3 Ergebnisse

3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung der Interaktion zwischen ATXN2 und PABP

In Zusammenarbeit mit Dr. Mario Albrecht (MPI fir Bioinformatik, Saarbriicken) wurde auf
der Basis bioinformatischer Analysen, ein Hefeinteraktionsnetzwerk fir Pbp1, dem Hefe-
homolog des humanen ATXN2, erstellt (siehe Abbildung 3) [69]. Da in der Arbeitsgruppe
eine strukturelle und funktionelle Verwandtschaft von ATXN2 und Pbp1 festgestellt und
belegt wurde, liel3 dieser Befund die Vermutung zu, dass die im Netzwerk dargestellten
Interaktionen auf das humane System Ubertragen werden kénnen. Mit Hilfe des "Yeast-
2-Hybrid-Systems" konnte in einem ersten Versuchsansatz die dargestellte Interaktion
zwischen Pbp1 und Pab1, dem Hefehomolog des humanen "Poly(A) binding protein"
(PABP), fir die humanen Proteine ATXN2 und PABP nachgewiesen werden. Eine wei-
tere Verifizierung der Wechselwirkung dieser beiden Proteine gelang mittels transienter
Uberexpression und anschliessender Koimmunprazipitation der interagierenden Region
der humanen Proteine [69].

Im einem ersten Schritt sollte Gberpriift werden, ob ebenfalls eine Interaktion der endo-
gen exprimierten Proteine erfolgt. Daflir wurde zun&chst die endogene Lokalisation der
Proteine analysiert. DU145-Zellen wurden, wie unter 2.3.3 beschrieben, auf Deckglésern
ausgesat und am darauf folgenden Tag flr mikroskopische Analysen fixiert. Die Visuali-
sierung der endogenen Proteine erfolgte Uber spezifische Antikdrper gegen ATXN2 und
PABP. Wie anhand der Abbildung 7A deutlich wird, wurde eine zytoplasmatische Ver-
teilung von ATXN2 und PABP beobachtet. Auf Grund dieser vergleichbaren Lokalisation
der Proteine konnte weiterhin eine Kolokalisation von ATXN2 und PABP im Zytoplas-
ma der Zellen festgestellt werden. Im nachsten Schritt sollte nun untersucht werden,
ob eine Assoziation der endogenen Proteine stattfindet. DU145-Zellen wurden, wie in
Material und Methoden beschrieben (2.3.6), lysiert und die entsprechenden Zelllysate
fir eine Koimmunprazipitation eingesetzt. Die verwendeten Lysate wurden mit einem

spezifischen Antikérper gegen ATXN2 inkubiert und anschlieBend mit anti-Maus-1gG-
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Dynabeads behandelt. Um unspezifische Bindungen von ATXN2 oder PABP an die pa-
ramagnetischen Dynabeads auszuschlie3en, wurde zusatzlich Lysat ohne Zugabe des
ersten Antikorpers inkubiert. Danach erfolgte die Abtrennung der Préazipitate von den Dy-
nabeads durch Aufkochen der Proben. AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-
Polyacrylamidelektrophorese getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran Gbertragen und
immunologisch nachgewiesen. Wie aus Abbildung 7B ersichtlich, wurde PABP mit Hilfe
des spezifischen ATXN2 Antikdrpers prazipitiert. Da im Kontrollansatz kein Protein nach-
gewiesen wurde, konnte eine Bindung von ATXN2 oder PABP an die Dynabeads ausge-
schlossen, und somit die Interaktion von ATXN2 und PABP belegt werden. Im folgenden

sollte nun eine funktionelle Charakterisierung dieser Interaktion vorgenommen werden.
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Abbildung 7: Untersuchungen zur Interaktion zwischen ATXN2 und PABP. (A) Immunfluoreszenz-
Analyse. DU145-Zellen wurden auf Deckgldsern ausgesat und am darauf folgenden Tag fixiert. Die en-
dogene Lokalisation von ATXN2 und PABP wurde mit Hilfe von Antikérpern gegen ATXN2 und PABP visuali-
siert. Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt. Der Balken entspricht 10 zm. (B) Koimmunprazipitation. 100 ug
DU145-Proteinlysat wurde mit 1 ul eines ATXN2-spezifischen Antikdrpers inkubiert. Zur Kontrolle wurde zu-
satzlich Lysat ausschlieBlich mit Dynabeads inkubiert. Prazipitiertes PABP wurde auf einem Immunoblot mit
Hilfe eines spezifischen Antikérpers gegen PABP nachgewiesen. Zum Nachweis der endogenen Expressi-
on von PABP in DU145-Zellen wurden 20 ug Zelllysat auf das SDS-Gel aufgetragen und immunologisch
nachgewiesen.
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3 Ergebnisse

3.2 Einfluss von unterschiedlichen Stress-Bedingungen auf die zellulare
Lokalisation von ATXN2

3.2.1 ATXN2 ist eine Komponente von "Stress Granules"

Unter Stress-Bedingungen, wie z.B. Hitze, osmotischer oder oxidativer Stress, kommt
es zu einer Akkumulation von PABP in sogenannten "Stress Granules" (SGs) [118].
Diese stellen zytoplasmatische Proteinakkumulationen dar, in denen untranslatierte
mRNAs unter Stress-Bedingungen gespeichert werden. In diesen Strukturen befinden
sich neben mRNA verschiedene RNA-stabilisierende und -destabilisierende Proteine,
Translationsinitiationsfaktoren und RNA-Bindeproteine wie TIA-1 und TIAR [111]. Im
nadchsten Schritt sollte untersucht werden, ob ATXN2, auf Grund der Interaktion mit
PABP, ebenfalls eine Komponente von SGs darstellt.

Zur Klarung dieser Frage wurden DU145-Zellen auf Deckglasern ausgesat und jeweils
fir eine Stunde bei 43,5°C inkubiert oder bei 37°C mit 0,5 mM Arsenit behandelt.
AnschlieBend erfolgte die Farbung von ATXN2 und PABP mit spezifischen Antikdrpern.
Es zeigte sich, dass PABP, wie bereits publiziert, unter Stress-Bedingungen in granularen
Strukturen im Zytoplasma der Zellen akkumulierte. Interessanterweise kolokalisierte
ATXN2 mit PABP in diesen zytoplasmatischen Strukturen (Abbildung 8A), und war auch
Uberwiegend in den granuldren Strukturen akkumuliert; PABP hingegen konnte weiterhin
im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur Hitzeschockbe-
handlung traten die zytoplasmatischen, punktuellen Strukturen unter Arsenit-Einwirkung
vermehrt auf. Des weiteren waren diese Strukturen unter Hitzestress vermehrt peri-
nuklear lokalisiert, wahrend sie unter oxidativen Stress-Bedingungen Uberwiegend im
Zytoplasma nachgewiesen werden konnten.

Im weiteren sollte mit Hilfe eines weiteren SG-Markerproteins geklart werden, ob diese
ATXN2-Akkumulationen tatsdchlich SGs reprasentieren. Da das RNA-Bindeprotein
TIA-1 als Markerprotein fir SGs beschrieben, und TIA-1 ein essentielles Protein fir die

Formation dieser Strukturen darstellt [118, 143], wurde dieses Protein zur Verifizierung
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Abbildung 8: ATXN2 ist eine Komponente von Stress granules. (A) Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-
Zellen wurden auf Deckglasern ausgesat und am folgenden Tag flir jeweils eine Stunde bei 43,5°C im Was-
serbad inkubiert oder mit 0,5 mM Arsenit behandelt. AnschlieBend erfolgte die Farbung der endogenen
Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2 und PABP. Die Pfeile heben PABP-positive Strukturen
hervor. Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt. (B) Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wurden wie un-
ter (A) beschrieben behandelt. AnschlieBend erfolgte die Farbung der endogenen Proteine mit spezifischen
Antikérpern gegen ATXN2 und TIA-1. Zellkerne wurden mit Hoechst geférbt. Balken entsprechen 10 um.
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3 Ergebnisse

der zytoplasmatischen SGs verwendet. Dazu wurden DU145-Zellen den gleichen
Stress-Bedingungen, wie oben beschrieben, ausgesetzt. AnschlieBend wurden die
endogenen Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2 und TIA-1 gefarbt.

Es zeigte sich, dass TIA-1, wie bereits publiziert, unter normalen Bedingungen
dberwiegend im Zellkern lokalisiert vorlag (Abbildung 8B; obere Reihe). Geringere
Konzentrationen konnten jedoch auch im Zytoplasma nachgewiesen werden. Bemer-
kenswerterweise konnte eine Kolokalisation von ATXN2 und TIA-1, unter den gewéhlten
Stress-Bedingungen, in zytoplasmatischen Strukturen beobachtet werden. Bedeuten-
derweise waren samtliche TIA-1-positiven SGs auch mit ATXN2 markiert (Abbildung 8B,
Uberlagerung).

Letztlich wurde eine weitere Komponente von SGs, das Protein Staufen 1, in die Untersu-
chungen mit einbezogen. Staufen 1 als auch Staufen 2 sind RNA-Bindeproteine, welche
doppelstrangige RNA binden kdénnen und stellen unter oxidativen Stress-Bedingungen
ebenfalls Komponenten von SGs dar [144]. Ob Staufen jedoch auch unter Hitzestress-
Bedingungen in SGs lokalisiert, wurde bislang noch nicht analysiert.

Zu diesem Zweck wurden DU145-Zellen auf Deckglaser ausgebracht und am darauf fol-
genden Tag fir jeweils eine Stunde Hitze- oder oxidativem Stress ausgesetzt. Zur Kontrol-
le der Lokalisation von Staufen in DU145-Zellen unter normalen Wachstumsbedingungen
wurde eine Zellkultur-Probe unbehandelt gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen, wie
in Material und Methoden beschrieben (2.5), fir Immunfluoreszenz-Studien prapariert,
und die endogenen Proteine mit spezifischen Antikdrpern gegen ATXN2 und Staufen ge-
farbt.

Unter normalen Wachstumsbedingungen lokalisierte Staufen im Zytoplasma der Zellen
(Abbildung 9; Kontrolle), wahrend das Protein sowohl unter Hitzestress als auch unter
oxidativen Stress-Bedingungen in SGs akkumulierte.

Durch die Kolokalisation von ATXN2 mit den drei SG-Komponenten, PABP, TIA-1 und

Staufen, konnte bestatigt werden, dass ATXN2 eine Komponente von SGs darstellt. Zu-
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satzlich dazu kann ATXN2 ebenfalls als Marker dieser Strukturen angesehen werden, da
ATXN2 in allen TIA-1-markierten SGs lokalisiert war.

ATXN2 Staufen Hoechst

. ...
43,5°C ' %

>
Arsenit...-

Abbildung 9: Staufen ist auch unter Hitzestress eine Komponente von Stress granules.
Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wurden eine Stunde lang Hitze- oder oxidativem Stress ausge-
setzt und anschlieBend fir Immunfluoreszenzaufnahmen mit Antikérpern gegen ATXN2 und Staufen inku-
biert. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. Balken entsprechen 10 pm.

Uberlagerung

3.2.2 Auswirkung von Stress-Bedingungen auf die endogene
ATXN2-Konzentration

Da die zytoplasmatische Lokalisation von ATNX2 durch Stress beeinflusst wurde, sollte
im weiteren untersucht werden, ob es unter Umstanden auch zu einer Veranderung der
endogenen Konzentration dieses Proteins unter Stress-Bedingungen kommt.

Zu diesem Zweck wurden DU145-Zellen fir 30 - 120 min mit Hitze oder Arsenit
behandelt; als Kontrolle wurden Zellen Uber die gesamte Zeit bei 37°C inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die Zellen lysiert und die Ansatze mittels SDS-PAGE getrennt.
Nachfolgend wurden die Gele zur Farbung der Proteine mit Coomassie behandelt

(2.3.10), oder die Proteine zur weiteren immunologischen Analyse mittels Elektroblot auf
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3 Ergebnisse

eine Nitrozellulosemembran Ubertragen (2.3.11).

In Folgenden sollte zunachst bestatigt werden, dass es bei diesen Behandlungen der
Zellen zur Induktion der Stressantwort kam. Zu diesem Zweck wurden die endogenen
HSC70- und HSP70-Konzentrationen untersucht, da diese zwei Protein-Isoformen
Hitzeschockproteine darstellen und unter verschiedenen Bedingungen im Zytoplasma
der Zellen gebildet werden. HSC70 besitzt eine GrdBe von 73 kDa und wird konstitutiv
exprimiert. HSP70, die 72 kDa grof3e Isoform, wird in geringen Konzentrationen ebenfalls
konstitutiv gebildet; als Reaktion auf Hitzestress oder oxidativen Stress wird jedoch
eine vermehrte Expression induziert [145]. Der verwendete Antikdrper ist gegen beide
Proteine gerichtet, so dass sowohl HSC70 als auch HSP70 detektiert werden.

Der immunologische Nachweis zeigte, dass eine Hitzestress-Behandlung zu einer
deutlichen Induktion der stress-induzierbaren Isoform HSP70 fihrte, da nach 60 min
eine zweite Protein-Bande sichtbar wurde (Abbildung 10; rechts, mittlerer Block). Auch
unter oxidativen Stress-Bedingungen konnte eine Zunahme der HSP70-Konzentration
beobachtet werden, welche jedoch weniger deutlich war. Dennoch konnte hiermit belegt
werden, dass bei beiden Stress-Behandlungen eine Hitzeschock-Antwort der Zellen
induziert wurde.

Im weiteren zeigte sich, dass es ebenfalls zu einer kontinuierlichen Zunahme der endo-
genen ATXN2-Konzentration unter Hitzestress kam (Abbildung 10; rechts, oberer Block).
Auch unter oxidativen Stress-Bedingungen war nach 30 min ein Anstieg der endogenen
ATXN2-Konzentration im Vergleich zu Kontroll-Zellen zu erkennen. Jedoch war der
beobachtete Konzentrationsanstieg im Vergleich zum ATXN2-Konzentrationsanstieg

nach Hitzebehandlung geringer.

Um auszuschlie3en, dass die beobachteten Effekte auf Konzentrationsunterschiede der
verwendeten Proben oder UnregelmaBigkeiten beim Blotvorgang resultierten, wurden
zwei Kontrollansatze durchgefihrt. Zum einen wurde ein SDS-Gel mit Coomassie

angefarbt, um eventuelle Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen aufge-
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Abbildung 10: Einfluss von verschiedenen Stress-Bedingungen auf die endogene ATXN2-
Konzentration. Dargestellt sind ein Coomassie-gefarbtes SDS-Gel und ein Western Blot. DU145-Zellen
wurden flir 30 - 120 min mit Hitze oder Arsenit behandelt und lysiert. Je 20 pug Proteinlysat wurden auf
10 %-ige SDS-Gele aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die Gele entweder mit
Coomassie gefarbt (links) oder auf eine Nitrozellulosemembran (bertragen (rechts). Auf der Membran er-
folgte der immunologische Nachweis von ATXN2, HSP70 oder TIA-1.

tragenen Lysat-Proben zu verdeutlichen. Zum anderen wurde fiir eine kombinierte
Lade- und Blotkontrolle, in Form eines immunologischen Nachweises von TIA-1, in die
Untersuchung mit einbezogen, da in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte,
dass die intrazelluldre TIA-1-Konzentration unter Stress keinen Veranderungen unterliegt
[112].

Hierbei zeigte sich, dass das immunologisch nachgewiesene TIA-1 im Falle der
Hitzestress-Proben eine vergleichbare Intensitat aufwies, so dass eine vergleichbare
Proteinkonzentrationen dieser Lysate belegt wurde (Abbildung 10; rechts, unterer
Block). Die Proben der mit oxidativem Stress behandelten Zellen zeigten hingegen
eine verstarkte TIA-1-Proteinbanden-Intensitéat fir 60 und 120 min. Dies spricht fur
eine héhere Proteinkonzentration dieser Proben, was durch das Coomassie gefarbte
SDS-Gel bestatigt wurde. Wéahrend die Proben der Kontrolle, der Hitzestresszeitreihe
und der Arsenitinkubation bei 30 min eine gleichmaBiige Intensitat der gefarbten Prote-

inbanden aufwiesen, zeigten die Proben fir oxidativen Stress bei 60 und 120 min eine
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3 Ergebnisse

intensivere Farbung (Abbildung 10; links). Somit war in diesen Proben insgesamt eine
héhere Protein-Konzentration enthalten, worauf die héhere Intensitét der detektierten
Proteinbanden in diesen Proteinlysaten beruhte. Da die Proteinlysate im Falle der
Kontrolle (Mock) und der 30-mindtigen Arsenit-Behandlung jedoch eine gleichméaBige
Farbung im Coomassie-gefarbten Gel und eine gleichméaBige TIA-1-Immunreaktivitat
aufwiesen, konnte der Anstieg des ATXN2-Levels auch fir oxidative Stress-Bedingungen

belegt werden.

Zusammenfassend |aBt sich sagen, dass eine Zunahme der ATXN2-Konzentration un-
ter Stress-Bedingungen zu beobachten war. Es konnte ein starker Anstieg des ATXN2-
Levels unter Hitzestress verzeichnet werden, wahrend die Akkumulation der ATXN2-
Immunreaktivitdt unter oxidativen Stress-Bedingungen weniger stark ausgepragt war.
Dies kann als Hinweis auf eine differenzierte Stressantwort von Zellen auf verschie-
dene Stress-Bedingungen angesehen werden. Dieses wird mdglicherweise auch durch
das differenzierte Expressionsverhalten von HSP70 unter Hitze- und oxidativen Stress-

Bedingungen untermauert.

3.2.3 Untersuchungen zur Stabilitat der SG-Strukturen

Stress Granules stellen sehr dynamische zellulare Strukturen dar, die innerhalb von 15 -
30 min als Antwort auf Umweltstress gebildet werden. Mit Hilfe von FRAP-Analysen
konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der SGs einem standigen Wandel
unterliegt [112]. So sind viele SG-assoziierte Proteine (z.B. TIA-1, TIAR und PABP) in
der Lage zwischen SGs und Zytoplasma zu pendeln. Auch stehen SGs mit Polysomen
im Equilibrium, wodurch Agenzien, welche die Stabilitdt von Polysomen beeinflussen,
gleichzeitig die Stabilitdt und die Formation von SGs verandern [112]. Werden Poly-
somen z.B. durch Puromycin destabilisiert, fliihrt das zu einer vermehrten Bildung von
SGs. Erfolgt eine Stabilisierung der Polysomen durch z.B. Cycloheximid, kommt es zu

einer Auflésung von SGs. In den nachfolgenden Untersuchungen sollte nun die zellu-
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lare Lokalisation von ATXN2 unter Zugabe dieser beiden Chemikalien untersucht werden.

Im ersten Schritt sollte zundchst der Einfluss von Puromycin auf die Lokalisation von
ATXN2 unter normalen als auch unter Stress-Bedingungen untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden Hela-Zellen auf Deckglésern ausgesét und fir eine Stunde mit
10 pg/ml Puromycin inkubiert. Zusatzlich zur Puromycin-Behandlung wurden die Zellen
entweder bei 43,5°C inkubiert oder mit 0,5 mM Arsenit behandelt. Danach wurden
die Zellen fixiert und fir Immunfluoreszenzaufnahmen, wie unter 2.3.12 beschrieben,
prapariert. Hierbei wurden die Zellen, zum Nachweis der endogenen Proteine, mit
Antikérpern gegen ATXN2 und TIA-1 inkubiert.

A TIA-1 Uberlagerung B ATXN2 TIA-1 Uberlagerung
. o ...

435°C +
Cycloheximid
Arsenit +
Cycloheximid
Abbildung 11: Immunfluoreszenz-Analyse zur Stabilitdt und Formation von SGs mittels Puromycin
oder Cycloheximid. (A) HeLa-Zellen wurden fiir eine Stunde mit 10 ug/ml Puromycin behandelt und zu-

satzlich einer Hitze- oder oxidativen Stress-Behandlung ausgesetzt. AnschlieBend wurden die endogenen
Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2 und TIA-1 immunologisch geférbt. (B) HeLa-Zellen wur-
den fiir eine Stunde mit 0,2 .g/ml Cycloheximid behandelt. Zuséatzlich wurden die Zellen entweder bei 43,5°C
inkubiert oder mit 0,5 mM Arsenit behandelt. AnschlieBend wurden die endogenen Proteine mit spezifischen
Antikdrpern gegen ATXN2 und TIA-1 gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht.

Puromycin

43,5°C +
Puromycin

Arsenit +
Puromycin

Anhand der Abbildung 11A ist zu erkennen, dass sich die Lokalisation von ATXN2 und

TIA-1 unter Zugabe von Puromycin, im Vergleich zu normalen Wachstumsbedingungen,
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3 Ergebnisse

nicht wesentlich veranderte (vergleiche auch Abbildung 8B). ATXN2 zeigte weiterhin
Uberwiegend eine zytoplasmatische Lokalisation, wahrend TIA-1 vornehmlich nuklear
detektiert wurde. In einzelnen Zellen konnten jedoch auch unter diesen Bedingungen
SGs detektiert werden (Abbildung 11A Puromycin). Wie erwartet, fihrte eine zusatzliche
Stressbehandlung der Zellen zur Bildung von SGs in allen Zellen. Hierbei war es aufféllig,
dass die SGs in HelLa-Zellen, welche mit Hitze und Puromycin behandelt worden waren,
nicht mehr vorwiegend perinuklear lokalisierten, sondern Uber das gesamte Zytoplasma
verteilt waren, im Vergleich zu DU145-Zellen, welche nur einer Hitze-Behandlung
unterzogen worden waren (vergleiche z.B. Abbildung 8B). Es traten auch vermehrt sehr
kleine ATXN2-markierte zytoplasmatische Strukturen auf, die durch eine zusétzliche

TIA-1-Farbung als SGs verifiziert werden konnten.

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss des Polysom-stabilisierenden Agenz, Cyclohe-
ximid, auf die SG-Strukturen analysiert. Hierzu wurden HelLa-Zellen fir eine Stunde
mit 0,2 ug/ml Cycloheximid behandelt. Die Generierung der zusatzlichen Stress-
Bedingungen erfolgte wie in Material und Methoden unter 2.3.5 beschrieben. Darauf
folgend wurden die Zellen fir Immunfluoreszenzaufnahmen vorbereitet und anschlie-
Bend zum Nachweis der endogenen Proteine mit spezifischen Antikdrpern gegen ATXN2
und TIA-1 inkubiert.

Es zeigte sich, dass eine Cycloheximid-Behandlung der Zellen keinen Einfluss auf die
zytoplasmatische ATXN2-Lokalisation hatte und TIA-1 vornehmlich nukleér detektiert
werden konnte (Abbildung 11B). Dies entsprach wiederum der Lokalisation der Proteine
unter normalen Wachstumsbedingungen (vergleiche Abbildung 8B). Unter Induktion von
Hitze- oder oxidativem Stress und gleichzeitiger Inkubation mit Cycloheximid konnten
jedoch in den Zellen keine SGs beobachtet werden. Dieser Befund steht im Einklang
mit Ergebnissen von Kedersha et al., die zeigen konnten, dass sowohl TIA-1-positive
SGs, als auch poly(A)RNA-positive SGs mit Behandlung von Emetine, welches &hnliche

Eigenschaften wie Cycloheximid besitzt, bei gleichzeitigem oxidativem Stress aufgeldst
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wurden [112].

Mittels dieser hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte verifiziert werden, dass die
ATXN2-positiven granularen Strukturen, die unter Stress-Bedingungen im Zytoplasma
von Zellen entstehen, SGs darstellen. Zusatzlich wurde gezeigt, dass sich ATXN2 ebenso
verhalt wie das SG-Markerprotein TIA-1. Somit konnte ATXN2 nochmals als Komponente

von SGs als auch als ein weiteres Markerprotein bestatigt werden.

3.3 Besitzt ATXN2 eine Funktion beim funktionellen Zusammenspiel von
SGs und P-bodies?

In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe und unseres Kollaborationspartners
Dr. M. Albrecht (Saarbriicken) konnte gezeigt werden, dass die beschriebene Interaktion
zwischen Pbp1 und Dhh1 auf die humanen Proteine ATXN2 und DDX6 Ubertragbar war.
Dies wurde mit Hilfe von "Yeast-2-Hybrid-Studien" bestatigt. Zusatzlich dazu gelang es,
die Assoziation von endogenem ATXN2 und DDX6 in HEK293T- und SH-SY5Y-Zellen zu
zeigen [138].

Arbeiten anderer Gruppen konnten interessanterweise zeigen, dass Uberexprimiertes
DDX6 in P-body-Strukturen lokalisiert [96, 135]. Diese stellen zytoplasmatische granulare
Strukturen dar, die unter normalen Wachstumsbedingungen in Zellen zu finden sind und
eine Rolle in der zellularen mRNA-Degradation besitzen [108]. Des weiteren beinhalten
P-bodies einige Proteine, wie z.B. DDX6, die unter Stress-Bedingungen zusatzlich in SGs
lokalisieren [111, 135]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass P-bodies und SGs unter
Stress-Bedingungen aneinander anlagern was zu dem Postulat fihrte, dass zuvor in SGs
gespeicherte mMRNA in P-bodies Uberfuhrt und somit der Degradation zugefuhrt werden
kann [134, 135]. Auf Grund der vorangegangenen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe und
der Befunde anderer Forschergruppen, sollte nun Gberprift werden, ob ATXN2 eine Rolle

bei dem funktionellen Zusammenspiel dieser beiden Strukturen einnimmt.

68
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3.3.1 Verifizierung der Interaktion von ATXN2 und DDX6

Zusatzlich zur beschriebenen Interaktion von ATXN2 und DDX6 in HEK293T- und SH-
SY5Y-Zellen, sollte eine Assoziation der Proteine in den, haufig fir Analysen der SG-
Strukturen eingesetzten, DU145-Zellen untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
diese, wie unter 2.3.6 beschrieben lysiert, und die Proteinkonzentration der Lysate be-
stimmt. Je 100 ug Zelllysat wurde mit 1 ul eines spezifischen Antikdrpers gegen ATXN2,
wie in Material und Methoden beschrieben (2.3.8), eingesetzt und mit Hilfe von SDS-
PAGE und Immunoblotting, wie unter 2.3.9 und 2.3.11 beschrieben, analysiert. Darauf
folgend sollte die zellulare Lokalisation von endogenem DDX6 in DU145-Zellen unter
normalen und Stress-Bedingungen untersucht werden. Zu diesen Zweck wurden DU145-
Zellen auf Deckglasern ausgeséat und einer Stress-Behandlung ausgesetzt. Anschlie-

Bend folgte die Praparation der Zellen fir Immunfluoreszenz-Aufnahmen (siehe 2.3.12).

Wie anhand der Abbildung 12A deutlich wird, konnte die Interaktion zwischen endoge-
nem ATXN2 und endogenem DDX6 auch in DU145-Zellen nachgewiesen werden, da es
gelang DDX6 mit einem ATXN2-spezifischen Antikdrper zu prazipitieren.

Zusétzlich zeigten Untersuchungen zur zellularen Lokalisation von endogenem DDX®6,
dass dieses Protein unter normalen Wachstumsbedingungen im Zytoplasma lokalisierte,
wobei zusatzlich kleine granulare Strukturen, die sogenannten P-bodies, zu erkennen
waren (Abbildung 12B (Kontrolle)). Unter Stress-Bedingungen jedoch wurden im Zy-
toplasma der Zellen sowohl kleinere als auch grdoBere punktuelle Ansammlungen, mit
einem spezifischen Antikérper gegen DDX6 detektiert. Zudem zeigte es sich, dass DDX6
und ATXN2 in den gréBeren Proteinakkumulationen kolokalisierten. Wie auch Uberexpri-
miertes DDX6, konnte erstmals endogen exprimiertes DDX6 in P-bodies nachgewiesen
werden. Zudem gelang es erstmalig, endogenes DDX6 unter Stress-Bedingungen in
SGs zu detektieren.

Des weiteren war es ersichtlich, dass die zellularen P-body-Strukturen mit Rand-
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Abbildung 12: Untersuchungen zur Interaktion von ATXN2 und DDX6. (A) Koimmunprézipitation von
DDX6 mit ATXN2. 100 ng Proteinlysat von DU145-Zellen wurden mit 1 ul eines ATXN2-spezifischen Anti-
korpers inkubiert. Prazipitiertes DDX6 wurde auf einem Immunoblot mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers
gegen DDX6 nachgewiesen. Als endogene Expressionskontrolle von DDX6 in DU145 wurde 20 ug Zelllysat
eingesetzt. (B) Immunfluoreszenz-Analyse von ATXN2 und DDX6 in DU145-Zellen unter normalen Wachs-
tumsbedingungen und Stress. DU145-Zellen wurden auf Deckglésern ausgesat, am folgenden Tag eine
Stunde lang mit Hitze (43,5°C) oder oxidativem Stress (0,5 mM Arsenit) behandelt und anschlieBend flr Im-
munfluoreszenzaufnahmen mit Antikérpern gegen ATXN2 und DDX6 zur Farbung der endogenen Proteine
behandelt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. Balken entsprechen 10 um.

Uberlagerung

Hoechst

Kontrolle

43,5°C

Arsenit

bereichen der SGs kolokalisierten. In der Literatur wurde bisher beschrieben, dass
eine Zusammenlagerung von P-bodies und SGs unter oxidativen Stress-Bedingungen
stattfindet [134, 135]. Mit diesen Arbeiten gelang jedoch auch der Nachweis, dass diese

Strukturen unter Hitzestress-Bedingungen miteinander interagieren.

70



3 Ergebnisse

Um dieses Ergebniss im Folgenden zu validieren, wurde zusatzlich das P-body-
Markerprotein DCP1 in die Untersuchungen einbezogen. Deshalb wurden DU145-Zellen,
wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, behandelt und mit spezifischen Antikdrpern
gegen ATXN2 und DCP1 inkubiert.

ATXN2 DCP1 Hoechst

o ...
o ... : ( h
o ....

Abbildung 13: Lokalisation des P-body-Markerproteins DCP1 unter Stress-Bedingungen. Immun-
fluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wurden mit Hitze oder Arsenit behandelt, fixiert und mit spezifischen
Antikérpern gegen ATXN2 und DCP1 gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst visualisiert. Balken entspre-
chen 10 um.

Uberlagerung

Unter normalen Bedingungen lokalisierte DCP1, wie auch DDX6, in den zytoplas-
matischen P-body-Strukturen (Abbildung 13). Unter Stress-Bedingungen waren diese
Strukturen wiederum an den Randbereichen von SGs und P-bodies Uberlagert. Eine
weitere Kolokalisation von DCP1 und ATXN2 war, wie zu erwarten, nicht zu beobachten,

da DCP1 als P-body-Markerprotein eine exklusive P-body-Lokalisation aufweist.

Somit konnte in dieser Arbeit erstmalig eine Lokalisation von endogenem DDX6 in P-
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bodies als auch in SGs gezeigt werden. Zudem wurde eine Anlagerung dieser beiden

Strukturen erstmals unter Hitzestress belegt.

3.3.2 Untersuchungen zur Stabilitat und Formation der P-body-Strukturen

Wie bereits in Abschnitt 3.2.3 erwéhnt, beeinflussen Puromycin und Cycloheximid die
Stabilitat von SGs. P-bodies befinden sich, wie in der Einleitung unter 1.4 erlautert, auch
in einem Equilibrium mit den zur Translation bendtigten Polysomen. In der Literatur wur-
de beschrieben, dass Cycloheximid die zellularen P-body-Strukturen durch Stabilisierung
der Polysomen auflést. Puromycin hingegen wirkt destabilisierend auf Polysomen und so-
mit auch stabiliserend auf P-bodies [96, 135]. Nun sollten diese Beobachtungen wieder-
um auf Stress-Bedingungen Ubertragen werden. Hierbei lag der Fokus dieser Untersu-
chungen auf der zu erwartenden Auflésung bzw. vermehrten Akkumulation von P-bodies,
wobei eine Behandlung von Zellen mit Puromycin zu einer erh6hten Akkumulation von P-
bodies flhren sollte.

Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden DU145-Zellen auf Deckglasern ausgesat, mit
10 pg/ml Puromycin behandelt und zusatzlich entweder bei 43,5°C oder mit 0,5 mM Arse-
nit inkubiert. AnschlieBend wurden die endogenen Proteine mit spezifischen Antikérpern
gegen ATXN2 und DDX6 fur mikroskopische Aufnahmen geférbt.

Diese Analyse zeigte, dass eine Destabilisierung der Polysomen zu einer vermehrten Bil-
dung P-bodies fuhrte, da in samtlichen Zellen P-bodies detektiert werden konnten (Abbil-
dung 14). Dies war ohne Zugabe von Puromycin nicht zu erkennen, denn unter normalen
Wachstumsbedingungen wurden auch Zellen ohne erkennbare P-bodies beobachtet. Zu-
dem war, wie zuvor gezeigt, sowohl unter Hitze- als auch oxidativen Stress-Bedingungen,

eine gro3e Anzahl von SGs in den Zellen zu erkennen.
In einer weiteren Untersuchung sollte der Einfluss von Cycloheximid unter Stress-

Bedingungen auf die zellularen P-body-Strukturen untersucht werden. Cycloheximid

fOhrt, wie erwahnt, zur Stabilisierung von Polysomen und damit zur Destabilisierung von
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A ATXN2 DDX6 Hoechst

Uberlagerung

Puromycin

435°C +
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Arsenit +
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Cycloheximid

435°C +
Cycloheximid

Arsenit +
Cycloheximid

Abbildung 14: Beeinflussung der P-body-Formation mittels Puromycin und Cycloheximid.
Immunfluoreszenz-Analysen. (A) DU145-Zellen wurden fiir eine Stunde mit 10 pg/ml Puromycin behandelt.
Zusatzlich wurden die Zellen bei 43,5°C im Wasserbad oder mit 0,5 mM Arsenit inkubiert. Proteine wur-
den mit Antikdrpern gegen ATNX2 und DDX6 sichtbar gemacht. Zellkerne wurden mit Hoechst angefarbt.
(B) DU145-Zellen wurden fur eine Stunde mit 0,2 g/ml Cycloheximid behandelt. Zusétzlich dazu wurden die
Zellen bei 43,5°C im Wasserbad oder mit 0,5 mM Arsenit inkubiert. Proteine wurden mit Antikérpern gegen
ATNX2 und DDX6 gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst angefarbt. Pfeile weisen auf Zellen mit P-bodies
hin. Balken entsprechen 10 um.
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P-bodies. DU145-Zellen, welche fir eine Stunde mit 0,2 ug/ml Cycloheximid inkubiert
worden waren, wurden gleichzeitig mit Hitze oder Arsenit behandelt.

Anhand der Abbildung 14 (obere Zeile) wird deutlich, dass die Inkubation mit Cyclo-
heximid zu einer fast vollstandigen Auflésung von P-bodies in den Zellen fuhrte. Unter
Stress-Bedingungen zeigte sich ein verandertes Bild. Hitzestress kombiniert mit einer
Cycloheximid-Inkubation der Zellen resultierte in einer vermehrten Akkumulation von P-
bodies in ca. 55 % der Zellen (Abbildung 14; mittlere Zeile, Pfeile). Wurde oxidativer
Stress, kombiniert mit einer Translationshemmung durch Cycloheximid induziert, traten
P-bodies jedoch in einer gréBeren Anzahl und in ca. 80 % der Zellen auf (Abbildung 14;
untere Zeile, Pfeile).

Oxidativer Stress scheint somit die Stabilisierung von Polysomen teilweise zu unter-
driicken oder zu einer von Hitzestress verschiedenen Stressantwort zu flhren, in der
vermehrt mMRNA in die P-bodies zur Degradation zugefiihrt wird. Dieses Ergebnis spricht

zusatzlich fur eine differenzierte Stressantwort von Zellen auf verschiedene Stressarten.

3.4 Einfluss eines veranderten ATXN2-Expressionslevels auf die
Lokalisation und zellulare Konzentration der Interaktionspartner DDX6
und PABP

Die Immunreaktivitat von ATXN2 in Purkinje-Zellen in Gehirnen von SCA2-Patienten und
alten Menschen ist gegenlber gesunden Menschen erhéht [44, 45]. Daher kdnnte ein
erhéhter ATXN2-Level zu einem Pathomechanismus von SCA2 beitragen. Des weite-
ren konnte eine veranderte endogene ATXN2-Konzentration auch mit Krebserkrankun-
gen in Verbindung gebracht werden. In Neuroblastoma-Zellen sehr heterogener Tumore
junger Kinder wurden Verédnderungen in der zelluldren ATXN2-Konzentration gefunden.
In einigen Tumoren fihrt eine Akkumulation von ATXN2 zu einer Sensibilisierung der
Neuroblastoma-Zellen gegeniiber Apoptose. Andere Tumore, die eine Amplifikation des
MYCN-Gens enthielten, wiesen eine signifikante Reduktion der ATXN2-Konzentration

gegenltber Tumoren ohne amplifiziertes MYCN auf [63]. Deshalb ist es von Bedeutung,
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3 Ergebnisse

einen veranderten Expressionslevel von ATXN2 in Zellen zu untersuchen, da dieser einen
groBen Einfluss auf verschiedene Krankheiten auszutiben scheint.

Daher sollte im Folgenden der Einfluss eines verringerten als auch eines erhdhten
ATXN2-Levels auf die Konzentration und die Lokalisation der beschriebenen Interaktions-
partner, DDX6 und PABP, analysiert werden. Ein weiteres Augenmerk sollte zuséatzlich
auf eventuelle Verédnderungen der beiden beschriebenen zytoplasmatischen Proteinak-

kumulationen, P-bodies bzw. SGs, liegen.

3.4.1 Eine Reduktion des ATXN2-Expressionslevels mittels RNAi-Technologie

Die Reduktion des endogenen ATXN2-Expressionslevels sollte mittels "RNA interfe-
rence" (RNAI) erfolgen. RNAI ist ein natlrlicher Prozess in eukaryotischen Zellen, der
die Expression einzelner Gene mit Hilfe von 21 - 25 nt langen RNA-Stlicken reguliert
[146, 147]. Zur gezielten Regulation einzelner Gene kdnnen synthetische sogenann-
te siRNAs eingesetzt werden, welche von verschiedenen Firmen kommerziell angebo-
ten werden. Es besteht aber auch die Méglichkeit, mit Hilfe eines Computerprogramms
(http://cluster-1.mpi-cbg.de/Deqor/deqgor.html) die Zielregion eines Gens zu bestimmen
und damit eine sogenannte esiRNA herzustellen [142]. Dabei wird ein Zielstlick der DNA,
mit einer Lange von 500 - 600 Basenpaaren, ausgewahlt und mit Hilfe einer PCR ampli-
fiziert. AnschlieBend wird die DNA in RNA umgeschrieben und diese doppelstrangige
RNA enzymatisch verdaut. Es entsteht eine sogenannte Endoribonuclease-angefertigte
siRNA (esiRNA), welche einen Pool aus siRNA-Molekiilen darstellt. Da diese Technik zur
Herstellung einer esiRNA eingesetzt werden sollte, wurde eine Region, bestehend aus
588 Basen (Region bp 2846 - 3434 des offenen Leserahmens) des SCA2 Gens, mit Hilfe
der DEQOR-Software bestimmt und wie in Material und Methoden (2.4.1) beschrieben,
fur die Herstellung der esiRNA herangezogen.

Zur Durchflihrung der entsprechenden "knock down"-Experimente, sollte in einem ersten
Schritt die "knock down"-Effizienz der kommerziell erworbenen siRNA und der selbst her-

gestellten esiRNA-Molekile mittels quantitativer "real time" RT-PCR Uberprift werden. Zu
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diesem Zweck wurden HEK293T-Zellen in Zellkulturtestplatten Gberfihrt und anschlie-
Bend mit den verschiedenen siRNA-Molekilen transient transfiziert. Als Kontrolle (Mock)
wurden Zellen ausschlieBlich mit dem Transfektionsreagenz behandelt. Nach drei Tagen
wurde die RNA der Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben, und eine quantitative "real
time" RT-PCR durchgefihrt (siehe 2.4.1).

Diese Vorexperimente ergaben, dass im Falle der siATXN2#4 die héchste "knock down"-

-
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Abbildung 15: Quantitative "real time" RT-PCR-Analyse der mit siRNA behandelten Proben. HEK293T-
Zellen wurden mit SiIATXN2#1 - #6 und esiATXN2 transient transfiziert oder mit Hiperfect behandelt (Mock).
Nach drei Tagen wurde RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben, welche fiir eine quantitative "real time"
RT-PCR unter Verwendung von TagMan Proben gegen ATXN2 eingesetzt wurde. Die Ergebnisse fiir Kon-
trollzellen (Mock) wurden als 100 % definiert und die relativen mRNA-Level der transient mit ATXN2 siRNAs
transfizierten Zellen dazu ins Verhéltnis gesetzt. Der cDNA-Input der verschiedenen Proben wurde anhand
der "real time"-Daten fiir Beta Aktin (ACTB) normalisiert. Die angegebenen RNA-Level sind representativ
aus drei unabhangigen Experimenten gewonnen worden. Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

Effizienz erreicht wurde; allerdings war auch ein vermehrter Zelltod bei Einsatz dieser
siRNA im Vergleich zu den anderen verwendeten siRNAs zu verzeichnen. Des wei-
teren zeigte sich, dass die siRNA-Molekiile siATXN2#2, siATXN2#3, siATXN2+#6 und
die esiRNA eine vergleichbare Reduktion der Transkription von ATNX2 erzielten (Abbil-
dung 15). Um im weiteren mit Zellen arbeiten zu kénnen, die eine im gleichen Maf3e redu-
zierte ATXN2-Expression zeigten, wurden die siRNA-Molekiile siATXN2#2, siATXN2+#3,
siATXN2+#6 und die esiATXN2 fir die weiteren Versuche ausgewahlt.
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3 Ergebnisse

3.4.2 Einfluss eines verminderten ATXN2-Levels auf die Formation von P-body-
Strukturen

Im Folgenden sollte zunachst der Einfluss einer verminderten ATXN2-Expression auf die
Formation von P-bodies untersucht werden. Hierzu wurde HEK293T-Zellen auf Deckgla-
sern ausgesat und transient mit den siRNA-Molekilen siKontrolle#1, siATXN2+#3 und
SiIATXN2#6 transfiziert oder als Kontrolle ausschlieBlich mit Hiperfect behandelt. Nach
drei Tagen erfolgte die Vorbereitung der Zellen fir die nachfolgenden Immunfluoreszenz-
Analysen. Dabei wurden die endogenen Proteine mit spezifischen Antikdrpern gegen
ATXN2 und DDX6 geféarbt.

Anhand dieser Analyse zeigte sich, dass kein deutlicher Unterschied in GréBe oder An-
zahl der P-body-Strukturen zwischen den Kontroll- und "knock down"-Proben zu beob-
achten war (Abbildung 16A). Es waren weder weniger noch in der GréBe verénderte
P-body-Strukturen zu erkennen. Somit scheint eine Reduktion der endogenen ATXN2-
Konzentration keinen Einfluss auf die Formation von P-bodies unter normalen Wachs-
tumsbedingungen auszuiben.

Um weiterhin zu analysieren, ob ein reduzierter ATXN2-Level unter Stress-Bedingungen
einen Einfluss auf die P-body-Formation oder auf die Assoziation von P-bodies und SGs
hatte, wurden HEK293T-Zellen mit den oben genannten siRNAs transient transfiziert.
Nach ca. 72 Stunden wurden die Zellen dann zusétzlich fir eine Stunde mit 0,5 mM Ar-
senit behandelt.

Die mikroskopischen Aufnahmen, dargestellt in Abbildung 16B, zeigen, dass auch un-
ter Stress-Bedingungen die Anzahl der gebildeten P-body-Strukturen in Zellen mit ver-
minderter ATXN2-Konzentration und den Kontroll-Proben vergleichbar war. Des wei-
teren konnte eine Assoziation von P-bodies und SGs auch bei einer verringerten
ATXN2-Expression beobachtet werden. Somit zeigte sich bei einer verringerten ATXN2-
Konzentration keine signifikante Beeinflussung der Assoziation von P-bodies und SGs in
Saugetierzellen unter Stress-Bedingungen. Interessanterweise aber schienen die gebil-

deten SGs in Zellen mit vermindertem ATXN2-Level, verglichen mit den SGs in Kontroll-
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Abbildung 16: Ein reduzierter endogener Level von ATXN2 hat keinen Einfluss auf die Formation
von P-bodies. Immunfluoreszenz-Analysen. (A) HEK293T-Zellen wurden auf Deckgléaser Ubertragen und
mit Hiperfect (Mock) behandelt oder mit siKontrolle#1, siATXN2#3 oder siATXN2#6 transient transfiziert.
Nach drei Tagen erfolgte die Anfarbung der endogenen Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2
und DDXB6. Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt. Balken entsprechen 10 pm. Zur besseren Ansicht wurden
Bildteile (weiBe Kasten) vergréBert und in die Abbildung eingefliigt. (B) HEK293T-Zellen wurden wie unter (A)
beschrieben transfiziert. Vor der Farbung der Proteine mit ATXN2- und DDX6-Antikérpern wurden die Zellen
eine Stunde lang mit 0,5 mM Arsenit behandelt, um oxidativen Stress zu induzierten. Zellkerne wurden
mit Hoechst gefarbt. Balken entsprechen 10 um. Zur besseren Ansicht wurden Bildteile (weiBe Kasten)
vergréBert und in die Abbildung eingeflgt.
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Zellen, von kleinerer GroB3e zu sein. Des weiteren hatte es den Anschein, dass in diesen
Zellen zusatzlich weniger SGs gebildet worden waren, da die Zahl ATXN2-positivier SGs

geringer war.

3.4.3 Einfluss eines erhohten ATXN2-Expressionslevels auf die Formation von
P-body-Strukturen

Wie erwéahnt, wurde eine erhdhte ATXN2 Immunreaktivitat in Purkinje-Zellen in "post mor-
tem" Gehirnen von SCA2 Patienten detektiert [44, 45]. Zudem konnte ein gesteigerter
ATXN2-Expressionslevel in Neuroblastoma-Tumoren junger Kinder nachgewiesen wer-
den [63]. Des weiteren wurden in vorangegangenen Untersuchungen in unserer Arbeits-
gruppe erste Hinweise einer Beeinflussung der Lokalisation von DDX6 unter erhéhten
ATXN2-Konzentrationen gefunden (Diplomarbeit F. Welzel). Um die Auswirkungen einer
héheren ATXN2-Konzentration auf die hier beschriebenen zelluldren Strukturen néher zu
untersuchen, sollte ATXN2 in Zellkulturexperimenten transient Gberexprimiert und dessen
Effekt mikroskopisch analysiert werden. Dabei sollte zum einen ATXN2 mit 22 Glutami-
nen eingesetzt werden (ATXN2(Q22)). Zum anderen sollte zusatzlich eine pathogene
Form von ATXN2 mit 79 Glutaminen (ATXN2(Q79)) in den Zellen zur Expression gebracht
werden. Durch die Verwendung der beiden verschiedenen Formen von ATXN2 kénnte
ein eventueller Einfluss eines verlangerten Glutaminbereichs innerhalb von ATXN2 auf
P-bodies detektiert werden, was auf einen méglichen Pathomechanismus von ATXN2
mit einem elongierten Polyglutaminbereich hinweisen kénnte.

Deshalb wurden im Folgenden SH-SY5Y-Zellen auf Deckglasern ausgesat und am dar-
auf folgenden Tag mit den Plasmiden pCMV-MYC-ATXN2-Q22 oder pCMV-MYC-ATXN2-
Q79 transfiziert. Nach 24 Stunden Proteinexpression wurden die fixierten Zellen zum
Nachweis der Proteine mit Antikdrpern gegen den MYC-Tag und DDX6 behandelt.

Die mikroskopischen Analysen zeigten, dass die Anzahl der P-bodies in Zellen mit erhéh-
ter ATXN2-Konzentration drastisch abnahm (Abbildung 17A; oberer Block). Dabei konnte

eine Abhangigkeit in der Anzahl der P-body-Strukturen im Bezug auf den gesteigerten
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ATXN2-Expressionslevel festgestellt werden. Diese Abhangigkeit wies eine negative Kor-
relation auf, denn eine starke Uberexpression von ATXN2 fiinrte meist zur Aufldsung
samtlicher P-bodies in den Zellen, wahrend bei einer moderaten Expression von ATXN2
noch P-body-Strukturen detektiert werden konnten. Des weiteren war visuell jedoch kein
Unterschied in der Starke der Abnahme der P-bodies zwischen den beiden verwendeten
Formen von ATXN2, ATXN2(Q22) und ATXN2(Q79), festzustellen. Somit konnte kein Ein-
fluss eines verlangerten Polyglutaminbereichs auf die Auflésung der P-body-Strukturen
festgestellt werden.

Aus diesen Ergebnissen kann jedoch gefolgert werden, dass die ATXN2-Konzentration
einen direkten Einfluss auf einen der Hauptabbauwege der mRNA zu nehmen scheint, da
in P-bodies normalerweise der 5’-3’-Degradationsweg von mRNA lokalisiert ist [90, 94].
Im weiteren sollte nun zun&chst Uberpriift werden, ob die Beobachtungen darauf beruh-
ten, dass eine gesteigerte Expression von ATXN2 zu einer Rekrutierung von DDX6 aus
den P-bodies fiihrte, oder ob eine Uberexpression von ATXN2 in einer generellen Aufl6-
sung von P-body-Strukturen resultierte.

Zur Klarung dieser Frage, sollte wiederum das P-body-Markerprotein DCP1 in die Un-
tersuchung einbezogen werden. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den Expressionsplasmi-
den pCMV-MYC-ATXN2-Q22 oder pCMV-MYC-ATXN2-Q79 transient transfiziert. Nach
24 Stunden, wurden die Zellen fir die folgenden mikroskopischen Analysen vorbereitet,
wobei die Farbung der Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen MYC und DCP1 er-
folgte.

Dieses Experiment zeigte, dass in Zellen mit Gberexprimiertem ATXNZ2 weniger bzw.
keine P-bodies mit DCP1 angefarbt werden konnten (Abbildung 17B). Wie in der vor-
angegangenen Analyse konnte in diesem Fall ebenfalls keine Abhangigkeit der Aufl6-
sung der P-bodies von der Léange der Polyglutaminregion von ATXN2 festgestellt werden.
Des weiteren wurde eine quantitative Auswertung des Einflusses eine erhéhten ATXN2-
Konzentration auf die Formation der P-bodies, wie in Material und Methoden unter 2.5.1

beschrieben, vorgenommen. Der beschriebene visuelle Eindruck wurde mit Hilfe dieser
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Analyse bestatigt (Abbildung 17C); es zeigte sich, dass, im Vergleich zu nicht transfizier-

ten Zellen, die Zahl der P-bodies in transfizierten Zellen auf ca. 16 % zurick ging.

Im weiteren sollte nun untersucht werden, welcher Bereich von ATXN2 fir die Auflésung
der P-body-Strukturen verantwortlich war. In der Diplomarbeit von F. Welzel konnte
gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen ATXN2 und DDX6 Uber die LSm/LSmAD-
Domane von ATXNZ2 vermittelt wird. Des weiteren wurden in dieser Arbeit erste Hinweise
erzielt, aus denen auf eine Beteiligung dieser Domane an der Auflésung der P-bodies in
COS-1-Zellen geschlossen werden konnte.

Zur weiteren Verifizierung dieser Befunde sollten in SH-SY5Y-Zellen verschiedene
ATXN2-Konstrukte zur Expression gebracht werden. Hierzu wurden zwei mit unter-
schiedlichen Proteintags versehene Proteine in die Analysen mit einbezogen, da
Proteintags unterschiedliche Einfliisse auf das Proteinverhalten aufweisen. Ein weiterer
Grund fir die Wahl verschiedener Plasmide war die Mdglichkeit durch die unter-
schiedlichen Promotoren die Starke der Proteinexpression zu einem gewissen Grad
steuern zu kdénnen. Um weiterhin auszuschlieBen, dass die beobachtete Auflésung der
P-body-Strukturen per se ein Uberexpressionsartefakt darstellte, wurde zusatzlich ein
unabhangiges Protein, Endophilin-A3, ein weiterer Interaktionpartner von ATXN2 [137],
der, soweit bekannt, keine Rolle im mRNA-Metabolismus von Zellen einnimmt, in die
Untersuchungen mit einbezogen.

Zu diesem Zweck wurden SH-SY5Y-Zellen auf Deckglaser ausgesat und mit den
Plasmiden pCMV-MYC-ATXN2-LSm/LSmAD, pTLFLAG-ATXN2-LSm/LSmAD oder
pTLFLAG-Endophilin-A3 transient transfiziert. Die Zellen wurden 24 Stunden bei 37°C
inkubiert und anschlieBend fur Immunfluoreszenz-Analysen fixiert. Darauf folgte die
Farbung der Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen den MYC- bzw. FLAG-Tag und
DDX6.

Dieses Experiment zeigte, dass die Uberexpression von MYC-ATXN2-LSm/LSmAD
in SH-SY5Y-Zellen zu einer Auflésung der P-bodies flihrte (Abbildung 18; obere
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Abbildung 17: Eine Uberexpression von ATXN2 beeinflusst die Bildung von P-bodies. (A/B)
Immunfluoreszenz-Analyse. SH-SY5Y-Zellen wurden mit pPCMV-MY C-ATXN2-Q22 oder pCMV-MY C-ATXN2-
Q79 transient transfiziert und nach 24 Stunden fixiert. Zur Visualisierung der Proteine wurden die Zellen mit
Antikérpern gegen MYC und DDX6 (A) oder MYC und DCP1 (B) behandelt. Zellkerne wurden mit Hoechst
gefarbt. Balken entsprechen 10 um. Pfeile weisen auf transfizierte Zellen hin. (C) Quantitative Analyse der
P-body-Strukturen. In allen Bildern der MYC-ATXN2(Q22)-Uberexpressionen wurden die DDX6 gefarbten
P-bodies fir transient transfizierte und nicht transfizierte Zellen gezahlt und auf die Anzahl der Zellen der
jeweiligen Zelltypen bezogen. Die Mittelwerte wurden anhand dieser Angaben gewichtet. Die so ermittelte
durchschnittliche Zahl der P-bodies in nicht transfizierten Zellen wurde als 100 % festgelegt und die restli-
chen Werte dazu ins Verhéltnis gesetzt.
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3 Ergebnisse

Zeile). Dieses Ergebnis konnte ebenfalls bei einer Uberexpression von FLAG-ATXN2-
LSm/LSmAD beobachtet werden. Auch hier fihrte die Expression des FLAG-markierten
Proteinfragmentes zu einer vermehrten Auflésung der P-body-Strukturen (Abbildung 18;
mittlere Zeile). Da eine Uberexpression von Endophilin-A3 keine Auswirkung auf diese
Strukturen hatte (Abbildung 18; untere Zeile), kann ausgeschlossen werden, dass die
Auflésung der zelluldren P-bodies in Gegenwart erhéhter ATXN2-Konzentrationen ein
Uberexpressions-Artefakt darstellte. Somit konnte ein Einfluss der LSm/LSmAD-Domane

auf die Formation der P-bodies gezeigt werden.

Dieses Ergebnis bestdtigt demnach, dass eine erhéhte ATXN2-Konzentration einen
groBen Einfluss auf die P-body-Strukturen in Saugerzellen besitzt. Im Gegensatz da-
zu hatte, wie unter 3.4.2 beschrieben, eine reduzierte Konzentration von ATXN2, keine
Auswirkung auf die Formation von P-bodies.

Somit kénnte geschlossen werden, dass bei SCA2-Patienten und Krebsarten, die einen
erhéhten ATXN2-Level im Verlauf der Krankheit zeigen, ein wichtiger mRNA-Abbauweg
gestort sein kdnnte und dies einen Einfluss auf die beobachteten Krankheitsverlaufe aus-

ubt.

3.4.4 Untersuchungen zum Einfluss einer verringerten ATXN2-Expression auf die
Formation von SGs

Im vorangegangenen Abschnitt wurde eine Beeinflussung der P-body-Strukturen durch
die Uberexpression von ATXN2 gezeigt. Eine Reduktion des ATXN2-Expressionslevels
hingegen hatte keinen erkennbaren Einfluss auf diese zytoplasmatischen Strukturen.
Jedoch ergaben diese Experimente erste Hinweise darauf, dass sich eine Verringerung
der ATXN2-Konzentration auf die Formation der SG-Strukturen auswirken kénnte (siehe
Abschnitt 3.4.2; Abbildung 16). Dieser Hinweis sollte im Folgenden genauer untersucht
werden.

Dazu wurden HEK293T-Zellen auf Deckgléser ausgesat und mit den siRNA-Molekilen

83



ATXN2 DDX6

s s
MYC-ATXN2-LSm/LSmAD
FLAG-ATXN2-LSm/LSmAD f
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Abbildung 18: Die Uberexpression der LSm/LSmAD-Domine von ATXN2 fiihrt zur Auflésung von
P-bodies. Immunfluoreszenz-Analyse. SH-SY5Y-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV-MYC-ATXN2-
LSm/LSmAD, pTLFLAG-ATXN2-LSm/LSmAD oder pTLFLAG-Endophilin-A3 transient transfiziert. Nach 24
Stunden Proteinexpression wurden die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikérpern gegen MYC oder
FLAG und DDX6 geférbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. Balken entsprechen 10 pm.

SiIATXN2#3 und siATXN2+#6 transient transfiziert. Zur Kontrolle wurden zusétzlich
Zellen mit Hiperfect behandelt oder mit dem siRNA-Molekul siKontrolle#1 transfiziert.
Nach drei Tagen wurden diese Zellen flr eine Stunde mit 0,5 mM Arsenit behandelt.
AnschlieBend wurden endogenes ATXN2 und TIA-1 mit Hilfe spezifischer Antikérper fir

Immunfluoreszenz-Analysen markiert.

Interessanterweise zeigte sich, dass bei einer Verringerung des endogenen ATXN2-
Levels, die GrdoBe und Anzahl der SGs gegenlUber den Kontroll-Zellen, die nur mit
Hiperfect behandelt oder mit dem siRNA-Molekil siKontrolle#1 transient transfiziert
worden waren, stark abnahm (Abbildung 19). Des weiteren konnte ATXNZ2 auch unter
diesen Bedingungen in jedem TIA-1-positiven SG nachgewiesen werden. Dieses Ergeb-
nis filhrte zu der Uberlegung, dass die verbliebene ATXN2-Konzentration von ca. 30 %

(vergleiche Abbildung 15) flr die Bildung von SGs aussreichend war. Im néchsten Schritt
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3 Ergebnisse

Uberlagerung

ATXN2 TIA-1 Hoechst

Mock

siKontrolle#1

siATXN2#3

siATXN2#6

Abbildung 19: Auswirkung einer Verringerung des ATXN2-Expressionslevels auf die Formation von
SGs. Immunfluoreszenz-Analyse. HEK293T-Zellen wurden auf Deckglésern ausgeséat und mit den siRNA-
Molekiilen siKontrolle#1, siATXN2#3 und siATXN2#6 transient transfiziert oder mit Hiperfect behandelt
(Mock). Nach drei Tagen wurden die Zellen fir eine Stunde mit 0,5 mM Arsenit behandelt und fixiert. An-
schlieBend erfolgte die Farbung der endogenen Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2 und
TIA-1. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. Balken entsprechen 10 um.

sollte nun analysiert werden, ob eine weitere Verringerung des ATXN2-Expressionslevels

zu einer weiteren Reduktion der SG-Anzahl fihren wirde.

Um eine weitere Reduzierung des ATXN2 mRNA-Levels und eine daraus resultierende
weitere Reduktion der ATXN2-Proteinexpression zu erreichen, sollten, in Anlehnung an
das Prinzip der esiRNA, zwei der kommerziell erworbenen siRNAs als Gemisch einge-

setzt werden. Hierzu wurden die Molekile siATXN2#2 und siATXN2#3 ausgewahlt, da
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Abbildung 20: Die Reduktion der endogenen ATXN2-Konzentration bewirkt eine Abnahme der SG-
Strukturen in HEK293T-Zellen unter oxidativen Stress-Bedingungen. (A) Immunfluoreszenz-Analyse.
HEK293T-Zellen wurden auf Deckglasern ausgesét und mit siKontrolle#1, siKontrolle#2 und einem Ge-
misch aus siATXN2#2 und siATXN2#3 (je 150 ng oder 300 ng) transient transfiziert. Nach drei Tagen
wurden die Zellen fir eine Stunde mit 0,5 mM Arsenit behandelt, fixiert und anschlieBend mit spezifischen
Antikdérpern gegen ATXN2 und TIA-1 inkubiert. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gefarbt. Balken ent-
sprechen 10 pm. (B) Quantitative Analyse. SGs in einem Bild wurden gezéhlt und auf die Anzahl der ab-
gebildeten Zellen bezogen. AnschlieBend wurden die Mittelwerte sdmtlicher Analysen der jeweiligen Zellen
gebildet und gewichtet. Die Anzahl der SGs in Zellen, welche mit dem siRNA-Molekdl siKontrolle#2 transient
transfiziert worden waren, wurde als 100 % festgelegt und samtliche Werte dazu ins Verhaltnis gesetzt.

86



3 Ergebnisse

sie in der vorangegangenen Einzeltransfektion zu einer vergleichbaren Reduktion der
ATXN2-mRNA gefiihrt hatten (siehe Abbildung 15) sowie unterschiedliche Zielsequen-
zen im SCA2-Gen aufweisen.

HEK293T-Zellen wurden auf Deckglaser ausgesat und mit den siRNA-Molekulen
siKontrolle#1, siKontrolle#2 sowie einer Kombination aus den Molekllen siATXN2#2
und siATXN2#3 transfiziert. Dabei wurden jeweils 600 ng flr die Kontroll-siRNAs sowie
je 150 oder 300 ng der spezifischen siRNAs eingesetzt. Die weitere Behandlung der Zel-
len erfolgte wie fir die vorangegangene Analyse beschrieben.

Diese Untersuchung zeigte, dass die Zahl der gebildeten SGs als auch deren GréB3e, bei
starkerer Reduktion der ATXN2-Konzentration, weiter abnahm (Abbildung 20A). Interes-
santerweise konnte ATXNZ2 in allen nachzuweisenden SGs detektiert werden. Um diesen
mikroskopischen Befund quantitativ auszuwerten, wurden die Ergebnisse wie in Material
und Methoden beschrieben (siehe 2.5.1) analysiert. Fir Zellen, welche mit siKontrolle#1
transfiziert worden waren, war eine nicht signifikante Verringerung in der Anzahl der SGs
zu erkennen (Abbildung 20B). Die Auswertung der SG-Anzahl im Falle der Transfektion
der Zellen mit dem Gemisch aus siATXN2#2 und siATXN2+#3, zeigte jedoch eine signi-
fikante Abnahme der SGs auf ca. 16 % der zytoplasmatischen SG-Anzahl von Kontroll-
Zellen.

Somit fihren diese Ergebnisse zu der Annahme, dass ATXN2 eine wichtige Rolle bei der

Entstehung und der Entwicklung von SGs zugesprochen werden muss.

3.4.5 Einfluss eines erhéhten ATXN2-Expressionslevels auf die Formation von
SGs

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Reduktion des endogenen
ATXN2-Expressionslevels zu einer Auflésung der SG-Strukturen unter oxidativen Stress-
Bedingungen fiihrt. Da eine Zunahme der ATXN2-Konzentration in Purkinje-Zellen von
SCA2-Patienten beobachtet wurde [44], was auf einen pathogenen Einfluss einer erhéh-

ten ATXN2-Konzentration hinweisen kénnte, und in dieser Arbeit belegt werden konnte,
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dass eine gesteigerte ATXN2 Expression in einer Auflésung von P-body-Strukturen
resultiert (3.4.3), sollte in einem weiteren Schritt evaluiert werden, wie sich eine gestei-
gerte ATXN2-Konzentration auf die Bildung von SGs auswirkt.

Dazu wurden DU145-Zellen mit dem Plasmid pCMV-MYC-ATXN2-Q22 transient transfi-
ziert und fir acht Stunden zu Expression der Proteine bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen fir eine Stunde oxidativem Stress ausgesetzt. Zur Kontrolle wurden
transfizierte Zellen wéhrend dieser Zeit bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Darauf hin
erfolgte die Farbung der Proteine fur mikroskopische Aufnahmen mit Antikérpern gegen
den MYC-Tag sowie TIA-1.

Interessanterweise fiihrte, wie aus der Abbildung 21A (Kontrolle) ersichtlich, eine Uber-
expression von ATXN2 zu einer Dislokation von TIA-1. In ATNX2 Uberexprimierenden
Zellen zeigte sich, dass TIA-1 nicht mehr vornehmlich im Kern lokalisiert vorlag, sondern
verstérkt im Zytoplasma der Zellen detektiert wurde. Unter Stress-Bedingungen konnten
in allen Zellen, die ATXN2 Uberexprimierten, SGs detektiert werden, die sowohl TIA-1
als auch MYC-ATXN2 enthielten (Abbildung 21A; Arsenit); es waren keine granularen
Strukturen zu erkennen, die nur eines der beiden Proteine enthielten.

Um im weiteren einen Einfluss des verwendeten Proteintags auf die Dislokation von
TIA-1 auszuschlieBen, wurden DU145-Zellen zuséatzlich mit pTLHA-ATXN2-Q22 transfi-
ziert und entsprechend behandelt. AnschlieBend erfolgte die Farbung der Proteine mit
spezifischen Antikérpern gegen den HA-Tag und TIA-1.

Dabei wurden &hnliche Ergebnisse wie mit MYC-getaggtem ATXN2 erzielt. In Zellen,
welche HA-ATXN2 Uberexprimierten, war TIA-1 wiederum vermehrt aus dem Zellkern
ins Zytoplasma rekrutiert worden (Abbildung 21B; Kontrolle). Unter oxidativen Stress-
Bedingungen wurden ebenfalls, sowohl in mit ATXN2 transfizierten als auch in nicht
transfizierten Zellen, die Formation von SGs beobachtet (Abbildung 21B; Arsenit). Durch
diese Ergebnisse konnte eine Beeinflussung des Proteinverhaltens durch einen der
fusionierten Proteintags ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend |aBt sich sagen, dass eine moderate Uberexpression von ATXN2
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3 Ergebnisse

A MYC-ATXN2 TIA-1 Hoechst Uberlagerung
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Abbildung 21: Eine moderate Uberexpression von ATXN2 hat keinen Einfluss auf die Bildung von
SGs. Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wurden mit (A) pCMV-MYC-ATXN2-Q22 oder (B) pTLHA-
ATXN2-Q22 transfiziert. Nach 8 - 24 Stunden Proteinexpression wurden die Zellen fir eine Stunde mit
0,5 mM Arsenit behandelt. AnschlieBend wurden die Proteine flir Immunfluoreszenz-Aufnahmen mit Anti-
kérpern gegen MYC bzw HA und TIA-1 gefarbt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. Balken
entsprechen 10 pm. Pfeile weisen auf transfizierte Zellen hin.

keinen Einfluss auf die Bildung von SGs ausubte.

In einem weiteren Versuchsansatz sollte der Einfluss einer stark gesteigerten Expressi-
on von ATXNZ2 auf die endogene Lokalisation von TIA-1 untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurden DU145-Zellen wiederum mit den Plasmiden pCMV-MYC-ATXN2-Q22 oder
pTLHA-ATXN2-Q22 transient transfiziert. Nach 24 Stunden bzw. 48 Stunden wurden die

Zellen fixiert und fur mikroskopische Aufnahmen mit Antikérpern gegen MYC bzw. HA
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und TIA-1 behandelt, um die Proteine anzufarben.

Diese Experimente zeigten, dass bei einer gesteigerten Expression von ATXN2 wieder-
um eine Dislokalisation von TIA-1 beobachtet werden konnte. Besonders deutlich wurde
diese Veranderung der Lokalisation, wenn ATXN2 keine gleichmafige zytoplasmatische
Verteilung zeigte, sondern in einer eher akkumulierten Lokalisation detektiert wurde (Ab-
bildung 22; untere Zeile, Pfeile). Hier konnte TIA-1 nicht mehr im Zellkern nachgewiesen
werden, sondern akkumulierte in den Bereichen, in denen das Uberexprimierte ATXN2
vorlag. Eine starke Uberexpression fOhrte also interessanterweise zur, teilweise vollstan-

digen, Dislokation von TIA-1 unter normalen Wachstumsbedingungen.

MYC TIA-1 Hoechst Uberlagerung

MYC-ATXN2(Q22)

HA TIA-1 Hoechst Uberlagerung

HA-ATXN2(Q22)

Abbildung 22: Eine starke Uberexpression von ATXN2 beeinflusst die Lokalisation von endogenem
TIA-1. Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV-MYC-ATXN2-Q22 und
pTLHA-ATXN2-Q22 transient transfiziert. Nach 24 (MYC-Expression) bzw. 48 Stunden (HA-Expression) wur-
den die Proteine mit Antikérpern gegen MYC oder HA und TIA-1 gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst
sichtbar gemacht. Balken entsprechen 10 um. Pfeile weisen auf transfizierte Zellen hin.

Auf Grund dieser Ergebnisse sollte in einem weiteren Schritt analysiert werden, wie sich
eine starke Uberexpression von ATXN2, und die darauf beruhende Dislokation von TIA-
1, auf die Formation von SGs auswirkte. Zu diesem Zweck wurden DU145-Zellen erneut
mit pPCMV-MYC-ATXN2-Q22 transient transfiziert. Nach 24 Stunden Proteinexpression

wurden die Zellen fir eine Stunde mit 0,5 mM Arsenit behandelt und anschlieBend mit
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3 Ergebnisse

spezifischen Antikérpern gegen den MYC-Tag und TIA-1 inkubiert.

Durch Immunfluoreszenz-Analysen wurde deutlich, dass eine starke Uberexpression von
ATXN2 unterschiedliche Konsequenzen fiir die Lokalisation von TIA-1 und die Formati-
on von SGs unter oxidativen Stress-Bedingungen hatte. Ein Teil der Zellen zeigte eine
zytoplasmatische Verteilung von ATXN2, ohne dass SGs zu erkennen waren (Abbildung
23; obere Zeile). In einem anderen Teil der Zellen konnten Akkumulationen von ATXN2
im Zytoplasma der Zellen beobachtet werden, in denen dann ebenfalls TIA-1 akkumuliert
vorlag. In diesem Fall waren wiederum keine "klassischen" SGs, sondern ausschlief3lich

gréBere Proteinakkumulationen, nachweisbar (Abbildung 23; untere Zeile).

TIA-1 Hoechst Uberlagerung

MYc
MYC-ATXN2(Q22) ¥
A

MYC-ATXN2(Q22)

¥
A
.

Abbildung 23: Eine starke Uberexpression von ATXN2 hat einen Einfluss auf die Bildung von SGs.
Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wurden mit pCMV-MYC-ATXN2-Q22 transient transfiziert. Nach
24 Stunden wurden sie flr eine Stunde mit 0,5 mM Arsenit behandelt und anschlieBend mit Antikdrpern
gegen MYC und TIA-1 gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. Balken entsprechen 10 pm.
Pfeile weisen auf transfizierte Zellen hin.

Zusammenfassend |aBt sich sagen, dass sowohl eine moderate als auch eine starke
Uberexpression von ATXN2 zu einer Dislokation von TIA-1 fiihrte. Da beobachtet wur-
de, dass TIA-1 unter normalen Umstanden sténdig zwischen Zellkern und Zytoplasma
wechselt, stellt sich die Frage, ob TIA-1 auch unter den gezeigten Bedingungen diese
Translokation vollziehen kann [131]. Dieses mussen jedoch weitergehende Versuche zei-

gen. Falls diese Funktion von TIA-1 unter erhdhter ATXN2-Konzentration eingeschrankt
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ware, kdnnte dieses Ergebnis auf einen mdglichen Pathomechanismus in SCA2 deuten.

3.4.6 Einfluss eines verringerten ATXN2-Expressionslevels auf die intrazellulare
Konzentration von PABP

In den vorherigen Analysen konnte ein Einfluss eines reduzierten ATXN2-
Expressionslevels auf die Formation von SGs festgestellt werden. Im Zuge dieser Ana-
lysen wurde auch das SG-assoziierte Protein PABP untersucht, um einen eventuellen
Einfluss eines reduzierten ATXN2-Expressionslevels auf die Lokalisation oder Konzen-
tration dieses Proteins zu analysieren.

Zu diesem Zweck wurden HEK293T-Zellen auf Deckglasern ausgesat und mit den siRNA-
Molekilen siKontrolle#1, esiATXN2, siATXN2#3 und siATXN2#6 transient transfiziert.
Nach drei Tagen wurden die Zellen, wie beschrieben 2.3.12, flir Immunfluoreszenz-
Analysen vorbereitet.

Interessanterweise ergab die mikroskopische Analyse, dass die PABP Immunreaktivi-
tat in den Zellen, welche eine verminderte ATXN2-Expression aufwiesen, stark zunahm
(Abbildung 24). Dieses bemerkenswerte Ergebnis sollte zusatzlich mittels Western Blots
Uberprift werden, um eine Zunahme der endogenen PABP-Konzentration mit einer wei-
teren unabhangigen Methode zu verifizieren. Erneut wurden HEK293T-Zellen mit den
siRNA-Molekiilen siKontrolle#1, siKontrolle#2, esiATXN2, siATXN2#2, siATXN2+#3 und
siATXN2+#6 transient transfiziert oder nur mit Hiperfekt behandelt. Nach drei Tagen wur-
den die Zellen, wie in Material und Methoden beschrieben, lysiert und je 20 g der ent-
sprechenden Lysate auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden elektrophore-
tisch getrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der immu-
nologische Nachweis der Proteine auf der Membran erfolgte mit spezifischen Antikérpern
gegen ATXN2, PABP und TIA-1. TIA-1 wurde als Ladekontrolle gewahlt, da in vorange-
gangenen Untersuchungen keine Veranderung des TIA-1-Expressionslevels bei Reduk-
tion der ATXN2-Konzentration festgestellt wurde (vergleiche Abbildung 19).

Diese Immunoblot-Analyse ergab, dass die ATXN2-Konzentration, wie zu erwarten, in
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3 Ergebnisse

ATXN2 PABP Hoechst Uberlagerung

siKontrolle#1

esiATXN2

siATXN2#3

siATXN2#6

Abbildung 24: Reduktion des endogenen ATXN2-Levels fiihrt zur Zunahme der PABP Immunreaktivi-
tat. Immunfluoreszenz-Analyse. HEK293T-Zellen wurden transient mit den siRNA-Molekdilen siKontrolle#1,
esiATXNZ2, siATXN2#3 und siATXN2#6 transient transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen fixiert und
mit Antikdrpern gegen ATXN2 und PABP behandelt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gefarbt. Die
Balken entsprechen 10 pm.

den Zellen, welche mit den spezifischen siRNAs transfiziert worden waren, gegentber
den Kontroll-Zellen deutlich herabgesetzt war (Abbildung 25A). Im Gegensatz dazu war
eine deutliche Zunahme der PABP-Konzentration in den transfizierten Zellen gegentber
den Kontroll-Zellen zu erkennen. Die TIA-1-Immunreaktivitat der einzelnen Proben wies
eine gleichmaBige Intensitat auf, was auf eine gleichmaBige Proteinkonzentration der je-
weiligen aufgetragenen Proteinproben hinweist, und ausschlie3en 1a3t, dass der Anstieg
der endogenen PABP-Konzentration auf eine unterschiedliche Proteinkonzentration der
einzelnen Lysate zurilickzufihren war.

Im weiteren sollte nun die Frage geklart werden, ob die Zunahme der PABP-
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Abbildung 25: Zunahme der PABP-Konzentration bei Reduktion des endogenen ATXN2 findet auf
Protein-, nicht auf transkriptioneller Ebene statt. (A) Immunoblot. HEK293T-Zellen wurden transient mit
den siRNA-Molekilen siKontrolle#1, siKontrolle#2, esiATXN2, siATXN2#2, siATXN2#3 und siATXN2#6
transient transfiziert oder mit Hiperfect (Mock) inkubiert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen lysiert und jeweils
20 pg Proteinlysat auf ein SDS-Gel aufgetragen. Der anschlieBende Immunoblot wurde gegen ATXN2, PABP
und TIA-1 entwickelt. Die Bilder der gescannten Blots wurden flr eine bessere Darstellung zerschnitten
und wieder zusammengesetzt. (B) Quantitative "real time" RT-PCR Analyse. HEK293T-Zellen wurden mit
Hiperfect behandelt (Mock) oder transient mit esiATXN2, siATXN2#3 und siATXN2#6 transfiziert. Isolierte
RNA wurde in cDNA umgeschrieben, welche flr eine quantitative "real time" RT-PCR unter Verwendung von
TagMan Proben gegen ATXN2 und PABP eingesetzt wurde. Die Ergebnisse der quantitativen "real time" RT-
PCR der Kontrollzellen (Mock) wurden als 100 % definiert und die relativen Expressionslevel der transient
mit ATXN2 siRNAs transfizierten Zellen dazu ins Verhaltnis gesetzt. Der "cDNA-Input" der verschiedenen
Proben wurde anhand von "real time" Daten fir Beta Aktin (ACTB) normalisiert. Die angegebenen RNA-
Level sind representativ aus funf unabh&ngigen Experimenten gewonnen worden. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.

Konzentration auf Proteinebene oder auf transkripitoneller Ebene auftritt.
Wiederum wurden HEK293T Zellen wie fur die vorangegangenen Immunfluoreszenz-

Analysen mit spezifischen siRNA-Molekilen transient transfiziert oder mit Hiperfect

94



3 Ergebnisse

(Mock) behandelt. Nach drei Tagen wurden die Zellen lysiert, die RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und anschlieBend fir eine quantitative "real time" RT-PCR eingesetzt.

Wie aus Abbildung 25B ersichtlich, war insgesamt keine signifikante Verédnderung des
PABP mRNA-Levels in Zellen mit reduzierter ATXN2-Transkription gegentber Kontroll-
zellen (Mock) zu beobachten. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass
eine Regulation der PABP-Konzentration nicht auf transkriptioneller Ebene stattfindet,
sondern der erhOhte PABP-Level aus einer gesteigerten Translation der vorhandenen
mRNA, oder einer Stabilisierung von PABP auf Proteinebene resultieren muss. Zudem
zeigen diese Resultate, dass ATXN2 neben seiner Rolle in der Formation von SGs zu-

satzlich funktionell an der Regulation der PABP-Konzentration beteiligt ist.

3.4.7 Einfluss eines erhohten ATXN2-Levels auf PABP

Auf Grund des vorherigen Resultats sollte im weiteren untersucht werden, ob auch eine
erh6hte ATXN2-Konzentration einen Einfluss auf die intrazellulare PABP-Konzentration
ausubt. Dabei sollte zum einen ATXN2 mit 22 Glutaminen (ATXN2(Q22)) in den Zellen
zur Expression gebracht werden. Zum anderen sollte zusatzlich eine pathogene Form
mit einem Polyglutaminbereich von 79 Glutaminen (ATXN2(Q79)) eingesetzt werden.

Zu diesem Zweck wurden HEK293T-Zellen auf Deckglasern ausgesat und mit den
Plasmiden pTLHA-ATXN2-Q22 oder pTLHA-ATXN2-Q79 transient transfiziert. Nach 48
Stunden Proteinexpression wurden die Zellen fixiert und zur Farbung der Proteine fiir
Immunfluoreszenz-Analysen mit spezifischen Antikérpern gegen den HA-Tag und PABP
inkubiert.

Es zeigte sich, dass die Uberexpression von ATXN2 zu einer stark verminderten
PABP-Expression flhrte, da transfizierte Zellen eine deutliche Reduktion der PABP-
Immunreaktivitat aufwiesen (Abbildung 26A). Dabei war kein Unterschied zwischen den
Zellen, welche 22 oder 79 Glutamine im Polyglutaminbereich des Proteins exprimier-
ten, auszumachen. Um im weiteren auszuschlieBen, dass eine Abhangigkeit dieses

Ergebnisses von dem an die Proteine fusionierten Proteintag bestand, wurden HEK293T-
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Abbildung 26: Uberexpression von ATXN2 beeinflusst den endogenen PABP-Level. (A/B) Immunfluo-
reszenz. HEK293T-Zellen wurden mit den Plasmiden pTLHA-ATXN2-Q22, pTLHA-ATXN2-Q79, pCMV-MYC-
ATXN2-Q22 oder pCMV-MYC-ATXN2-Q79 transient transfiziert. Nach 48 (HA-Expression, A), beziehungs-
weise 24 Stunden (MYC-Expression, B) wurden die Zellen fixiert und die Proteine mit Antikbrpern gegen
den HA- bzw. MYC-Tag und endogenes PABP geférbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht,
Balken entsprechen 10 um. Pfeile in den Bildern weisen auf nicht transfizierte Zellen hin. (C) SDS-Gel und
Immunoblot. HEK293T-Zellen wurden transient mit MYC-ATXN2(Q22) oder MYC-ATXN2(Q79) transfiziert,
Kontrollzellen (Mock) wurden nur mit Polyfect behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und
gleiche Mengen Proteinlysat auf SDS-Gele aufgetragen. Gele wurden entweder fiir einen Konzentrationsab-
gleich mit Coomassie gefarbt (linke Seite) oder fir einen Immunoblot verwendet (rechte Seite). Blots wurden
immunologisch gegen ATXN2, PABP oder TIA-1 entwickelt.
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3 Ergebnisse

Zellen in einer weiteren Untersuchung mit den Plasmiden pCMV-MYC-ATXN2-Q22 oder
pCMV-MYC-ATXN2-Q79 transient transfiziert. Nach 24 Stunden, wurden die Zellen
fir die nachfolgende Immunfluoreszenz-Anlayse, wie in Material und Methoden unter
2.5 beschrieben, behandelt. Auch hier zeigte es sich, dass die Uberexpression eines
MY C-ATXN2-Fusionsproteins zu einer Reduktion der endogenen PABP Immunreaktivitat
fihrte (Abbildung 26B). Zudem war hier ebenfalls visuell kein Unterschied in der Starke
der Reduktion der endogenen PABP-Konzentration bei Uberexpression der beiden
MY C-ATXN2-Proteine zu erkennen.

Des weiteren konnte dieses Ergebnis nachfolgend mit Hilfe eines Immunoblots veri-
fiziert werden, da die Abnahme der endogenen PABP-Konzentration bei transienter
Uberexpression des MYC-ATXN2-Fusionsproteins im Immunoblot dargestellt wer-
den konnte (Abbildung 26C). Dabei wurde kein Unterschied zwischen der Wildtyp-
und der Pathogenen-Form von ATXN2 festgestellt. In beiden Fallen war, wie auch
in den vorangegangenen Immunfluoreszenz-Analysen (Abbildung 26A und B), eine
gleichmafBige Reduktion der PABP-Immunreaktivitdt zu beobachten. Durch den im-
munologischen Nachweis von TIA-1 konnte ausgeschlossen werden, dass zwischen
den einzelnen aufgetragenen Lysaten ein Konzentrationsunterschied bestand, da die
TIA-1-Proteinbanden eine gleichmaBige Starke aufwiesen. Die GleichméaBigkeit des
Probenauftrages konnte zusatzlich durch die Farbung der Proteinbanden im Coomassie-
gefarbten SDS-Gel belegt werden. Somit war die deutliche Abnahme des endogenen

PABP-Levels nicht auf Konzentrationsunterschiede der einzelnen Lysate zurlickzufihren.

Aus diesen Ergebnissen kdnnte man schliessen, dass eine Verédnderung der endoge-
nen ATXN2-Konzentration in der Zelle Uber die Regulation der PABP-Expression Einfluss
auf die Translation in der Zelle nehmen kann und ATXN2 somit einen Dosis-abhangigen

Regulator von PABP darstellt.
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3.5 Funktionelles Zusammenspiel von ATXN2 und T- bzw. L-Plastin

Neben einer funktionellen Rolle von ATXN2 im zellularen RNA-Metabolismus konnte in
weiteren Arbeiten der Arbeitsgruppe die Beobachtung gemacht werden, dass ATXN2
auch an endozytotischen Prozessen beteiligt ist. Ein Toxizitatsscreen zeigte, dass die
Uberexpression von normalem und pathogenem ATXN2 in einem Hefe-Stamm, der de-
fizient fur das SAC6-Gen war, zu Wachstumsdefekten flihrte. Dieses Gen kodiert flr
Fimbrin in der Hefe, welches das funktionelle Ortholog der humanen Proteine L- und
T-Plastin darstellt. Beide Plastin-lsoformen sind als Aktin-Blndelproteine bekannt, und
nehmen Einfluss auf die Aktin-Filament-Formation [148, 149]. Bemerkenswerterweise,
flhrte eine Expression von humanem L- oder T-Plastin zu einer Reduktion des toxischen
Effektes des transformierten ATXN2 in der Asac6-Hefe [69].

Zudem ergaben Proteom-basierte Untersuchungen, dass T-Plastin und PABP, wie ihre
korrespondierenden Homologe der Hefe, in grof3en Proteinkomplexen lokalisieren, in de-
nen gréBtenteils Proteine involiert sind, die an der Prozessierung von mRNA beteiligt sind
[150, 151].

3.5.1 Untersuchungen zur Assoziation von ATXN2 und L- bzw. T-Plastin

Um zu untersuchen, ob die im vorigen Abschnitt erwadhnten Befunde auf eine direkte
Assoziation von ATXN2 und T- bzw. L-Plastin schliessen lassen, sollten in einem ersten
Schritt die zelluldren Lokalisationen der Plastine untersucht werden. Dafir wurden
HEK293T- und SH-SY5Y Zellen auf Deckglasern ausgesat und am folgenden Tag
mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2 und T-Plastin, bzw. ATXN2 und L-Plastin
inkubiert.

Die mikroskopischen Analysen zeigten, dass T- und L-Plastin, wie auch ATXN2, eine
zytoplasmatische Verteilung aufwiesen (Abbildung 27A). Dabei war kein Unterschied
in der Lokalisation der Proteine zwischen den verwendeten Zelllinien zu erkennen.

Auf Grund der zytoplasmatischen Lokalisation beider Proteine sollte folgend unter-
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3 Ergebnisse

sucht werden, ob eine Assoziation von T- und L-Plastin mit ATXN2 stattfindet. In
diesem Versuchsansatz sollten sowohl die normale als auch die pathogene Form
von ATXN2 Uberexprimiert werden, um ebenfalls einen eventuellen Einfluss eines ver-
langerten Polyglutaminbereiches auf eine potentielle Assoziation nachweisen zu kénnen.
A ATXN2 T-Plastin

Hoechst Uberlagerung

HEK293T

SH-SY5Y
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Abbildung 27: ATXN2 interagiert mit L- und T-Plastin. (A) Inmunfluoreszenz-Analyse. HEK293T- und SH-
SY5Y-Zellen wurden auf Deckglasern ausgesat und am darauf folgenden Tag mit Antikdrpern gegen ATXN2
und T- bzw. L-Plastin gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht. (B) Koimmunprazipitation
aus Zelllysat. Je 100 ug Proteinlysat von HEK293T-Zellen, welche entweder mit pTLHA-ATXN2-Q22 oder
pTLHA-ATXN2-Q79 transient transfiziert worden waren, wurde mit je 1l eines T- bzw. L-Plastin-spezifischen
Antikdrpers inkubiert. Um unspezifische Bindungen von ATXN2 oder T- bzw. L-Plastin an die Antikérper ge-
koppelten Dynabeads auszuschlieBen, wurde Lysat ohne Zugabe des ersten Antikdrpers ebenso behandelt
wie die eigentliche Probe (Dynabeads). Prazipitiertes ATNX2 wurde mit Hilfe eines Immunoblots visuali-
siert. Die transiente Expression von HA-ATXN2(Q22) bzw. HA-ATXN2(Q79) in HEK293T-Zellen wurde durch
Auftrag von 20 ug Zelllysat dargestellt. (C) Koimmunpréazipitation aus Maushirnlysat. 1 mg Lysat eines Maus-
gehirns wurde mit Antikdrpern gegen T- bzw. L-Plastin versetzt. AnschlieBend wurden die Prazipitate mittels
SDS-PAGE getrennt und per Immunoblot gegen ATXN2 analysiert. Die endogene ATXN2-Expression wurde
durch den Auftrag von 100 ug Lysat auf das SDS-Gel nachgewiesen.

Dazu wurden HEK293T-Zellen mit den Plasmiden pTLHA-ATXN2-Q22 und pTLHA-

99



ATXN2-Q79 transient transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und die
jeweiligen Proteinlysate anschlieBend fir Koimmunprazipitationen, wie unter 2.3.8 be-
schrieben, eingesetzt. Um auszuschlieBBen, dass Uberexprimiertes ATNX2, L- oder T-
Plastin mit den Antikdrper-gekoppelten Dynabeads unspezifisch assoziieren, wurde je-
weils eine Probe als Kontrolle nur mit Dynabeads inkubiert. Die Proteinprazipitate wur-
den durch Aufkochen von den Beads abgespalten, in einem SDS-Gel getrennt und an-
schlie3end mit Hilfe eines Immunoblots nachgewiesen. Anhand der Abbildung 27B wird
ersichtlich, dass der Nachweis einer spezifischen Interaktion von HA-ATXN2(Q22) mit
T- als auch mit L-Plastin gelang, da T- bzw. L-Plastin spezifisch prazipitiert worden wa-
ren. Des weiteren konnte eine Assoziation von T- bzw. L-Plastin mit HA-ATXN2(Q79)
spezifisch dargestellt werden. Dabei konnte keine Abhangigkeit der Interaktion zwischen
ATXN2 und den beiden Isoformen von Plastin vom Polyglutaminbereich beobachtet wer-
den.

Im weitern sollte nun Uberprift werden, ob die Assoziation von ATXN2 mit T- bzw. L-
Plastin auch auf endogener Basis erfolgen. Zu diesem Zweck wurde Maus-Gehirnlysat,
wie in Material und Methoden beschrieben (2.3.6), hergestellt und fir eine Koimmun-
prazipitation (2.3.8) eingesetzt. Dabei wurde jeweils ein spezifischer Antikbrper gegen T-
bzw. L-Plastin verwendet. Nach der elekirophoretischen Trennung der Proben und der
Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte der immunologische
Nachweis von ATXN2 auf der Membran.

Wie in Abbildung 27C gezeigt, konnte endogenes ATXN2 aus Mausgehirn mit spezifi-
schen Antikérpern gegen T-Plastin und L-Plastin prazipitiert werden. Somit konnte die
Interaktion zwischen ATXN2 und T-Plastin als auch ATNX2 und L-Plastin zuséatzlich mit
den endogenen Proteinen aus Mausgehirnlysat verifiziert werden. Auch in diesem Fall
konnte kein prazipitiertes ATXN2 in der Kontrolle (Dynabeads) nachgewiesen werden.
Somit konnte die Interaktion zwischen ATXN2 und T- bzw. L-Plastin als spezifisch ange-

sehen werden.
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3 Ergebnisse

3.5.2 Einfluss eines verringerten ATXN2-Expressionslevels auf L- und T-Plastin

Im nachsten Schritt wurde nun untersucht, ob ein reduzierter ATXN2-Expressionslevel
einen Einfluss auf die Lokalisation oder Konzentration der Plastine besitzt. Zu die-
sem Zweck wurden HEK293T-Zellen mit den siRNA-Molekilen siKontrolle#1 oder
siKontrolle#2 und siATXN2+#3 transient transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Zel-
len fixiert und die endogenen Proteine mit spezifischen Antikérpern gegen ATXN2 und

L-Plastin bzw. T-Plastin gefarbt.

ATXN2 L-Plastin Hoechst Uberlagerung

siKontrolle#2

siATXN2#3

siKontrolle#1

SiATXN2#3

Abbildung 28: Eine Reduktion des ATXN2-Levels hat keinen Einfluss auf die endogene Konzentra-
tion von L- oder T-Plastin. Immunfluoreszenz-Analyse. HEK293T-Zellen wurden mit siKontrolle#2 und
siATXN2#3, bzw. siKontrolle#1 und siATXN2#3 transient transfiziert und mit spezifischen Antikérpern ge-
gen ATXN2 und L- bzw. T-Plastin gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht.
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Anhand der Abbildung 28A wird deutlich, dass die Konzentration von L-Plastin sowohl in
Kontroll-Zellen, als auch in Zellen mit verringertem ATXN2-Expressionslevel, vergleichbar
waren. Somit hatte, unter den hier gewéhlten Versuchsbedingungen, eine Verringerung
des endogenen ATXN2-Levels keinen Einfluss auf Konzentration oder Lokalisation von
L-Plastin.

Zudem zeigte sich auch eine vergleichbare Immunreaktivitdt von T-Plastin in Kontroll-
Zellen und Zellen mit einem reduzierten ATXN2-Level. Somit hatte eine verringerte
ATXN2-Konzentration keinen erkennbaren Einfluss auf die endogene Expression oder

Lokalisation von T-Plastin (Abbildung 28B).

3.5.3 Einfluss eines erhéhten ATXN2-Levels auf die endogene L- und
T-Plastin-Konzentration

Da in vorangegangenen Untersuchungen ein Einfluss einer erh6hten Konzentration von
ATXN2 auf den Expressionslevel von PABP festgestellt wurde (3.4.7), sollte in weiteren
Analysen Uberpruft werden, ob eine Erhéhung der ATXN2-Konzentration Auswirkungen
auf die Lokalisation oder die endogene Konzentration der Plastine hatte.

Zu diesem Zweck wurden wiederum HEK293T-Zellen mit zwei verschiedenen ATXN2-
Konstrukten, HA-ATXN2(Q22) und HA-ATXN2(Q79), transient transfiziert. Nach einer 48-
stiindigen Inkubation wurden die Zellen fixiert und die Proteine mit spezifischen Antikor-

pern markiert.

Diese Immunfluoreszenzanalysen verdeutlichen, dass in Zellen mit erhéhter ATXN2-
Konzentration visuell keine Verandergung der L-Plastin-lmmunreaktivitat festgestellt
werden konnte (Abbildung 29A; linker Block). Weder die Expression des wiltyp-Proteins
noch des ATXN2-Proteins mit einem verlangerten Polyglutaminbereich beeinflusste die
Konzentration oder Lokalisation von L-Plastin. Hingegen konnte eine starke Erhéhung
der T-Plastin-Immunreaktivitat in Zellen mit erhdhter ATXN2-Konzentration detektiert

werden (Abbildung 29A; rechter Block). Dieser Effekt war sowohl fiir eine Uberexpression
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Abbildung 29: Eine Uberexpression von ATXN2 fiihrt spezifisch zur Zunahme der endogenen T-
Plastin Immunreaktivitat in HEK293T-Zellen. Immunfluoreszenz-Analyse. (A) HEK293T-Zellen wurden mit
den Plasmiden pTLHA-ATXN2-Q22 und pTLHA-ATXN2-Q79 transient transfiziert und mit spezifischen Anti-
kérpern gegen den HA-Tag und L- bzw. T-Plastin gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht.
(B) Quantitative Analyse der T- und L-Plastin-Immunreaktivitat von mit ATXN2 transfizierten und nicht trans-
fizierten COS-1-Zellen. Es wurden jeweils mindestens 10 Regionen von sowohl transfizierten als auch nicht
transfizierten Zellen festgelegt und mit Hilfe der Axiovision Software im Bezug auf die Cy3 (Plastin) Immunre-
aktivitat analysiert. Aus diesen Daten wurden die Mittelwerte gebildet und mit Hilfe der festgelegten Flachen
fur die Standardabweichung gewichtet. Fehlerbalken geben die gewichtete Standardabweichung an.

von ATXN2 mit 22 Glutaminen, als auch fir ATXN2 mit einem verlédngerten Polyglutamin-
bereich zu beobachten. Im Gegensatz zur endogenen L-Plastin-Konzentration unterliegt
der endogene T-Plastin-Level demnach einer starken Beeinflussung durch einen erhdh-
ten ATXN2-Expressionslevel. Dies ist insofern interessant, da gezeigt werden konnte,
dass beide Proteine mit ATXN2 assoziieren (siehe 3.5.1).

Um diese mikroskopische Analyse zu untermauern, sollte im Folgenden der Anstieg der
endogenen Immunreaktivitat von T-Plastin bei Uberexpression von ATXN2 zusétzlich
quantitativ analysiert werden. Da sich HEK293T-Zellen auf Grund der relativ kleinen

GréBe ihres Zytoplasmas jedoch nur bedingt fir solche Analysen eignen, wurden fir die
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quantitativen Analysen COS-1-Zellen eingesetzt. COS-1-Zellen wurden, wie im oberen
Abschnitt beschrieben, behandelt und die relativen Immunreaktivitaten von L- und
T-Plastin wurden, wie in Material und Methoden beschrieben (siehe 2.5.2), analysiert
und verglichen. Wie schon visuell beobachtet werden konnte (vergleiche Abbildung
29A), wurde auch mit Hilfe der Quantifizierung der Immunreaktivitdt von L-Plastin in
transfizierten und nicht transfizierten Zellen deutlich, dass in diesem Fall kein Anstieg
der endogenen Proteinkonzentration vorlag, da die L-Plastin-lImmunreaktivitat im Falle
von transfizierten und nicht transfizierten Zellen vergleichbare Werte zeigte.

Mit Hilfe dieser Auswertung konnte belegt werden, dass im Falle einer Transfektion der
Zellen mit ATXN2(Q22) ein Anstieg der Immunreaktivitat, und somit eine Erhéhung der
intrazellularen Konzentration von T-Plastin auf das ca. 1,6-fache verzeichnet werden
konnte (Abbildung 29B). Im Falle von ATXN2(Q79) lag der Anstieg der T-Plastin Im-
munreaktivitat transfizierter Zellen um den Faktor 2,3 héher als der nicht transfizierter
Zellen. Dieser Unterschied zwischen den beiden ATXN2-Proteinformen war zwar nicht
signifikant; kdnnte jedoch trotztdem als Hinweis auf einen Pathomechanismus gedeutet

werden.

Im weiteren sollte dieses Ergebnis zuséatzlich in einer Neuroblastoma-Zellline Gberpruft
werden. Zu diesem Zweck wurden SH-SY5Y-Zellen ebenso behandelt wie im Vorange-
gangen HEK293T- und COS-1-Zellen, und anschlieBend mikroskopisch analysiert. Die-
se Untersuchungen verdeutlichen, dass in transient transfizierten Zellen, die T-Plastin-
Immunreaktivitat gegeniber nicht transfizierten Zellen, stark anstieg (Abbildung 30). Die
endogene Proteinexpression von L-Plastin blieb trotz gesteigerter ATXN2-Konzentration
auch in dieser Zelllinie unbeeinflusst. Somit konnte das bisherige Ergebnis zusatzlich in
einer Neuroblastoma-Zelllinie bestétigt werden. Diese Ergebnisse fihren zur Annahme,
dass eine selektive Zunahme der endogenen T-Plastin-Konzentration, einen mdglichen
Pathomechanismus in SCA2 darstellen kdnnte.

Im nachsten Schritt sollte naher charakterisiert werden, ob eine bestimmte Region von
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HA-ATXN2(Q22)

HA-ATXN2(Q79)
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Abbildung 30: Uberexpression von ATXN2 beeinflusst den endogenen T-Plasin-Level in SH-SY5Y-
Zellen. Immunfluoreszenz-Analyse. SH-SY5Y-Zellen wurden auf Deckglasern mit HA-ATXN2(Q22) bzw.
HA-ATXN2(Q79) transient transfiziert. Nach zwei Tagen Proteinexpression wurden die Zellen fixiert und fr
Immunfluoreszenz-Analysen mit Antkérpern gegen den HA-Tag und T- (oberer Block) bzw. L-Plastin (unterer
Block) behandelt. Zellkerne wurden mit Hoechst angeféarbt.

ATXN2 fir den Anstieg der endogenen T-Plastin-Konzentration verantwortlich war. Da-
far wurden COS-1-Zellen mit verschiedenen Plasmiden zur Expression von ATXN2-
Fragmenten (siehe Abbildung 31) transient transfiziert. Nach 48-stiindiger Inkubation

wurden die Zellen fir die anschlieBenden Immunfluoreszenz-Analysen aufgearbeitet.

Diese Untersuchungen ergaben erneut, dass Zellen, welche ATXN2 exprimierten, einen
Anstieg der endogenen T-Plastin-Immunreaktivitat zeigten. Wurden die N-terminalen Be-
reiche von ATXN2 mit 22 oder 79 Glutaminen zur Expression gebracht, war keine Zu-

nahme der T-Plastin-Immunreaktivitat zu verzeichnen. Demnach hatte der N-terminale
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der fiir Zellkulturexperimente verwendeten ATXN2 Frag-
mente. Die Ellipsen representieren die poly-Q-Region (dunkelrot), die LSm- (dunkelblau) und die LSmAD-
Doméne (hellblau). Zahlen geben Aminoséurepositionen an, Balken unterhalb der Proteindarstellung geben
die fir Zellkulturexperimente verwendeten ATXN2-Fragmente an. Uber den Balken in rot sind die Namen der
Fragmente angegeben.

Bereich von ATXN2 keinen Einfluss auf die Verdnderung der endogenen T-Plastin-
Konzentration. Dieses Ergebnis schlie3t an die Ergebnisse der vorangegangenen Unter-
suchungen an, in denen gezeigt wurde, dass die Erhdhung der T-Plastin-Konzentration
unabhéangig vom Polyglutamingehalt von ATXN2 war. Auch in Zellen die zwei C-terminale
Fragmente, ATXN2-CTerm und ATXN2-F5, exprimierten (siehe Abbildung 31), konnte
keine Steigerung der T-Plastin-Immunreaktivitat detektiert werden. Im Gegensatz dazu
zeigten Zellen, welche die LSm/LSmAD-Domane exprimierten, eine Zunahme der endo-
genen T-Plastin-Immunreaktivitat (siehe Abbildung 32). Um eine Sequenzspezifitat des
verwendeten Protein-Tags auszuschlieBen, wurde das Fusionsprotein dieser ATXN2-
Proteinregion sowohl mit einem HA- als auch mit einem FLAG-Tag zur Expression ge-
bracht. Da mit beiden verwendeten Proteinkonstrukten die Akkumulation der T-Plastin-
Konzentration detektiert wurde, konnte eine Abhangigkeit des Ergebnisses vom verwen-
deten Protein-Tag ausgeschlossen werden.

Diese Beobachtung sollte zusatzlich in einer weiteren Zellline verifiziert werden. Aus die-
sem Grund wurden HEK293T-Zellen mit den Plasmiden pTLFLAG-ATXN2-LSm/LSmAD
oder pTLFLAG-ATXN2-CTerm transient transfiziert und nach einer Inkubationszeit von
zwei Tagen fUr Immunfluoreszenz-Analysen vorbereitet. Wie schon in COS-1-Zellen be-
obachtet, wiesen HEK293T-Zellen, welche die LSm/LSmAD-Doméane von ATXN2 expri-

mierten, ebenfalls ein Anstieg der endogenen T-Plastin-Konzentration auf (Abbildung 33).
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Abbildung 32: Die LSm/LSmAD-Doméne von ATXN2 beeinflusst die endogene T-Plastin-
Konzentration. Immunfluoreszenz-Analyse. COS-1-Zellen wurden auf Deckgladsern ausgesat und mit den
Plasmiden pTLHA-ATXN2-Q22, pTLHA-ATXN2-Q79, pTLHA-ATXN2-NTerm-Q22, pTLHA-ATXN2-NTerm-
Q79, pTLFLAG-ATXN2-LSm/LSmAD, HA-ATXN2-LSm/LSmAD, pTLHA-ATXN2-F5 oder pTLHA-ATXN2-
CTerm transient transfiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen fixiert und die Proteine mit spezifischen
Antikérpern gegen HA, bzw. FLAG und T-Plastin gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst gefarbt.
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Wurde als Kontrolle der C-Terminus von ATXN2 Uberexprimiert, war keine Zunahme der
Immunreaktivitat von T-Plastin zu erkennen.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die LSm/LSmAD-Domane von ATXN2
fur die Erhéhung des T-Plastin-Levels eine entscheidende Rolle zu spielen scheint. In-
teressanterweise war die LSm/LSmAD-Domane auch fiir die Auflésung der P-body-

Strukturen bei Uberexpression von ATXN2 verantwortlich (siehe Abbildung 18).

ATXN2 T-Plastin Hoechst Uberlagerung

¥
FLAG-ATXN2-LSm/LSmAD ¥

¥
¥
.

Abbildung 33: Die LSm/LSmAD-Domaine von ATXN2 ist bei Uberexpression verantwortlich fiir die Zu-
nahme der endogenen T-Plastin-Konzentration. Immunfluoreszenz-Analyse. HEK293T-Zellen wurden mit
pTLFLAG-ATXN2-LSm/LSmAD und pTLFLAG-ATXN2-CTerm transient transfiziert. Nach 48 Stunden wur-
den die Zellen mit spezifischen Antikérpern gegen FLAG und T-Plastin gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst
sichtbar gemacht. Pfeile deuten auf transfizierte Zellen.

3.5.4 Untersuchungen zu Lokalisation von L- und T-Plastin unter
Stress-Bedingungen

Wie Eingangs erwahnt, konnte durch Proteom-Analysen eine Assoziation von T-Plastin
mit PABP nachgewiesen werden [150, 151]. Die Rolle und Funktion von T-Plastin und L-
Plastin sind jedoch noch weitestgehend unbekannt. Deshalb sollte in den folgenden Stu-
dien analysiert werden, ob die Plastine aufgrund ihrer Assoziation mit ATXN2 als auch
mit PABP, unter Stress-Bedingungen eine Komponente von SGs darstellen.

Zu diesem Zweck wurden DU145-Zellen, wie in vorangegangenen Untersuchungen, mit

Hitze oder Arsenit behandelt, und fiir Immunfluoreszenz-Analysen prapariert.
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Abbildung 34: T-Plastin ist eine Komponente von SGs. Immunfluoreszenz-Analyse. DU145-Zellen wur-
den auf Deckglasern ausgesat und am folgenden Tag eine Stunde lang bei 43,5 °C inkubiert oder mit 0,5 mM
Arsenit behandeltund die Proteine anschlieBend fir Immunfluoreszenzaufnahmen mit Antikérpern gegen
ATXN2 und L-Plastin (A) oder ATXN2 und T-Plastin (B) gefarbt. Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar ge-
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Es zeigte sich, dass unter normalen Wachstumsbedingungen L-Plastin auch in DU145-
Zellen im Zytoplasma der Zellen verteilt lokalisierte (Abbildung 34A). Nach Induktion von
Hitze- oder oxidativem Stress war keine Veranderung in der Lokalisation von L-Plastin
zu erkennen, wahrend ATXN2, wie beschrieben, in SGs akkumulierte. Im Gegensatz
dazu konnte beobachtet werden, dass T-Plastin sowohl unter Hitze als auch oxidativen
Stress-Bedingungen in SGs lokalisierte. Weiterhin zeigte sich, dass T-Plastin, neben der
Lokalisation in SGs, zusatzlich noch zytoplasmatisch detektiert werden konnte. Des wei-
teren wurden nicht alle SGs mit T-Plastin positiv markiert, da kleine ATXN2-positive SG-
Strukturen mit dem T-Plastin-Antikérper nicht detektiert werden konnten.

Daraus folgt, dass T-Plastin eine weitere SG-Komponente darstellt, aber, im Gegensatz

zu ATXN2, anscheinend kein Markerprotein fir diese Strukturen ist.

3.5.5 Ein erhdhter Plastin-Level fiihrt vermehrt zur Bildung von SGs

Die Tatsache, dass in SCA2-Patienten ein erhdhter ATXN2-Level beobachtet wurde,
und eine Uberexpression des Proteins in den hier vorgestellten Untersuchungen zu
einer Erhéhung der endogenen T-Plastin-Konzentration flhrte (3.5.3), kénnte darauf
hindeuten, dass die Pathogenitat im Krankheitsverlauf von SCA2 mit der intrazellula-
ren ATXN2- bzw. T-Plastin-Konzentration zusammenhangt. Daher sollten im weiteren
die Auswirkungen einer verstarkten T-Plastin-Expression analysiert werden. Zu diesem
Zweck wurden COS-1-Zellen auf Deckglasern ausgeséat und mit dem Expressionsplas-
mid pTLFLAG-T-Plastin transient transfiziert. Nach 48-stiindiger Inkubation wurden die
Zellen fur Immunfluoreszenz-Analysen fixiert und die Zellen mit einem Antikdrper gegen
den FLAG-Tag und zuséatzlich mit spezifischen Antikdrpern gegen ATXN2, PABP oder
TIA-1 inkubiert.

Die mikroskopische Untersuchung dieser Zellen zeigte, dass Uberexprimiertes T-Plastin
im gesamten Zytoplasma der Zellen verteilt lokalisierte (Abbildung 35). Dabei war zu
beobachten dass ca. 30 - 40 % der Zellen, welche T-Plastin Gberexprimierten, Proteinak-

kumulationen der endogenen SG-Komponenten, ATXN2, PABP oder TIA-1, im Zytoplas-
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Abbildung 35: Uberexpression von T-Plastin fiihrt zur Bildung von SGs. Immunfluoreszenz-Analyse.
COS-1-Zellen wurden aus Deckglasern ausgesat und am folgenden Tag mit FLAG-T-Plastin transfiziert.
Nach zwei Tagen Proteinexpression wurden die Zellen fixiert und anschlieBend mit spezifischen Antikérpern
gegen FLAG und ATXN2 (oben), PABP (mitte) oder TIA-1 (unten) behandelt. Zellkerne wurden mit Hoechst
angefarbt.

ma aufwiesen. Diese Akkumulationen konnten sowohl mit den beiden Markerproteinen
ATXN2 und TIA-1, als auch mit der SG-Komponente PABP sichtbar gemacht werden.
Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei diesen durch die Uberexpression von
T-Plastin ausgeldsten zytoplasmatischen Strukturen um SGs handelte. Dass die Forma-
tion von SGs bei Uberexpression verschiedener Proteine jedoch ein Uberexpressionsar-
tefakt per se darstellten, konnte durch die Vielzahl der gezeigten Uberexpressionsstudien
dieser Arbeit ausgeschlossen werden.

Obwohl unter 3.5.3 gezeigt werden konnte, dass bei Uberexpression von ATXN2 ei-
ne Erhéhung der endogenen T-Plastin-Konzentration vorlag, konnte dort keine Bildung
von "klassischen" SG-Strukturen beobachtet werden. Dies kdnnte jedoch daran liegen,

dass der erhdhte T-Plastin-Level bei transienter Uberexpression von ATXN2 eine nicht
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vergleichbar hohe Konzentration erreicht, wie bei einer transienten Uberexpression des
Proteins. Ob dieser Beobachtung ein méglicher pathogener Aspekt bezlglich SCA2 zu-
gesprochen werden kann, misste durch weitergehende Untersuchungen in geeigneten

Modellsystemen, wie Tiermodellen oder stabilen Zelllinien, im Detail anaylsiert werden.
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