. 4.2 Der 7B10 Antikdrper detektiert SMN im Zytoplasma und Gems.

A. Der 7B10 Antikoérper und ein anti-SIP1 Serum erkannten bei einer 1:1000 Verdiinnung
im Western-Blot in 10 yg HelLa-Extrakt spezifisch SMN (Spur 1) und SIP1 (Spur 2).
Gleichermal¥en verdiinnt wurden sie fiir die Immunfluoreszenz-mikroskopie verwendet. B.
(1) Der anti-SIP1 Antikdrper detektierte SIP1 im Zytoplasma und in Gems von COS1-
Zellen. Als Sekundarantikérper wurde anti-rabbit IgG TRITC verwendet. (2) Eine ahnliche
Verteilung wurde fir SMN mit Hilfe des 7B10 Antikdrpers beobachtet. Anti-mouse IgG
FITC diente als Sekundarantikérper. (3) Die Kombination der beiden Bilder zeigte, da®
SMN und SIP1 im Zytoplasma und in Gems ko-lokalisieren. (4) Phasenkontrastaufnahme.

4.2 Biochemische Trennung von zytosolischen SMN-

Komplexen
4.2.1 SMN ist in vivo in mehrere makromolekulare Komplexe
integriert
Fiir die Reinigung von SMN-Komplexen war es zunédchst von prinzipiellem
Interesse zu wissen, ob SMN in zytoplasmatischen und nukledren HeLa-
Zellextrakten in Form von einem oder mehreren Komplexen vorliegt, die sich

biochemisch trennen lassen.
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Um putative nukledre SMN-Komplexe zu identifizieren, wurde HeLa-
Zellkernextrakt auf einem 15%-45% Sucrose-Gradient aufgetrennt und jede
Fraktion des Gradienten durch Western-Blotten mit dem 7B10 Antikorper
getestet (Abb. 43 A). Zwei SMN enthaltende Komplexe mit
Sedimentationswerten von 18S und 20S konnten identifiziert werden. Wurde die
gleiche Analyse mit einem SIP1-spezifischen Serum durchgefiihrt, konnte eine
exakte Ko-Sedimentation von SIP1 mit SMN beobachtet werden (Abb. 4.3 A).
Diese Experimente zeigten, dall unter den gegebenen Extraktbedingungen
mindestens zwei makromolekluare SMN-Komplexe in nukledren HeLa-
Zellextrakten vorhanden sind, die beide das SMN interagierende Protein SIP1
enthalten.

Wurden dhnliche Zentrifugationsexperimente mit zytosolischen HeLa-
Zellextrakten durchgefiihrt, war SMN iiber den gesamten Gradient verteilt
(Daten nicht gezeigt). Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, daB die
zytosolischen SMN-Komplexe weniger stabil sind und wéhrend der 20-
stiindigen Zentrifugation dissoziieren. Eine Moglichkeit, diese technischen
Probleme zu umgehen, war es, die zytosolischen SMN-Komplexe durch
Gelfiltrationsexperimente zu analysieren (Abb. 4.3 B). Dazu wurde
zytosolischer Extrakt auf eine Superose 6 HR Sdule geladen, die die
Auftrennung von Proteinkomplexen in der GroBenordnung von 5x10* bis 5x10°
Da erlaubt. Jede Fraktion des S&ulenlaufes wurde durch SDS-PAGE und
anschlieBendes Western-Blotten mit SMN- und SIP1-spezifischen Antikdrpern
getestet. Es zeigte sich, da3 beide Proteine in einem breiten Grofenbereich ko-
cluierten, wobei Elutions-maxima bei den molekularen GroB3en <670 kDa und
~300 kDa beobachtet wurden (obere und untere Spur). Zusdtzliche detektierte
Proteinbanden (mit Sternchen markiert) entsprechen nicht SMN und SIPI,
sondern resultierten von nicht-spezifischen Kreuzreaktivititen der verwendeten
Antikorper. Dies war eindeutig, da es nicht gelang, Proteine dieser GroB3e mit
den jeweiligen Antikdrpern zu immunprizipitieren (Daten nicht gezeigt).

Zusammengefalit zeigten diese Experimente erstmals, da aufgrund
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biochemischer Kriterien mindestens zwei SMN-Komplexe in zytosolischen und

nukledren HeLa-Extrakten unterschieden werden konnen.
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Abb. 4.3 Zwei SMN-Komplexe konnen in nukledren und zytosolischen Hel a-
Zellextrakten nachgewiesen werden.

A. Nukledre SMN-Komplexe (NSCI und NSCII) sedimentieren bei 18S und 20S. 300 pl
Hela-Zellkernextrakt wurden durch 15%-45% Sucrosegradienten aufgetrennt und
gesammelte Fraktionen durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse mit dem 7B10 Anti-
korper und einem SIP1-spezifischen Antiserum untersucht. Die Zuordnung der S-Werte
erfolgte Uber einen Referenzgradienten. B. Zytosolisches SMN ist in zwei Komplexe von
<670 kDa und ~300 kDa integriert. Die Trennung von 300 pl zytosolischen Hela-
Zellextrakt erfolgte Uber eine Superose 6 HR Matrix. Die gesammelten Fraktionen wurden
wie in A analysiert. Sternchen markieren Proteinbanden, die von unspezifischen Kreuz-

reaktivitaten der verwendeten Antikorper resultierten.

4.2.2 Zytosolische SMN-Komplexe konnen biochemisch getrennt
werden

Wie Studien in Xenopus laevis Oozyten gezeigt haben, erfolgt die

Zusammenlagerung der Sm-core-Domédne von U snRNPs zu groflen Teilen im

Zytoplasma. Im folgenden wurde daher versucht, die zytoplasmatischen SMN-

Komplexe zu isolieren und ihre putative Rolle wihrend der Zusammenlagerung

von U snRNPs zu beschreiben.
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Abb. 5.4: Schema fiir die Reinigung zytosolischer SMN-Komplexe.

Dazu wurde ein Reinigungsschema entwickelt, das schematisch in Abb. 4.4
gezeigt ist. Alle Schritte der Reinigung wurden durch Western-Blotten gegen
SMN und SIP1 verfolgt (siehe auch 3.4.6). Zuerst wurde zytosolischer Extrakt
mittels einer HiPrep Q XL Anionenaustauscher Siule aufgetrennt. Die Elution
von gebundenen, putativen SMN-Komplexen (Cytosolic SMN Complex I,
CSCI) erfolgte mit 400 mM NaCl (Abb. 4.5 A, Spur 3). Allerdings wurde nicht
der gesamte zytoplasmatische Anteil von SMN an die Sdule gebunden. Ca. 30%
der SMN-Menge konnte im Durchflul detektiert werden und auch nach
wiederholtem Laden des Extrakts {iber die HiPrep Q XL Matrix nicht an der
Saule depletiert werden (vergleiche Spuren 1 und 2). Dies bedeutete, daf3 alle
SMN-Komplexe mit einer negativen Ladung durch die HiPrep Q XL Séule in
diesem ersten Fraktionierungsschritt isoliert worden waren. Im Gegensatz dazu
band der SMN-Anteil, der sich noch im Durchflul befand, komplett an eine
HiTrap SP XL Kationenaustauscher Séule (vergleiche Spuren 4 und 5). Diese



Ergebnisse 49

SMN-Komplexe wurden mit 370 mM NacCl eluiert und als CSCII bezeichnet
(Spur 6).

Um die Frage zu beantworten, ob CSCI und CSCII den Komplexen des
zytosolischen Extrakts entsprachen, wurden die apparenten molekularen Gréfen
von CSCI und CSCII durch Gelfiltration mit einer Superose 6 HR Saule
bestimmt. Bemerkenswerterweise ko-migrierte CSCI exakt mit dem grofRen
<670 kDa SMN-Komplex des zytosolischen Extrakts (vergleiche Abb. 4.5 B
und 4.11 B, obere Bahnen), wohingegen CSCII dem kleineren ~300 kDa SMN-
Komplex entsprach (vergleiche Abb. 4.5 C und 4.11 B, obere Bahn). SIP1 ko-
eluierte jeweils exakt mit SMN (Abb. 4.5 B und C, untere Bahn). Diese
Ergebnisse zeigten, daB3 die beiden nachweisbaren, zytosolischen Komplexe
wéhrend des Reinigungprozesses strukturell intakt bleiben und durch das oben

beschriebene, biochemische Reinigungsprotokoll getrennt werden konnen.
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Abb. 5.5: Analyse der zytosolischen SMN-Komplexe.

A. Zytosolische SMN-Komplexe kénnen durch lonenaustauscherchromatographie von-
einander getrennt werden. Die Spuren 1-3 zeigen den SMN-Anteil im Ausgangsmaterial,
im Durchfluf? und im Eluat einer HiPrep Q XL-Saule. In den Spuren 4-6 ist die SMN-Menge
der entsprechenden Schritte einer HiTrap SP XL-Saule gezeigt. Fir die Analyse wurden
Aliquots jeden Reinigungsschritts durch SDS-PAGE getrennt und SMN durch Western-
Blot-Analyse mit dem 7B10 Antikérper nachgewiesen. B. SMN und SIP1 des Q-Eluats sind
Teil eines makromolekularen Komplexes von <670 kDa. Die Analyse der Eluate erfolgte
durch Gelfiltration mit einer Superose 6 HR Matrix. Die Detektion von SMN und SIP1
erfolgte durch Western-Blot-Analyse. Sternchen zeigen unspezifische Kreuzreaktivitaten
der verwendeten Antikdrper. C. Der von einer HiTrap SP XL Saule eluierte SMN-Komplex

hat ein Molekulargewicht von ~300 kDa. Die Analyse der Fraktionen erfolgte wie ein B.
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4.3 Die Protein-Zusammensetzung von zytosolischen

SMN-Komplexen

Mit den obigen Ergebnissen waren die Voraussetzungen geschaffen, um durch
eine anti-SMN-Immunaffinitidtschromatographie die Protein-Zusammensetzung
der beiden zytosolischen SMN-Komplexe zu bestimmen. Dazu wurden der anti-
SMN Antikorper 7B10 kovalent an eine ProteinG Matrix gekoppelt (siehe
3.3.6). Zytosolische Fraktionen, die CSCI und CSCII enthielten, wurden dann
an diesen Sdulen gereinigt und gebundene Proteine mit 100 mM Glycin (pH
2,3) eluiert. Als Kontrolle diente eine Sdule, an die ein monoklonaler anti-Flag
Antikorper immobilisiert war. Die eluierten Proteine wurden prazipitiert, durch
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfarbung sichtbar gemacht.

In Abb. 4.6 A ist die Protein-Zusammensetzung von CSCII gezeigt. CSCII
besteht aus 14 prominenten Proteinen, die entsprechend ihrem apparenten
Molekulargewicht mit p7, p8, p9, pl4, pl5, pl18, p33, p34, p37, p40, p70, p99,
p100 und p175 bezeichnet wurden (Spur 2). Keines dieser Proteine band an die
Kontrollsdule (Spur 1), was nahelegte, dal3 alle Proteine, die von der 7B10 Séule
cluiert wurden, entweder direkt oder indirekt mit SMN assoziiert sind. Die
Protein-Zusammensetzung von CSCI konnte nicht bestimmt werden. Ein hoher
Hintergrund sowohl in der Kontrolle als auch in der 7B10-Elution lie8 die
Identifizierung von spezifisch mit SMN-assoziierten Proteinen in diesem Fall

nicht zu (Daten nicht gezeigt).

4.3.1 Identifizierung von Komponenten des CSCIl Komplexes

In einem ersten Versuch, die Proteinkomponenten von CSCII ndher zu
charakterisieren, wurde eine Western-Blot-Analyse mit anti-SMN und anti-SIP1
Antikdrpern durchgefiihrt (Abb. 4.6 B). Erwartungsgeméal konnten p34 und p38
als SIP1 und SMN identifiziert werden, wihrend keines der beiden Proteine in

der Kontroll-Elution zu detektieren war. (Spuren 1 und 2, obere und untere
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Bahn). Dies zeigte, dal durch die Immunaffinitdtschromatographie in der Tat

SMN-Komplexe gereinigt wurden.
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Die Reinigung préaparativer Mengen von CSCII erlaubte die Identifizierung der
anderen Komplexkomponenten. Dazu wurden die Protein-Banden aus
Coomassie gefdarbten Gelen ausgeschnitten und im Gel mit Trypsin (p100 und
p99) oder LysC (p175, p70, p40, p33, pl8, pl5, pl4, p9, p8, p7) verdaut. In
Zusammenarbeit mit der Gruppe von Dr. Friedrich Lottspeich (Max Planck
Institut fiir Biochemie) wurden die Sequenzen der Peptidfragmente durch
Massenspektroskopie (MALDI-TOF) bestimmt (Tabelle 4.1). Durch diese
Vorgehensweise konnte p33 als das Ul snRNP spezifische Protein UlA
identifiziert werden. Von diesem war bereits bekannt, daf} es in vivo mit SMN
assoziiert ist (Liu et al., 1997).

P100 war identisch mit dem Protein Gemin3/dp103. Dieses Protein war kurz
zuvor als neuer SMN interagierender Faktor beschrieben worden und gehort zur
Klasse der sogenannten ,,DEAD-box“ ATP abhidngigen RNA-Helikasen
(Campbell et al., 2000; Charroux et al., 1999; Grundhoff et al., 1999). Die
Mitglieder dieser Proteinfamilie sind durch insgesamt sieben Sequenzmotive
charakterisiert, von denen eins die Aminosduren Aspartat, Glutamat, Alanin und
Aspartat (DEAD) enthélt (Abb. 4.7 C) (de la Cruz et al., 1999). Gemin3/dp103
bindet an den C-Terminus von SMN und ko-lokalisiert mit SMN im Zytoplasma
und in Gems (Charroux et al., 1999).

Tabelle 4.1 Peptidsequenzen von neuen SMN interagierenden Proteinen.

Protein Peptide EST Protein
accesion No. accesion No.
p175 ;S;VVTEHALHQHTI2882TLHWSPRVKW AK022748 BAB14222
RRGGGIDPTVK (Nt 1-2223)  (As 1-741)
*SVGLYDTYSNKPPQISSTYHK*"® AL117665 CAB56035
S TVIESSPESPVTITEPYRTLSGHTAK® (Nt 871- (As 291-
"OWLTSMQDHSRPPQGK’** 4527) 1508)
#°5ARSLLPLSTSLDHRSK®®
19245 YLSWGTVLERDGHYAVAAK '
"1SSSSYHTWNTGTEGPFVERVTAVWK''®°
P THASLQNSQRTVAEVQETLAEMIRQHQK™®
GIP1/ *2/GRPIVEALR®’ R55454 A1080150
Gemind  "VLQPHPVTPSDTETR” (Nt1870- (As 510-
188K YLPALDEFPHPPKR?®? 3200) 1058)
*°RSSQGTSYDSYRL*® AF 303940  AAF35283
“*RALFREPDLVLRLLETVIDVSTADRAIPESQIRQY (Nt 1-3200)  (As 1-1058)
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TAKFLAQILTAFPALRF®®
853K EFVLPFLRLDVEEVDLSLRI®"
8IMLSLLVVDVGNPEEVRL®#®
1035 SIAEGIGPEERR%®
Gemin3/ **QMLAVSATYPEFLANALTK?® AF171063 AAF14544
dp103 282\\/NSYPLAHK**"
7 PFNQALVFSNLHSR*!
Y TGPGDQTVBPQNGFVR®?
Hsc70 *’NQVAMNPTNTVFDAK" Y00371 CAA68445
SHWPFMVVNDAGRPK'*
BTVTNAVVTVPAYFNDSQRQATK™®
28R AVRRLRTACERAK?"
$93QIHDIVLVGGSTRIPK3*®
%25 INDPEAVAYGAAVQAAILSGDK?®
4 QTQTFTTYSDNQPGVLIQVYEGERAMTK*!
unrip 1%°TVDFTQDSNYLLTGGQKDK'# AJ010025 CAB38041
23| | RIYDLNKPEAEPK'™’
29SFEAPATINSASLHPEK?®
ZOEF VAGGEDFK**
2°TYGLWKCVPEEDSGELAKPK®"

Weder durch MALDI-TOF, noch durch direktes Sequenzieren konnten

Tabelle 4.1: Peptidsequenzen neuer SMN-assoziierter Proteine.

Gezeigt sind die Peptide der proteolytischen Verdaus von p175, Gemin3/dp103,
GIP1/Gemin4, Hsc70 und unrip sowie die Zugangsnummern der EST-Klone, die durch
Datenbankanalysen gefunden wurden.

Peptidsequenzen fiir p18 bestimmt werden, so daf3 die Identitét dieses Proteins
unbekannt blieb. Die Peptide der proteolytischen Verdaus von p40 und p70
konnten dagegen den Proteinen ,,unr interagierendes Protein® (unrip) und Hsc70
zugeordnet werden (Tabelle 4.1). Unrip ist durch das Vorhandensein von WD40
Motiven charakterisiert und in die m’G-Cap unabhingige Translation von
viralen mRNAs involviert (Hunt et al., 1998). Es ist ebenfalls als ein
Bindungspartner eines Serin-Threonine Kinase Rezeptor assoziierten Proteins
(STRAP) beschrieben worden (Datta et al., 1998). Bei Hsc70 handelt es sich um
das ,,Heat shock cognate protein 70, welches eine gut charakterisierte
Komponente der zelluldren Proteinfaltungs-maschinerie ist (Johnson und Craig,
1997). Durch eine NCBI-Datenbankanalyse konnten den Peptidsequenzen von
p175 und p99 hypothetische Protein-Fragmente von 130 kDa und 50 kDa und
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entsprechende partielle cDNA-Klone zugeordnet werden (Tabelle 4.1,
Zugangsnummern: AL117665, R55454).

4.3.2 Charakterisierung der cDNAs von p175 und p100

Bei p175 und p99 handelte es sich um bis dahin noch nicht beschriebene
Proteine. Als Grundlage fiir eine eingehende Charakterisierung dieser beiden
Proteine wurden daher zunichst die kompletten ¢cDNAs durch 5'-RACE
bestimmt (siche 3.1.4).

Im Falle von p175 konnte ein 0,6 kb groBes DNA Fragment aus einer humanen,
fotalen cDNA-Bibliothek durch PCR amplifiziert werden, das mit dem 5'-Ende
des partiellen ¢cDNA Klons aus der NCBI-Datenbank iiberlappte. Diese
Sequenz-informationen erlaubten die Identifizierung von zwei anderen,
iiberlappenden ¢cDNA-Klonen in der Datenbank, anhand derer ein offener
Leserahmen konstruiert wurde, der fiir ein Protein von ca. 175 kDa kodierte
(Abb. 4.7 A). Verschiedene Experimente zeigten, dal3 diese Sequenz in der Tat
die korrekte und komplette p175 cDNA ist:

Erstens konnten Peptide des proteolytischen Verdaus dem extremen N-
Terminus von pl175 zugeordnet werden, der aus der cDNA abgeleitet wurde.
Zweitens wird bei der in vitro Translation der cDNA ein Protein von ca. 175
kDa gebildet. Drittens wurde in der Zwischenzeit ein neuer partieller cDNA
Klon in die Datenbank eingegeben (Zugangsnummer: AK022748), der den
kompletten 5'-Terminus umfafit und mit dem urspriinglichen cDNA Klon
(Zugangsnummer: AK117665) iiberlappt.

Das komplette 5'-Ende der p99 cDNA wurde ebenfalls iiber 5'-RACE
charakterisiert. Mit Primern, die zum 3’-Ende der bekannten Sequenz von p99
komplementdr waren, wurde analog zur pl75 cDNA ein DNA-Fragment
amplifiziert und sequenziert. Ausgehend von diesen Informationen konnte mit
neuen Primern eine komplette cDNA amplifiziert werden, die fiir ein Protein
von 1058 Aminoséuren und einem kalkulierten Molekulargewicht von 120 kDa

kodierte (Abb. 4.7 B). In SDS-PAGE-Gelen lduft das Protein allerdings
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unterhalb von 100 kDa und zeigt damit ein aberrantes Laufverhalten. Die
gleiche Beobachtung wurde von Charroux et al., (2000) gemacht, die p99
ebenfalls als ein SMN-assoziiertes Protein identifizierten und es Gemin4
nannten (Charroux et al., 2000).

1 MGQEPRTLPPSPNWYCARCSDAVPGGLFGFAARTSVFLVRVGPGAGESPG 50
51 TPPFRVIGELVGHTERVSGFTFSHHPGQYNLCATSSDDGTVKIWDVETKT 100
101  VVTEHALHQHTISTLHWSPRVKDLIVSGDEKGVVFCYWFNRNDSQHLFIE 150
151 PRTIFCLTCSPHHEDLVAIGYKDGIVVIIDISKKGEVIHRLRGHDDEIHS 200
201 IAWCPLPGEDCLSINQEETSEEAEITNGNAVAQAPVTKGCYLATGSKDQT 250
251 IRIWSCSRGRGVMILKLPFLKRRGGGIDPTVKERLWLTLHWPSNQPTOLV 300
301 SSCFGGELLOWDLTQSWRRKYTLFSASSEGONHSRIVFNLCPLQTEDDKQ 350
351 LLLSTSMDRDVKCWDIATLECSWTLPSLGGFAYSLAFSSVDIGSLAIGVG 400
401  DGMIRVWNTLSIKNNYDVKNFWQGVKSKVTALCWHPTKEGCLAFGTDDGK 450
451  VGLYDTYSNKPPQISSTYHKKTVYTLAWGPPVPPMSLGGEGDRPSLALYS 500
501 CGGEGIVLOHNPWKLSGEAFDINKLIRDTNSIKYKLPVHTEISWKADGKI 550
551  MALGNEDGSIEIFQIPNLKLICTIQQHHKLVNTISWHHEHGSQPELSYLM 600
601  ASGSNNAVIYVHNLKTVIESSPESPVTITEPYRTLSGHTAKITSVAWSPH 650
651  HDGRLVSASYDGTAQVWDALREEPLCNFRGHQGRLLCVAWSPLDPDCIYS 700
701  GADDFCVHKWLTSMQDHSRPPQGKKSIELEKKRLSQPKAKPKKKKKPTLR 750
751  TPVKLESIDGNEEESMKENSGPVENGVSDQEGEEQAREPELPCGLAPAVS 800
801 REPVICTPVSSGFEKSKVTINNKVILLKKEPPKEKPETLIKKRKARSLLP 850
851 LSTSLDHRSKEELHQDCLVLATAKHSRELNEDVSADVEERFHLGLFTDRA 900
901 TLYRMIDIEGKGHLENGHPELFHQLMLWKGDLKGVLQTAAERGELTDNLV 950
951  AMAPAAGYHVWLWAVEAFAKQLCFQDQYVKAASHLLSIHKVYEAVELLKS 1000
1001 NHFYREAIAIAKARLRPEDPVLKDLYLSWGTVLERDGHYAVAAKCYLGAT 1050
1051 CAYDAAKVLAKKGDAASLRTAAELAAIVGEDELSASLALRCAQELLLANN 1100
1101 WVGAQEALQLHESLQGORLVFCLLELLSRHLEEKQLSEGKSSSSYHTWNT 1150
1151 GTEGPFVERVTAVWKSIFSLDTPEQYQEAFQKLONIKYPSATNNTPAKQL 1200
1201 LLHICHDLTLAVLSQQMASWDEAVQALLRAVVRSYDSGSFTIMQEVYSAF 1250
1251 LPDGCDHLRDKLGDHQSPATPAFKSLEAFFLYGRLYEFWWSLSRPCPNSS 1300
1301 VWVRAGHRTLSVEPSQQLDTASTEETDPETSQPEPNRPSELDLRLTEEGE 1350
1351 RMLSTFKELFSEKHASLONSQRTVAEVQETLAEMIRQHQOKSQLCKSTANG 1400
1401 PDKNEPEVEAEQPLCSSQSQCKEEKNEPLSLPELTKRLTEANQRMAKFPE 1450
1451 SIKAWPFPDVLECCLVLLLIRSHFPGCLAQEMQQQAQELLOKYGNTKTYR 1500
1501 RHCQTFCM*

B
1 MDLGPLNICEEMTILHGGFLLAEQLFHPKALAELTKSDWERVGRPIVEAL 50
51 REISSAAAHSQPFAWKKKALIIIWAKVLQPHPVTPSDTETRWQEDLFFSV 100

101 GNMIPTINHTILFELLKSLEASGLFIQLLMALPTTICHAELERFLEHVTV 150
151 DTSAEDVAFFLDIWWEVMKHKGHPQDPLLSQFSAMAHKYLPALDEFPHPP 200
201 KRLRSDPDACPTMPLLAMLLRGLTQIQSRILGPGRKCCALANLADMLTVFEF 250
251 ALTEDDPQEVSATVYLDKLATVISVWNSDTONPYHQQALAEKVKEAERDV 300
301 SLTSLAKLPSETIFVGCEFLHHLLREWGEELQAVLRSSQGTSYDSYRLCD 350
351  SLTSFSQNATLYLNRTSLSKEDRQVVSELAECVRDFLRKTSTVLKNRALE 400
401  DITASIAMAVIQQKMDRHMEVCYIFASEKKWAFSDEWVACLGSNRALFRE 450
451  PDLVLRLLETVIDVSTADRAIPESQIRQVIHLILECYADLSLPGKNKVLA 500
501 GILRSWGRKGLSEKLLAYVEGFQEDLNTTFNQLTQSASEQGLAKAVASVA 550
551  RLVIVHPEVTVKKMCSLAVVNLGTHKFLAQILTAFPALRFVEVQGPNSSA 600
601 TFMVSCLKETVWMKFSTPKEEKQFLELLNCLMSPVKPQGIPVAALLEPDE 650
651  VLKEFVLPFLRLDVEEVDLSLRIFIQTLEANACREEYWLQTCSPFPLLFS 700
701  LCQLLDRFSKYWQLPKEKRCLSLDRKDLAIHILELLCEIVSANAETFSPD 750
751 VWIKSLSWLHRKLEQLDWTVGLRLKSFFEGHFKCEVPATLFEICKLSEDE 800
801 WTSQAHPGYGAGTGLLAWMECCCVSSGISERMLSLLVVDVGNPEEVRLFS 850
851  KGFLVALVQVMPWCSPQEWQRLHQLTRRLLEKQLLHVPYSLEYIQFVPLL 900
901 NLKPFAQELQLSVLFLRTFQFLCSHSCRNWLPLEGWNHVVKLLCGSLTRL 950
951 LDSVRAIQAAGPWVQGPEQDLTQEALFVYTQVFCHALHIMAMLHPEVCEP 1000
1001 LYVLALETLTCYETLSKTNPSVSSLLQRAHEQRFLKSIAEGIGPEERRQT 1050
1051 LLOKMSSF* 1058




Ergebnisse 56

C

1 MAAAFEASGALAAVATAMPAEHVAVQVPAPEPTPGPVRILRTAQDLSSPR 50

51 TRTGDVLLAEPADFESLLLSRPVWEGLRAAGFERPSPVQLKAIPLGRCGL 100
101 DLIVQAKSGTGKTCVFSTIALDSLVLENLSTQILILAPTREIAVQIHSVI 150
151 TAIGIKMEGLECHVFIGGTPLSODKTRLKKCHIAVGSPGRIKQLIELDYL 200
201 NPGSIRLFILDEADKLLEEGSFQEQINWIYSSLPASKQMLAVSATYPEFL 250
251 ANALTKYMRDPTFVRLNSSDPSLIGLKQYYKVVNSYPLAHKVFEEKTQHL 300
301 QELFSRIPFNQALVFSNLHSRAQHLADILSSKGFPAECISGNMNQONQRLD 350
351 AMAKLKHFHCRVLISTDLTSRGIDAEKVNLVVNLDVPLDWETYMHRIGRA 400
401 GRFGTLGLTVTYCCRGEEENMMMRIAQKCNINLLPLPDPIPSGLMEECVD 450
451 WDVEVKAAVHTYGIASVPNQPLKKQIQKIERTLQIQKAHGDHMASSRNNS 500
501 VSGLSVKSKNNTKQKLPVKSHSECEIIEKATSPKELGCDRQSEEQMKNSV 550
551 QTPVENSTNSQHQVKEALPVSLPQIPCLSSFKIHQPYTLTFAELVEDYEH 600
601 YIKEGLEKPVEIIRHYTGPGDQTVNPONGFVRNKVIEQKVPVLASSSQSG 650
651 DSESDSDSYSSRTSSQSKGNKSYLESSSDNQLKDSESTPVDDRISLEQPP 700
701 NGTDTPNPEKYQESPGIQMKTRLKEGASQRAKQSRRNLPRRSSFRLOTEA 750
751 QEDDWYDCHREIRLSFSDTYQDYEEYWRAYYRAWQEYYAAASHSYYWNAQ 800
801 RHPSWMAAYHMNTIYLQEMMHSNQ* 850
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Abb. 4.7: Aminosauresequenzen neuer SMN-assoziierter Proteine.

A. Gezeigt ist die Aminosauresequenz von p175. B. Dargestellt ist die Aminosauresequenz
von GIP1. Ein putativer Leucin-Zipper ist unterstrichen. C und D. Die Aminosduresequenz
von Gemin3/dp103. Die fur ,DEAD-box“ RNA-Helikasen charakteristischen Sequenzmotive
sind unterstrichen bzw. schematisch in D dargestellt. Gro3buchstaben heben Amino-
saurereste hervor, die zwischen verschiedenen ,DEAD-box“ RNA-Helikasen konserviert

sind.

Um erste Hinweise auf eine mogliche Funktion oder Eigenschaften von p175
und p99 zu erhalten, wurde eine Homologie-Suche mit dem , BLAST*-
Programm am NCBI durchgefiihrt. Mit Ausnahme eines putativen ,,Leucin-
Zippers* im Falle von p99 konnte allerdings keine signifikante Ahnlichkeit der

beiden Proteine zu anderen Proteinen oder Sequenzmotiven festgestellt werden.

4.4 GIP1/Gemin4, unrip, Hsc70 und p175 sind SMN-

assoziierte Proteine
Die spezifische Elution von p175, p99, Hsc70 und unrip sowie bekannten SMN
interagierenden Proteinen wie Gemin3/dp103 und U1lA von der 7B10 Siule
legte nahe, daB es sich bei all diesen Proteinen um Komponenten des
zytosolischen CSCII Komplexes handelt. Um die Bindungspartner fiir diese

Komponenten zu identifizieren, wurden Gemin3/dpl03 und SMN als
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Glutathion-S-Transferase-Fusionen (GST) exprimiert und an Glutathion-
Sepharose gekoppelt (Abb. 4.8). SIP1 konnte rekombinant in E. coli exprimiert
werden, wenn es in einem Komplex mit GST-SMN-1/160 ko-exprimiert wurde.

Die gekoppelten GST-Fusionsproteine bzw. GST alleine wurden dann mit in

[35s]-GIP1

GST-

Gemin3

SMN1/160-SIP1

SMN

GST

25% Wert GIP1

-35s]-GIP1

Abb. 4.8: P99/GIP1 bindet an
Gemin3/dp103.

Ca. 1 yg GST-Gemin3/dp103 (Spur
1), GST-SMN1/160-SIP1 (Spur 2)
sowie GST-SMN (Spur 3) und GST
alleine (Spur 4) wurden an Gluta-
thion-Sepharose gekopgelt und mit
in vitro translatiertem, S] -markier-
tem p99/GIP1 inkubiert. Gebundene
Proteine wurden mit Probenpuffer
eluiert, durch SDS-PAGE aufge-
trennt und durch Autoradiographie
sichtbar gemacht. In Spur 5 sind
25% der eingesetzten GIP1-Menge

geladen.

1 2 3 4 5

vitro translatiertem, [*°S]-Methionin markiertem p99 inkubiert.

P99 band nur an GST-Gemin3/dp103 (Spur 1), aber nicht an SMN (Spur 3), an
den SMN-SIP1 Komplex (Spur 2) oder an GST alleine (Spur 4). Das Protein
wurde dementsprechend mit GIP1 (fir Gemin3 interagierendes Protein)
bezeichnet. Da bekannt war, dal Gemin3/dpl103 direkt an SMN bindet
(Charroux et al., 1999), ist GIP1 in den zytosolischen SMN-Komplex sehr
wahrscheinlich {iber seine Interaktion mit Gemin3 inkorporiert. Analoge
Experimente mit p175, Hsc70 und unrip zeigten keine spezifische Bindung der
Proteine an SMN, SIP1 oder Gemin3/dp103. Dies konnte daran liegen, dal3

diese Proteine in rekombinanter Form nicht funktionell exprimiert werden
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konnten. Hsc70 als Chaperon zeigte dagegen bereits eine Bindung an GST
alleine (Daten nicht gezeigt). Es war ebenso denkbar, da diese Proteine
indirekt durch  komplexe, von mehreren Proteinen vermittelten
Wechselwirkungen in den CSCII Komplex integriert sind und deswegen in den
beschriebenen Experimenten keine Interaktionen eingingen.

Es stellte sich also die Frage, ob p175, Hsc70 und unrip tatsdchlich spezifisch
von der 7B10 Saule eluieren und in vivo mit SMN assoziiert sind. Deswegen
wurde untersucht, ob mit Antikérpern, die fiir diese Proteine spezifisch sind,
SMN aus HeLa-Zellextrakten ko-immunprézipitiert werden kaann (Abb. 4.9).
Das anti-Hsc70 Antiserum fiir die entsprechenden Experimente wurde von der
Gruppe von Dr. Franz-Ulrich Hartl (Max Planck Institut fiir Biochemie,
Martinsried) zur Verfiigung gestellt. Ein Antiserum gegen pl175 wurde durch
Immunisierung von Kaninchen mit einem N-terminalen Deletionskonstrukt von
p175 erhalten (siehe 3.3.3). Der Nachweis von ko-prizipitiertem SMN erfolgte
durch Western-Blotten mit dem anti-SMN Antikérper 7B10.

Die Hsc70- und pl175-spezifischen Antikorper ko-immunprizipitierten in der
Tat SMN (Abb. 4.9 A und B, Spur 3), wohingegen kein SMN nachgewiesen
werden konnte, wenn ein Nullserum fiir die Immunpréizipitation verwendet
wurde (Spur 2). Um eine Interaktion zwischen SMN und unrip nachzuweisen,
wurden HA-unrip und HA alleine in 293 Zellen durch transiente Transfektion
exprimiert und mit einem anti-HA Antikérper immunpréizipitiert. Beim HA-Tag
handelt es sich um ein Epitop des Hemagglutinin Proteins des Influenza Virus,
das von einem kommerziell erhéltlichen monoklonalen Antikérper erkannt wird.
Die Immunprézipitate wurden durch SDS-PAGE getrennt und durch Western-
Blotten mit dem 7B10 Antikorper (Abb. 4.9 C, Spuren 1 bis 6) und dem anti-
HA Antikorper (Spuren 7 bis 9) analysiert. SMN konnte effizient aus HA-unrip
transfizierten Zellen ko-immunprazipitiert werden (siehe Spuren 3 und 9), aber
nicht aus Zellen, die nur mit dem HA-Vektor transfiziert worden waren (Spur

6). Zusammengefalit zeigten diese Ergebnisse, daB unrip, Hsc70 und pl175
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spezifisch mit SMN in vivo assoziiert sind und deswegen auch Komponenten

von CSCII sind.
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Abb. 4.9: SMN ist in vivo spezifisch mit Hsc70, p175 und unrip assoziiert.

A. Immunprazipitationen aus Hela-Totalextrakten wurden entweder mit Hsc70-
spezifischen Antikdrpern (Spur 3) oder einem Nullserum (Spur 2) durchgefiihrt. In Spur 1
sind 20% der eingesetzten Extraktmenge geladen. Ko-prazipitiertes SMN wurde durch
Western-Blot-Analyse mit dem 7B10 Antikérper nachgewiesen. B. Gleiches Experiment
wie in A, auBer dald p175-spezifische Antikérper verwendet wurden (Spur 3). C. NIH 293
Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die entweder fir HA-unrip (Spuren 1-3, 7-9) oder
den HA-Tag (Spuren 4-6) kodierten. AnschlieRend wurden Total-Zellextrakte prapariert
und Immunprazipitationen mit HA-spezifischen Antikdrpern durchgefihrt. Der Nachweis
von SMN im Ausgangsextrakt (Spuren 1 und 4), im Durchflufd (Spuren 2 und 5) und den
Prazipitaten (Spuren 3 und 6) erfolgte durch Western-Blot-Analyse mit dem 7B10
Antikérper. Auf dem gleichen Blot wurde HA-unrip mit einem HA-spezifischen Antikdrper
nachgewiesen (Spuren 7-9).
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4.5 CSCIl enthalt nur die Sm-Proteine der Sm-subcore

Domane
Es gab erste experimentelle Hinweise, dal SMN iiber seine Interaktion mit SIP1
direkt an der zytoplasmatischen Zusammenlagerung von U snRNPs beteiligt ist
(Liu et al., 1997). Daher bestand ein besonderes Interesse an der Frage, ob Sm-
Proteine auch Komponenten von CSCII sind. Interessanterweise ko-migrierten
pl5, pl4, p9, p8 und p7 von CSCII mit Sm-Proteinen von gereinigten U
snRNPs in SDS-PAGE-Gelen (Abb. 4.5 A, Spuren 2 und 3). Um zu {iberpriifen,
ob diese CSCII Komponenten tatsichlich Sm-Proteinen entsprechen, wurden
die Banden aus dem Gel ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und durch MALDI
analysiert. In der Tat sind pl15, p14, p9, p8 und p7 jeweils mit SmD2, SmD1,
SmE, SmF und SmG identisch. Uberraschenderweise wurden keine
Peptidfragmente isoliert, die den Sm-Proteinen SmB/B* oder SmD3 zugeordnet
werden konnten. Sowohl SmB/B‘ und SmD3 sind Bestandteile der vollstindig
ausgebildeten Sm-core-Domine von reifen U snRNPs. Um auszuschlieBen, da3
diese beiden Sm-Proteine in sub-stochiometrischen Mengen in CSCII
vorhanden sind, wurde der gereinigte Komplex durch Western-Blotten mit dem
anti-SmB/B‘ Antikorper Y12 analysiert (Abb. 4.10 A; Lerner et al., 1981). Es
konnte jedoch kein SmB/B* in CSCII oder den Kontrollreinigungen detektiert
werden (vergleiche Spuren 2 und 3, untere Bahn) wohingegen der Antikorper
SmB/B‘ im Ausgangsmaterial (Spur 1, untere Bahn) erkannte. Die gleichen
Ergebnisse wurden fiir SmD3 erhalten (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutete,
dafl CSCII nur eine distinkte Subpopulation von Sm-Proteinen enthélt, die
interessanterweise alle Komponenten sowohl der Sm-subcore Doméne als auch

des ,,6S-Komplexes* sind (siche 1.5.4).
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Abb. 4.10: Zytosolische SMN-Komplexe sind nicht stabil mit SmB/B* oder U
snRNAs assoziiert.

A. CSCII enthalt nicht SmB/B‘. Der CSCIlI Komplex wurde wie in 5.3 beschrieben aus dem
SP-Eluat gereinigt und SMN, SIP1 und SmB/B‘ durch Western-Blot-Analyse
nachgewiesen. Fur die Detektion von SmB/B* wurde der Sm-Protein-spezifische Antikorper
Y12 verwendet. Gezeigt sind das Ausgangsmaterial (Spur 1) und die Immun-
prazipitationen mit dem anti-Flag Kontrollantikorper (Spur 2) und dem anti-SMN Antikorper
7B10 (Spur 3). B. Zytosolische SMN-Komplexe sind nicht mit U snRNAs assoziiert. Fir die
Immunprazipitation zytosolischer SMN-Komplexe wurden der 7B10 Antikérper (Spur 3)
oder der anti-Flag Antikorper (Spur 2) eingesetzt. AnschlieRend wurden RNAs mit Phenol
extrahiert, mit Ethanol prazipitiert und mit [32P]—pCp und T4 RNA-Ligase am 3'-Ende
markiert. Analog wurden RNAs aus dem verwendeten Extrakt extrahiert und markiert (Spur
1). Als GréRenstandard diente in vitro transkribierte, [32P]-pCp markierte U1 snRNA (Spur
4). Die RNAs wurden durch denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht.
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4.6 Zytosolische SMN-Komplexe sind nicht stabil mit U

snRNAs assoziiert
Der ,,6S-Komplex“ und die Sm-subcore Domine unterscheiden sich bei gleicher
Sm-Protein-Zusammensetzung dadurch, dal nur die Sm-subcore Doméne U
snRNA enthilt (siehe 1.5.4). Es war daher eine interessante Frage zu klédren, ob
CSCII moglicherweise mit U snRNAs assoziiert ist. Dazu wurde der Komplex
mit anti-SMN-(7B10) oder anti-Flag Antikorpern als Kontrolle aus nicht
fraktionierten, zytoplasmatischen HeLa-Zellextrakten immunprézipitiert (Abb.
4.10 B). Gebundene RNAs wurden mit Phenol extrahiert, mit Ethanol
prézipitiert und mit [**P]-pCp durch T4 RNA Ligase am 3'-Ende markiert. Eine
in vitro transkribierte und [*’P]-markierte Ul snRNA diente als Marker (Spur
4). Wie in Abb. 4.10 B gezeigt, konnte keine RNA, die durch pCp markiert
werden kann, von einer der beiden Affinititsmatrices eluiert werden (Spuren 2
und 3). Dies zeigte, dal CSCII (und CSCI) nicht stabil mit U snRNAs assoziiert

vorliegt.

4.7 Die Interaktion von SMN mit SIP1, mit Sm-Proteinen

und sich selbst erfolgt durch verschiedene Domanen
Die Reinigung des zytosolischen SMN-Komplexes CSCII hatte zur
Identifizierung mehrerer neuer SMN-assoziierter Proteine gefiihrt. Das
Vorhandensein einer distinkten Population an Sm-Proteinen und SIP1 lie
zudem eine Rolle des CSCII-Komplexes wihrend der U snRNP
Zusammenlagerung wahrscheinlich erscheinen. Im Rahmen einer eingehenden
Charakterisierung von SMN und des CSCII-Komplexes stellte sich nun die
Frage, mit welchen Proteinen des Komplexes SMN direkt interagiert und
welche Bedeutung diesen Wechselwirkungen fiir die Funktion von SMN in vivo
zukommt. Dabei wurde besonderes Gewicht auf die Analyse der Interaktionen
von SMN mit dem U snRNP Zusammenlagerungsfaktor SIP1, mit Sm-

Proteinen und mit sich selbst gelegt. Fiir die Identifizierung der jeweiligen



Ergebnisse 63

Interaktionsdominen wurden in vitro Bindungsexperimente durchgefiihrt. Dazu
wurden SMN oder N- und C-terminale Deletionsfragmente von SMN, die an
zwei IgG bindende Doménen des Proteins A von Staphylococcus aureus (zz-
Tag) fusioniert waren, in E. coli exprimiert und 0,5-1 pg dieser
Proteinfragmente an IgG-Sepharose immobilisiert. AnschlieBend wurden diese
Proteine mit in vitro translatiertem, [>°S]-Methionin markiertem SMN, SIP1
sowie SmB/B‘ inkubiert. Nach mehrmaligen Waschen wurden gebundene
Proteine durch SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert, mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und anschlieend in der Autoradiographie sichtbar gemacht.

Sowohl SMN, als auch SIP1 und SmB/B*‘ banden effizient an volle Lange SMN
(Abb. 4.10, Spuren 1, 4 und 7). Fiir eine Interaktion von SMN mit sich selbst
waren die ersten 159 Aminoséduren ausreichend (Spur 2). Zusétzlich wurde eine
signifikante, wenn auch schwichere Bindung an ein SMN-Fragment beobachtet,
das die Aminosduren 90 bis 294 umfal3t (Spur 3). Diese Experimente lieBen die
Vermutung zu, dal SMN mehrere Oligomerisierungsdoménen unterschiedlicher
Effizienz besitzt, die sowohl in N- und C-terminalen Bereichen von SMN
liegen. Fiir eine effiziente Bindung von SMN an SIP1 waren die ersten 159
Aminosduren von SMN ausreichend, wohingegen die Aminosduren 90-294
keine signifikante Bindung im Vergleich zur Kontrolle erlaubten (vergleiche
Spuren 5, 6 und 10). SmB/B* band an alle getesteten SMN-Konstrukte gleich
stark. Die gleiche Beobachtung wurde fiir SmD1 und SmD3 gemacht. SmE und
SmD2 hingegen interagierten nur schwach mit SMN (Daten nicht gezeigt).
Diese Daten legten nahe, da3 die Bindung von Sm-Proteinen an SMN entweder
durch die Aminosduren 90-159 erfolgt oder SMN {iiber mehrere Sm-Protein
Bindungsdoménen im N- und C-Terminus verfiigt (vergleiche Spuren 7-10).
Um sicherzustellen, da3 die beobachteten Ergebnisse nicht auf eine fehlerhafte
Faltung der verwendeten zz-SMN-Fragmente zuriickzufiihren sind, wurden die
gleichen Experimente mit den entsprechenden GST-SMN-Fragmenten

durchgefiihrt.
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Abb. 4.11: SMN interagiert Uber unterschiedliche Bereiche mit SIP1, SmB/B‘ und
sich selbst.

Je 0,5-1 pg zz-SMN-WT (Spuren 1, 4, 7), zz-SMN-1/159 (Spuren 2, 5, 8), zz-SMN-90/294
(Spuren 3, 6, 9) und zz-Peptid (Spur 10) wurden an IgG-Sepharose immobilisiert und mit
[358]-SMN, SIP1 und SmB/B‘ inkubiert. Gebundene Proteine wurden durch SDS-PAGE
und Autoradiographie detektiert. In den Spuren 11-13 sind je 25% der eingesetzten
Protein-Mengen geladen.

Es ergaben sich identische Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Nachdem damit
deutlich geworden war, dal SMN moglicherweise iiber verschiedene Bereiche
die Wechsel-wirkung mit SIP1, Sm-Proteinen und sich selbst eingeht, wurden
diese Domédnen im Detail charakterisiert. Die Interaktion mit Gemin3/dp103
wurde nicht ndher untersucht, da bereits gezeigt worden war, dal3 es {iber seine
Bindung an den C-Terminus von SMN sehr wahrscheinlich die Integration von

GIP1 in den SMN-Komplex vermittelt.



Ergebnisse 65

4.7.1 SMN besitzt eine N-terminale Oligomerisierungsdomane

Zunidchst sollte die Oligomerisierungsdomédne(n) von SMN weiter eingeengt
werden. Dazu wurde eine Reihe zz-getaggter N-terminaler Deletionskonstrukte
von SMN an IgG-Sepharose immobilisiert (Abb. 4.12) und mit [*°S]-
markiertem SMN inkubiert. [*°S]-SMN interagierte spezifisch mit volle-Linge
SMN. Dagegen band SMN nicht an die Proteinfragmente SMN-1/30 und SMN-
1/60 (Spur 3 und 4), aber an alle N-terminalen Konstrukte, die die ersten 90
Aminoséduren enthielten (Spuren 5, 6, und 7). Da ebenfalls eine Interaktion mit
Deletionsfragmenten beobachtet wurde, denen die ersten 30, 36 oder 55
Aminosduren fehlten (Spuren 9, 8 und 2), zeigte dies, dal SMN eine N-
terminale Oligomerisierungsdoméne enthélt, die mindestens die Aminosduren
55 bis 90 umfafit. Dieser Bereich von SMN war fiir eine -effiziente
Oligomerisierung ausreichend, da in vitro translatiertes SMN effizient mit
SMN-60/90 interagierte (Abb. 4.12 B, Spur 1). Neben dieser N-terminalen
Oligomerisierungsdoméne konnte in der Zwischenzeit eine weitere
Oligomerisierungsdoméne im C-Terminus von SMN nachgewiesen werden, die

im Exon 6 lokalisiert ist (Lorson et al., 1998a).

4.7.2 SMN enthalt zwei N-terminale Bindungsstellen fur SIP1

Fiir die Charakterisierung der SIP1-Bindungsdoméne wurden die gleichen
SMN-Proteinfragmente benutzt und mit [>>S]-SIP1 inkubiert (Abb. 4.12 A,
mittlere Reihe). Es zeigte sich, dal SIP1 im Vergleich zur Kontrolle effizient
mit SMN wechselwirkte (Spur 1 wund 11), aber nicht mit einem
Deletionsfragment von SMN, dem die ersten 55 Aminosduren fehlten (Spur 2).
Dies bedeutet, dal die SIP1-Bindungsstelle innerhalb dieses N-terminalen
Bereichs von SMN liegt. Eine genauere Analyse zeigte, dal sowohl die
Aminoséduren 1-30 als auch 30-60 alleine ausreichend fiir die effiziente Bindung
von SIP1 waren (Abb. 4.12 A, Spuren 3 bis 8 und Abb. 4.12 B, vergleiche
Spuren2 und 4).
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Abb. 4.12: |dentifizierung der Oligomerisierungs-, SIP1- und Sm-Protein
Bindungsdomane von SMN.

A. Eingrenzung der verschiedenen Interaktionsdoménen von SMN. Je 0,5-1 pg
verschiedener zz-SMN Deletionsfragmente oder zz alleine wurden an IgG-Sepharose
gekoppelt (Spuren 1-10) und die Bindung von [358] SMN, SIP1 und SmB/B' getestet.
Gebundene Proteine wurden durch SDS-PAGE und Autoradiographie nachgewiesen.
In Spur 11 sind 25% der eingesetzten Protein-Mengen geladen. B. Die identifizierten
Domanen sind alleine ausreichend fur die Interaktion von SMN mit SIP1, SmB/B‘ und
sich selbst. Zz-SMN-60/90 (Spur 1), zz-SMN-30/60 (Spur 2), zz-SMN-90/160 (Spur 3)
und das zz-Peptid (Spur 4) wurden immobilisiert und mit [358] SMN, SIP1 und SmB/B*
inkubiert. Interaktionen wurden wie in A nachgewiesen. In den Spuren 5-7 sind 25%
der eingesetzten Proteine gezeigt. C. Schematische Darstellung der
Interaktionsdomanen von SMN.
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Damit besitzt SMN hdochstwahrscheinlich zwei unabhidngige N-terminale
Bindungsstellen fiir SIP1. Diese Daten sind konsistent mit Studien, die zeigen,
daB der N-Terminus von SMN fiir die in vivo Interaktion mit SIP1 wichtig ist

(Pellizzoni et al., 1998).

4.7.3 Sm-Proteine binden an die Tudor-Doméne von SMN

Um die Bindungsstelle fiir Sm-Proteine an SMN zu identifizieren, wurde die
Interaktion von in vitro translatierten Sm-Proteinen mit verschiedenen SMN-
Fragmenten untersucht. Dabei wurde die Bindung von SmB/B°® stellvertretend
fiir die anderen Sm-Proteine analysiert. SmB/B* band gleichermallen effizient
an volle Lange SMN und die ersten 159 Aminosduren von SMN (Abb. 4.12 A,
untere Reihe, Spuren 1 und 8). Dagegen konnte keine Bindung von SmB/B* an
das C-terminale Fragment SMN-159/294 beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Eine schwache Wechsel-wirkung wurde fiir die SMN-Fragmente
detektiert, die nur die ersten 105 Aminosduren enthielten (Spuren 3, 4, 5 und 9).
SMN-Fragmente, die die Aminosduren 90-160 umfafiten, interagierten dagegen
stark mit SmB/B*‘ (Spuren 2, 7 und 8). Interessanterweise enthilt dieser Bereich
von SMN eine sogenannte Tudor-Domine. Tudor-Doménen, die urspriinglich in
dem Drosophila melanogaster Protein Tudor beschrieben wurden, sind
evolutiondr konservierte Sequenzmotive unbekannter Funktion, die in vielen
eukaryontischen Proteinen gefunden werden (Ponting, 1997). In der Tat war die
Tudor-Doméne alleine (Aminosduren 90-160) ausreichend, um eine Bindung
von SMN an SmB/B‘ zu vermitteln (Abb. 4.12 B, Spur 3), widhrend der N-
terminale Teil der Tudor-Doméne (bis Aminosdure 120) nur schwach mit
SmB/B¢ wechselwirkte (Abb. 4.12 A, untere Reihe, Spur 6). Identische
Ergebnisse ergaben sich, wenn die Sm-Proteine SmDI1 und D3 analysiert
wurden (Daten nicht gezeigt). Damit ist die Tudor-Domdne von SMN alleine
notwendig und hinreichend fiir die Bindung der Sm-Proteine.

In Abbildung 4.12 C sind die verschiedenen, ermittelten Doménen von SMN

zur besseren Ubersicht schematisch dargestellt.



Ergebnisse 68

4.8 SMN mit einer SMA verursachenden Punktmutation

in der Tudor Doméne bindet nicht an Sm-Proteine
Die Interaktion zwischen der Tudor-Doméne von SMN und spleilosomalen
Sm-Proteinen war von besonderem Interesse, da angenommen werden konnte,
daB3 diese Wechselwirkung fiir die putative Funktion von SMN bei der
Zusammenlagerung von U snRNPs relevant ist (siehe auch 4.9). Um zunichst
auszuschliefen, da3 die Bindung der in vitro translatierten Sm-Proteine an die
Tudor-Doméne indirekt iiber Faktoren des Retikulozyten-Lysat erfolgte (siche
3.7.3), wurde getestet, ob rekombinantes GST-SMN direkt an native Sm-
Proteine bindet (isoliert aus HeLa-Zellen). Sm-Proteine wurden nach Sumpter et
al. (1992) aus affinitdtsgereinigten U snRNPs als eine ,, Total Protein““-Mischung
(TP) hergestellt, die neben den Sm-Proteinen noch Ul und U2 snRNP
spezifische Proteine enthielten. Die Sm-Proteine liegen in diesen TP-Fraktionen
als heterooligomere Komplexe (E.F.G), (D1.D2) und (B/B".D3) vor. Wie in
Abb. 4.13 A gezeigt, band SMN-36/160 effizient an die Sm-Proteine SmD1 und
SmD2, moderat an SmB/B‘ und SmD3 und nur schwach an SmE, F und G
(Spurl). Im Gegensatz dazu interagierten die Sm-Proteine nur marginal mit
SMN-30/105 bzw. GST alleine (Spuren 2 und 3). Von den U snRNP
spezifischen Proteinen besal3 das U1A Protein eine Affinitdt fiir SMN-36/160
(Spuren 1 bis 3). Diese Ergebnisse zeigten, daB Sm-Proteine direkt an die
Tudor-Doméne von SMN binden. Die vergleichbare Affinitdt von SmB/B‘ und
D3, von SmDI1 und D2 sowie von SmE, F und G fiir SMN (Abb. 4.13 A) deutet
darauf hin, da8 die Sm-Proteine in Form der erwédhnten heterooligomeren Sm-

Protein-Komplexe mit der Tudor-Doméne interagieren.
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Abb. 4.13: Eine SMA verursachende Punktmutation in der Tudor-Domane von
SMN verhindert die direkte Bindung der Sm-Proteine.

A. Sm-Proteine binden direkt an die Tudor-Domane von SMN. Sm- und U1 snRNP-
spezifische Proteine (TPs) wurden mit verschiedenen GST-SMN Fragmenten (Spuren 1
und 2) und GST alleine (Spur 3) inkubiert. Gebundene Proteine wurden mit 10 mM
Glutathion in PBS (pH 8,4) eluiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silber Farbung
sichtbar gemacht. In den Spuren 4-7 sind 100% der eingesetzten Proteine gezeigt. B.
Aminosadureaustausche innerhalb der Tudor-Domane blockieren die Sm-Protein
Bindung. Die Bindung von [**S]-SmB/B‘, SmD3 und SIP1 an GST (Spur 4) bzw. GST-
SMN-Fragmente, die die Wildtyp-Sequenz (Spur 1) oder Aminosauresubstitutionen an
den Positionen 129-135 (Mu1, Spur 2) bzw. 134 (E(134)K, Spur 3) enthielten, wurde
durch SDS-PAGE und Autoradiographie nachgewiesen. In Spur 5 sind 25% der
eingesetzten Protein-Mengen gezeigt. C. Die direkte Bindung von Sm-Proteinen an die
Tudor-Domane von SMN wird durch die SMA verursachende Mutation E134K
beeintrachtigt. GST-SMN-1/160 (Spur 1) und GST-SMN-1/160-E134K (Spur 2) wurden
mit TPs inkubiert. Gebundene Proteine wurden wie in A nachgewiesen. D.
Quantifizierung der in B untersuchten Interaktionen.
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Als nidchstes wurde untersucht, welche Aminosduren innerhalb der Tudor-
Domiéne fiir die Interaktion zwischen SMN und den Sm-Proteinen wichtig sind.
Die Sequenz GYGNREE innerhalb der Tudor-Domine (Position 129-135) ist
zwischen SMN-Proteinen verschiedener Organismen hochkonserviert und
konnte daher funktionell relevant sein. Deswegen wurde diese Region gegen die
Sequenz VFVDRQQ (Mul) ausgetauscht und getestet, ob diese Substitutionen
die Bindung der Sm-Proteine an die Tudor-Domine von SMN beeinflussen.
[*°S]-markiertes SmB/B¢ und SmD3 wechselwirkten effizient mit GST-SMN
(Abb. 4.13 B, Spur 1). Dagegen war die Bindung der beiden Sm-Proteine an
GST-SMN-Mul mindestens um den Faktor 30 reduziert (Abb. 4.13 D). Dies
zeigte, daB Aminosduren in diesem Bereich entscheidend fiir die Bindung von
SMN an Sm-Proteine sind.

In der Literatur ist ein Typ I SMA-Patient beschrieben, der eine mutierte Form
von SMN exprimiert, das an der Position 134 einen Glutamat zu Lysin
Austausch aufweist [SMN(E134K)], wodurch eine negativ geladene
Aminosdure gegen eine positiv geladene ausgetauscht wird (Clermont et al.,
1995). Die Beobachtung, dal} diese Mutation genau in dem Bereich der Tudor-
Doméne liegt, der fiir die Interaktion mit den Sm-Proteinen verantwortlich ist,
lie} vermuten, daf die E134K Mutation die Bindung der Sm-Proteine an SMN
beeinflulit. Tatsdchlich band GST-SMN(E134K) nur duflerst schwach an die in
vitro translatierten Sm-Proteine SmB/B‘ und SmD3 (Abb. 4.13 B, Spur 3 und
D). Erwartungsgemidl wurde die gleiche Beobachtung gemacht, wenn die
direkte Bindung von Sm-Proteinen an SMN untersucht wurde: Die Affinitdt von
GST-SMN-1/160 fiir Sm-Proteine war mindestens um den Faktor 5 reduziert,
wenn das SMN-Fragment die E134K Substitution enthielt (Abb. 4.13 C, Spuren
1 und 2).

Aufgrund der Ladungsverdanderung, die durch die Mul- und E134K-Mutationen
in der Tudor-Doméne hervorgerufen werden, lag die Vermutung nahe, daf3
dadurch die generelle Struktur von SMN zerstort wird und SMN prinzipiell

keine Interaktionen mehr eingehen kann. Da aber weder die Assoziation von
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SMN mit SIP1 (Abb. 4.13 B, Spur 2 und 3) noch die Oligomerisierung von
SMN selbst durch die Mutationen beeintrachtigt waren (Daten nicht gezeigt),
fihren die Mul- und EI134K-Mutationen nicht zu einer umfassenden
Verdanderung der SMN-Struktur, sondern bewirken nur einen spezifischen
Verlust der Sm-Protein Bindung. Diese Schluf3folgerung wird auch durch die
NMR-Strukturanalyse der Tudor-Doméne von SMN gestiitzt (siche 4.10).

Zusammengefallt zeigten diese Experimente erstmals, dafl die Tudor-Doméne
von SMN eine Protein-Protein Interaktionsdomine ist, die die direkte und
spezifische Bindung von SMN an spleiBosomale Sm-Proteine vermittelt.
Dariiber hinaus identifizierte die Analyse einer SMA verursachenden
Punktmutation in der Tudor Doméne die reduzierte Interaktion zwischen SMN

und Sm-Proteinen als einen mdglichen biochemischen Defekt der SMA.

4.9 Antikorper gegen die Tudor-Domane von SMN

inhibieren die U snRNP Zusammenlagerung in vivo

Es stellte sich nun die wichtige Frage, ob die Interaktion von SMN mit Sm-
Proteinen fiir die Bildung der Sm-core-Doméne von U snRNPs in vivo von
funktioneller Relevanz ist. In diesem Fall sollte die Zusammenlagerung der Sm-
core-Doméne durch Antikorper, die die Bindung der Sm-Proteine an die Tudor-
Doméne verhindern, blockiert werden konnen. Mit dem Xenopus laevis
Oozyten-System hat man die Mdglichkeit, diesen ProzeB3 in vivo zu analysieren.
Wird eine in vitro transkribierte, [*?P]-markierte U snRNA ins Zytoplasma der
Oozyten injiziert, assoziiert diese mit endogenen Sm-Proteinen unter
Ausbildung der Sm-core-Doméne. Diese Assoziation kann durch eine Ko-
Immunprézipitation der markierten U snRNA mit dem Sm-Protein-spezifischen
Antikorper Y12 nachgewiesen werden (siche Schema Abb. 4.15 C; Fischer et
al., 1997).

Es wurde daher versucht, Antikorper, die spezifisch die Tudor-Doméne von

SMN erkennen (anti-Tul-Ak), durch Affinitétsreinigung aus einem Kaninchen-
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Serum, das durch die Immunisierung mit volle Lénge zz-SMN hergestellt
worden war, zu isolieren (siehe 3.3.3) AnschlieBend wurden die gereinigten
Antikdrper auf ihre Spezifitét hin iberpriift (Abb. 4.14):

Die anti-Tul-Antikérper erkannten in Western-Blots sowohl GST-SMN-
Konstrukte, die das volle Lange Protein enthielten (Abb. 4.14 A, Spur 1) als
auch Deletionsfragmente, die die Aminosduren 90-160 entweder komplett oder
nur zum Teil enthielten (GST-SMN-1/120, GST-SMN-1/160 und GST-SMN-
36/160; Spuren 5, 6, und 7). Dagegen wurden keine SMN-Fragmente detektiert,
die die ersten 90 Aminoséuren oder den C-Terminus von SMN enthielten (GST-
SMN-1/60, GST-SMN-1/90 und GST-SMN-159/294; Spuren 3, 4 und 2). Somit
erkannten die gereinigten Antikorper ausschlieflich die Tudor-Doméne und
keine anderen Bereiche von SMN.

Ein wichtiger Aspekt fiir die geplanten Injektionsstudien war, daB3 die anti-Tul-
Antikorper das SMN von Xenopus laevis erkennen und nicht mit anderen
Tudor-Proteinen kreuzreagieren. Wie in Abb. 4.14 B gezeigt ist, war dies der
Fall: Die anti-Tul-Antikorper erkannten SMN in Oozyten-Totalextrakten (Spur
1) und in zytoplasmatischen Oozytenextrakten (Spur 2), aber nicht in
Kernextrakten (Spur 3). Ahnliche Ergebnisse sind fiir einen monoklonalen anti-
SMN-Antikorper beschrieben worden (Fischer et al., 1997). In gereinigten
HeLa U snRNPs (Spur 4) und HeLa-Totalextrakten (Daten nicht gezeigt)
detektierten die anti-Tul-Antikdrper ebenfalls ausschlielich SMN.

SchlieBlich wurde untersucht, ob die anti-Tul-Antikérper die Interaktion
zwischen SMN und Sm-Proteinen blockieren (Abb. 4.14 C). Um dies zu testen,
wurden 0,5-1 pg rekombinantes GST-SMN an Gluthation-Sepharose gekoppelt
und mit in vitro translatiertem SmB/B¢, SMN und SIP1 sowie einem fiinffachen
molaren UberschuB an anti-Tul-Antikérpern inkubiert. Die anti-Tul-Antikorper
blockierten die Interaktion zwischen SMN und SmB/B‘ komplett (Spur 2).
Dieser Effekt war hochspezifisch, weil die gleichen Antikdrper weder die
Oligomerisierung von SMN (Spur 2), noch die Bindung von SIP1 an SMN
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inhibierten (Spur 4). In Kontrollexperimenten banden SMN, SIP1 und SmB/B*
effizient an GST-SMN (Spuren 1 und 3).
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ADbb. 4.14: A. Atfinitatsgerelnigte anti- | udor Antikorper (anti-1u1-Ak) erkennen
spezifisch die Tudor Doméane von SMN.

Je 0,1 pg verschiedener, gereinigter GST-SMN-Fragmente (Spuren 2-7) wurden einer
Western-Blot-Analyse mit anti-Tu1 Antikorpern unterzogen. Als Positivkontrolle diente
GST-SMN (Spur 1). B. Anti-Tu1-Antikérper erkennen spezifisch SMN im Zytosol von
Xenopus laevis Oozyten und in gereinigten HeLa U snRNPs. Totalextrakt (Spur 1),
zytosolischer Extrakt oder Kernextrakt von Xenopus laevis Oozyten (Spuren 2 und 3) und
gereinigte HeLa U snRNPs (Spur 4) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und eine
Western-Blot-Analyse durchgefihrt. C. Die anti-Tu1 Antikdrper blockieren die Bindung von
Sm-Proteinen an SMN. Immobilisiertes GST-SMN wurde mit Puffer (Spuren 1 und 3) oder
anti-Tu1 Antikérper (Spuren 2 und 4) inkubiert. AnschlieRend wurde die Bindung von [*°s]-
SmB/B‘ und SMN (Spuren 1 und 2) sowie SIP1 (Spuren 3 und 4) an GST-SMN getestet.
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Zusammengefalt zeigten diese FErgebnisse, daBl die anti-Tul-Antikorper
spezifisch die Tudor-Doméne von SMN erkennen und die Interaktion der
Tudor-Doméne mit Sm-Proteinen in vitro inhibieren. Die wichtigsten
Voraussetzungen fiir ihre Verwendung in Injektionsstudien waren damit erfiillt.
Jetzt konnte analysiert werden, ob diese Antikdrper die Zusammenlagerung von
U snRNPs in Xenopus laevis Oozyten inhibieren (Abb. 4.15).

Es wurden zwei verschiedene anti-Tu-Antikorper Préparationen (anti-Tul-Ak
und anti-Tu2-Ak) ins Zytoplasma der Oozyten injiziert (siche Schema Abb. 4.15
C). Als Kontrollen wurde entweder ein unspezifisches Kaninchen-Nullserum
oder Wasser injiziert. Dieselben Oozyten erhielten nach 30 min eine zweite
zytoplasmatische Injektion von drei verschiedenen in vitro transkribierten und
[**P]-markierten RNAs. Fiir die Analyse der Zusammenlagerung der Sm-core-
Domine wurden die snRNAs Ul und US injiziert. Die Dihydrofolat Reduktase
(DHFR) mRNA bindet dagegen nicht an Sm-Proteine und diente als
Spezifititskontrolle (Fischer ef al., 1997). Nach einer einstiindigen Inkubation
wurden die Oozyten homogenisiert und die Ausbildung der Sm-core-Domine
durch Ko-Immunpréazipitation der injizierten RNAs mit dem Y 12-Antikorper
untersucht.

Wie erwartet wurden die snRNAs Ul und U5 durch Y12 aus Oozyten
immunpréazipitiert, die mit Wasser oder einem Nullserum vor-injiziert worden
waren (Abb. 4.15 A, Spuren 5 und 6). Die Ausbildung der Sm-core-Domine
fand spezifisch nur an den U snRNAs statt, da ko-injizierte DHFR-mRNA nicht
durch Y12 ko-prézipitiert wurde (Abb. 4.15 A, Spuren 5 und 6). Die Pri-
Injektion von anti-Tu-Antikérpern (anti-Tul-Ak und anti-Tu2-Ak) hatte
dagegen drastische Auswirkungen auf die Ausbildung der Sm-core-Domine. In
diesem Fall konnten nur marginale Mengen Ul oder U5 snRNA in den
Immunprézipitaten nachgewiesen werden (Abb. 4.15 A, Spuren 7 und 8). Durch
die Analyse der Uberstinde wurde zudem sichergestellt, da die verschiedenen
RNAs im Laufe des Experiments nicht degradiert waren (Abb. 4.15 A, Spuren 1
bis 4).
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Abb. 4.15: Antikorper gegen die Tudor-Domane von SMN blockieren die
Zusammenlagerung von U snRNPs in vivo.

A. In Xenopus laevis Oozyten wurde Wasser (Spur 5), ein Nullserum (Spur 6) oder
verschiedene Praparationen von anti-Tu1 Antikdrpern (Spuren 7 und 8) injiziert. Nach 30
min Inkubation erhielten die gleichen Oozyten eine zweite Injektion von in vitro
transkribierten, [32P]-markierten snRNAs U1 und U5 sowie DHFR mRNA. Die RNAs
wurden aus homogenisierten Oozyten mit dem Y12 Antikoérper ko-prazipitiert und durch
denaturierende Gelelektrophorese und Autoradiographie sichtbar gemacht. Die Spuren 5-8
zeigen die RNAs der Prézipitate, die Spuren 1-4 die entsprechenden Uberstande. In Spur
9 sind die injizierten RNAs aufgetragen. B. Quantifizierung der in A prazipitierten RNA-
Menge. C. Schematische Darstellung des Versuchsablauf.
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Somit zeigten diese Befunde, dall Antikorper, die spezifisch die Tudor-Doméne
von SMN erkennen und die Bindung der Sm-Proteine an die Tudor-Doméne
blockieren, in vivo effizient die Ausbildung der Sm-core-Domédne von U
snRNPs blockieren. Damit konnte erstmals der Nachweis erbracht werden, dal3
SMN ein essentieller U snRNP Zusammenlagerungsfaktor ist.

In analog durchgefiihrten Experimenten gelang es ebenfalls, Antikorper zu
isolieren, die spezifisch fiir die N-terminale Oligomerisierungsdomine von
SMN sind (Aminosduren 60-90) und die Interaktion von SMN mit sich selbst
blockieren. Allerdings inhibierten diese Antikdrper nicht die in vivo
Zusammenlagerung der Sm-core-Domdne von U snRNPs, wenn sie ins
Zytoplasma von Oozyten pré-injiziert wurden (Daten nicht gezeigt). Damit ist
unklar, ob die Oligomerisierung von SMN {iiber diese Doméne in vivo

funktionell wichtig fiir die Biogenese von U snRNPs ist.

4.10Die NMR-Struktur der Tudor-Domane von SMN

Durch die oben beschriebenen Experimente konnte man der Tudor-Doméne
erstmals eine Funktion in einem zelluliren Kontext zuweisen und zeigen, dal3
diese Funktion auf Protein-Protein Wechselwirkungen beruht. Um die
strukturelle Grundlage der Interaktion zwischen der Tudor-Doméne und
spleiBosomalen Sm-Proteinen im Detail zu verstehen, wurde in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Sattler (EMBL, Heidelberg) die NMR-
Struktur der Tudor-Domine geldst (Abb. 4.16).

Die Struktur der Tudor-Domédne in Losung wurde durch heteronukleare,
multidimensionale NMR-Spektroskopie bestimmt. Das rekombinante SMN-
Protein, das fiir diese Experimente benutzt wurde, umfalite die Aminosduren 83-
173. Allerdings nahmen nur die Aminoséduren 92-144, die dem groBten Teil von
Exon 3 von SMN entsprechen, eine genau bestimmbare Tertidrstuktur ein (Abb.

4.16 A).
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Die dreidimensionale Struktur der Tudor-Doméine ist gekennzeichnet durch eine
stark gebogene B-Faltblatt Struktur (Abb. 4.16 B). Fiinf Bereiche innerhalb der
Tudor Doméne (B31-B5, Abb. 4.16 A) bilden eine faBBdhnliche Form, die an ihrem
Boden durch den langgezogenen B2-Strang begrenzt wird und durch eine
Wechselwirkung zwischen dem 1-Strang und dem Leu 142 des kurzen B5-Strangs
geschlossen wird. Die Strange B1-B4 sind durch kurze Biegungen (engl.: loops)
miteinander verbunden, wohingegen die Stringe B4 und B5 durch eine helikale
Biegung miteinander verkniipft sind. Dies fiihrt dazu, daB der Winkel zwischen
diesen beiden Stringe ca. 90° betrigt.

Die Aminosduren Cys98, Alal00, Alalll, Ilel113, Ilel16, Cys123, Vall25 und
Leul41 stabilisieren die Struktur, indem sie einen hydrophoben Kern ausbilden. Da
diese Aminoséduren in den Tudor-Doménen verschiedener Proteine konserviert sind
(siche Abb. 4.16 A), kann man davon ausgehen, da Tudor-Dominen anderer
Proteine eine dhnliche dreidimensionale Form annehmen.

Die konservierten aromatischen Aminosduren Trpl102 (loop 1), Tyr109 (B32),
Tyr127 (B83) und Tyrl130 (loop 3) formen zusdtzlich eine Ansammlung von
hydrophoben Seitenketten zwischen loop 1 und loop 3. Deswegen nehmen beide
loops eine klar definierte Struktur an und sind nicht ungeordnet. Das ebenfalls
konservierte Gly131 ist dabei wichtig fiir die distinkte Konformation des loop 3.
Die elektrostatische Oberflichenverteilung der Tudor-Doméne (Abb. 4.16 C) zeigt
einen hydrophoben Fleck in dieser Region, der in die Bindung von Liganden
involviert sein konnte.

Verschiedene negativ geladene Aminoséuren sind im loop! (Glu 104, Asp 105), im
B34 Strang (Glu 134) und in der helikalen Biegung (Asp 140), die die Stringe B4
und B5 verbindet, lokalisiert. Wegen dieser Aminosdurereste, die in vielen Tudor-
Dominen Proteinen strikt konserviert sind, weist die Oberfliche der Tudor-
Domine von SMN eine mehrheitlich negative Ladungsverteilung auf (Abb. 4.16
C). In Ubereinstimmung mit den biochemischen Daten legen diese strukturellen
Eigenschaften der Tudor-Doméne nahe, dal3 sie eine Protein-Interaktionsdoméne
ist und wahrscheinlich nicht direkt mit RNAs wechselwirkt, wie aufgrund ihrer

Aminoséuresequenz urspriinglich vermutet wurde (Ponting, 1997).
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Abb. 5.16: Die NIVIK-STruktur ger 1 uaor-vomane von SIVIN.

A. Sequenzvergleich der Tudor-Domanen verschiedener Proteine. Sekundarstruktur-
elemente, die durch die NMR-Struktur identifiziert werden konnten, sind oberhalb der
humanen SMN-Tudor Sequenz dargestellt. Zwischen verschiedenen Tudor-Doménen
konservierte hydrophobe, aromatische und negativ geladene Aminosauren sind in gelb,
grin und rot unterlegt. B. Die Tudor-Domane hat eine FaB-ahnliche Form, die
hauptsachlich von R-Faltblatt-Strukturen gebildet wird. links: Die R-Faltblatt-Strukturen sind
als blaue Bander dargestellt, die helikale Biegung ist in grin hervorgehoben. rechts:
Ansicht der Tudor-Doméane nach 90° Drehung. Die Seitenketten der Aminosauren, die den
hydrophoben Kern der Struktur bilden, sind in gelb eingezeichnet. C. links: Darstellung der
Oberfachenladungsverteilung der Tudor-Doméanen Struktur. Blau und rot zeigen positiv
bzw. negativ geladene Bereiche an. rechts: Ansicht der Sekundarstrukturelemente der
Tudor-Doméane in gleicher Orientierung wie links. Die im Text erwahnten konservierten
aromatischen und negativ geladenen Aminosaurereste sind eingezeichnet.



Einleitung

Die NMR-Struktur der Tudor-Doméne erlaubte es erstmals, die strukturellen
Grundlagen der SMN-Sm-Protein Interaktion im Detail zu untersuchen. Da es
aber nicht moglich war, volle Linge Sm-Proteine rekombinant in E. coli zu
exprimieren, konnte keine Struktur eines Komplexes bestehend aus der Tudor-
Domine und Sm-Proteinen bestimmt werden (Daten nicht gezeigt). Deswegen
sollte die Bindungsdoméne in den Sm-Proteinen fiir SMN identifiziert werden,
um so die Wechselwirkung der beiden Interaktionsdominen in NMR-
Messungen zu analysieren. Im Gegensatz zu den Sm-Proteinen SmE, F und G,
die fast nur aus dem N-terminalen Sm-Sequenzmotiv bestehen, besitzen die Sm-
Proteine SmB/B*‘, D1 und D3 ausgeprigte C-Termini, die Arginin und Glycin
reiche Dipeptidsequenzen enthalten und positiv geladen sind. Da SMN effizient
nur an die Sm-Proteine SmB/B‘, D1 und D3 bindet, erschien es wahrscheinlich,
daBl es mit den C-Termini dieser Sm-Proteine interagiert (siche 4.7; Friesen und
Dreyfuss, 2000). Daher wurden die C-Termini der Sm-Proteine D1 und D3 als
GST-Fusionen exprimiert und ihre Bindung an in vitro translatiertes SMN oder
verschiedene Tudor-Konstrukte getestet (Abb. 4.17 A). SMN und die Tudor-
Doméne banden effizient an die C-Termini von SmD1 (Spuren 3 und 4) und
SmD3 (Spuren 6 und 7), wohingegen die Tudor-Doméne mit der (E134K)-
Punktmutation mit keinem der beiden Proteinfragmente interagierte (Spuren 5
und 8). Weder SMN noch die Tudor-Doméne banden an GST alleine, was die
Spezifitit der Bindung anzeigte (Spuren 1 und 2). Im umgekehrten Fall (Abb.
4.17 B) interagierte volle Lange SmD1, aber nicht der N-Terminus von SmD]1
(Spuren 1 und 2) mit der Tudor-Doméne von SMN. Diese Interaktion wurde
ebenfalls durch die E134K Mutation in der Tudor-Domine beeintrdchtigt
(Spuren 3 und 4). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Interaktion von SmD3
mit der Tudor-Doméne erhalten (Daten nicht gezeigt). Diese Experimente
zeigten, daf} die C-Termini von SmD1 und SmD3 die Interaktion mit der Tudor-

Domaine von SMN vermitteln.
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Abb. 4.17: Die Tudor-Domane von SMN bindet an die C-Termini von SmD1 und
SmD3.
A. GST-Sm-Protein-Fragmente, die den C-Terminus von SmD1 (Aminosauren 68-119,
Spuren 3-5) und SmD3 (Aminosauren, 72-126, Spuren 6-8) umfassen, bzw. GST alleine
(Spuren 1 und 2) wurden an Glutathion-Sepharose gekoppelt und die Bindung von [*s]-
SMN (Spuren 1, 3 und 6), der Tudor-Domane von SMN (Spuren 2, 4 und 7) bzw. der
Tudor-Domane mit der E134K-Mutation (Spuren 5 und 8) %etestet. Die Spuren 9-11 zeigen
25% der eingesetzten Protein-Mengen. B. Bindung von [3 S]-SmD1 (Spuren 1 und 3) und
des N-Terminus von SmD1 (Aminosauren 1-68, Spuren 2 und 4) an die Tudor-Doméane
von SMN (Spuren 1und 2) bzw. an die Tudor-Doméane mit der E134K Mutation (Spuren 3
und 4). Die Spuren 5 und 6 zeigen 25% der eingesetzten Protein-Menge.

Es war nun moglich, die Bindungsoberfliche der Tudor-Doméne fiir die Sm-
Proteine zu lokalisieren und die strukturellen Auswirkungen der E134K
Mutation zu analysieren. Dazu wurden Peptidtitrationen der Tudor-Doméne mit
dem Peptid (GR)9GGPRR, das vom C-Terminus von SmD1 abgeleitet wurde,

durchgefiihrt. Aminoséduren, die aufgrund ihrer Interaktion mit dem Peptid ihre
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Position verdnderten, wurden durch NMR-Messungen der Tudor-Doméne
bestimmt (Abb. 4.18 A). Die Gruppe von Dr. Sattler zeigte, dal der C-Terminus
von SmD1 an eine Region der Tudor-Doméine bindet, die aus den loops 1 und 3,
dem konservierten Rest Gly131 und benachbarten Teilen der Stringe (1-64
besteht (Abb. 4.18 A). Dieser Bereich beinhaltet die konservierten negativ
geladenen und aromatischen Aminosdurereste der Tudor-Domine und weist
eine mehrheitlich negative Ladungsverteilung auf (vergleiche Abb. 4.16 C). Die
fiir die Sm-Protein Bindung essentielle Aminosdure Glul34 (E134) liegt genau
in diesem negativ geladenen Bereich der Tudor-Domine. Diese Daten lielen
den Schluf3 zu, dal der durch die E134K Mutation bewirkte Ladungsaustausch
die lokale negative Ladungsverteilung innerhalb der Sm-Protein Bindungsstelle
verdandert und dadurch wahrscheinlich elektrostatische Wechselwirkungen der
Tudor-Domédne mit den positiv geladenen C-Termini der Sm-Proteine
beeintrachtigt (Abb. 4.18 A).

Diese Vermutung konnte man experimentell {iberpriifen, indem basierend auf
der NMR-Struktur eine Reihe von Punktmutationen in die Tudor-Doméne
eingefiihrt wurden. Alle eingefilhrten Punktmutationen veridnderten die
Ladungseigenschaften der ausgetauschten Aminosduren. Aufgrund ihrer
jeweiligen Position in der Sm-Bindungsstelle sollten einige der Mutationen
(E104K und D105K) zu einem Verlust der Sm-Protein Bindung fiihren. Die
anderen Austausche sollten dagegen keinen EinfluB3 auf diese Wechselwirkung
haben (K97E, D105K, R133K, E135Km Q136K, N137A, L141A, S142Q). Fir
die Bindungsexperimente wurden die SMN-Punktmutanten als GST-Fusionen
exprimiert und mit nativen HeLa Sm-Proteine aus TPs inkubiert. Der Nachweis
der gebundenen Sm-Proteine erfolgte durch Western Blotten mit dem anti-Sm-
Antikorper Y12 (Abb. 4.18). Wie erwartet konnte durch Y12 die Bindung von
SmB/B¢ sowie SmD1 und SmD2 an GST-SMN und GST-SMN-1/160
nachgewiesen werden (Spuren 10 und 11). Dagegen band keines der Sm-
Proteine signifikant an GST-SMN-Tudor-Konstrukte, die die E104K und
DI105K Mutationen trugen (Spuren 2 und 3). Alle anderen Punktmutationen
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filhrten erwartungsgemiB3 nicht zu einem Verlust der Sm-Protein Bindung

(Spuren 4-9).

o
2 o
o
5 i - T
GST-SMN-Tudor z 2 ¢
B T 1S = o
¥ ¥ ¥ ¥ X « £ O 0O » =
w = w o w © M~ o o
~ O ©O ® m M o g <+ = e
& o T T -—‘—v—._v—wwm
¥ e T w o 2 a0 n O O «
L B X 1 J

Abb. 4.18: Die Bindungsdoméane fur Sm-Proteine liegt im negativ
geladenen Bereich der Tudor-Domane von SMN.

A. Oberflachendarstellung der Tudor-Domane. links: Die Aminosaurereste, die
durch die Titration mit dem (GR);GGPRR-Peptid ihre Position verandern, sind
farbig dargestellt. Die Farbanderung von grau nach orange gibt dabei das
zunehmende Ausmald dieser Positionsverdnderung wieder. Die Orientierung
der Tudor-Domane ist die gleiche wie in Abb. 5.16 C. rechts: Rickansicht der
Oberflachendarstellung der Tudor-Doméane. B. Es wurde die Bindung von
nativen, gereinigten Sm-Proteinen (aus TPs) an die Tudor-Domane, in die
unterschiedliche Aminosaureaustausche eingefiihrt worden waren, analysiert.
Die unterschiedlichen Tudor-Domanen wurden als GST-Fusionsproteine
exprimiert und an Glutathion-Sepharose gekoppelt (Spuren 1-9). Als
Positivkontrollen wurden GST-SMN (Spur 10) und GST-SMN-1/160 (Spur 11)
verwendet. Der Nachweis der gebundenen Sm-Proteine erfolgte durch
Western-Blot-Analyse mit dem Y12 Antikdrper. Signale, die auf unspezifischen
Kreuzreaktivitaten des Antikérper beruhen, sind mit einem Sternchen markiert.
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Durch NMR-Messungen wurde zudem sichergestellt, dal die generelle
dreidimensionale Struktur der Tudor-Doméne durch die E134K Mutation nicht
verdndert wird (Daten nicht gezeigt). Damit bestétigten diese Experimente die
Voraussage, da3 die Interaktion der Tudor-Domédne mit den positiv geladenen
C-Termini der Sm-Proteine SmD1, SmD3 und SmB/B‘ wahrscheinlich durch

elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt wird.

4.11Die Zusammenlagerung der Sm-core-Domane in vitro
Durch die bisher beschriebenen Experimente konnte erstmals gezeigt werden,
daBB SMN ein essentieller Faktor fiir die Ausbildung der Sm-core-Domine in
vivo ist. Dabei ist die Interaktion der Tudor-Domdne von SMN mit
spleiBosomalen Sm-Proteinen entscheidend. Demgegeniiber gab es den Befund,
daB isolierte Sm-Proteine mit einer U snRNA spontan, d. h. ohne assistierende
Faktoren, zur Sm-core-Doméne assoziieren konnen (Raker et al., 1999). Es war
daher eine gerechtfertigte Annahme, dal SMN und SIP1 wund sehr
wahrscheinlich auch der zytosolische SMN-Komplex CSCII in vivo eine
regulative Funktion haben, die den fehlerlosen Ablauf dieses Vorgangs
sicherstellt.

Allerdings stand der Beweis fiir eine solche Rolle dieses Komplexes und seiner
neu identifizierten Komponenten aus. Ein experimentelles System, das die in
vitro Rekonstitution von U snRNPs in einer SMN-abhéngigen Weise erlaubt,
wire ideal geeignet, um die mechanistischen Aspekte der U snRNP
Zusammenlagerung in vivo zu analysieren. In einem solchen System kdnnten
insbesondere die funktionellen Beitrdge der isolierten SMN-Komplexe, der
einzelnen Komplexkomponenten und ihrer Interaktionsdoméanen wéhrend der U
snRNP Zusammenlagerung ausgearbeitet werden.

Im letzten Teil dieser Arbeit sind Experimente beschrieben, die, aufbauend auf
den bisher erhaltenen Ergebnissen, erste Schritte bei der Etablierung eines

solchen in vitro U snRNP Rekonstitutionssystems darstellen. Zunédchst wurde
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untersucht, ob und in welchen Extrakten eine Sm-core-Doméne an der Sm-
Bindungsstelle einer U snRNA gebildet wird (Abb. 4.19). Dazu wurde eine Ul
snRNA in vitro transkribiert, mit [*’P]-UTP radioaktiv markiert und mit
unterschiedlichen Zellextrakten fiir 30 min bei 20° C inkubiert (siche 3.4.9).
Gebildete  RNA-Protein Komplexe konnten dann  durch native
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht
werden (Abb. 4.19 A). Als Positivkontrolle fiir die spezifische Bildung der Sm-
core-Doméne wurden gereinigte Sm-Proteine aus TPs mit Ul snRNA inkubiert
und in gleicher Weise analysiert (vergleiche Spur 1 und 2; Raker ef al., 1999).
E. coli tRNA und Heparin dienten in jedem Rekonstitutionsexperiment als
unspezifische Kompetitoren.

In zytoplasmatischen HeLa-Zellextrakten konnten keine RNA-Protein
Komplexe detektiert werden (Spur 3), moglicherweise weil die Sm-Proteine in
diesen Extrakten in zu geringen Konzentrationen vorhanden sind. Dagegen
fiihrten bereits geringe Mengen eines Xenopus laevis Eiextrakts zur Ausbildung
eines RNA-Protein Komplexes, der mit der von TPs gebildeten Sm-core-
Domine ko-migrierte (vergleiche Spuren 2 und 4). Zusitzlich wurde ein
Komplex beobachtet (Spur 4, als X bezeichnet), dessen Identitit unklar ist.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die folgenden
Rekonstitutionsexperimente der Xenopus laevis Eiextrakt verwendet.

Zuniachst sollte sichergestellt werden, da3 der in Eiextrakten gebildete Protein-
RNA Komplex tatsdchlich mit der Sm-core-Doméne identisch ist. Ul snRNA
wurde zundchst mit Eiextrakten fiir 30 min bei 20° C inkubiert und dann
entweder der Sm-Protein spezifische Antikdrper Y12 oder ein anti-Flag
Antikdrper zu den Reaktionsansidtzen gegeben (Abb. 4.19 B). Ohne Zugabe von
Antikérpern wurde an der snRNA der RNA-Protein Komplex ausgebildet, der
mit der Sm-core-Doméne ko-migriert (vergleiche Spur 1 und 2). Dagegen
bewirkte die Inkubation mit dem Y12 Antikorper einen ,,Supershift, d. h. der
Antikorper band an den gebildeten RNA-Protein Komplex und verhinderte, daf3
dieser in das Gel einwanderte (Spur 3). Mit dem anti-Flag Antikdrper wurde
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dagegen kein Supershift beobachtet (Spur 4, mit Sternchen markiert). Dies
zeigte, daB die Ul snRNA in Eiextrakten in Protein-RNA Komplexe

inkorporiert wird, die spezifisch Sm-Proteine enthalten.
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Abb. 4.19: In vitro Zusammenlagerung der Sm-core Domane.

A. In Xenopus laevis Eiextrakten wird wahrscheinlich eine Sm-core Doméane an
einer freien U1 snRNA gebildet. In vitro transkribierte, [32P]-markierte U1 snRNA
wurde entweder mit Puffer (Spur 1), mit gereinigten Sm-Proteinen aus TPs (Spur
2), zytosolischen HelLa-Extrakten (Spur 3) und Xenopus laevis Eiextrakten (Spur
4) bei 20° C inkubiert. RNA-Protein Komplexe wurden durch native
Gelelektrophorese und Autoradiographie nachgewiesen. Mit X sind Komplexe
bezeichnet, deren Identitdt unklar ist. B. Die in Eiextrakten gebildeten RNA-
Protein Komplexe enthalten Sm-Proteine. [32P]—markierte U1 snRNA wurde fiir 20
min bei 20° C mit Eiextrakt inkubiert. Danach wurde der Ansatz geteilt und
entweder Puffer (Spur 2), Y12 Antikoérper (Spur 3) oder anti-Flag Antikérper (Spur
4) zugegeben. Es wurden je 1 pg Antikdrper eingesetzt. Die Analyse der
gebildeten RNA-Protein Komplexe erfolgte wie in A. In Spur 1 ist die freie U1
snRNA gezeigt. Der Supershift der Sm-core Domane durch den Y12 Antikorper ist

mit einem Sternchen gekennzeichnet. Komplexe unbekannter Zusammensetzung
sind mit X markiert.
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Um sicherzustellen, da3 die Sm-Proteine in diesen Komplexen tatséchlich die
Sm-core-Doméne gebildet hatten, wurde eine Ul snRNA untersucht, deren Sm-
Bindungsstelle mutiert ist und die deswegen nicht zu einer Sm-core-Doméne
assoziieren kann (U1ASm; Jarmolowski und Mattaj, 1993). In der Tat konnten
keine Protein-RNA-Komplexe detektiert werden, die mit der putativen Sm-core-
Domaéne ko-migrieren (Abb. 4.20 B, vergleiche Spuren 2 und 5). Zwar band die
UIASm RNA in Eiextrakten an Proteine (vergleiche Spuren 1 und 5, mit X
markiert). Da nach Zugabe von Y12 kein Supershift beobachtet wurde,
enthielten diese Komplexe aber keine Sm-Proteine (Daten nicht gezeigt). Die
Zusammensetzung dieser Komplexe blieb unklar. Moglicherweise enthalten sie
die Ul snRNP spezifischen Proteine. Zusammengefalit zeigten diese
Experimente, dal3 es in Xenopus laevis Eiextrakten die Ausbildung der Sm-core-
Doméne rekonstituiert werden kann.

Fiir die Assoziation isolierter Sm-Proteinen mit der Sm-Bindungsstelle in vitro
war bekannt, daf} sie energieunabhdngig bei 4° C und bei 20° C gleichermalen
effizient ablauft (Raker et al., 1999). Ob dies auch fiir die Zusammenlagerung
von U snRNPs in vivo gilt, war unklar. Der zytosolische SMN-Komplex CSCII
enthdlt mit Gemin3/dp103 und Hsc70 zwei Proteine, flir die eine ATPase
Aktivitit entweder vermutet wird oder bekannt ist (Grundhoff ef al., 1999;
Johnson und Craig, 1997). Insofern lag die Vermutung nahe, dafl die
Ausbildung der Sm-core-Doméne in vivo ein energieverbrauchender ProzeB ist.
Um dies zu testen wurde [**P]-Ul snRNA mit Eiextrakt bei 4° C oder 20° C
inkubiert (Abb. 4.20 A). Es zeigte sich, dafl die Ul snRNA bei 4° C nicht mit
den endogenen Sm-Proteinen assoziierte, sondern mit der freien RNA
komigrierte (Spuren 1 und 3). Bei 20° C wurde an der Ul snRNA dagegen die
Sm-core-Domine gebildet (Spur 2). Die in vivo Ausbildung der Sm-core-
Domine ist damit energieabhédngig. Inwieweit diese Energieabhédngigkeit durch
Gemin3/dp103 und Hsc70 vermittelt wird, ist momentan aber noch unklar.

Eine der zentralen Fragen bei der Entwicklung des Rekonstitutionssystems war,

ob die Zusammenlagerung von U snRNPs in vitro von SMN und SIP1 abhéngig
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ist und damit die in vivo Situation widerspiegelt. Bei der Beantwortung dieser

Frage gab es
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Abb. 4.20: Die in vitro Zusammenlagerung der Sm-core Domane ist
energieabhangig und wird durch SIP1-spezifische Antikdrper blockiert.

A. [*P]-markierte U1 snRNA wurde mit Eiextrakt fir 30 min bei entweder 20° C (Spur 2)
oder 4° C (Spur 3) inkubiert. Die Bildung der Sm-core Domane wurde durch native
Gelelektrophorese und Autoradiographie nachgewiesen. In Spur 1 ist die freie U1 snRNA
geladen. Komplexe unbekannter Zusammensetzung sind mit X markiert. B. [32P]-markierte
U1 snRNA wurde mit Puffer, mit Eiextrakt alleine (Spur 2) oder mit Eiextrakt und anti-Flag
Antikorper (1 ug, Spur 3) bzw. anti-SIP1-Antikorpen (1 ug, Spur 4) inkubiert. Parallel dazu
wurde in vitro transkribierte, [**P]-markierte U1ASm-RNA mit Eiextrakt inkubiert (Spur 5).
Der Analyse der RNA-Protein Komplexe erfolgte wie in A.
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das experimentelle Problem, dafl keine SMN-spezifischen Antikorper zur
Verfiigung standen, die das Xenopus laevis SMN erkennen. Die vorhandenen
Mengen der anti-Tudor-Antikérper (4.9) reichten fiir die entsprechenden
Experimente nicht aus. Um dennoch Hinweise auf die SMN-Abhédngigkeit zu
bekommen, wurde iiberpriift, ob die Bildung der Sm-core-Doméne durch anti-
SIP1 Antikorper blockiert wird (Abb. 4.20 B). SIP1 selbst ist ein essentieller in
vivo U snRNP Zusammenlagerungsfaktor und eng mit SMN assoziiert (Fischer
et al., 1997). Fiir diese Experimente wurden die Eiextrakte erst fiir 10 min bei
20° C mit anti-SIP1- oder anti-Flag-Antikdrpern vorinkubiert. Dann wurde die
[**P]-markierte U1 snRNA zugegeben und die Reaktion fiir weitere 30 min bei
20° C inkubiert.

Die Inkubation mit anti-Flag Antikorpern hatte keine Auswirkung auf die
Ausbildung der Sm-core-Doméne (Spur 3). Dagegen blockierten anti-Sipl
Antikérper die Ausbildung der Sm-core-Domiine (Spur 4). Ahnliche Ergebnisse
erhielt man mit GIP1 spezifischen Antikérpern (Daten nicht gezeigt). Auch
wenn der letztendliche Beweis dafiir aussteht, ist es damit wahrscheinlich, daf
die Zusammenlagerung von U snRNPs in Eiextrakten von SMN und seinen
assoziierten Proteinen abhingig ist und Energie benétigt. Damit bestehen gute
Chancen, da durch Depletions- und Readditionsexperimente die funktionelle
Rolle von SMN, seinen interagierenden Proteinen und der isolierten SMN-
Komplexe wihrend der U snRNP Zusammenlagerung in Zukunft detailliert

charakterisiert werden konnen.
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