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1 Einleitung

1.1 Motoneuronerkrankungen

Unter degenerativen Motoneuronerkrankungen versteht man eine heterogene
Gruppe von neurologischen Krankheiten, welche durch den Verlust von motori-
schen Nervenzellen gekennzeichnet ist. Diese Erkrankungen zeigen einen
chronischen Verlauf und sind von &ufRReren Faktoren kaum beeinflussbar
(Poeck, Hacke, Neurologie, 2001). Von der Degeneration konnen das 1. Moto-
neuron, das 2. Motoneuron oder beide Systeme in Kombination betroffen sein.
Die Pyramidenzellen des motorischen Kortex und die Pyramidenbahn bilden
das 1. Motoneuron, wahrend sich das 2. Motoneuron aus den motorischen Vor-
derhornzellen oder den Hirnnervenkernen mit motorischem Nerv und davon
versorgten Muskeln zusammensetzt. Ein Beispiel fir die Degeneration des 1.
Motoneurons stellt die spastische Spinalparalyse dar, in deren Verlauf es zu
spastischen Kontrakturen kommt. Weitere Vertreter der Gruppe der motoneuro-
nalen Systemkrankheiten, bei denen das 2. Motoneuron betroffen ist, sind die
spinale Muskelatrophie (SMA) und die progressive Bulbarparalyse. Als Beispiel
fur eine Degeneration beider Motoneuronsysteme ware die unaufhaltsam zum

Tode fihrende amyotrophische Lateralsklerose (ALS) zu nennen.

1.2 Die spinale Muskelatrophie

1.2.1 Klinische Symptomatik, Verlauf und Prognose

Spinale Muskelatrophien (SMA) stellen eine heterogene Krankheitsgruppe dar,
die durch einen fortschreitenden, degenerativen Untergang der motorischen
Vorderhornzellen in der grauen Substanz des Ruckenmarks gekennzeichnet
sind (Hacke, Poeck, Neurologie, 2001; Mortier, Muskel- und Nervenerkrankun-
gen im Kindesalter, 1994). Durch den Verlust dieser a-Motoneurone kommt es
zu einer langsam progredienten proximal betonten Muskelschwéache (Mortier,
Muskel- und Nervenerkrankungen im Kindesalter, 1994), die im Gegensatz zu
anderen Motoneuronerkrankungen, wie beispielsweise der amyotrophen Late-

ralsklerose, immer symmetrisch auftritt.



Als Leitsymptome der SMA gelten Muskelfaszikulationen, symmetrische Pare-
sen an Gliedern und Rumpf, Muskelatrophien und der Muskelumbau mit ver-
grolRerten motorischen Einheiten (Kunze, Praxis der Neurologie, 1999). Die Pa-
tienten zeigen anfangs abgeschwachte Eigenreflexe, die im weiteren Verlauf
der Erkrankung erléschen (Masuhr, Neumann, Neurologie, 1998). Der Muskel-
tonus ist schlaff, die Nervenleitgeschwindigkeit verlangsamt (Kunze, Praxis der
Neurologie, 1999). Skelettanomalien, wie z. B. eine Skoliose oder Hyperlordose
sowie Kontrakturen, kdnnen sekundar auftreten (Pschyrembel, Klinisches Woér-
terbuch, 1998). Hingegen wurden keine Stérungen von vegetativen Funktionen,
die beispielsweise Blase- oder Darmentleerung betreffen, beobachtet. Ebenso
findet sich keine Beeintrachtigung der Intelligenz bei Patienten mit SMA (Mor-
tier, Muskel- und Nervenerkrankungen im Kindesalter, 1994; Pschyrembel, Kli-
nisches Worterbuch, 1998).
Je nach Krankheitsbeginn, den erreichten motorischen Fahigkeiten und der
Schwere des Verlaufs unterscheidet man drei klinische Typen der proximalen
spinalen Muskelatrophie mit autosomal-rezessivem Erbgang:
1. SMA Typ | (Werdnig-Hoffmann)
In circa 30% der Falle zeigen sich bereits intrauterin verminderte Kindsbe-
wegungen (Mortier, Muskel- und Nervenerkrankungen im Kindesalter, 1994;
Kunze, Praxis der Neurologie, 1999). Mal3ig ausgepragte Gelenkkontraktu-
ren und Osteoporose konnen die Folge sein. Durch vermindertes und
schwaches Schreien und eine verlangerte Zyanose bei zum Teil rascher
Zwerchfellatmung kénnen betroffene Kinder unmittelbar postnatal auffallig
werden (Mortier, Muskel- und Nervenerkrankungen im Kindesalter, 1994).
Innerhalb der ersten sechs Monate postpartal treten dann bei allen Patien-
ten mit der akuten SMA Typ | Symptome auf. Die Kinder zeigen eine Trink-
schwache und einen Stillstand in der motorischen Entwicklung. Auffallig ist
auch die Bewegungsarmut der Sauglinge; Arme und Beine liegen in Abduk-
tionshaltung (sog. ,Froschstellung®) und werden nicht angehoben (Mortier,
Muskel- und Nervenerkrankungen im Kindesalter, 1994; Kunze, Praxis der
Neurologie, 1999). Faszikulationen der Zunge kdnnen beobachtet werden,

ebenso wie eine verminderte Mimik, und deuten auf Befall der entsprechen-



den Hirnnerven hin. Typisch ist auch die sog. Schaukelatmung, bei der sich
das Abdomen bei Inspiration vorwolbt, wahrend der Thorax einsinkt (Poeck,
Hacke, Neurologie, 2001). Die betroffenen Kinder sind nicht in der Lage das
Sitzen zu erlernen und sterben bereits innerhalb der ersten zwei Lebensjah-
re an einer durch generalisierte Muskelschwéache bedingten Atemlahmung
oder sie erliegen einer Pneumonie, begunstigt durch Aspiration und Atelek-
tasen (Poeck, Hacke, Neurologie, 2001).

. SMA Typ Il (intermediar-chronische Form)

Die Manifestation der Erkrankung erfolgt bei SMA Typ Il spater als bei Typ |
und liegt im Alter zwischen 6 - 24 Monaten (Mortier, Muskel- und Nervener-
krankungen im Kindesalter, 1994). Typ Il Patienten kdnnen sich aufrichten
und erlernen das Sitzen und haufig auch das Krabbeln, wéhrend Gehen
nicht moglich ist (Kunze, Praxis der Neurologie, 1999). Insgesamt sind die
Verlaufe sehr unterschiedlich. Betroffene Kinder der intermediér-chro-
nischen Form werden meist alter als zwei Jahre. Allerdings fuhren auch bei
diesem SMA-Typ Lungenkomplikationen haufig zum Tod (Mortier, Muskel-
und Nervenerkrankungen im Kindesalter, 1994; Kunze, Praxis der Neurolo-
gie, 1999).

. SMA Typ lll (Kugelberg-Welander)

Die mildeste Form der proximalen spinalen Muskelatrophie stellt der Typ Il
dar. Das Manifestationsalter liegt zwischen zwei und 17 Jahren (Poeck, Ha-
cke, Neurologie, 2001). Nach zunéchst normaler motorischer Entwicklung
kommt es bei den betroffenen Kindern zu einer proximalen Schwache in den
Beinen. Dies fuhrt zuerst zu Schwierigkeiten beim Treppensteigen und beim
Aufstehen, spater kommt es gehauft zu Stirzen (Kunze, Praxis der Neuro-
logie, 1999; Poeck, Hacke, Neurologie, 2001). Betroffene Patienten kénnen
Sitzen und Gehen, sind allerdings im weiteren Verlauf der Erkrankung in der
Regel auf den Rollstuhl angewiesen. Im Jugendalter kommt es héaufig zu
Pseudohypertrophien (Mortier, Muskel- und Nervenerkrankungen im Kin-
desalter, 1994). Der Krankheitsverlauf gestaltet sich variabel, so dass teil-
weise eine annahernd normale Lebenserwartung erreicht wird (Munsat und
Davies, 1992; Frugier et al., 2002).



1.2.2. Genetik der spinalen Muskelatrophie

Die proximale spinale Muskelatrophie wird autosomal rezessiv vererbt und tritt
mit einer geschéatzten Inzidenz von etwa 1:6.000 - 1:10.000 auf (Roberts, 1970;
Pearn, 1973; Pearn 1978; Czeizel und Hamula, 1989). Damit stellt die spinale
Muskelatrophie neben der zystischen Fibrose eine der haufigsten Erbkrankhei-
ten mit Todesfolge bei Kindern dar (Pearn 1978; Crawford, 1996). Seltener ist
der autosomal dominante Erbgang mit circa 2 - 3% unter Einschluss der fazio-
skapulohumeralen und skapuloperonealen Formen (Mortier, Muskel- und Ner-
venerkrankungen im Kindesalter, 1994). Der X-chromosomal rezessive Erb-
gang macht weniger als 1% aus. Daneben finden sich noch die distalen spina-
len Muskelatrophien (Mortier, Muskel- und Nervenerkrankungen im Kindesalter,
1994) und die spinale Muskelatrophie mit respiratorischen Problemen
(SMARD), die sich klinisch und genetisch von der klassischen proximalen SMA
unterscheidet (Grohmann et al., 2001).

Lefebvre und Kollegen identifizierten 1995 das sogenannte survival motor neu-
ron gene (SMN-Gen) auf Chromosom 5q13 als krankheitsverursachendes Gen
der autosomal-rezessiven spinalen Muskelatrophie. Das SMN-Gen liegt beim
Menschen mit drei weiteren Genen — dem H4F5-Gen und den Genen kodierend
fur NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein) und p44 — im Gegensatz zu den
meisten anderen Organismen innerhalb einer 500 kb grof3en, invertiert-
duplizierten Region (Lefebvre et al., 1995; Roy et al., 1995; Burglen et al., 1997;
Scharf et al., 1998). Durch die Duplikation des chromosomalen Abschnitts exis-
tiert das SMN-Gen im menschlichen Genom in zwei Kopien: das telomer gele-
gene SMN1-Gen und das zentromer lokalisierte SMN2-Gen (Lefebvre et al.,
1995). Beide SMN-Gene bestehen aus neun Exonen (Exon 1, 2a, 2b und 3-8)
und acht Intronen, umfassen 20 kb und unterscheiden sich in ihrer Amino-
sauresequenz lediglich in funf Nukleotiden (Burglen et al., 1996).

Fur die Entstehung der spinalen Muskelatrophie ist der Einzelbasenpaar-
austausch von Cytosin zu Thymin im kodierenden Bereich von Exon 7 des
SMNZ2-Gens relevant, welcher durch Unterbrechung eines so genannten exonic
splicing enhancers (ESE) ein verandertes Spleil3-Verhalten bewirkt und bei 90%

der SMN2-Transkripte zu einem Verlust der Exon 7-kodierten Regionen fihrt



(Lorson et al., 1999; Monani et al., 1999). Somit wird durch alternatives Splei-
Ren von SMN2 ein verkirztes Genprodukt (SMNAEx7) gebildet, wohingegen
von SMN1 fast ausschliel3lich ein Transkript voller Lange entsteht (Lefebvre et
al., 1995). Wahrend das SMN1-Transkript zu nahezu 100% in intaktes volllan-
gen SMN-Protein Ubersetzt wird, betragt der Anteil an funktionsfahigem SMN-
Protein, welches vom SMN2-Transkript produziert wird, nur etwa 10%. Das von
SMN2 also hauptsachlich translatierte Protein ist im Vergleich zum volllangen
Protein am C-Terminus verkirzt, instabiler und weist eine reduzierte Selbst-
Oligomerisierungsaktivitat auf (Lorson et al., 1999; Lorson und Androphy,
2000). Abbildung 1 zeigt die molekulare Grundlage der spinalen Muskelatro-
phie: Transkription und Translation des SMN1- und SMN2-Gens, sowie resultie-

rende Proteinmengen.

SMN 1 SMN 2
C T
DNA | Exon6 |— Exon7 |—{ Exon8 | | Exon6 |~ Exon7 || Exon8 |
Thymin unterbricht
die ESE-Aktivitit 1
in Exon 7
mRNA | Exon6 | Exon7 | Exon8 | | Exon6 | Exon8 |
100% SMN Transkript 90% trunkiertes Transkript

| Exon 6 | Exon 7 | Exon 8 |

Translation 10% nicht-trunkiertes Transkript

b

Trunkiertes Protein ist unstabil
v Nur volllangen SMN ist stabil

100% volllingen SMN Protein l,
Nur 10% an volllaingen SMN Protein

b

Geringe Mengen an funktionsfahigem
SMN Protein fithren zur SMA

Abbildung 1. SMN1 wird hauptsachlich in die intakte Form (6-7-8) Ubersetzt. Bei SMN2 wird
aufgrund einer Punktmutation (Cytosin wird zu Thymin) vor allem eine verkirzte Form, der das
Exon 7 fehlt (6-8), gebildet. Die Instabilitat des trunkierten Proteins und die geringen Mengen an
intaktem Protein fihren zu einer verminderten Menge an SMN bei Patienten mit SMA (nach
Monani et al., 2000b).

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass bei etwa 94% der SMA-Patienten

eine homozygote Deletion von Exon 7 oder der Exone 7 und 8 des SMN1-Gens
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vorliegt (Lefebvre et al., 1995; Hahnen et al., 1995; Wirth et al., 1999), wohin-
gegen der homozygote Verlust des SMN2-Gens in 3 - 5% der Kontrollpersonen
zu keinem klinischen Phanotyp fuhrt (Lefebvre et al., 1995). Andere Mutationen
des SMN1-Gens, wie Mikrodeletionen und -insertionen oder Punktmutationen,
wurden nur bei wenigen Patienten beobachtet (Brahe et al., 1996; Wirth et al.,
1999; Wirth et al., 2000). Neben Mutationen als Ursache fir die spinale Mus-
kelatrophie wurde die Genkonversion von SMN1 in SMN2 als ein weiterer Me-
chanismus fur die Abwesenheit des SMN1-Gens verantwortlich gemacht, der
vor allem Typ Il und Typ lll SMA-Patienten betrifft (Wirth et al., 1997; Wirth et
al.,, 1999). Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die proximale spinale
Muskelatrophie in der Mehrzahl der Félle durch den Verlust des SMN1-Gens
verursacht wird, welcher nicht durch das vorhandene intakte SMN2-Gen aus-
geglichen werden kann (Lefebvre et al., 1995).

Die SMN2-Kopienzahl variiert in der Bevoélkerung. Bei Patienten mit spinaler
Muskelatrophie modifiziert diese Variation den klinischen Schweregrad der Er-
krankung (Parsons et al., 1998). So zeigen Patienten mit hoher SMN2-Kopien-
zahl einen schwacher ausgepragten Phénotyp als Patienten mit nur ein oder
zwei Kopien (Feldkotter et al., 2002). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in
isolierten Zellen von Patienten mit spinaler Muskelatrophie und im Gewebe von
SMA-Méausen nachweisen, dass eine gesteigerte SMN2-Kopienzahl zu einer
vermehrten Produktion von volllangen SMN-Transkript und -Protein fuhrt (Le-
febvre et al., 1997; Coovert et al., 1997; Gavrilov et al., 1998). Die direkte Kor-
relation zwischen der Hohe der SMN-Expression und der Schwere des Phano-
typs beweist, dass die spinale Muskelatrophie durch einen klassischen
Gendosis-Effekt bedingt ist (Campbell et al., 1997; Coovert et al., 1997; Lefebv-
re et al., 1997; Monani et al., 2000a). Denn je weniger SMN-Protein gebildet
wird, desto friher setzt die Krankheit ein und desto starker ist die phanotypi-

sche Auspragung.



1.3. Das SMN-Protein

1.3.1 Aufbau und Verteilung des SMN-Proteins

Das SMN-Protein, bestehend aus 294 Aminosaureeinheiten und einem Moleku-
largewicht von 38 Kilodalton (kDa), wird ubiquitar exprimiert und zeigt keine
Homologie zu bekannten Proteinen (Liu und Dreyfuss, 1996; Nicole et al.,
2002). SMN ist essentiell fur die Lebensfahigkeit aller eukaryontischer Orga-
nismen und getesteter Zelltypen, einschlie3lich Mensch, Maus, Hilhnchen DT40
Zellen, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und Schizosaccharo-
myces pompe (Schrank et al., 1997; Miguel-Aliaga et al., 1999; Hannus et al.,
2000; Miguel-Aliaga et al., 2000; Owen et al., 2000; Paushkin et al., 2000;
Wang und Dreyfuss 2001).

Im C-terminalen Bereich des SMN-Proteins befindet sich die vom Exon 6 ko-
dierte Selbst-Oligomerisations-Zone, die zahlreiche Tyrosin-Glycin(Y-G)-Paare
beinhaltet (Lorson et al., 1998). Daneben enthalt SMN eine zentrale, im Exon 3
gelegene, evolutiondr hochkonservierte Tudor-Domane, die 53 Aminoséuren
umfasst und fur die Interaktion von SMN mit den Sm-Proteinen von Bedeutung
ist (Buhler et al., 1999). AulRerdem enthalt das SMN-Protein eine vom Exon 2
kodierte, lysinreiche Region und eine Polyprolin-Region, die durch Exon 4 und 5
kodiert wird (zusammengefasst in Sumner, 2007). Weitere Bindungsstellen und
eine schematische Darstellung des SMN-Proteins zeigt Abbildung 2.

Gemin2- Sm Protein- Gemin3- Eigen-
Interaktion Interaktion Interaktion assoziation
Amino-
saure 1 28 52 92 159 210 242 279 294
Exon 1 ‘ 2a 2b ‘ 3 ‘ 4 | 5 ‘ 6 ‘ 7
Tudor
Domaéne

Abbildung 2. Schematische Darstellung des aus 294 Aminosauren bestehenden SMN-Proteins
mit den kodierenden Exonen und der relativen Lage ausgesuchter Doméanen, in denen das
SMN-Protein eine Interaktion eingeht (hach Briese et al., 2005).



Innerhalb einer Zelle findet sich SMN sowohl im Zytoplasma als auch im Zell-
kern (Liu und Dreyfuss, 1996; Jablonka et al., 2000b). Die Verteilung von SMN
im Zytoplasma erscheint in allen untersuchten Zellen, ausgenommen den Mus-
kelzellen — in denen grol3e zytoplasmatische Aggregate beschrieben wurden —
eher diffus (Liu und Dreyfuss, 1996; Burlet et al., 1998). Im Zellkern hingegen
konzentriert sich das SMN-Protein in punktartigen Strukturen, den so genann-
ten Gems, fur ,Gemini of coiled bodies” (Liu und Dreyfuss, 1996). Gems sind
etwa 0,1 - 1 um grof3 und den Cajal Bodies (coiled bodies) benachbart oder
Uberlappen mit ihnen (Liu und Dreyfuss, 1996; Liu et al., 1997). Coiled bodies
wurden 1903 als akzessorische Strukturen des Nucleolus von Ramén y Cajal
beschrieben. Die Bezeichnung coiled bodies wurde in jlingster Zeit durch den
Begriff Cajal Bodies ersetzt (Gall et al., 1999). Cajal Bodies enthalten verschie-
dene Komponenten der Transkriptions- und RNA-Prozessierungsmaschinerie,
inklusive hohe Konzentrationen von U snRNPs (uridine-rich small nuclear
ribonucleoproteins), und scheinen eine Rolle in deren Assemblierung oder Rei-
fung zu spielen (Gall, 2003; Matera, 2003). Da Gems direkt mit den Cajal Bo-
dies zu interagieren scheinen, ist es moglich, dass diese Strukturen ebenfalls
an der RNA-Prozessierung beteiligt sind (Liu und Dreyfuss, 1996). Coovert und
Kollegen konnten 1997 nachweisen, dass die Anzahl von Gems im Zellkern eng
mit dem Phanotyp der SMA-Patienten korreliert: Typ | Patienten zeigen 3 - 8
Gems/100 Zellkerne, Typ Il Patienten 15 - 29 Gems/100 Zellkerne und bei Typ
[l Patienten finden sich 30 Gems/100 Zellkerne. Im Vergleich dazu besitzen
gesunde Kontrollpersonen etwa 113 Gems/100 Zellkerne. Aul3er in den Gems
findet sich SMN auch direkt in den Cajal Bodies von kultivierten Zellen und pri-
maren Neuronen (Carvalho et al., 1999). Durch Depletion von SMN in HelLa-
Zellen wird der Aufbau der Cajal Bodies gestort (Girard et al.,, 2006). Die Ar-
beitsgruppe um Carvalho konnte zudem beobachten, dass SMN in Cajal Bodies
mit SNRNPs kolokalisiert und Gems nur in einem geringen (< 15%) Anteil kulti-
vierter Zellen zu finden sind. In der Mehrzahl der untersuchten Zellen, inklusive
direkt aus dem Organismus entnommener Neurone, prasentierte sich das SMN-
Protein nur in den Cajal Bodies, wahrend keine Gems identifiziert werden konn-
ten (Carvalho et al., 1999).



Je nach Gewebe erfolgt die SMN-Expression in unterschiedlichen Mengen
(Coovert et al., 1997; Burlet et al., 1998), wobei man den héchsten Gehalt an
SMN im embryonalen Rickenmark findet (Jablonka et al.,, 2000a). Zudem
ergab die Untersuchung der SMN-Expression in verschiedenen humanen Ge-
weben (Skelettmuskel, Herz, Niere und Gehirn) wéhrend der normalen fetalen
und postnatalen Entwicklung einen deutlichen Rickgang der SMN-Protein-
menge nach der Geburt (Burlet et al., 1998). Interessant ist auch, dass sich die
intrazellulare Verteilung des SMN-Proteins im Laufe der ZNS-Entwicklung ver-
andert. In frihen Entwicklungsstadien enthalt vor allem der Zellkern reichlich
SMN. Dieser Befund verschiebt sich im Laufe der Zeit zugunsten starker Anrei-
cherung im Zytoplasma und in Axonen von Motoneuronen (Giavazzi et al.,
2006).

Die Menge an SMN ist in allen untersuchten Geweben von Patienten mit SMA
reduziert (Burlet et al., 1998; Wirth et al., 2000), wobei Patienten mit spinaler
Muskelatrophie vom Typ | geringere Proteinmengen zeigen, als Typ Il oder Typ
[l SMA-Patienten (Coovert et al., 1997; Lefebvre et al., 1997; Burlet et al.,
1998). Hervorzuheben ist aul3erdem, dass das Ruckenmark mit einer 100-
fachen Reduktion bei Typ | SMA-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontroll-
personen besonders betroffen ist, wahrend die SMN-Menge in Lymphoblasten
und Muskelgewebe nur moderat vermindert ist (Coovert et al., 1997).

Die verschiedenen Studien zeigen somit, dass der Verlust des SMN-Proteins in
allen untersuchten Geweben von Patienten mit spinaler Muskelatrophie nach-
weisbar ist. Dennoch entwickeln erkrankte Personen neben der Motoneuron-
degeneration und den bei Typ | SMA-Patienten beschriebenen sensorischen
Defekten (Rudnick-Schoneborn et al., 2003; Jablonka et al., 2006) keine weite-
ren Organdefekte. Um die Motoneuronspezifitéat der Erkrankung zu klaren, wur-
de daher die Verteilung von SMN in Motoneuronen genauer untersucht. Der
Verlust von SMN im Ruckenmark scheint besonders Motoneurone zu betreffen,
die im Normalfall gro3ere Mengen an SMN enthalten (Battaglia et al., 1997;
Coovert et al., 1997). Béchade und Kollegen (1999) konnten durch die Untersu-
chung der intrazellularen Verteilung des SMN-Proteins im ZNS der Ratte erst-

mals nachweisen, dass SMN im proximalen Abschnitt von Dendriten lokalisiert



ist und dort mit Mikrotubuli assoziiert. Ein Jahr spater ergaben auch die Experi-
mente einer anderen Arbeitsgruppe eine Assoziation des SMN-Proteins mit
Elementen des Zytoskeletts in spinalen Dendriten und Axonen, besonders wéah-
rend der frihen postnatalen Entwicklung (Pagliardini et al., 2000). Die Entde-
ckung von SMN im axonalen Kompartiment fiihrte zu der Annahme, dass das
Protein aktiv transportiert wird. Unterstitzt wird diese Hypothese durch eine
neuere Studie, die granulare Ansammlungen von SMN in den Axonen von Mo-
toneuronen zeigt, und zudem nachweisen konnte, dass der Transport des
SMN-Proteins tber langere Strecken Mikrotubuli-abhangig ist, wahrend fur kur-
ze Strecken intaktes Mikrofilament bendtigt wird (Zhang et al., 2003). SMN wird
aulRerdem auch in den Wachstumskegeln von Motoneuronen gefunden (Rossoll
et al., 2003a). Die in den Axonen und Dendriten kultivierter Motoneurone ent-
deckten SMN-Granula kolokalisieren teilweise mit Gemin-Proteinen, aber nicht
mit spleilfosomalen Sm-Proteinen (Zhang et al., 2006).

In den beiden folgenden Kapiteln werden die Bindungspartner des SMN-
Proteins und seine Beteiligung an der Biogenese der spleiRosomalen snRNPs

dargestellt.

1.3.2 Der SMN-Komplex

Das SMN-Protein ist die zentrale Komponente eines grol3en Multiproteinkom-
plexes, dem sogenannten SMN-Komplex (Meister et al., 2002; Gubitz et al.,
2004). Durch Studien von mehreren Arbeitsgruppen konnten diesem Komplex
in den letzten Jahren verschiedene Proteine zugeordnet werden, die direkt oder
indirekt mit SMN interagieren. Einige wichtige Mitglieder dieses Komplexes
werden im Folgenden dargestellt.

Bereits 1996 konnten Liu und Dreyfuss zeigen, dass SMN unter anderem mit
sich selbst, mit der RGG-reichen Region von hnRNP U, mit Fibrillarin und eini-
gen neuen Proteinen Bindungen eingeht. Ein Jahr spater gelang es dieser Ar-
beitsgruppe das SMN Interacting Protein 1 (SIP-1) als ersten Interaktionspart-
ner des SMN-Komplexes in vitro und in vivo zu identifizieren (Liu et al., 1997).
Als sich spater herausstellte, dass der Komplex weitere assoziierte Proteine

umfasst, wurde SIP-1 in Gemin2 umbenannt. Es folgte die Identifizierung von
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Gemin3, alias putative DEAD box helikase/dpl103 (Charroux et al., 1999;
Campbell et al., 2000) und Gemin4, alias GIP1 (Charroux et al., 2000; Meister
et al., 2000). Weitere Mitglieder des SMN-Komplexes sind Gemin5/p175 (Gu-
bitz et al., 2002), Gemin6 (Pellizzoni et al., 2002a) und Gemin7 (Baccon et al.,
2002). Zuletzt wurde Gemin8 (Carissimi et al., 2006) charakterisiert.

Gemin2 bindet an das aminoterminale Ende des SMN-Proteins und ist in den
verschiedenen Geweben ahnlich verteilt wie SMN (Liu et al., 1997; Young et al.,
2000b; Jablonka et al., 2001). Interessant ist die Beobachtung, dass bei hetero-
zygoten Mausen, denen ein Smn-Allel fehlt, das Rickenmark etwa 50% weni-
ger Gemin2 enthéalt als das von Kontrolltieren (Jablonka et al., 2001). Dieser
Befund deckt sich mit dem fiir Smn und impliziert eine Koregulation der beiden
Proteine. Im Zellkérper von kultivierten Mausmotoneuronen findet sich eine
strikte Kolokalisation von SMN und Gemin2 in den Gems des Zellkerns und im
Zytoplasma, wahrend die beiden Proteine in den Axonen der kultivieren Ner-
venzellen nicht kolokalisieren (Jablonka et al., 2001). Hingegen fanden Sharma
und Kollegen (2005) eine stetige Kolokalisation von SMN und Gemin-Proteinen
(Gemin2/SIP-1, Gemin6 und Gemin7) in den Axonen von Nervenzellen. Unter-
stutzt wird dieses Ergebnis durch eine Studie von Zhang et al. (2006), die in
Nervenzellfortsatzen eine Kolokalisation von SMN und Gemin2 in granularen
Anreicherungen zeigt. Daneben entdeckte die Arbeitsgruppe aber auch grol3ere
Mengen der beiden Proteine, die im Axon unabh&ngig voneinander verteilt vor-
kommen. Die Assoziation von Gemin2 mit SMN scheint Gemin2 zu stabilisieren
(Zhang et al., 2006). Eine neuere Studie zeigt auRerdem, dass SMN mit Ge-
min2 einen Komplex bildet, der keine anderen Gemin-Proteine enthalt (Battle et
al., 2007). Dies fuhrt zu der Vermutung, dass die Verbindung SMN-Gemin2 die
kleinstmdgliche Untereinheit des SMN-Komplexes darstellt und so den stabilen
Kern des Komplexes bildet.

Geming3, eine putative RNA-Helikase, interagiert direkt mit SMN, indem es ei-
nen stabilen Komplex mit dem Protein in vivo und in vitro bildet (Charroux et al.,
1999; Campbell et al., 2000). Interessanterweise ist diese Interaktion bei mutier-
tem SMNAEX7, wie es in SMA-Patienten vorkommt, schwer gestort. Zudem ko-

lokalisiert Gemin3 mit SMN in den Gems von HelLa-Zellen und interagiert au-
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Berdem mit den Sm-Proteinen SmB/B’ und SmD,.3 (Charroux et al., 1999). Ge-
min4 kolokalisiert mit SMN in den Gems und im Zytoplasma und findet sich au-
Berdem auch in den Nucleoli des Zellkerns, wo es an der Biogenese von Ribo-
somen beteiligt sein konnte (Charroux et al., 2000). Die Assoziation dieses
Gemin-Proteins an den SMN-Komplex ist nicht direkt, sondern erfolgt in vivo
Uber die Bindung an Gemin3. Zudem interagiert Gemin4, wie auch Gemin5, mit
SmB/B’, SmD;.3 und SmE (Charroux et al., 2000; Gubitz et al., 2002). Daneben
scheint Gemin4 eine funktionelle Rolle im nuklearen Import der U snRNPs zu
Ubernehmen (Lorson et al., 2008). Ein Teil von Gemin5 befindet sich im Zyto-
plasma von Zellen unabhangig vom SMN-Komplex und bindet snRNAs in sehr
frihen Stadien der snRNP-Assemblierung (Battle et al., 2007; Hao et al., 2007).
Gemin6 interagiert vor allem mit SmD, und SmE, aber auch mit SmD; und
SmD3 (Pellizzoni et al., 2002a). Gemin7 assoziiert mit dem SMN-Komplex in
vivo und kolokalisiert mit SMN in den Gems (Baccon et al., 2002). Es interagiert
direkt mit Gemin6 und SMN in vitro und stellt so die Bricke zur Interaktion von
Gemin6é mit SMN dar, die ohne Gemin7 nicht stattfinden kann (Baccon et al.,
2002). AulRerdem interagiert Gemin7 stark mit SmE und in geringerem Ausmalf}
mit SmB/B’, SmD, und SmD;3 (Baccon et al., 2002). Das zuletzt charakterisierte
Gemin8 wird ubiquitar exprimiert, assoziiert ebenfalls mit dem SMN-Komplex
und ist im Zytoplasma und in hoher Konzentration in den Gems des Zellkerns
lokalisiert (Carissimi et al., 2006). Es interagiert direkt mit dem Gemin6-Gemin7
Heterodimer und mit Sm-Proteinen. Unrip (fir UNR interacting protein), ein Pro-
tein welches den cap-unabhangigen Translationsfaktor UNR bindet, assoziiert
nur im Zytoplasma mit dem SMN-Komplex Uber die Bindung an Gemin6-
Gemin7 (Carissimi et al., 2005; Grimmler et al., 2005; Carissimi et al., 2006).
Hao und Kollegen (2007) konnten allerdings einen geringen Anteil an unrip in
den Gems/Cajal Bodies von SMN-uberexprimierenden Hela-Zellen nachwei-
sen. In Abbildung 3 sind die beschriebenen Komponenten des SMN-Komplexes

zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 3. Schematische Darstellung des SMN-Komplexes mit den bekannten Komponen-
ten (nach Carissimi et al., 2006). SMN interagiert direkt mit Gemin2, Gemin3, Gemin5 und Ge-
min7 (Liu et al., 1997; Charroux et al., 1999; Gubitz et al., 2002), wahrend Gemin4 tiber Gemin3
an den Komplex bindet (Charroux et al., 2000). Ebenso wird fur die Interaktion von Gemin6 mit
dem SMN-Komplex Gemin7 bendtigt (Baccon et al.,, 2002). Gemin8 bindet lber Gemin6-
Gemin7 an den Multiproteinkomplex (Carissimi et al., 2006).

Die endgultige Zusammensetzung des SMN-Komplexes scheint allerdings noch
nicht vollstandig geklart. Ein Jahr nach der Studie von der Arbeitsgruppe um
Carissimi vermuten Otter und Kollegen (2007), dass SMN direkt nur mit Ge-
min2, Gemin3 und Gemin8 interagiert, wahrend der Subkomplex Gemin6-
Gemin7 Uber Gemin8, unrip Uber Gemin7, Gemin5 Uber Gemin2 und Gemin4
Uber Gemin3 und Gemin8 an den SMN-Komplex bindet. Ogawa und Mitarbeiter
konnten 2009 zeigen, dass Gemin2 und Gemin7 direkt interagieren und dieses
Zusammenspiel die Verbindung von SMN und Gemin7 stabilisiert. Zudem konn-
te die Arbeitsgruppe beobachten, dass unrip das Gemin6-Gemin7-Heterodimer
vom SMN-Komplex abtrennen kann.

Daneben wurde eine Vielzahl von Proteinen identifiziert, die direkt mit SMN
und/oder den Gemins interagieren, aber nicht integrale Komponente des SMN-
Komplexes sind. Zu diesen Proteinen gehdren unter anderem die Sm- und
Lsm-Proteine der spleiosomalen snRNPs (Liu et al., 1997; Buhler et al., 1999;
Pellizzoni et al., 1999; Friesen und Dreyfuss, 2000), die small nucleolar RNP
Proteine Fibrillarin und GAR1 (Jones et al., 2001; Pellizzoni et al., 2001a), die
RNA Helikase A (Pellizzoni et al., 2001b) und hnRNP Q (Mourelatos et al.,



2001; Rossoll et al., 2002), hnRNP U (Liu und Dreyfuss, 1996) und hnRNP R
(Rossoll et al., 2002).

1.3.3 Beteiligung an der Biogenese der spleilosomalen snRNPs
Die posttranskriptionale Prozessierung der pra-mRNA zur reifen mRNA ist ein
wichtiger Schritt bei der Genexpression. Eine entscheidende Rolle hierbei spielt
der ausschlief3lich im Zellkern stattfindende Spleil3vorgang, welcher durch einen
komplexen Apparat, dem sogenannten SpleiRosom, geregelt wird. Durch das
Spleil3en werden die nicht-kodierenden Introns aus der pr&-mRNA entfernt und
die aus Protein-kodierenden Abschnitten bestehenden Exons miteinander ver-
bunden. Hauptbestandteile des Spleidosoms sind die U snRNPs (uridine-rich
small nuclear ribonucleoproteins) (Will und Luhrmann, 2001; Nilsen, 2003). Ne-
ben ein oder zwei small nuclear RNAs (snRNA U1, U2, U4/U6 und U5) enthalt
jedes snRNP sieben Sm-Proteine (B/B’, D1.3, E, F und G). Die Sm-Proteine sind
als heptamerer Ring an die snRNAs gebunden (Raker et al., 1996). Zusammen
mit der jeweiligen snRNA bilden sie den so genannten Sm-core aus und stellen
so das strukturelle Grundgerist der spleiiosomalen snRNPs dar.

Eine im Detail untersuchte Funktion von SMN ist die direkte Beteiligung an der
Assemblierung der spleildosomalen U snRNPs U1, U2, U4/U6 und U5 im Zyto-
plasma (Fischer et al., 1997; Selenko et al., 2001; Jablonka et al., 2002; Winkler
et al., 2005; Kolb et al., 2007). Der vom SMN-Protein gebildete Multiprotein-
komplex enthélt die spleiosomalen Sm-core-Proteine B/B’, D13, E, F und G
(Fischer et al., 1997; Liu et al., 1997, Pellizzoni et al., 1998; Pellizzoni et al.,
1999) und stellt so die Verbindung zwischen SMN und der zellularen Spleif3ing-
maschinerie dar. Fur die Interaktion von SMN mit den Sm-Proteinen ist die Tu-
dor-Doméne des Proteins von Bedeutung (Buhler et al., 1999). Diese Domane
wird fir die korrekte Assemblierung der U snRNP bendtigt und erleichtert die
Bindung der Sm-Proteine (Buhler et al., 1999). Ferner konnte gezeigt werden,
dass SMN und die Tudor-Doméne effizient an das arginin- und glycinreiche C-
terminale Ende der SmD;- und SmD3-Proteine binden (Friesen und Dreyfuss,
2000; Selenko et al., 2001). Neben SMN werden auch Gemin2, Gemin3 und
Gemin4 fur die Sm-core-Assemblierung bendtigt (Shpargel und Matera, 2005).

Uber Gemin5 bindet der SMN-Komplex unabhangig von seiner Interaktion mit
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den Sm-Proteinen auch direkt und spezifisch an snRNAs (Battle et al., 2006;
Battle et al., 2007).

Die Biogenese der spleifosomalen U snRNPs ist ein komplizierter Prozess, der
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma stattfindet. Zunachst werden die U
SNRNAs (uridine-rich small nuclear ribonucleic acids) aus dem Zellkern in das
Zytoplasma transportiert, wo sie auf die Sm-Proteine (B/B’, D13, E, F und G)
treffen, welche mit den U snRNAs assoziieren und einen ringartigen Sm-core
mit einer mittigen Bindungsstelle fur die U snRNAs bilden (Raker et al., 1996).
Die bei diesem Vorgang entstandenen Komplexe aus Sm-Proteinen und U
SNRNAs bezeichnet man als U snRNPs. Nun werden die kompletten Partikel in
den Zellkern zurick importiert, wo sie am Aufbau des SpleiRosoms beteiligt
sind und U snRNP-spezifische Proteine an den Komplex binden (Will und
Ldhrmann, 2001).

Obwohl die Formierung der Sm-Proteine mit den U snRNAs in vitro spontan
verlauft (Raker et al., 1996), haben verschiedenen Studien zeigen kénnen, dass
unter in vivo Bedingungen die Anwesenheit von SMN fir die korrekte U
snRNPs-Assemblierung notig ist (Meister et al., 2001; Meister et al., 2002; Pel-
lizzoni et al., 2002b; Winkler et al., 2005). Der SMN-Komplex scheint als ATP-
abhangige makromolekulare Maschine (,Assebmlyosom®) die Bildung der U
snRNPs zu koordinieren und unspezifische Bindungen zu verhindern (Pellizzoni
et al.,, 2002b). Die Sm-core-Formierung im Zytoplasma umfasst vor der Zu-
sammenlagerung mit SMN mehrere Schritte, einschliel3lich der Assoziation der
Sm-Proteine mit pICIn (Chlorid-Leitfahigkeit regulierendes Protein) und PRMT5
(Protein Arginin Methyltransferase 5) (Pellizzoni, 2007). Durch symme-trische
Dimethylierung einer Teilmenge der Sm-Proteine durch den PRMT5-Komplex
wird deren Affinitat zu SMN erhdht (Meister et al., 2002; Paushkin et al., 2002).
Zusammenfassend zeigt Abbildung 4 schematisch die Funktion des SMN-

Komplexes bei der Bildung des Spleildosoms.
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Abbildung 4. Im Zytoplasma binden die sieben Sm-Proteine zuerst an plCIn und den PRMT5-
Komplex — welcher SmB, SmD; und SmD3; symmetrisch dimethyliert — und anschlieRend an den
SMN-Komplex. Der SMN-Komplex interagiert mit snRNAs und vermittelt die Assemblierung des
Sm-cores. Anschliel3end folgt die Hypermethylierung der 5° cap der snRNAs und der Import der
snRNPs in den Zellkern. Der SMN-Komplex lokalisiert zusammen mit den snRNPs fir kurze
Zeit in den Cajal Bodies, in denen die snRNPs weitere Reifungsschritte durchlaufen, bevor sie
ihnre  Funktion beim pra-mRNA-SpleiRen einnehmen. Abhangig vom Zelltyp und dem
Entwicklungsstadium lokalisiert der SMN-Komplex auch in den Gems des Zellkerns (Abbildung
aus Pellizzoni, 2007).

Durch verschiedene Studien in den letzten Jahren erhé&rtete sich der Verdacht,
dass der bei SMA vorliegende Defekt des SMN-Proteins zu einer gestorten
SpleiRosom-Assemblierung fuhrt. Diese Unterbrechung der Splei3-Maschinerie
konnte zu fehlerhaft gesplei3ten mRNAs fihren, die fir vitale, motoneuron-
spezifische Proteine kodieren und deren Verlust zu der bei SMA beobachteten
Degeneration von Motoneuronen fihrt (Briese et al., 2005). So konnten Pelliz-
zoni und Mitarbeiter (1998) nachweisen, dass Wildtyp-SMN, aber nicht mutierte
SMN-Formen wie sie bei SMA gefunden werden, einen stark stimulierenden
Effekt auf das pra-mRNA Spleif3en in vitro haben. Ferner konnte durch Generie-
rung einer Smn*";Gemin2*"-Maus gezeigt werden, dass der nukledre Pool an
Sm-Proteinen im Vergleich zu Kontrolltieren reduziert ist, was fur einen Defekt
der spleifosomalen U snRNP-Assemblierung spricht (Jablonka et al., 2002).
Weitere Unterstitzung fur die Hypothese des gestorten Spleil3ens bei SMA er-

folgte durch die Beobachtung, dass SMA-verursachende Mutationen die Fahig-
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keit von SMN mit Sm- und Gemin-Proteinen zu interagieren vernichten, und die
Tendenz des Proteins zur Oligomerisierung beeinflussen (Buhler et al., 1999;
Pellizzoni et al., 1999). Aul3erdem bedingt die Ausschaltung einzelner Kompo-
nenten des SMN-Komplexes (SMN, Gemin2, Gemin6, Gemin8) eine Beein-
trachtigung der snRNP-Assemblierung in Hela-Zellen (Feng et al., 2005;
Shpargel und Matera, 2005; Carissimi et al., 2006). Die Injektion von snRNPs in
Zebrafisch- oder Xenopus-Embryonen kann den Verlust von SMN und Gemin2
kompensieren und unterstitzt die Hypothese einer Korrelation zwischen Moto-
neurondegeneration und gestorter snRNP-Assemblierung (Winkler et al., 2005).
Zudem konnte eine neuere Studie erstmals zeigen, dass der Schweregrad der
spinalen Muskelatrophie mit der Expression des SMN-Komplexes und dessen
snRNP-Assemblierungsaktivitat im Rickenmark von SMA-Mausen korreliert
(Gabanella et al., 2007).

Es gibt allerdings auch Anzeichen, dass bei der spinalen Muskelatrophie nicht
generell das SpleiRen von mRNAs betroffen ist. Denn im Mausmodell fir SMA
konnten bei den untersuchten pra&-mRNA (Ich-1) keine Spleil3defekte gefunden
werden (Jablonka et al., 2000a; Jablonka et al., 2004). Uberraschenderweise
fand die Arbeitsgruppe um Gabanella (2007) in vivo keine Beeintrachtigung der
snRNP-Synthese in Typ | SMA-Fibroblasten. AuRerdem bewirken SMN-Mutan-
ten, denen der N-Terminus oder Exon7 fehlt und die somit nicht an Sm-Proteine
oder Gemins binden kénnen, eine Uberwindung der Zell-Letalitait von SMN-
depletierten Hihnchen pra-B Zell-Linien DT40 (Wang und Dreyfuss, 2001).
Ebenso kdnnen die in einem Drosophila SMA-Modell beobachteten Motoneu-
ronabnormalitaten durch Expression eines trunkierten Drosophila-Smn, welches
nicht mit Gemin2 interagieren kann, reduziert werden (Liu et al., 1997; Chan et
al., 2003). Zhang und Kollegen konnten 2008 zeigen, dass der Verlust von SMN
zelltypspezifische Effekte auf das Repertoire an shRNAs und mRNAs hat. Die-
se Daten weisen dem SMN-Komplex eine Schlisselrolle beim RNA-Metabolis-
mus und bei der Regulation des SpleiRens zu. Die Beobachtung, dass Spleil3-
defekte in verschiedenen Geweben gefunden wurden, indiziert, dass bei SMA
das Splei3en generell betroffen ist. Allerdings bleibt weiterhin die Frage offen,

warum der bei SMA beobachtete Defekt des pra-mRNA-Spleil3ens, welcher
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eigentlich alle Zellen des Organismus betreffen sollte, zu einer Motoneu-
rondegeneration fuhrt.

1.4. Mausmodelle fur SMA

Durch Generierung verschiedener Mausmodelle konnte die Pathogenese der
spinalen Muskelatrophie genauer untersucht werden. Eine genetische Beson-
derheit von Menschen und Primaten stellt die Duplikation des SMN-Gens dar.
Andere Spezies, wie die Fruchtfliege Drosophila melanogaster oder Nagetiere
tragen keine Duplikation des SMN-Gens (Rochette et al., 2001). Da die Maus
auf Chromosom 13 nur eine Kopie des murinen Smn-Gens besitzt, kann die
Inaktivierung dieses Gens nicht durch ein zuséatzliches Smn-Gen kompensiert
werden (DiDonato et al. 1997; Violett et al., 1997). Der homozygote Knock-out
des Smn-Gens (Smn~") bei der Maus fiihrt zu einem embryonal letalen Phano-
typ (Schrank et al., 1997). Bis zum frihen Blastozystenstadium kann die Zelle
noch auf maternale Smn-Transkripte aus der befruchteten Eizelle zurtickgrei-
fen. Ist diese Menge allerdings ausgeschopft, geht die Zelle zugrunde. Diese
Beobachtungen und der Befund, dass SMN in allen Geweben exprimiert wird,
zeigen, dass SMN als sogenanntes ,Housekeeping-Gen® eine wesentliche
Funktion fir die Uberlebensfahigkeit aller Zellen erfiillt (Lefebvre et al., 1997;
Schrank et al., 1997).

Um ein Modell der spinalen Muskelatrophie bei der Maus zu erschaffen, war es
notwendig das humane SMN2-Gen in das Mausgenom einzufiihren. Da der
Schweregrad der SMA unter anderem von der SMN2-Kopienzahl im Genom
abhangt (Burghes et al., 1997), wurde ein Mausmodell generiert, bei dem das
Smn-Gen homozygot ausgeschaltet ist und das humane SMN2-Gen (in zwei
bzw. acht Kopien) tberexprimiert wird (vgl. Abbildung 5). Die Expression des
humanen SMN2-Gen auf dem Smn™"-Hintergrund (Smn~";SMN2) bewirkt dabei

die Uberwindung der embryonalen Letalitat (Monani et al., 2000a).
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Mensch Maus

I8 II

Chromosom 5q13 Chromosom 13
Patient mit SMA Mausmodell der SMA
n”";SMN2
SMN 2 SMN 2
X X
Chromosom 5q13 Chromosom 13

Abbildung 5. Die obere Reihe zeigt die genomische Organisation des Smn-Gens bei Mensch
und Maus. Im Genom des Menschen sind SMN1- und SMN2-Gen auf dem langen Arm (q) von
Chromosom 5 lokalisiert. Bei der Maus findet sich keine Duplikation des auf Chromosom 13
lokalisierten Smn-Gens. In der unteren Reihe ist die genomische Situation bei Patienten mit
SMA und die des beschriebenen Smn™";SMN2-Mausmodells dargestellt.

Smn~";SMN2-Méause, die ein bis zwei Kopien (,low-copy*) des Transgens tra-
gen, haben bei Geburt eine normale Anzahl von Motoneuronen, am ersten
postnatalen Tag findet sich ein Verlust von circa 17%. Am dritten bis flnften
postnatalen Tag zeigt sich bei diesen Tieren allerdings ein etwa 35%iger Ver-
lust an Motoneuronen im Rickenmark. Zudem finden sich im Vergleich zu
,high-copy“ Smn™":SMN2-Mausen und Kontrolltieren fast keine Gems in spina-
len Motoneuronen und Hautfibroblasten. Totgeborene Mause oder jene, die
kurz nach der Geburt verstarben, waren oft zyanotisch. Hingegen liel3en sich
Smn~";SMN2-Méause, die vier bis sechs Tage (iberlebten, in den ersten 48
Stunden postnatal nicht von den Geschwistertieren unterscheiden. Im Zeitraum
von 48 - 72 Stunden nach der Geburt folgte die rapide Verschlechterung bis hin
zum Tod. Acht SMN2-Kopien (,high-copy®) fuhrten zu phanotypisch unauffalli-
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gen Mausen. Somit liegt ein klassischer Gen-Dosis-Effekt vor. Denn die erhéhte
SMNZ2-Kopienzahl mildert den Schweregrad des Phanotyps. Zudem konnte be-
obachtet werden, dass das SMN2-Transgen in allen Geweben exprimiert wird.
Low-copy“ Smn™"

SMN-Protein, wahrend Smn™";SMN2-Mause mit einer hohen SMN2-Kopienzahl

;SMN2-M&ause exprimieren 10- bis 20-fach geringere Mengen

vergleichbare SMN-Proteinmengen wie Kontrolltiere produzieren (Monani et al.,
2000a).

Die transgene SMA-Maus einer Arbeitsgruppe aus Taiwan, die humanes SMN2
inklusive Anteile des NAIP- und H4F5-Gens enthalt, zeigt einen variablen Pha-
notyp, der von sehr mild ausgepragten Symptomen bis hin zum frihen Tod
reicht, und ermdglicht so die Einteilung in drei Gruppen: Typ | umfasst die Mau-
se mit der schwersten Form. Diese Tiere entwickelten kein volles Fell und star-
ben vor dem zehnten postnatalen Tag. Mause mit dem intermediaren Typ Il
zeigten geringe Aktivitat, variable Symptome und starben etwa nach zwei bis
vier Wochen. Dem Typ Il wurden die Tiere zugeordnet, die normale Uberle-
benszeiten, aber kiirzere und breitere Schwanze hatten. Auf3erdem konnte die-
se Arbeitsgruppe zum ersten Mal alle SMA-Typen in einem Wurf beobachten
(Hsieh-Li et al., 2000).

Um die Rolle von SMNA7 bei der spinalen Muskelatrophie zu untersuchen,
wurden von Le und Kollegen (2005) transgene Mause, die SMNA7
exprimierten, auf einem Smn™"~
Mausmodell (SMNA7'*:SMN2"*;Smn™") fiihrte zu einer Verlangerung der Uber-

lebenszeit der SMA-Mause von 5,2 auf 13,3 Tage. Vom filinften postnatalen Tag

-Hintergrund geschaffen. Dieses intermediare

an waren alle Mutanten kleiner, wogen weniger als ihre gesunden Geschwister-
tiere und hatten Schwierigkeiten beim Bewegen. Die Anzahl der Motoneuronen
im Rickenmark war am dritten postnatalen Tag normal, am neunten Tag post-
natal allerdings signifikant reduziert (Le et al., 2005). Da die SMNA7-Maus eine
verlangerte Uberlebensrate zeigt, kann dieses Mausmodell fir die in vivo Pri-
fung von therapeutisch wirksamen Substanzen fur SMA genutzt werden.

Um den Krankheitsverlauf einer spéter einsetzenden Form der spinalen Mus-
kelatrophie zu studieren, bieten sich weitere Mausmodelle an. So zeigen sechs

Monate alte Mause mit einer heterozygoten Inaktivierung des Smn-Gens
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(Smn*") eine etwa 46%ige Reduktion der Smn-Proteinmenge im Riickenmark
und eine Verminderung der Anzahl der Motoneurone um 40%. Interessanter-
weise ist die Anzahl der Gems nicht vermindert. Die Krankheitsentwicklung ah-
nelt der menschlichen SMA Typ lll (Jablonka et al., 2000a). Von Monani und
Kollegen wurde 2003 ein neues Mausmodell generiert, das neben dem huma-
nen SMN2-Gen eine zusatzliche punktmutierte cDNA des murinen Smn-Gens
(Mutation in Exonl, A2G Missense Mutation) auf dem Smn™-Hintergrund tragt.
Bereits bei der Geburt waren die fir A2G heterozygoten Mause mit einer ein-
zelnen SMN2-Kopie zwischen 20% und 40% kleiner als ihre Geschwistertiere
und behielten diesen Unterschied wéhrend der Entwicklung bei. Im Alter von
etwa drei Wochen begann die phanotypische Auspragung. Die Tiere waren we-
niger aktiv und zeigten erste Anzeichen von Muskelschwéche. Am Ende ihres
Lebens (mittlere Uberlebensdauer 227 Tage) bewegten sich die Mause nur
noch wenig, verloren stark an Gewicht und hatten Atemprobleme. Anhand des
Phanotyps wurden diese Mause dem Schweregrad SMA Typ Ill zugeordnet.
Untersuchungen des Riuckenmarks zeigten einen Verlust von 29% der spinalen
Motoneuronen im Vergleich zu gesunden Geschwistertieren. Die Anzahl der
Gems war um etwa die Halfte redzuiert (Monani et al., 2003). Tabelle 1 zeigt
eine Ubersicht ausgewahlter Mausmodelle (Frugier et al., 2000; Hsieh-Li et al.,
2000; Jablonka et al., 2000a; Monani et al., 2000a).
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Tabelle 1. Vergleich von Mausmodellen fur SMA im Hinblick auf Gene, Alter bei Krankheitsbe-
ginn, wichtige Merkmale und Uberlebenszeit (nach Monani et al., 2000b).

Typ | SMA Maus | Typ Il SMA Maus Typ Il SMA Maus
Gene Smn~";SMN2 Smn~";SMN2 und Smn*-
Alter bei 3 Tage Smn™";SMN2: 1 Wo- | keine offenkundige
Krankheits- che Schwache
beginn SMN”A7: 2 Wochen
Wichtige schwere Muskel- | neurogene Atrophie etwa 50%iger Ver-

Merkmale schwache; 40% der Muskeln; Paraly- | lust von Motoneu-
Verlust an spina- | se; Chromatolyse von | ronen im Alter von
len Motoneuro- spinalen Motoneuro- | 6 Monaten; norma-
nen im Alter von | nen; kein Verlust von | le Muskelpatholo-
6 Tagen Motoneuronen bei gie

SMN*"2"_Mausen

Uberle- 1 Woche Typ II: 4 Wochen Typ Ill: 2 Jahre

benszeit

1.5 Molekularbiologische Grundlagen

1.5.1 SMN-Interaktionspartner hnRNP R

Als weitere Bindungspartner des SMN-Proteins konnten die sehr homologen
Proteine hnRNP R und Q durch das Yeast-Two-Hybride System identifiziert
werden (Mourelatos et al., 2001; Rossoll et al., 2002). Beide Proteine stammen
aus der Familie der heterogenous nuclear ribonucleoproteins (hnRNP), die bis-
her aus etwa 30 Proteinen besteht und eine wichtige Rolle beim Ablauf der
MRNA-Prozessierung uUbernimmt (Dreyfuss et al., 1993; Kiebler und
DesGroseillers, 2000; Shyu und Wilkinson, 2000). Eine alternative Spleif3form
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von hnRNP R (SYNCRIP, Synaptotagmin bindendes Protein) ist am mRNA-
Transport entlang des Zytoskeletts beteiligt (Mizutani et al., 2000).

HNRNP R und hnRNP Q gehéren zu den Glycin-Arginin-Thyrosin-reichen RNA-
bindenden Proteinen und besitzen eine 90%ige Homologie auf Proteinebene
(Rossoll et al., 2002). HhRNP Q ist bereits als Glycin-Arginin-Thyrosin-reiches
RNA-Bindungsprotein (Blanc et al., 2001) und unter der friilheren Bezeichnung
gry-rbp als Komponente des spleifosomalen Komplexes bekannt (Neubauer et
al., 1998). Im Gegensatz zu hnRNP Q scheint hnRNP R kein stabiler oder be-
standiger Teil der Spleilsingmaschinerie zu sein (Mourelatos et al., 2001).

Die C-terminalen Abschnitte von hnRNP R und hnRNP Q enthalten eine Argi-
nin-Glycin-reiche Region, die den RGG-(Arginin-Gylcin-Glycin) Doméanen in an-
deren SMN-bindenden Proteinen ahnelt (Friesen und Dreyfuss, 2000). Diese
Doméane scheint die Interaktion mit SMN zu modulieren. Wie die Veroffentli-
chung von Rossoll und Kollegen (2002) zeigt, interagiert hnRNP R mit SMN,
allerdings nur mit der Wildtypform des Proteins. Denn mutierte Formen des
SMN-Proteins, wie sie bereits bei Patienten mit SMA beschrieben wurden, ver-
sagen bei der Bindung. Wie SMN werden auch hnRNP R und hnRNP Q in vie-
len Geweben exprimiert (Rossoll et al., 2002). HhNRNP R fand sich in grofRen
Mengen im Gehirn, wahrend im Ruckenmark, Herz, Lunge, Leber und Milz nur
geringe Mengen entdeckt werden konnten. Eine starke Anreicherung von
hnRNP Q konnte in Lunge, Leber und Gehirn gefunden werden, geringe Men-
gen zeigten sich in Niere und Muskelgewebe. Die Expression von hnRNP R
und hnRNP Q scheint zudem entwicklungsabhéngig reguliert zu werden. In der
spaten Embryogenese finden sich die grof3ten Proteinmengen im Ruckenmark,
wahrend es postnatal zu einem deutlichen Abfall an hnRNP R und hnRNP Q
kommt (Rossoll et al., 2002). Eine ahnliche Verteilung findet sich auch fur die
entsprechende RNA. Im Nervensystem zeigt hnRNP R eine starke Prasenz in
motorischen Nervenfasern, jedoch nicht in den Schwannschen Zellen und nur
gering in sensorischen Neuronen. Innerhalb der Zelle wurde hnRNP R von der
Arbeitsgruppe im Zytoplasma und im Axon, weniger in den Dendriten gefunden.

Eine Kolokalisation mit SMN in den Gems des Zellkerns konnte nicht nachge-
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wiesen werden. Dagegen fand sich eine Kolokalisation der beiden Proteine im
distalen Axon von isolierten embryonalen Motoneuronen (Rossoll et al., 2002).

1.5.2 Zytoskelettprotein B-Aktin

Zur Ausbildung und Aufrechterhaltung der Zellstruktur eines Neurons ist das
Zytoskelett — bestehend aus Neurotubuli, Neurofilamenten und Aktinfilamenten
— unverzichtbar. Zu seinen Aufgaben gehoéren unter anderem die mechanische
Stabilisierung der Auslaufer, die Gewahrleistung der Zellmotilitat und der
Transport von Organellen und Proteinen innerhalb der Auslaufer (Hannan, et
al., 1998; Lullmann-Rauch, Histologie, 2003). In den Axonen und Dendriten der
Nervenzellen missen weit entfernt vom Zellkern Stoffwechselvorgdnge geregelt
und das Wachstum gewéhrleistet werden. Um die langen Zellfortsatze mit Zy-
toskelettkomponenten und weiteren spezifischen Proteinen zu versorgen, wer-
den diese nach ihrer Synthese im Perikaryon aktiv in die Axone und Wachs-
tumskegel transportiert (Bassell et al., 1998). Neben diesem Mechanismus fin-
det die Translation verschiedener mRNAs auch direkt vor Ort in den langen
Zellfortsatzen statt (Mohr und Richter, 2001). Dazu ist ein Transport der mRNAs
aus dem Soma in die Axone und Dendriten der Neurone erforderlich (Mohr und
Richter, 2001). Die Beobachtung von Bassell und Kollegen (1998), dass sich -
Aktin-mRNA h&ufig mehr als 100 um vom Zellkorper entfernt in distalen Axonen
und Dendriten nachweisen lasst, dient ebenfalls als Hinweis auf einen mRNA-
Transport in Nervenzellfortsatzen. AuRerdem konnte diese Arbeitsgruppe zei-
gen, dass die B-Aktin-mRNA in den Wachstumskegeln mit Komponenten der
Translationsmaschinerie kolokalisiert. Drei Jahre spater konnte nachgewiesen
werden, dass die Lokalisation von mRNA in Nervenzellen notwendig ist, um die
B-Aktin-Proteinmenge im distalen Axon zu erhdéhen und die Vorwartsbewegung
der Wachstumskegel als Antwort auf externe Signale zu gewahrleisten (Zhang
et al., 2001). Auch die Studie von Rossoll und Mitarbeitern (2003a) bestéarkt die
Vermutung eines spezifischen Transports der B-Aktin-mRNA und einer lokal
stattfindenden Proteinbiosynthese in Axonen und Wachstumskegeln von Ner-
venzellen.

Aktinfilamente gehdren zu den ubiquitdren Bestandteilen des Zytoskeletts aller

eukaryontischer Zellen (Hill und Gunning, 1993). Innerhalb von Nervenzellen
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finden sich verschiedene Isoformen, mit unterschiedlicher Verteilung: a- und y-
Aktin finden sich hauptsachlich um den Zellkern gruppiert, wahrend 3-Aktin ne-
ben der perinukledren Anreicherung eine starke Akkumulation in den Zellfort-
satzen und Wachstumskegeln der Neurone zeigt. Eine entsprechende Vertei-
lung findet sich auch fur die jeweilige Aktin-mRNA (Hill und Gunning, 1993; Hill
et al., 1994; Bassell et al., 1998). In sich entwickelnden Neuronen fanden Han-
nan et al. (1998) hingegen keine enge Korrelation von B-Aktin-mRNA und -
Protein. Die Mehrheit an B-Aktin-Protein zeigte sich in den Experimenten dieser
Arbeitsgruppe im Wachstumskegel, wahrend 3-Aktin-mRNA in diesem Zellkom-
partiment nur spéarlich vertreten war. Eine mogliche Erklarung fur diese Be-
obachtung ist die Tatsache, dass Proteinsynthese auch im Wachstumskegel
von Neuronen stattfindet (Crino und Eberwein, 1996) und es daher wahrschein-
lich scheint, dass die B-Aktin-mRNA in Protein translatiert wurde.

B-Aktin Gbernimmt in den Fortsatzen von Nervenzellen vielfaltige Aufgaben. So
ist das Zytoskelettprotein am Auswachsen der Axone und Wachstumskegel be-
teiligt (Bassel et al., 1998; Zhang et al., 2001). Nach einer Nervenverletzung
scheint B-Aktin zur Regeneration der Axone bendtigt zu werden (Lund et al.,
2002). In Synapsen wird vermutet, dass Aktin an der Regulation der pra-
synaptischen Funktion beteiligt ist, indem es ein Gerist fur andere Proteine bil-
det und Mediatoren der Endozytose speichert (Sankaranarayanan et al., 2003).
Shupliakov und Mitarbeiter (2002) weisen Aktin zudem eine wichtige Rolle im
Recyceln von synaptischen Vesikeln zu. Auch die Fusion der synaptischen
Vesikel in der aktiven Zone von Synapsen scheint ein Aktin-abhangiger Prozess
zu sein (Morales et al., 2000). Die Lokalisation und Translation der B-Aktin-
MRNA spielt au3erdem eine essentielle Rolle bei der Kalzium-abhangigen
Wachstumskegelfiihrung in der Entwicklung von Axonen (Yao et al., 2006). Zu-
sammenfassend lasst sich festhalten, dass das Aktinzytoskelett am Auswach-
sen der Axone und an der Bildung und Aufrechterhaltung von Synapsen betei-
ligt ist (Zhang und Benson, 2001; Luo, 2002).

Im Mausmodell fir SMA zeigen Motoneurone einen Defekt in der Translokation
von B-Aktin-mRNA im distalen Axon (Rossoll et al.,, 2003a; Jablonka et al.,

2007). Dieser Fund korreliert mit einer veranderten B-Aktin-Proteinverteilung in
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Smn-defizienten Motoneuronen und deutet auf eine essentielle Rolle von SMN
und hnRNP R im B-Aktin-mRNA-Transport hin. Untersuchungen mit in situ Hy-
bridisierung zeigen, dass Wildtypmengen an Smn-Protein notwendig sind, um
eine Akkumulation von B-Aktin-mRNA im Wachstumskegel von Motoneuronen
zu bewirken (Rossoll et al., 2003a). Zudem tGben hnRNP R-Mutanten, die nicht
in der Lage sind RNA oder Smn zu binden, einen negativen Effekt auf die
MRNA-Translokation im Axon aus (Rossoll et al., 2003a). Diese Beobachtun-
gen legen den Schluss nahe, dass die reduzierte distale Lokalisation von [3-
Aktin in Nervenzellfortsatzen in direktem Zusammenhang mit der, durch Smn
und hnRNP R beeinflussten, distalen B-Aktin-mRNA-Akkumulation steht. Abbil-
dung 6 zeigt ein Modell des B-Aktin-mRNA-Transports in normalen (A) und

SMN-defizienten Motoneuronen (B).
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Abbildung 6. Modell des p-Aktin-mRNA-Transports. (A) Direkte Bindung des SMN-Proteins an
hnRNP R und indirekte Bindung an spezifische mRNAs, hier (-Aktin-mRNA. Transport des
Komplexes entlang des axonalen Zytoskeletts zu den Wachstumskegeln. In den Nervenfort-
satzen erfolgt die Translation zum B-Aktin-Protein. (B) Fehlt SMN kann der mRNA-Transport
nicht stattfinden und somit kein B-Aktin-Protein in den Zellfortsdtzen gebildet werden (nach
Rossoll et al., 2003b).

1.5.3 Interaktion von Laminin-B2 mit spannungsabhangigen

Kalzium-Kanalen

Synapsen sind spezialisierte interzellulare Kontakte, welche fir die schnelle
Signalubertragung zwischen Neuronen und deren Zielzellen bendtigt werden.
An chemischen Synapsen erfolgt die Ubermittiung des Signals durch ein per
Kalziumeinstrom in die Zelle ausgeldstes Verschmelzen von mit Neurotransmit-
ter geflllten Vesikeln mit der prasynaptischen Membran, und darauf folgender

Aktivierung von spezifischen postsynaptischen Rezeptoren (Klinke, Pape, Sil-
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bernagl, Physiologie, 2005; Lullmann-Rauch, Histologie, 2003). Somit erfordert
die Bildung von funktionsfahigen Synapsen zum einen die Differenzierung einer
Axonterminalen zur Prasynapse, zum anderen einer der Nervenendigung ge-
genuberliegenden, spezialisierten postsynaptischen Membran. Aul3erdem muss
die Prasynapse in der Lage sein, nach Kalziumeinstrom in die Zelle, Neuro-
transmitter in den synaptischen Spalt freizusetzen, um so eine Signaltbertra-
gung zu ermoglichen. Abbildung 7 zeigt schematisch den Aufbau einer chemi-

schen Synapse.
Aktionspotential

Na*t

»— spannungsabhéangiger
Na*-Kanal

Vesikel
Transmitter Ca*

spannungsabhéngiger

“ CaZt-Kanal
Caz*'
[ ] ..
<—\g 0*

prasynaptische

Membran

o0

. .
_ PY Transmitter- \ aktive Zone
synaptischer Spalt —— Exozytose
postsynaptische
Membran
Rezeptor

Abbildung 7. Schematischer Aufbau einer chemischen Synapse. Der synaptische Spalt trennt
die prasynaptische Endigung des Axons von der postsynaptischen Membran der Zielzelle. In
der Axonterminale befinden sich die mit Transmitter gefiillten Vesikel. Kommt ein Aktionspoten-
tial an der prasynaptischen Endigung an, 6ffnen sich dort durch die Depolarisation spannungs-
abhangige Ca**-Kanale und es kommt zu einem Kalziumeinstrom in die Zelle. Vermittelt durch
die einstromenden Kalziumionen wird der Transmitter mittels Exozytose in den synaptischen
Spalt freigesetzt und kann an Rezeptoren der postsynaptischen Membran andocken (nach
Huppelsberg & Walter, 2003).

Die spezialisierte prasynaptische Region, welche fir die Exozytose der Neuro-
transmitter verantwortlich ist, wird als aktive Zone einer Synapse bezeichnet
(Atlas et al., 2001; Photowala et al., 2005). Aktive Zonen zeigen dichte Anh&u-
fungen von spannungsabhangigen Kalzium-Kanalen in unmittelbarer Nahe zum

Bereich der Vesikelfreisetzung (Harlow et al., 2001; Cao et al., 2004; Kittel et
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al., 2006). Diese morphologische Spezialisierung der Prasynapse gewahrleistet
eine schnelle und effiziente Signallibertragung durch Erh6hung der intrazellula-
ren Konzentration an Kalziumionen (Schneggenburger und Neher, 2005; Kittel
et al., 2006).

Um die préazise Positionierung der differenzierenden Nervenendigung zum post-
synaptischen Apparat herzustellen, sind zielgerichtete Signale nétig, die eine
wichtige Aufgabe bei der richtigen Lokalisierung der Axonterminalen innehaben
(Sanes und Lichtman, 1999; Scheiffele, 2003). Genetische Studien mit Mausen
in vivo zeigen Laminin-B2 als wichtiges Signalprotein fur die prasynaptische
Differenzierung (Noakes et al., 1995; Patton et al., 1998; Knight et al., 2003).
Laminine finden sich in den Basallaminae unterschiedlicher Zellen. Es sind
heterotrimere Glykoproteine, von denen bisher wenigstens 15 Trimere — zu-
sammengesetzt aus den vorhandenen funf a-, drei B- und drei y-Untereinheiten
— identifiziert wurden (Li et al.,, 2003). Skelettmuskelzellen produzieren ver-
schieden Laminine: eines, das hauptsachlich die $1-Untereinheit enthalt, domi-
niert entlang des gréf3ten Teils der Zelloberflache, wahrend sich ein Laminin mit
der B2-Untereinheit als Gberwiegenden Part auf schmale Bereiche der Basalla-
mina begrenzt, die den synaptischen Spalt der neuromuskularen Endplatte bil-
den (Sanes et al., 1990; Noakes et al., 1995; Patton et al., 1997). Studien konn-
ten zeigen, dass 2-Fragmente und Heterotrimere, die die f2-Untereinheit ent-
halten, als ein ,Differenzierungssignal® fur motorische Neurone agieren, und die
prasynaptische Differenzierung in vitro fordern (Hunter et al., 1991; Porter et al.,
1995; Noakes et al., 1995; Son et al., 1999). Laminin-827-Mausmutanten zei-
gen Defekte in Struktur, Funktion und molekularer Architektur der neuromusku-
laren Endplatte: die Anzahl von aktiven Zonen ist verringert, Vesikel verteilen
sich Uber die ganze Nervterminale (Noakes et al., 1995). Diese Ergebnisse un-
terstitzen die Hypothese, dass Laminin-B2 ein von Muskelfasern stammender
Regulator der Differenzierung von Nervterminalen ist.

Laminine binden zudem an mehrere Klassen von Membranproteinen. So bindet
Laminin-B2 direkt an die poren-formende Untereinheit (a oder Ca,) von span-
nungsabhangigen Kalzium-Kanélen (voltage-gated calcium channels, VGCCs),

welche in der prasynaptischen Membran konzentriert sind und fur die Trans-
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mitterfreisetzung bendtigt werden (Nishimune et al., 2004). Diese Kalzium-
Kanale rekrutieren und stabilisieren ihrerseits andere Komponenten des Trans-
mitterfreisetzungsapparats (Nishimune et al., 2004; Fox et al., 2007). Eine ge-
storte Gruppierung der VGCCs in der prasynaptischen Membran kénnte eine
fehlerhafte Transmitterfreisetzung bewirken.

Laminin-B2 ist bereits in fruhen Stadien der Synapsenentwicklung im synapti-
schen Spalt konzentriert (Patton et al., 1997; Fox et al., 2007). Zum Zeitpunkt
der Geburt enthalten die Axonterminalen von Motoneuronen reichlich N-Typ
Kalzium-Kanéle (Ca,2.2-Untereinheit). Diese werden im Laufe der ersten post-
natalen Wochen zugunsten der Ca,2.1-Untereinheit (P/Q-Typ Kalzium-Kanal)
abgeldst (Jun et al., 1999; Urbano et al., 2003; Pagani et al., 2004; Fox et al.,
2007). Fur die Entwicklung der Axonterminalen von Motoneuronen und zentra-
len Synapsen sind somit hauptséchlich die N-Typ Kalzium-Kanéle, sowie fur die
Transmitterfreisetzung nach Ausreifung der Synapsen die P/Q-Typ VGCCs ver-
antwortlich (Urbano et al., 2002; Spafford und Zamponi, 2003).

Laminin-B2 besitzt eine LRE (Leucin-Arginin-Glutamat)-Sequenz, welche fur die
Adhéasion von Neuronen wichtig ist und das Wachstum der Nervenzellfortsatze
stoppt (Hunter et al., 1989; Hunter et al., 1991; Porter et al., 1995). Die span-
nungsabhangigen Kalzium-Kanéle interagieren mit Laminin-p2 Uber Bindung
der LRE-Sequenz des Laminins-B2 an die 11. extrazellulare Schleife der
Ca,2.1- und Ca,2.2-Untereinheiten (Nishimune et al., 2004).

Die Arbeitsgruppe um Nishimune (2004) weisen Laminin-B2 eine potentielle
Rolle in der Anhaufung von VGCCs in der prasynaptischen Membran zu und
postulieren, dass die Auslosung der prasynaptischen Differenzierung durch
Laminin-B2 zumindest teilweise Uber spannungsabhangige Kalzium-Kanéle
vermittelt wird. Zudem sind VGCCs bei der Bildung oder Aufrechterhaltung der
aktiven Zone einer Synapse beteiligt (Kittel et al., 2006). Die Bedeutung der
spannungsabhangigen Kalzium-Kanéale fir die aktive Zone einer Synapse zeigt
die Kolokalisation von N-Typ Kalzium-Kanalen (Ca,2.2) mit dem aktive Zonen
Protein Piccolo (Jablonka et al., 2007). Laminin-p2 ist fUr die initiale Formierung
der aktiven Zonen entbehrlich, nicht aber fur ihre Aufrechterhaltung oder weite-

res Wachstum (Nishimune et al., 2004).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Interaktion von Laminin-$2
und spannungsabhangigen Kalzium-Kanélen wichtig ist fur die prasynaptische
Entwicklung an neuromuskularen Endplatten und fir die Stabilitdt der aktiven

Zonen von Synapsen.

1.5.4 Stimulation der SMN-Gentranskription durch zyklisches

AMP (cCAMP)

Da das SMN2-Gen in SMA-Patienten seine Aktivitat beibehalt, wurde die SMN-
Promotorregion genauer untersucht. Die Analyse der 750-bp umfassenden Re-
gion zeigte cis-Elemente flir mehrere Transkriptionsfaktoren, einschlief3lich
zweler putativer CREB-Bindungsstellen, CRE-lI und CRE-Il (Majumder et al.,
2004).

4 750bp -
-
—t}b‘u CRE-I AP-Z2  Sp1 Sp1 CRE-Il  +300
$ 4 4 cEus 1
Sstl Styll Petl HindlI
L Il il ]
' Sstl/Styl-probe " sylFstlprobe | Pati/Hindlll probe

Abbildung 8. Schematische Darstellung der 750-bp SMN2-Promotorregion, mit Darstellung
relevanter cis-Elemente (Abbildung aus Majumder et al., 2004).

Die in vivo und in vitro durchgefuhrten Footprinting-Studien deuten auf eine
wichtige Rolle fir die CRE-IlI Bindungsstelle bei der Regulierung der SMN-
Promotor-Aktivitat hin (Majumder et al., 2004). CREB ist ein Transkriptionsfak-
tor der eine Schlisselrolle bei der Entwicklung verschiedener Nervenzellen
Ubernimmt und Uber eine Vielzahl von Signalmolekilen aktiviert werden kann
(Monti et al., 2002). Zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) ist ein ubiquitar
vorkommender Signalstoff (second messenger), der von vielen Zellen produ-
ziert wird. Die Bindung von Liganden — wie beispielsweise Hormone oder
Wachstumsfaktoren — an ihre spezifischen, in der Plasmamembran der Zielzel-
len gelegenen Rezeptoren aktiviert GTP-bindende Proteine (G-Proteine), wel-
che mit den Rezeptoren gekoppelt sind. Diese G-Proteine stimulieren die Akti-
vierung des Enzyms Adenylatzyklase, welches ATP in cAMP umwandelt. Das

so gebildete cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche eine Vielzahl von
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Proteinen phosphoryliert. Es ist bekannt, dass Mitglieder der CREB Familie
durch Phosphorylierung als Reaktion auf verdnderte cAMP-Mengen aktiviert
werden (Montminy und Bilezikjian, 1987). Die Arbeitsgruppe um Majumder
(2004) konnte zeigen, dass der SMN-Promotor cAMP-abhangig ist und dass
CRE-II und nicht CRE-I als cAMP-responsive element den SMN-Promotor akti-
vieren kann. Aktives CREB stimuliert den SMN-Promotor. Diese Beobachtung
deutet darauf hin, dass CREB-1 die cAMP-abhéngige Hochregulierung der
SMN-Genexpression vermittelt (Majumder et al., 2004). Daneben gilt die Akti-
vierung des cAMP response element bindig protein (CREB) als Verbindung
zwischen Aktivierung der Proteinkinase A und der Genexpression. Die drei Mit-
glieder der CREB Familie, CREB-1, CREM-1 und ATF-1, kdénnen hetero-
dimerisieren, allerdings zeigen sie sich in vivo hauptsachlich als Homodimere
(Dwarki et al., 1990). Diese Familie von Transkriptionsfaktoren ist in viele intra-
zellulare Signalwege eingebunden. Majumder et al. (2004) konnten nun erst-
mals die Involvierung in die Hochregulierung des SMN-Gens nachweisen. Die
Studie von Majumder et al. (2004) zeigt, dass das cAMP-Analogon dibutyryl-
CAMP und der Proteinkinase A-Aktivator Forskolin die SMN2-Genexpression in
primaren Hepatozyten aktivieren kann. Dabei fuhrt die Aktivierung von CREB
zur Aktivierung der SMN-Expression Uber die CRE-II Bindungsstelle des SMN-
Promotors.

Die Ergebnisse von Majumder und Kollegen (2004) zusammen mit der Be-
obachtung, dass das SMN2-Gen durch einen Promotor reguliert wird, der mit
dem von SMNL1 in Sequenz und Aktivitat nahezu identisch ist (Echaniz-Laguna
et al.,, 1999; Monani et al., 1999), fuhrten zu der Frage, ob durch die cAMP-
vermittelte Stimulierung des SMN-Promotors eine Wirkung/Kompensation auf
die bei SMA vorherrschenden Motoneuronendefekte erzielt werden kann. In
dieser Dissertation wurde daher im Hinblick auf eine zukinftige Therapie der
spinalen Muskelatrophie durch eine gesteigerte SMN2-Transkription der Effekt
von cAMP auf Smn-defiziente Motoneurone untersucht. Neben Medikamenten,
die das SpleiRen von SMN2 modulieren (Feldkotter et al., 2002; Andreassi et
al., 2004), kénnte die Hochregulierung der SMN2-Transkription durch Substan-
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zen, die den SMN-Promotor aktivieren, eine vielversprechende Therapiemdg-
lichkeit fur die spinale Muskelatrophie darstellen.
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die bisherige Erforschung der spinalen Muskelatrophie anhand von Tiermodel-
len ergab Hinweise auf den der Erkrankung zugrunde liegenden Patho-
mechanismus. So konnten Rossoll und Kollegen (2003) anhand von priméar kul-
tivierten Mausmotoneuronen zeigen, dass Smn-defiziente Motoneurone im Ver-
gleich zu Kontrollzellen kleinere Wachstumskegel aufweisen. Zudem konnten
sie nachweisen, dass in Motoneuronen von Smn-defizienten Mausembryonen
ein defektes Zytoskelett aufgrund eines Defizits an [B-Aktin vorliegt. Das
Zytoskelettprotein B-Aktin Ubernimmt in Nervenfortsatzen wichtige Funktionen.
So bedingt B-Aktin die Anordnung von Transmembranproteinen, wie beispiels-
weise lonenkandlen. In diesem Zusammenhang konnten Nishimune et al.
(2004) zeigen, dass sich N-Typ spezifische Kalzium-Kanal (Ca,2.2)-Cluster
nach Kontakt mit der f2-Kette eines endplattenspezifischen Laminins (Laminin-
221) spontan oOffnen, und so einen intrazellularen Kalziumanstieg bewirken.
2007 gelang es Jablonka und Mitarbeitern nachzuweisen, dass in Smn-
defizienten Motoneuronen die von Nishimune gefundene Anhaufung von Kalzi-
um-Kanalen in der prasynaptischen Membran defekt ist, und es somit zu Erreg-
barkeitsstorungen der Zellen und zu Axonelongationsdefekten auf synapsen-
spezifischem Laminin-221 kommt.

Majumder und Kollegen zeigten 2004, dass cAMP aufgrund eines CRE-II Ele-
ments im SMN-Promotor die SMN1/SMN2-Transkription stimuliert, und dadurch
den intrazellularen SMN-Proteingehalt erhdht. Ausgehend von diesen Ergeb-
nissen ergab sich die allgemeine Fragestellung, ob die cAMP-vermittelte Akti-
vierung des SMN-Promotors in Smn-defizienten Motoneuronen von Smn™;
SMN2-Mausembryonen eine kompensierende Wirkung auf die oben beschrie-
benen, bei SMA vorhandenen motoneuronenspezifischen Defizite hat.

Alle fUr diese Arbeit durchgefihrten Versuche wurden mit primar kultivierten
Motoneuronen des Ruckenmarks bzw. neurospharenbildenden kortikalen Vor-
lauferzellen von Smn™";SMN2-Mausembryonen durchgefiihrt. Dieses SMA Typ
I-Mausmodell wurde gewahlt, um der genetischen Situation von schwer betrof-

fenen SMA-Patienten mdglichst nahe zu kommen. Ausgehend von den Er-
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kenntnissen der oben beschriebenen Studien sollten folgende Fragestellungen

in dieser Arbeit untersucht werden:

1. Um herauszufinden, ob die Stimulation des SMN-Promotors durch 8-CPT-
CcAMP beschriebene morphologische Defekte Smn-defizienter Motoneurone
kompensiert, wurden Kulturen von Smn™;SMN2- und Smn**;SMN2-
Méausen mit 100 pM 8-CPT-cAMP behandelt und hinsichtlich folgender
Merkmale mit unbehandelten Kontrolimotoneuronen verglichen:

a) Vermessung der Wachstumskegelflache von Smn-defizienten Motoneu-
ronen auf endplattenspezifischem Laminin-221.

b) Untersuchung der Verteilung von (B-Aktin und der Ca,2.2-Untereinheit
spannungsabhangiger Kalzium-Kanale im Wachstumskegel, Axon und
Zellkdrper Smn-defizienter Motoneurone.

2. Vermessung der Axonlange von auf Laminin-221 kultivierten Smn-
defizienten Motoneuronen als funktioneller Defekt bei Smn-Defizienz und
Vergleich mit Motoneuronen, welche in Zellkultur mit 8-CPT-cAMP behan-
delt wurden.

3. Vergleich der Verteilung von SMN und seinem Interaktionspartner hnRNP R
innerhalb verschiedener Zellbereiche Smn-defizienter Motoneurone in An-
und Abwesenheit von 8-CPT-cAMP wéahrend der Zellkultur.
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3 Material

3.1 Technische Gerate

Elektrophorese-Kammer PeqlLab

Konfokales Mikroskop  Leica TCS 4D
Leica SP2
Lichtmikroskop Leica DM IRB

PCR-Cycler Eppendorf Mastercycler
Photometer Eppendorf BioPhotometer
Schuttler Eppendorf Thermomixer comfort

INTAS Classic-Box
Eppendorf Centrifuge 5417R

UV-Transilluminator

Zentrifuge

3.2 Mausmodell Smn™":SMN2

Smn~";SMN2 (zwei Kopien)

3.3 Motoneuronzellkultur

Monani et al., 2000b

3.3.1 Bezugsquellen und Herstellung verwendeter Chemikalien

B27 Supplement Gibco
Borsaure Merck
8-CPT-cAMP Calbiochem
Ethanol J. T. Baker
Hanks” balanced salt solution (HBSS) Gibco
Horse Serum Linaris
Kaliumchlorid (KCI) Merck
L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) Gibco
Laminin-211/221 Chemicon
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Neurobasal (NB) Gibco
p75-Antikdrper (2,4 mg/ml) Abcam
Poly-DL-Ornithin Hydrobromid Sigma-Aldrich

36



Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Merck

Trypsin
Trypsin-Inhibitor

Wachstumsfaktoren

Borat-Puffer
Depolarisationslosung

Motoneuronen-Medium

100'PORN

1PORN

TRIS-Puffer
1%iges Trypsin

Worthington
Linaris

BDNF (1 ng/ml) Chemicon

CNTF (1 ng/ml) M. Sendtner, Institut fur
Kliniksche Neurobiologie, Wirz-
burg, Deutschland

0,15 M Borsaure, aqua bidest., pH 8,3, autoklavieren
30 mM KCI, 137 mM NaCl, aqua dest.
Neurobasal-Medium, 10% Horse Serum, 2% B27
Supplement, 500 uM Glutamax

500 mg Poly-DL-Ornithin Hydrobromid, 10 ml Borat-
Puffer (0,15 M, pH 8,35)

500 pl 100°PORN, 50 ml Borat Puffer

10 mM, pH 9,5

0,25 g Trypsin-Pulver, 25 ml HBSS

Zum Einstellen von pH-Werten wurde NaOH bzw. HCI verwendet.

3.4 Immunzytochemie

3.4.1 Bezugsquellen und Herstellung verwendeter Chemikalien

Aceton J. T. Baker
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Glycerin Merck

Mowiol Sigma-Aldrich
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck
Paraformaldehyd (PFA) Merck
Phosphate Buffered Saline (PBS) Linaris
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Merck
Tween-20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) Sigma-Aldrich

1TBS-T TRIS-buffered Saline mit Tween:;
20 mM TRIS-HCI, pH 7,6, 0,8% NacCl, 0,1% Tween 20

4 % PFA-LOsung 40 g PFA, 500 ml aqua dest., 1 NaOH-Platzchen; auf
60° C erwarmen, pH auf 7,4 einstellen, 410 ml Na,HPO,

(0,2 M) und 90 ml NaH,PO4 (0,2 M) zugeben, filtrieren

Mowiol-Praparat 10 g Mowiol, 40 ml PBS (pH 8,0), 20 ml wasserfreies
Glycerin; 24 Stunden bei 60° C rtihren

3.4.2 Antik6rper und Farbstoff

Primérantikérper | Verdinnung Typ, Herkunft Referenz
B-Aktin 1:500 monoklonal, Maus Abcam
Ca,2.2 1:200 polyklonal, Kanin- Sigma

chen
Smn 1:250 monoklonal, Maus | Transduction Labora-
tories
hnRNP R 1:500 polyklonal, Kanin- Rossoll et al., 2002
chen
tau 1:1000 polyklonal, Kanin- Sigma
chen
Sekundarantikdrper | Verdinnung Typ, Herkunft Referenz
Cy-2 1:200 monoklonal, anti- Dianova
Maus
Cy-2 1:200 polyklonal, anti- Dianova
Kaninchen

38



Cy-3 1:300 monoklonal, anti- Dianova
Maus

Cy-3 1:300 polyklonal, anti- Dianova
Kaninchen

Alle sekundaren Antikdrper wurden in Ziegen hergestellt.

Farbstoff ‘ Verdinnung ‘ Referenz

DAPI ‘ 1:1000 ‘ Sigma

3.5 PCR, RT-PCR und Gelelektrophorese

3.5.1 Bezugsquellen und Herstellung verwendeter Reagenzien

Agarose Invitrogen
Betain 5 M Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
dATP, dTTP, dCTP, dGTP (dNTPS) MBI Fermentas
Ethidiumbromid Merck
DEPC-Wasser Invitrogen
DNTP-Mix Invitrogen
5-FS-Puffer Invitrogen
Glycerin Merck
HPLC-Wasser Merck

MDTT Invitrogen
Oligo-dT Invitrogen
Primer fur Genotypisierungs-PCR:

Primer Smn (GMS12, MSNM7, GNA3) Invitrogen
Primer SMN2 (SMN2ex1f, SMN2ex1r) Invitrogen
Primer fur RT-PCR:

Primer B-Aktin (3" B-Actin, 5 B-Actin) MWG-Biotech
Primer Ca,2.2 (Cacnalb_2f, Cacnalb_2r) MWG-Biotech
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Primer Elongationsfaktor (efls, efla) MWG-Biotech

Primer SMN2 (Ex5fSMA, Ex8rSMA) Invitrogen

10-Puffer Biotherm

SuperScript Invitrogen
Tag-Polymerase (5 U/pl) Biotherm

Xylencyanol Sigma-Aldrich
6-Ladepuffer 30% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xy-

lencyanol in 1-TAE

1.TAE 0,04 M TRIS-CH3;COOH, 0,01 M EDTA, pH 8,0
50-TAE 242 g (2 mol) TRIS, 60 g (1 mol) Essigsaure, 100 ml

0,5M EDTA, pH 8,0

3.5.2 Molekulargewichtstandards fir doppelstrangige DNA
Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus MBI Fermentas

3.5.3 Oligonukleotidsequenzen
Genotypisierungs-PCR

Smn:

GMS12 5-GGC CTG GAA TTC AAT ATG CTA GAC TGG CCT GGA GCT
CTT GGC-3

MSNM7 5-GGC TTA TCT GGA GTT TCA CAAATG TCACCG TTC TTT
AGA G-3

GNA3 5-GAA TGT GTC GCA AGG CGA TTA AGT TGG GTA ACG CCA
GGG-3

SMN2:

SMN2ex1f 5-CGG AGG TCG TCA CTC TTA AG-3
SMN2ex1r 5°-GAA GAA TGC TGA GAG CG-3
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RT-PCR

Smn:

Ex2a 5"-GCC ACAGCTTTA TCA TAA GC-3
Ex8r 5-GCT CAG CCA CGA CTG GGT AG-3
SMN2:

Ex5fSMA  5°-CCACTT ACT ATC ATG CT-3
Ex8rSMA  5°-CTA CAA CAC CCT TCT CAC AG-3

B-Aktin:
5 B-Actin  5-GAC CTG ACA GAC TAC CTC AT-3’
3 B-Actin  5-AGA CAG CAC TGT GTT GCC AT-3'

Ca2.2:
Cacnalb-2f 5°-CTG CTG CTG CCT GCG GAG CT-3
Cacnalb-2r 5°-CAC CGA ATG CCG GGA GTACTG-3

ef:
efla 5°-CAA CAA TCA GGA CAG CAC AGT C-3°
efls 5-ACA CGT AGA TTC CGG CAA GTC-3

3.6 RNA- und DNA-Isolierung

3.6.1 Bezugsquellen und Herstellung verwendeter Reagenzien

Chloroform J. T. Baker
Ethanol J. T. Baker
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich
HPLC-Wasser Merck
Isopropanol Merck
Natriumchlorid (NacCl) Merck
Proteinase K Roche
Sodiumdodecylsulfate (SDS) Merck

41



Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Merck

Trizol Invitrogen
Lysis-Puffer 10 mM TRIS pH 7,5, 100 mM EDTA, 0,5% SDS
4 Methoden

4.1 Motoneuronzellkultur

Fir die Motoneuronzellkultur wurde der ventrolaterale Anteil des lumbalen
Ruckemarks 14 Tage alter Mausembryonen (E14) freigelegt. Danach wurde
das Ruckenmark entnommen, in 180 ul HBSS suspendiert und durch eine 15-
minutige Behandlung mit 20 pl 1%igem Trypsin bei 37° C angedaut. Das Ver-
setzen mit 20 pl 0,1%igem Trypsin-Inhibitor fihrte zur Beendigung der Trypsin-
Reaktion. Durch vorsichtiges Trituieren erhielt man eine Einzelzell-Suspension,
der anschlie3end 800 pl Neurobasal-Medium zugegeben wurde.

24-well-Platten (Nunclon™ Surface) wurden mit einer Lésung von monoklona-
lem p75-Neurotrophinrezeptor-Antikorper (Endkonzentration 10 ng/ml) in 5 ml
TRIS-Puffer (10 mM, pH 9,5) fur 20 - 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieRend drei Mal mit Neurobasal-Medium gewaschen, um den nicht-
gebundenen Antikdrper zu entfernen. Die so vorbereiteten 24-well-Platten wur-
den als Panning-Platten genutzt, auf die die Zellsuspension aufgebracht und bei
Raumtemperatur mindestens 30 Minuten inkubiert wurde. Die nichtgebundenen
Anteile der Zellsuspension wurden durch dreimaliges Waschen mit 500 ul Neu-
robasal-Medium entfernt. Durch Zugabe von 500 pl Depolarisationslésung wur-
de die p75-Motoneuron-Bindung geldst. AnschlieRend wurden 500 pl Motoneu-
ronen-Medium zugegeben und die Motoneurone darin suspendiert. Durch Zen-
trifugieren bei 400 x g fur funf Minuten wurde die Depolarisationslésung von den
Zellen getrennt und anschlieRend der Uberstand bis auf etwa 200 pl abgenom-
men. Danach wurde die Zellzahl mit einer Neubauer Zahlkammer ermittelt und
die Zellen mit einer Dichte von 2.000 Zellen/cm? auf 4-well-Platten (Greiner Bio-

One) ausplattiert. Diese Platten wurden vorher folgendermal3en vorbereitet:
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runde Glasplattchen (Durchmesser 1 cm) wurden mit 70%igem Ethanol abge-
flammt und jeweils ein Plattchen in eine 4-well-Vertiefung gelegt. Danach folg-
ten die Uberschichtung mit 1 ml 1'PORN und die Inkubation fuir eine Stunde bei
37° C. Durch dreimaliges Waschen mit HBSS wurde 1'PORN entfernt und die
Glasplattchen anschliel3end mit 75 pl Laminin-211/221 tberschichtet. Vor dem
Aufbringen der Zellen wurde das nicht gebundene Laminin-211/221 abgesaugt.
Als Nahrmedium wurde Motoneuronen-Medium (1 ml) verwendet, welches mit
CNTF und BDNF jeweils in einer Endkonzentration von 1 ng/mL angereichert
wurde. Fur die Zellkulturen mit cAMP-Behandlung wurde das Motoneuronen-
Medium zusatzlich mit 100 pM 8-CPT-cAMP (aufgeldst in HBSS) versetzt. Eine
Motoneuron-Zellkultur wurde sieben Tage lang bei 37° C und 5% CO, angelegt

und alle zwei Tage wurde das Nahrmedium ausgewechselt.

4.2 Immunzytochemie der Motoneurone

Nach siebentagigem Wachstum in der Zellkultur wurden die Motoneurone mit 2
ml 4% PFA-LOsung 10 min fixiert und anschlielend mit 1'PBS versetzt. Durch
diese Behandlung war eine Lagerung bei 4° C mdglich.

Die Glasplattchen (1cm Durchmesser) mit den Motoneuronen wurden fir die
immunzytochemische Farbung drei Mal mit 1 TBS-T gewaschen. Anschlie3end
folgte die Inkubation mit 2 ml -20° C kaltem Aceton fur funf Minuten und wieder-
holtem dreimaligen Waschen mit 1 TBS-T. Unspezifische Bindungen wurden mit
2 ml 10% BSA in 1 TBS-T fur 30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert.

Der Primarantikorper wurde in den unter 3.4.2 angegebenen Verdinnungen in
1 ml 1TBS-T mit 1% BSA geldst. Die Loésung zum Blockieren unspezifischer
Bindungen wurde abgesaugt, die Glasplattchen mit 80 pl der Priméarantikorper-
|I6sung inkubiert und tber Nacht bei 4° C gelagert.

Am né&chsten Tag wurde die Uberschissige Antikorperldsung durch dreimaliges
Waschen mit 1 TBS-T entfernt. Nachfolgend wurde ein erneutes Blockieren mit
1 ml 10% BSA in 1 TBS-T fiur 30 Minuten bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Der fluoreszierende Sekundarantikérper wurde in den unter 3.4.2 angegebenen
Verdinnungen in 1 ml L' TBS-T mit 1% BSA in 1 TBS-T gel6st. Anschlie3end
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wurden die Glasplattchen mit 80 pl der Sekundarantikdrperlésung fur 60 Minu-
ten unter Lichtabschluss und bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach folgte dreimaliges Waschen mit 1 TBS-T und das Einbetten der Glas-
plattchen in Mowiol. Die fertigen Praparate wurden unter Lichtabschluss bei 4°
C gelagert.

Mit einem Konfokalen Mikroskop der Firma Leica wurde die Fluoreszenz darge-
stellt, wobei jeweils identische Einstellungen fur Phinole (Blende) und Voltage

(Photomultiplier) fir zusammengehdrige Experimente gewahlt wurden.

4.3 DNA-Isolierung

Zur Materialgewinnung fur die Genotypisierung wurden die Kopfe der Maus-
embryonen in 500 pl Lysis-Puffer gelegt. Um eine Verdauung der Proteine und
Freisetzung der DNA zu erreichen, wurde 30 ul Proteinase K zugesetzt und der
Ansatz tiber Nacht bei 60° C in den Schiittler (ca. 750 U * min) gestellt.

Am né&chsten Tag wurden 430 pl 5% SDS, 170 pl 3 M NaCl und 750 pl Chloro-
form zugegeben und der Ansatz fiir zehn Minuten bei 13.500 U* min™ und 10°
C zentrifugiert. AnschlieRend wurden 500 pl des Uberstandes abgenommen
und mit 250 ul HPLC-Wasser und 750 pl Chloroform versetzt. Es folgte erneu-
tes Zentrifugieren fiir zehn Minuten bei 13.500 U* min™ und 10° C. Zur weiteren
Aufreinigung der Proben wurde dieser Schritt ein bis zwei Mal wiederholt.
Danach wurden erneut 500 pl Uberstand abgenommen und mit 1 ml 100%
Ethanol bei Raumtemperatur fir zehn Minuten zentrifugiert. Anschliel3end wur-
de der Uberstand vorsichtig abgegossen, 500 pl 70% Ethanol zu dem Sediment
gegeben und fur funf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde wiederum abgegossen und das gereinigte DNA-Sediment nach vollstan-
diger Trocknung in HPLC-Wasser fur mindestens 30 Minuten bei 37° C im
Schuttler oder Gber Nacht bei 4° C gel6st.

Mithilfe eines Photometers wurde die erreichte DNA-Konzentration bestimmt
und auf eine Endkonzentration von 100 - 150 ng/ul fur die PCR mit HPLC-

Wasser verdunnt.
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4.4 RNA-Isolierung

Als Material fur die RNA-Extraktion dienten Kulturen von neurospharenbilden-
den kortikalen Vorlauferzellen (NSCs). Zur Ablésung der NSCs wurden 500 pl
Trizol in die Kulturschale gegeben und die Zellen durch Reibung vom Grund
gelost. Die Probe wurde in ein Eppendorf-Gefal tberfihrt, 100 ul Chloroform
zugesetzt und bei 4° C fiir 15 Minuten bei 14.000 U* min™* zentrifugiert.

Die wéassrige Phase des Uberstandes (ca. 250 pl) wurde abgenommen und mit
250 pl Isopropanol versetzt. Es folgte die Inkubation der Proben bei 4° C fir
zehn Minuten mit anschlie3ender Zentrifugation bei 4° C fur zehn Minuten.

Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und nach Zugabe von 500 pl 70%
Ethanol zum Sediment wurde erneut zentrifugiert (finf Minuten bei 4° C). Ab-
schlieBend wurde der Uberstand erneut abgegossen und das Sediment nach
Trocknung in 10 - 20 yl HPLC-Wasser aufgenommen.

Die erreichte RNA-Konzentration wurde mittels eines Photometers bestimmt
und auf eine fur die RT-PCR geeignete Endkonzentration von 150 - 200 ng/pl
mit HPLC-Wasser verdiunnt.

4.5 PCR zur Genotypisierung

Die Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht die Amplifizierung von DNA-Ab-
schnitten mit bereits bekannter Sequenz. Im ersten Schritt des Reaktionszyklus
wird der DNA-Doppelstrang durch Erhéhen der Temperatur auf ca. 90° C dena-
turiert. Danach folgt bei etwa 50° C die Anlagerung der Primer jeweils komple-
mentar zur Sequenz an den 5-Enden der Einzelstrdnge. Beendet wird der
Reaktionszyklus bei 60 - 70° C durch eine hitzebestandige DNA-Polymerase,
die beide Einzelstrdnge zum jeweiligen Doppelstrang komplettiert. Die erhohte
Temperatur ist bei der Reaktion notwendig, um eine unspezifische Hybridisie-
rung zu vermeiden. Die mehrfache Wiederholung dieses Reaktionszyklus hat
eine exponentielle Zunahme der amplifizierten DNA zur Folge.

Zur Bestimmung des Genotyps der Mause wurde eine PCR des Smn-Gens
durchgefiihrt. Der Ansatz fur die Knock-out-PCR mit Smn-Primern enthielt fol-

gende Komponenten:
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1l DNA (Endkonzentration 100 - 150 ng/pul)

1l dNTPs (10 mM)

1l Primer 1 (GNA3) (10 pmol/ul)
1l Primer 2 (GMS12) (10 pmol/ul)
5ul 10-Puffer

10 pl Betain (5 M)

0,7 ul Tag Polymerase

Ad 50 pl HPLC-H,0

Der gesamte Ansatz wurde kurz im Vortex geschuttelt und bis zum Start der
Reaktion auf Eis gekihlt. Im PCR-Cycler wurde folgendes Programm absolviert:
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 38 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2) 54° C
/0,5 min, (3) 72° C/ 1 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min.

Der Ansatz fiur die Wildtyp-PCR mit Smn-Primern enthielt folgende Komponen-

ten:

1l DNA (Endkonzentration 100 - 150 ng/pul)
1l dNTPs (10 mM)

1l Primer 1 (GMS12) (10 pmol/pl)

1l Primer 2 (MSNM7) (10 pmol/ul)

5ul 10-Puffer

0,7 ul Tag Polymerase

Ad 50 pl HPLC-H,0

Der gesamte Ansatz wurde kurz im Vortex geschuttelt und bis zum Start der
Reaktion auf Eis gekuhlt. Im PCR-Cycler wurde folgendes Programm absolviert:
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 38 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2) 52° C
/0,5 min, (3) 72° C /1 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min.

Anhand dieser beiden Polymerase-Kettenreaktionen war die Unterscheidung
der Genotypen in Wildtyp-Mause, heterozygote Mause und Mutanten sicher
madglich. Als Nachweis, dass die Mause auch transgen fur das humane SMN2-

Gen sind, wurde ein spezieller SMN2-PCR-Ansatz verwendet:
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2 ul DNA (Endkonzentration 100 - 150 ng/pul)

1 ul dNTPs (10 mM)

1l Primer 1 (SMN2ex1f) (10 pmol/pl)
1l Primer 2 (SMN2ex1r) (10 pmol/ul)
5ul 10-Puffer

0,5 ul Tag Polymerase

Ad 50 pl HPLC-H,0

Fur die SMN2-PCR wurden die folgenden Bedingungen gewahlt: 1 Zyklus, 94°
C / 3 min; 33 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2) 55° C /0,5 min, (3)
72° C /0,75 min; 1 Zyklus, 72° C / 5 min.

4.6 RT-PCR

Zur Untersuchung der Transkriptmenge von Smn, SMN2, B-Aktin und Ca,2.2
wurde eine so genannte RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymeraseketten-
reaktion) durchgefuhrt. Um die Transkription eines Genes nachzuweisen, ist es
notwendig, die abgelesene RNA zu untersuchen. Da bei der Amplifikation von
DNA mithilfe der PCR spezifische DNA-Polymerasen eingesetzt werden, die
nicht in der Lage sind, RNA zu amplifizieren, muss zuerst eine Reverse Tran-
skriptase — eine RNA abhéngige DNA-Polymerase — verwendet werden. Die
Reverse Transkriptase ermdglicht die Umschreibung der RNA in cDNA, welche
im Anschluss als Ausgangsprodukt fir eine PCR genutzt werden kann.

Vor Beginn der Reaktion wurden 1 ug RNA in DEPC-Wasser gelost und kurz
auf dem Vortex geschittelt. Danach wurde 1 pl Oligo-dT zugegeben und der
Ansatz fur 10 Minuten bei 70° C inkubiert. AnschlieRend wurden auf Eis 4 pl
5-FS-Puffer, 2 ul MDTT und 1 pl DNTP-Mix zugeflgt, die Probe kurz auf dem
Vortex geschuttelt, zentrifugiert und dann fur 2 Minuten bei 45° C inkubiert.

Zum Starten der Reaktion folgte die Zugabe von 1 pl SuperScript in den Ansatz
und die Inkubation fir eine Stunde bei 45° C. Danach wurde die RT-PCR durch
Einfrieren des Ansatzes gestoppt. Mit der durch diese Reaktion erhaltenen
cDNA wurden Polymerasekettenreaktionen durchgefuhrt. Der Ansatz enthielt
bei allen PCRs folgende Komponenten, wurde kurz im Vortex geschuttelt und

bis zum Start der Reaktion auf Eis gekuhlt.
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1l cDNA (Endkonzentration 150 - 200 ng/ul)

1l dNTPs (10 mM)

1l Primer 1 (10 pmol/ul)
1l Primer 2 (10 pmol/ul)
5ul 10-Puffer

0,4 ul Tag Polymerase

Ad 50 pl HPLC-H,0O

Im PCR-Cycler wurden die nachfolgend aufgefiihrten Programme fir die jewei-

ligen Primer durchgefuhrt.

* Smn (SMNEx2a, SMNEX8r):
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 30 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2)
54° C /0,5 min, (3) 72° C/ 0,5 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min

= SMN2 (Ex5fSMA, Ex8rSMA):
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 26 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2)
56° C /0,5 min, (3) 72° C /0,5 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min

» Elongationsfaktor (efla, efls):
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 24 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2)
54° C /0,5 min, (3) 72° C/ 0,5 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min
Diese PCR diente als Kontrolle der eingesetzten cDNA-Menge

= B-Aktin (3" B-Actin, 5" B-Actin):
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 35 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2)
52°C /0,5 min, (3) 72° C/ 0,5 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min

» Ca2.2 (Cacnalb_2f, Cacnalb_2r)
1 Zyklus, 94° C / 3 min; 40 Zyklen, bestehend aus (1) 94° C / 0,5 min, (2)
54° C /0,5 min, (3) 72° C /0,5 min; 1 Zyklus, 72° C /5 min

4.7 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand
ihrer Ladung und Groéf3e. Zur Herstellung des Gels wurde 1,5 g Agarose pro
100 ml 1-TAE verwendet. Der Ansatz wurde zum Ldsen der Agarose erhitzt und
nach dem Abkuhlen mit 8 - 10 ul Ethidiumbromid versetzt. Das 1,5% Agarose-
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Gel wurde in eine mit 1-TAE geflllte Elektrophoresekammer gegeben. Die
durch Polymerasekettenreaktionen amplifizierten DNA-Ansétze wurden jeweils
mit 10 pl 6-Ladepuffer vermischt. Anschlielen wurden je 30 ul in die Vertiefun-
gen des Gels pipettiert. Als DNA-Marker wurde fur alle durchgefiihrten PCRs 10
pl des 100 bp plus Markers verwendet.

Die Gelelektrophorese lief bei einer Spannung von etwa 180 V und 120 mA
Strom ab. Das im Agarose-Gel enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in die
DNA und erlaubt so das Sichtbarmachen der DNA-Fragmente mit Hilfe von UV-
Licht.

4.8 Datenanalyse

Fur die Quantifizierung der Neuritenlangen und der Wachstumskegelflachen
wurden Motoneurone ausgewahlt, die eine klare Unterscheidung zwischen
Axonen und Dendriten zulieBen. Axone wurden als Fortsatze identifiziert, die
mindestens zweimal langer sind als Dendriten. Es wurde nur der langste
axonale Zweig gemessen. Dafur wurden die Zellkulturen mit dem konfokalen
Mikroskop analysiert und die Axonlange mit der Scion Image Software (Scion
Corporation, Inc.) gemessen.

Fir die Kulturen wurden drei Mutanten- und Kontrollembryonen (n = 3) von un-
terschiedlichen Wirfen verwendet.

Zur Quantifizierung der B-Aktin- und N-Typ Ca*'-Kanal-Verteilung sowie der
Smn- und hnRNP R-Verteilung erfolgte die Messung der Signalintensitat der
Farbung im Zellkérper, Axon und Wachstumskegel als Intensitat (Quantum Le-
vels) der einzelnen Pixel (arbitrary unit) mit Hilfe der AIDA Software (Raytest,
Deutschland). Dabei wurde die Hintergrundintensitat fur jedes einzelne Moto-
neuron gemessen.

Messwerte von mindestens drei unabhangigen Experimenten wurden zusam-
mengelegt und die Ergebnisse als Mittelwert + SEM angeben. Die statistische
Auswertung der Signifikanzen erfolgte durch one-way ANOVA unter Benutzung

der GraphPad Prism 4 Software.
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5 Ergebnisse

5.1 Effekte von 8-CPT-cAMP auf Smn/SMN und SMN?2

5.1.1 Bestimmung der Transkriptionsrate von Smn und SMN2

Wie bereits in der Einleitung angefuhrt, enthalt die SMN-Promotor Region ein
CRE Il bindendes Element, welches Effekte von zyklischem Adenosinmono-
phosphat (cCAMP) vermittelt, und so eine Erhéhung des SMN-Transkript- und
Proteingehalts in Maushepatozyten bewirkt (Majumder et al., 2004). Ausgehend
von diesen Ergebnissen, stellte sich die Frage, ob cAMP zu einer Hochregulie-
rung des SMN2-Transkripts in Neuronen fuhrt. Um dieser Frage nachzugehen
wurden neurospharenbildende  kortikale Vorlauferzellen (NSCs) von
Smn**;SMN2- und Smn~";SMN2-Mausembryonen mit 100 pM 8-CPT-cAMP
behandelt. 8-CPT-cAMP ist ein lipophiler Aktivator der cAMP-abhangigen
Proteinkinase und wurde zur Behandlung der Zellkulturen verwendet, da es
sehr gut membrangéngig ist, eine verbesserte Phosphodiesterase-Stabilitat
aufweist und im Vergleich zu cAMP ein hoheres Aktivierungspotential hat. Da
die Motoneuronenanzahl, welche von einem Smn-defizienten (Smn™";SMN2)
Mausembryo isoliert werden konnte, fur quantitative RT-PCR- Analysen nicht
ausreichte, wurde die Verwendung von NSCs notwendig. Anschlielend folgten
quantitative RT-PCR-Analysen der Transkriptmenge von volllangen SMN2,
trunkiertem SMN2 (SMN2 delta exon 7) und Maus-Smn von mit 8-CPT-cAMP
behandelten und unbehandelten neurospharenbildenden kortikalen Vorlaufer-

zellkulturen.
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Abbildung 9. Darstellung der quantitativen RT-PCR-Analyse (A) der volllangen SMN2-, SMN2
delta Exon 7- und Maus-Smn-Transkriptmenge in Kontroll- (wei3e Balken) und Smn-defizienten
NSCs (graue Balken), mit (karierte Balken) bzw. ohne (wei3e und graue Balken) 8-CPT-cAMP-
Behandlung. Die Zugabe von 100 uM 8-CPT-cAMP in die Zellkulturen bewirkte eine Zunahme
des volllangen SMN2- und des trunkierten SMN2-Transkripts sowohl in Kontroll- als auch in
Smn-defizienten kortikalen Vorlauferzellen. In Kontrollzellen zeigte sich zudem ein signifikanter
Anstieg der Smn-Transkriptmenge unter 8-CPT-cAMP-Behandlung. Die Sternchen geben das
Signifikanzniveau an: * P < 0,05. Die Quantifizierung erfolgte als Signalintensitat in Prozent (%).
B zeigt die Ergebnisse der RT-PCR.

Sowohl in Kontroll- als auch in Smn-defizienten neurosphéarenbildenden kortika-
len Vorlauferzellen zeigte sich eine signifikante Zunahme des Transkriptgehalts
an volllangen und trunkiertem (delta Exon 7) SMN2 unter 8-CPT-cAMP-
Behandlung. NSCs von Kontroll-Mausembryonen wiesen eine signifikante Er-
hdéhung des Maus-Smn-Transkripts in Anwesenheit von 8-CPT-cAMP auf.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die SMN2-Transkription, aber auch die Smn-
Transkription bei Kontrollzellen unter Behandlung mit 8-CPT-cAMP stimuliert

wird.
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5.1.2 Verteilung von Smn/SMN-Protein in Motoneuronen

Die positiven Effekte von zyklischem Adenosinmonophosphat auf Smn-
defiziente neurospharenbildende kortikale Vorlauferzellen fihrten zur Hypothe-
se, dass die 8-CPT-cAMP-Behandlung auch eine Hochregulierung des SMN-
Proteingehalts in Mausen bewirken kann und damit Morphologie und Funktio-
nen von Smn-defizienten Motoneuronen wiederhergestellt werden kdonnten. Um
diese Annahme zu uberprifen, wurde zunéchst die Verteilung von Smn/SMN im
Zellkorper, Axon und Wachstumskegel kultivierter Motoneurone untersucht.
Primare Motoneurone von Smn-defizienten Mausembryonen wurden mit 100
UM 8-CPT-cAMP behandelt und mit unbehandelten Smn**;SMN2- und Smn™";
SMNZ2-Motoneuronen verglichen. Nach siebentagiger Zellkultur folgte die Fixie-
rung und Antikdrperfarbung gegen Smn/SMN.

n**:SMN2
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n~":SMN2

n”":SMN2 + 8-CPT-cCAMP

Abbildung 10. Smn/SMN-Verteilung in Zellkdrpern, Axonen und Wachstumskegeln von
Smn"";SMN2- (A), Smn”;SMN2- (B) und mit 8-CPT-CAMP behandelten Smn™;SMN2-
Motoneuronzellkulturen (C). Motoneurone von Smn-defizienten Mausembryonen zeigten eine
signifikante Verringerung der intrazellularen SMN-Signalintensitat in allen untersuchten Zellbe-
reichen. Behandlung der Smn-defizienten Zellkulturen mit 100 uM 8-CPT-cAMP erhohte die
SMN-Signalintensitét in Perikaryen, Axonen und Wachstumskegeln.

53



Smn**:SMN2- und mit 8-CPT-cAMP behandelte Smn~";SMN2-Motoneurone
wiesen eine &hnliche Verteilung des Smn/SMN-Proteins auf, mit unterschiedli-
chem Proteingehalt in den untersuchten Zellkompartimenten. Unbehandelte
Smn-defiziente Motoneurone hingegen zeigten eine signifikante Reduktion der
intrazellularen Smn-Proteinverteilung, die alle Zellbereiche (Zellkérper, Axon,
Wachstumskegel) betraf. Zur Quantifizierung des Proteingehalts wurden die
Smn/SMN-spezifischen Fluoreszenzintensitaten als willkirliche Werte (arbitrary
units) bestimmt. Die SMN-Proteinmenge von kultivierten Smn-defizienten Moto-
neuronen nahm unter 8-CPT-cAMP-Behandlung signifikant zu, verglichen mit

/=

unbehandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen. Allerdings reichte die gemessene

Signalintensitat der Zellkérper und Wachstumskegel nicht an das Niveau von

Kontroll-Motoneuronen heran.

Tabelle 2. Die Smn/SMN-Signalintensitat wurde als arbitrary unit (willkirlicher Wert) quantifi-
ziert. Smn~";SMN2-Motoneurone wiesen im Zellkdrper, Axon und Wachstumskegel signifikant
reduzierte Mengen an SMN auf, im Vergleich zu Kontroll-Motoneuronen. Behandlung der Smn-
defizienten Zellen mit 8-CPT-cAMP bewirkte einen Anstieg des SMN-Gehaltes in allen unter-

sucht/en Kompartimenten. Im Bereich des Axons erreichten die SMN-Mengen der behandelten

Smn~";SMN2-Motoneuronen Kontrollniveau.
Smn**;SMN2 Smn™";SMN2 Smn™";SMN2
+ 8-CPT-cAMP
Zellkorper 32,2+19 17,5+0,9 22,6 +1,2
Axon 16,8+1,2 10,5+0,8 16,2+1,3
Wachstumskegel 259+1,7 99+0,6 2000+£1,5
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Abbildung 11. Darstellung der Smn/SMN-Signalintensitatsverteilung im Zellkérper, Axon und
Wachstumskegel von Smn**;SMN2- (weil3e Balken), Smn™";SMN2- (graue Balken) und mit 8-
CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen (karierte Balken). Smn-defiziente Moto-
neurone zeigten in allen untersuchten Zellbereichen signifikant reduzierte SMN-Signalintensi-
taten im Vergleich zu Kontrollzellen. Die Behandlung der Smn~";SMN2-Motoneurone mit 8-
CPT-cAMP in der Zellkultur fihrte zu einem signifikanten Anstieg der SMN-Signalintensitat in
den untersuchten Zellkompartimenten. Die Sternchen geben das Signifikanzniveau an: * P <
0,05* P <0,01

Diese Ergebnisse zeigen, dass 8-CPT-cAMP zu einer Erh6éhung des SMN-

Proteingehaltes in primar kultivierten Motoneuronen von Smn-defizienten M&u-

sen fuhren kann.

5.2 Effekte von 8-CPT-cAMP auf untersuchte Zellkom-

partimente kultivierter Motoneurone

5.2.1 GrofRenbestimmung von Wachstumskegeln

Die Wachstumskegel von Motoneuronen stellen denjenigen Bereich des Axons
dar, in dem das gerichtete Langenwachstum stattfindet. Eine weitere wichtige
Funktion dieser Axonterminalen ist die Beteiligung an der Ausbildung der
Prasynapse, z. B. einer Motorendplatte, welche die notwendige Verbindung
zum Zielgewebe schafft. In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass ein

Defizit an B-Aktin-mRNA und -Protein in den distalen Axonkompartimenten zu
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einer reduzierten Wachstumskegelgrof3e in Smn-defizienten Motoneuronen
fuhrt (Rossoll et al., 2003a).

Um die Morphologie und vor allem die GroRe der Wachstumskegel auf Laminin-
211/221 genauer zu untersuchen, wurden Smn**;SMN2-, Smn™";SMN2- und
mit 8-CPT-cCAMP behandelte Smn™";SMN2-Motoneurone nach siebentagiger
Zellkultur mit 4% PFA fixiert und anschliel3end eine Antikoérperfarbung gegen
Tau und B-Aktin durchgefuhrt. Die Verwendung des Laminin-Mix (Laminin-

211/221) war nétig, da Laminin-221 nicht isoliert erhaltlich ist.

A
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B Smn™":SMN2

n”":SMN2 + 8-CPT-cCAMP

Abbildung 12. Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung der Wachstumskegelmorphologle von
Smn**;SMN2- (A), Smn™";SMN2- (B) und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-
Motoneuronen (C). Die Wachstumskegel von Smn-defizienten Motoneuronen erschienen deut-
lich verkleinert. Zellkulturen mutierter Motoneurone, welche mit 8-CPT-cAMP behandelt wurden,
zeigten grolRere Wachstumskegel als nicht behandelte Zellen.
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Die Messungen der Wachstumskegel von Smn-defizienten Motoneuronen zeig-
ten eine signifikante Reduktion der Flache (32,3 + 3,1 pm? im Vergleich zu
Kontroll-Motoneuronen (47,6 + 4,9 pm?). Bei den mit 8-CPT-cAMP behandelten
Smn™";SMN2-Motoneuronen ergab die Ausmessung der Wachstumskegelfla-
che eine signifikante GréRenzunahme (43,6 + 4,1 pm?) verglichen mit den un-
behandelten Smn-defizienten Motoneuronen (32,3 + 3,1 um?). Zudem unter-
schied sich die Flache der Wachstumskegel nicht signifikant von der Wachs-
tumskegelflache der Kontrollzellen. Die Messergebnisse sind in Tabelle 3 auf-

gefuihrt und in Abbildung 13 graphisch dargestellt.

Tabelle 3. Die Flachen der Wachstumskegel waren bei Smn™":SMN2- gegeniber
Smn*"*;SMN2-Motoneuronen auf Laminin-211/221 signifikant verringert. Mit 8-CPT-cAMP be-
handelte Smn-defiziente Motoneurone zeigten eine deutliche Zunahme der Wachstumskegel-
flache im Vergleich zu unbehandelten Motoneuronen.

Motoneurone Flache der Wachstumskegel

Smn**;SMN2 47,6 + 4,9 pm?

Smn™";SMN2 32,3+ 3,1 um?
Smn~";SMN2 + 8-CPT-cCAMP 43,6 + 4,1 pm?
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Abbildung 13. Motoneurone von
Kontroll- und Smn-defizienten Mau-
sen wurden sieben Tage auf Laminin-
211/221 kultiviert, gegen Tau und [3-
Aktin gefarbt und die Flache der axo-
nalen Wachstumskegel ausgemes-
sen. Smn™";SMN2-Motoneurone wie-
sen signifikant geringere Wachstums-
kegelflachen als Kontroll- oder mit 8-
CPT-cAMP behandelte Smn-
defiziente Motoneurone auf. Smn™";
SMN2-Motoneurone, die mit 8-CPT-
cAMP kultiviert wurden, zeigten einen
signifikanten Anstieg der Wachstums-
kegelflache mit Annaherung an Kon-
trollniveau. Die Sternchen geben die
Signifikanz an: * P < 0,05

Diese Ergebnisse zeigen, dass 8-CPT-cAMP zu einer VergréRerung der Flache

der Wachstumskegel bei Smn-defizienten Motoneuronen fuhrt, die mit der Aus-

pragung von Kontroll-Wachstumskegeln vergleichbar ist.

5.2.2 Verteilung von B-Aktin in Motoneuronen

Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die

VergroRerung der Wachstumskegel von mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn-

defizienten Motoneuronen auf eine Erhohung der B-Aktin-Anreicherung in den

distalen Axonen zurtickzuftihren ist. Um diesen Effekt naher zu untersuchen,

wurden zunachst Ubersichtsaufnahmen von kultivierten Smn™":SMN2-Moto-

neuronen mit und ohne 8-CPT-cAMP-Behandlung angefertigt.

59



A Smn™:SMN2 B Smn™":SMN2 + 8-CPT-cCAMP

100 ym

Abbildung 14. Verteilung des Zytoskelettproteins 3-Aktin in von Smn"‘;SMN2—Mausembryonen
isolierten, primar kultivierten Motoneuronen ohne (A) bzw. mit (B) 8-CPT-cAMP Behandlung.
Unbehandelte Smn-defiziente Motoneurone zeigten eine geringere Intensitat der [B-Aktin-
Farbung im Bereich des Axons und eine fehlende Akkumulation des Proteins im distalen Axon
und Wachstumskegel (gelbe Pfeile). Die Behandlung der Zellkulturen mit 8-CPT-cAMP fiihrte zu
einer Signalintensitatszunahme im distalen Teil des Axons (weil3e Pfeile).

Aktin ist ein Zytoskelettprotein, welches in drei Isoformen — a-, - und y-Aktin —
vorkommt. Die Isoform B-Aktin findet sich vorwiegend im Nervensystem und
spielt eine entscheidende Rolle beim Auswachsen von Nervenzellfortsatzen.
Daher finden sich grél3ere Mengen von 3-Aktin vor allem im Bereich der Neuri-
ten. Frihere Studien zeigten, dass das proximale Axonkompartiment von

Smn**;SMN2-Motoneuronen wenig B-Aktin enthalt, wahrend es im distalen
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Axon zu einer deutlichen Zunahme des [B-Aktin-Gehaltes kommt. Bei Smn-
defizienten Motoneuronen hingegen, findet sich keine distale Akkumulation von
B-Aktin, und die starke Anfarbung des Wachstumskegels, wie sie bei
Smn*"*:SMN2-Motoneuronen zu beobachten ist, fehlt ebenfalls (Rossoll et al.,
2003a).

Die mit 8-CPT-cAMP kultivierten Smn™";SMN2-Motoneuronen zeigten eine
deutliche Zunahme an B-Aktin im distalen Axon und im Wachstumskegel, ver-
glichen mit unbehandelten Smn-defizienten Motoneuronen. Sowohl bei un-
behandelten als auch bei den mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-
Motoneuronen liel3 sich eine starke Anfarbung des Zellkorpers erkennen.

Zur Quantifizierung des B-Aktin-Gehaltes wurden Messungen der Signalintensi-
tat eines gegen B-Aktin eingesetzten fluoreszenz-gekoppelten Antikorpers von
herausvergroRerten Zellkorpern, distalen Axonen und Wachstumskegeln durch-
gefuhrt. Die Messung der Signalintensitat lie3 somit Ruckschlisse auf den -
Aktin-Gehalt zu.

n**:SMN2
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n~":SMN2

n”:SMN2 + 8-CPT-cCAMP

Abbildung 15. Immunfluoreszenzfarbung verschiedener Zellkompartimente (Soma, distales
Axon, Wachstumskegel) primér kultivierter Motoneurone mit einem Antlkorper gegen B-Aktin.
Die Akkumulation von B-Aktin im Berelch des Wachstumskegels, die bei Smn**;SMN2- (A) und
mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen (C) gefunden werden konnte, fehlte
bei unbehandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen (B).
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Es zeigte sich eine signifikant reduzierte Signalintensitat, angegeben als willkir-
liche Werte (arbitrary units) im Bereich des distalen Axons (22,9 + 2,1) und
Wachstumskegels (9,3 + 0,9) von Smn-defizienten Motoneuronen verglichen
mit der Intensitat von Smn**:SMN2-Motoneuronen (34,5 + 1,7 bzw. 32,3 + 3,8).
Im Zellkdrper hingegen fand sich kein signifikanter Unterschied in der Signalin-
tensitat zwischen Smn™ 7 SMN2- und Smn**;:SMN2-Motoneuronen. Distale
Axone und Wachstumskegel von Smn-defizienten Motoneuronen, die mit 8-
CPT-cAMP behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu unbehandelten Smn™;
SMNZ2-Motoneuronen eine signifikante Zunahme der Signalintensitat (30,9 + 2,9

bzw. 26,2 + 3,9), die an das Niveau von Kontrollzellen heranreichte.

Tabelle 4. Messung der Signalintensitat im Zellkérper, distalen Axon und Wachstumskegel von
Smn**;SMN2-, Smn™;SMN2- und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen.
Die Messergebnisse sind als arbitrary units (willkirliche Werte) aufgefiihrt. Smn-defiziente Mo-
toneurone zeigten eine signifikant verminderte Signalintensitat im Bereich des distalen Axons
und des Wachstumskegels. Die Behandlung der Motoneuronkulturen mit 8-CPT-cAMP fihrte zu
einer signifikanten Zunahme der 3-Aktin-Signalintensitét in diesen Zellbereichen.

Smn*"*;SMN2 Smn™";SMN2 Smn™":SMN2

+ 8-CPT-cAMP
Zellkorper 489+ 44 451+ 3,1 48,7 + 3,2
distales Axon 345+17 229+21 309+29
Wachstumskegel 32,3+3,8 9,3+0,9 26,2+ 3,9
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Abbildung 16. Die B-Aktin-Signalintensitat wurde als arbitrary unit (willktrlicher Wert) in Zell-
kérpern, distalen Axonen und Wachstumskegeln von Smn*"*;SMN2-Motoneuronen (weiRe Bal-
ken), Smn™";SMN2-Motoneuronen (graue Balken) und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™;
SMN2-Motoneuronen (karierte Balken) dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede im Bereich des Zellkdrpers. Smn-defiziente Motoneurone wiesen im distalen Axon und
Wachstumskegel eine signifikante (P < 0,01) Verringerung der Signalintensitat auf. Die mit 8-
CPT-cAMP behandelten Smn-defizienten Motoneuronen unterschieden sich hingegen nicht
signifikant von Kontrollzellen. Die Sternchen bezeichnen das Signifikanzniveau: * P < 0,05 ** P
<0,01.

Durch die Experimente konnte gezeigt werden, dass Smn™";SMN2-Motoneu-
rone auf Laminin-211/221 eine Stdrung der B-Aktin-Verteilung mit geringeren
Mengen an B-Aktin im distalen Axon und im Wachstumskegel aufweisen, und
dass die Behandlung der Zellkulturen mit 8-CPT-cAMP zu einem Anstieg des [3-

Aktin-Gehaltes im distalen Zellkompartiment fihrt.

5.2.3 Vergleich der Verteilung von N-Typ Kalzium-Kanalen und
B-Aktin

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist zur Ausbildung einer funktionie-
renden Synapse die Differenzierung von Axonterminalen zu Prasynapsen not-
wendig, welche nach Kalziumeinstrom eine spezifische Freisetzung von Neuro-
transmittern in den synaptischen Spalt ermdglicht (Son et al., 1999; Santafé et
al., 2001; Kittel et al., 2006). In embryonalen Motoneuronen sind fiir diesen Kal-
ziumeinstrom mit nachfolgender Transmitterfreisetzung hauptséchlich N-Typ

Ca?*-Kanéle verantwortlich (Urbano et al., 2002; Spafford und Zamponi, 2003).
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Ein wichtiger Bestandteil des synaptischen Spalts der neuromuskularen End-
platte stellt die f2-Untereinheit des Glykoproteins Laminin dar, welche in Wech-
selwirkung mit der a-Untereinheit (Ca,) von spannungsabhangigen N-Typ Ca*'-
Kanalen steht (Nishimune et al., 2004). Die 2-Untereinheit des Laminins bindet
direkt an die porenformende a-Untereinheit der Ca®*-Kanéle und fiihrt zu einer
Anhé&ufung weiterer Kanale in der prasynaptischen Membran. Wie Nishimune et
al. (2004) zeigen konnten, interagieren die Ca,2.1- und Ca,2.2-Untereinheit mit
B2-Laminin. Die Axonterminalen von Motoneuronen enthalten zum Zeitpunkt
der Geburt hauptséchlich die Ca,2.2-Untereinheit (N-Typ Kalzium-Kanale), die
in den ersten Lebenswochen durch die Ca,2.1-Untereinheit (P/Q-Typ Kalzium-
Kanale) ersetzt wird.

Immunhistochemische Farbungen ermdglichten die Untersuchung der Vertei-
lung von N-Typ Ca?**-Kandlen in den Zellkérpern, distalen Axonen und Wachs-
tumskegeln von embryonalen Motoneuronen. Dazu wurden Smn**;:SMN2-,
Smn™";SMN2- und mit 8-CPT-cAMP behandelte Smn™";SMN2-Motoneurone
nach siebentagiger Zellkultur mit Antikérpern gegen die a2-Kette der Ca,2.2-

Untereinheit, hier in rot gezeigt, angefarbt.
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n”:SMN2 + 8-CPT-cAMP

Abbildung 17. Darstellung von Zellkérpern, Axonen und Wachstumskegeln primér kultivierter
Motoneurone mit bzw. ohne 8-CPT-cAMP-Behandlung der Zellkulturen. Immunfluoreszenzfar-
bung von Smn**;SMN2- (A), Smn"";SMN2- (B) und mit 8-CPT-CAMP behandelten Smn™"
SMN2-Motoneuronen (C) mit anti-Ca,2.2-Antiserum. Axone und Wachstumskegel Smn—
defizienter Motoneurone ohne 8-CPT-cAMP-Behandlung der Zellkulturen zeigten geringere
Akkumulationen der Ca,2.2-Untereinheit als Kontroll- und mit 8-CPT-cAMP-behandelte Smn-
defiziente Motoneurone.

Die Farbung gegen die embryonal hauptsachlich vorhandene Ca,2.2-Unter-
einheit zeigte eine signifikant reduzierte Signalintensitat im Bereich des Wachs-
tumskegels von Smn-defizienten Motoneuronen (8,7 £ 1,1) verglichen mit der
Intensitat von Smn**;SMN2-Motoneuronen (21,9 + 2,1). Eine Intensitatsab-
nahme fand sich auch im distalen Axon von Smn~";SMN2-Motoneuronen (4,3 +
0,6 vs. 7,3 £ 1,4). Im Gegensatz dazu standen die Beobachtungen am Zellkor-
per. Hier fand sich kein Unterschied in der Signalintensitat zwischen Smn™";
SMN2- und Smn**:SMN2-Motoneuronen. Im Vergleich zu unbehandelten
Smn~";SMN2-Motoneuronen zeigten die distalen Axone und Wachstumskegel
von Smn-defizienten Motoneuronen, die mit 8-CPT-cAMP behandelt wurden,
eine signifikante Zunahme der Signalintensitat (8,6 + 2,1 bzw. 21,5 + 1,9), die

an das Niveau von Kontrollzellen heranreichte.
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Tabelle 5. Die Signalintensitat, quantifiziert als willkiirliche Werte (arbitrary units), des fluores-
zenz-gekoppelten Antikorpers gegen das Ca,2.2-Protein in Zellkdrpern von Smn™";SMN2-Moto-
neuronen unterschied sich nicht signifikant von Kontrollzellen. Im distalen Axon und Wachs-
tumskegel von Smn-defizienten Zellen fanden sich signifikant reduzierte Signalintensitéaten im
Vergleich zu Kontrollen. Behandlung der Smn~";SMN2-Motoneurone mit 8-CPT-cAMP wahrend
der Zellkultur bewirkte eine Zunahme der Ca,2.2-Signalintensitat, die sich nicht signifikant von
Kontrollzellen unterschied.

Smn*"*;SMN2 Smn™";SMN2 Smn™";SMN2
+ 8-CPT-cAMP
Zellkorper 441+2,6 41,8+1,6 46,4 +2,1
distales Axon 7,3+x14 43+0,6 86+21
Wachstumskegel 219+21 8,7x11 215+x19
n.s.
50- n.s. Smne/+
@ 45 T SMN2
2 -
= i Smn-/-
> 40 SMN2
S 35-
- n.s.
T 30-
g = = -
% 20+ n.s.
E 154 «
T 101 == - —
S 5
@ 0 I |
cAMP| = -+ - -+ - -

Zellkérper distales Axon Wachstumskegel

Abbildung 18. Motoneurone von Smn”":SMN2- und Smn™;SMN2-M&usen wurden auf
Laminin-211/221 kultiviert und gegen Ca,2.2 angeféarbt. Die indirekte Quantifizierung des Prote-
ingehaltes als arbitrary units (willkiirliche Werte) erfolgte durch Messung der Signalintensitéat
eines fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpers gegen Ca,2.2. Smn~";SMN2-Motoneurone (graue
Balken) zeigten im distalen Axon und Wachstumskegel signifikant verringerte Signalintensitaten
im Vergleich zu Kontroll-Motoneuronen (weil3e Balken). Behandlung der Smn-defizienten Moto-
neurone mit 8-CPT-cAMP (karierte Balken) wahrend der Zellkultur fihrte zu einem signifikanten
Anstieg der gemessenen Signalintensitat in diesen Zellkompartimenten. Die Sternchen geben
das Signifikanzniveau an: * P < 0,05 ** P < 0,01.

Diese Ergebnisse wiesen eine starke Ahnlichkeit zu den Resultaten der oben

beschriebenen B-Aktin-Verteilung auf, woraufhin sich die Frage stellte, ob die
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Ca,2.2-Untereinheit der spannungsabhéngigen N-Typ Ca®*-Kanéle in Zellkor-
pern, Axonen und Wachstumskegeln mit 3-Aktin kolokalisiert.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden immunhistochemische Doppel-
farbungen gegen die a2-Kette der Ca,2.2-Untereinheit, rot gezeigt, und gegen
B-Aktin, grin dargestellt, angefertigt. Gelbe Zellbereiche wiesen auf eine
Kolokalisation der Proteine hin.

A Smn**:SMN2
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B Smn™":SMN2

C Smn™";SMN2 + 8-CPT-cAMP

Abbildung 19. Immunhistochemische Doppelfarbung mit Antikbrpern gegen die a2-Kette der
Ca,2.2-Untereinheit (rot) und p-Aktin (grin). Die weil3en Pfeile zeigen einige Bereiche, in denen
beide Proteine kolokalisieren. Dargestellt sind jeweils typische Beispiele fur Zellkérper, distale
Axone und Wachstumskegel von Kontroll- (A), mit 8-CPT-cAMP behandelten (C) und un-
behandelten Smn-defizienten Motoneuronen (B).
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Im Zellkorper zeigte sich sowohl bei den Smn-defizienten als auch Kontroll-
Motoneuronen eine geringe Kolokalisation von B-Aktin und Ca,2.2, die punkt-
férmig imponierte. Auffallig war die zentrale Konzentration der Ca,2.2-Unterein-
heit, wahrend sich B-Aktin Uberwiegend in den peripheren Bereichen des Zell-
korpers befand und sich in die abgehenden Zellfortsatze ausbreitete. Das dista-
le Axon war durch abschnittsweise vorkommende Uberlappungen der beiden
Proteine charakterisiert. Dazwischen fanden sich Bereiche, die nur B-Aktin oder
die Ca,2.2-Untereinheit enthielten. Diese Beobachtungen lie3en sich bei allen
untersuchten Motoneuronen machen. Die Wachstumskegel von Smn**;SMN2-

Motoneuronen und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™"

;SMN2-Motoneuronen
hingegen wiesen eine starkere Uberlappung der beiden Proteine auf, die sich
weniger punktformig als flachig darstellte. In den Wachstumskegeln der un-
behandelten Smn-defizienten Motoneuronen fand sich wiederum eine punkt-
férmige, geringere Kolokalisation von 3-Aktin und der Ca,2.2-Untereinheit, ver-

glichen mit Kontroll-Motoneuronen.

5.2.4 Bestimmung der Transkriptionsrate von f-Aktin und
Ca,2.2

Wie bereits oben beschrieben, fihrte die Behandlung von Smn-defizienten Mo-
toneuronen mit 8-CPT-cAMP zu einer Akkumulation von B-Aktin im distalen
Axon und zu einer Vermehrung der Ca,2.2-Untereinheit im Wachstumskegel.
Um zu ermitteln, ob 8-CPT-cAMP auch zu einer Erhohung des (3-Aktin- und
Ca,2.2-Transkriptgehaltes fuhrt, wurden quantitative RT-PCR Analysen von
neurosphérenbildenden kortikalen Vorlauferzellen (NSCs), welche ausreichend
Zellmaterial boten, durchgefiihrt. Dazu wurden NSCs von Smn-defizienten
Mausen drei Tage mit 100 uM 8-CPT-cAMP behandelt und mit unbehandelten
Smn™";SMN2- und Smn**:SMN2-Zellen verglichen.

Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde die aus den Zellkulturen gewonnene RNA
mit Hilfe einer Reversen Transkriptase — eine RNA abhéngige DNA-Polymerase
— in cDNA umgeschrieben. Die so erhaltene cDNA konnte als Ausgangsprodukt
fur die PCR genutzt werden.
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cAMP - - + cAMP = - +
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Abbildung 20. Darstellung der Ergebnisse der RT-PCR. Es fanden sich keine signifikanten
Unterschiede in der Transkriptmenge von Kontroll- und Smn-defizienten neurosphéarenbilden-
den kortikalen Vorlauferzellen. Auch die mit 8-CPT-cAMP behandelten NSCs wiesen keinen
Anstieg des B-Aktin- und Ca,2.2-Transkriptgehaltes auf.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im B-Aktin- und Ca,2.2-cDNA-
Gehalt von behandelten verglichen mit unbehandelten neurosphéarenbildenden

kortikalen Vorlauferzellen von Smn-defizienten und Kontroll-Mausembryonen.

5.3 Effekte von 8-CPT-cAMP auf das Axonwachstum

5.3.1 Langenmessung von Axonen

Wie bereits beschrieben sind Laminine heterotrimere Glykoproteine, bestehend
aus einer a-, B- und y-Untereinheit, welche sich in unterschiedlichen Kombina-
tionen in den Basallaminae vieler Zellen finden. So ist beispielsweise die B2-
Untereinheit eines von Skelettmuskelzellen produzierten Laminins auf schmale
Bereiche der Basallamina beschrankt, die den synaptischen Spalt bilden (Pat-
ton et al., 1997). Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass das Neuriten-
wachstum auf Laminin-221 im Vergleich zu Laminin-111 reduziert ist (Porter et
al., 1995; Greka et al., 2003). Dieses Heterotrimer enthalt unter anderem die
B2-Untereinheit, welche das neuronale Wachstum von Motoneuronen stoppt
und die prasynaptische Differenzierung fordert.

Um das Verhalten des axonalen Langenwachstums auf Laminin-221 zu unter-
suchen, wurden Smn**:SMN2-, Smn™";SMN2- und mit 8-CPT-cAMP behandel-

te Smn™"

;SMN2-Motoneurone nach siebentagiger Kultur mit Antikbrpern gegen
Tau und [(-Aktin gefarbt. Der Tau Antikorper stellt sich rot dar. Das
Zytoskelettprotein B-Aktin, hier grin gezeigt, findet sich in verschiedenen Zell-

kompartimenten.
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C Smn™":SMN2 + 8-CPT-cCAMP

Abbildung 21. Immunfluoreszenzfarbung von, auf Laminin-211/221 kultivierten, fixierten Moto-
neuronen mit Antikdrpern gegen Tau (rot) und B-Aktin (griin). Smn-defiziente Motoneurone (B)
zeigten langere Axone als Smn**;SMN2- (A) und mit 8-CPT-cAMP behandelte Smn™";SMN2-
Motoneurone (C).

Smn-defiziente, unbehandelte Motoneurone zeigten auf Laminin-211/221 eine
signifikante (P<0,05) Zunahme der Axonlange (298,9 + 11,7 um) im Vergleich
zu Kontroll-Motoneuronen (264,1 + 11,2 um). Die mit 8-CPT-cAMP behandelten
Smn~";SMN2-Motoneurone wiesen eine verkiirzte Axonlange (241,1 + 14,6 um)
auf, die sich nicht signifikant von der Lange der Kontrollaxone unterschied. In
Tabelle 6 sind die Messergebnisse aufgefiihrt und in Abbildung 22 graphisch
dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass in Smn™"

;SMN2-Motoneuronen die Wachstums-
beendigung der Axone gestort ist, und dass 8-CPT-cAMP einen Stopp des ge-

storten Axonwachstums bewirkt.
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Tabelle 6. Vergleich des langsten axonalen Abschnitts von Smn**;SMN2-, Smn™";SMN2-
und mit 8-CPT-CAMP behandelten Smn~";SMN2-Motoneuronen auf Laminin-211/221. Die
Axone Smn-defizienter Motoneurone waren auf Laminin-211/221 signifikant langer als bei Kon-
troll- und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen.

Motoneurone

Smn**:SMN2
Smn™":SMN2
Smn”:SMN2 + 8-CPT-cCAMP

450-
400-
350- —k
04 T 2 ==
250 -
200
150
1001

50

n.s.

Axonlange (um)

cAMP - = +

Smn+/+ Smn-/- Smn-/-
SMN2 SMN2 SMNZ2

5.4 Vergleich der Verteilung
Smn/SMN-Protein

Axonlange

264,1 + 11,2 pm
298,9 + 11,7 pm
241,1 + 14,6 pm

Abbildung 22. Mittlere Lange des
langsten axonalen Astes der Moto-
neurone nach siebentégiger Kultur
auf Laminin-211/221 mit bzw. ohne 8-
CPT-cAMP. Motoneurone von Smn"‘;
SMN2-Mausen zeigten ein signifikant
langeres Axon auf Laminin-211/221
als Kontrollzellen. Mit 8-CPT-cAMP
behandelte Smn-defiziente Motoneu-
rone wiesen eine den Kontrollen ver-
gleichbare Axonléange auf. Die Stern-
chen geben das Signifikanzniveau an:
*P <0,05

von hnRNP R und

Von Rossoll und Mitarbeitern konnte 2002 ein neuer Smn-Interaktionspartner

identifiziert werden. Das heterogene nukledre Ribonukleoprotein R — genannt

hnRNP R — gehdrt zu den RNA-bindenden Proteinen und ist hauptsachlich in

Axonen von motorischen Nervenfasern lokalisiert. Zudem konnten Rossoll und

Mitarbeiter nachweisen, dass hnRNP R und Smn in Axonen von kultivierten
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embryonalen Motoneuronen kolokalisieren und dass hnRNP R spezifisch die
Wildtyp-Form von Smn bindet. Die Familie der hnRNP-Proteine tbernimmt viel-
faltige Aufgaben im mRNA-Metabolismus: Regulation der mRNA-Stabilitat, des
MRNA-Editing, und —SpleiRens (Kiebler und DesGroseillers, 2000; Mourelatos
et al., 2001). Speziell der Komplex aus hnRNP R und SMN dient dem Transport
von B-Aktin-mRNA und weiteren mMRNAs (Rossoll et al., 2003a).

Aufgrund dieser Erkenntnisse und den oben beschriebenen Ergebnissen stellte
sich die Frage, ob eine Normalisierung der SMN-Proteinverteilung und des
SMN-Proteingehaltes in Smn~";SMN2-Motoneuronen durch 8-CPT-cAMP zu
einer Veranderung des hnRNP R-Proteingehalts in Smn-defizienten embryona-
len Motoneuronen flihrt. Zur Untersuchung der hnRNP R-Verteilung und der
Kolokalisation mit Smn/SMN wurden immunzytochemische Farbungen von
Smn**:SMN2-, Smn™:SMN2- und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn~~
;SMN2-Motoneuronen gegen hnRNP R, griin dargestellt, Smn/SMN, in rot ge-
zeigt, und zur Detektion des Zellkerns gegen DAPI, blau gefarbt, angefertigt.

n**:SMN2
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n~":SMN2

SMN2 + 8-CPT-cAMP

Abbildung 23. Immunfluoreszenzfarbung fixierter Motoneurone gegen hnRNP R. Darstellung
versch|edener Zellkompartimente (Soma, Axon, Wachstumskegel) von Smn"":SMN2- (A),
Smn~":SMN2- (B) und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen (C). Bei
unbehandelten Smn-defizienten Motoneuronen war eine geringere Akkumulation an hnRNP R
im Axon und Wachstumskegel bei insgesamt schwéacherer Farbung zu beobachten.
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HNRNP R fand sich im Bereich des Zellkdrpers bei allen untersuchten Motoneu-
ronen sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma. Im axonalen Kompartiment
zeigte sich eine deutliche, abschnittsweise imponierende Anhaufung des Prote-
ins in Kontroll- und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn-defizienten Motoneuro-

nen, wahrend bei unbehandelten Smn™"

;SMN2-Axonen die Farbung insgesamt
deutlich schwécher und die Akkumulation geringer ausfiel. In unbehandelten
Smn~";SMN2-Motoneuronen war zudem die Anreicherung im Wachstumskegel
geringer als bei den Kontroll- und mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-
Motoneuronen.

Die Ergebnisse dieser Farbung wiesen darauf hin, dass die korrekte Lokalisati-
on von hnRNP R im Axon und Wachstumskegel von motorischen Nervenfasern
moglicherweise von der Anwesenheit einer ausreichenden Menge an intaktem
Smn/SMN-Protein abhangt. Um dies zu erharten, wurden Messungen der
hnRNP R-Signalintensitat durchgefiihrt und mit den oben angefihrten Daten fur
Smn/SMN verglichen.

Tabelle 7. Quantifizierung der Signalintensitat gegen ein fluoreszenz-gekoppeltes Antiserum
gegen hnRNP R als arbitrary unit (willkiirlicher Wert). Smn™";SMN2-Motoneurone zeigten im
Bereich des Axons und Wachstumskegels signifikant reduzierte Mengen an hnRNP R-Signal-
intensitaten im Vergleich zu Kontrollzellen. Bei mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn-defizienten
Zellen fand sich ein signifikanter Anstieg der hnRNP R-Signalintensitat im Axon und Wachs-

tumskegel. Im Zellkérper konnte kein Unterschied in der hnRNP R-Signalintensitat von Smn™;
SMN- und Smn*"*; SMN2-Motoneuronen gefunden werden.

Smn*™*;SMN2 Smn™";SMN2 Smn™";SMN2

+ 8-CPT-cAMP
Zellkorper 46,2 + 3,2 439+2,0 45,7 £ 3,3
Axon 21,4+1,8 13,2+0,8 199+1,9
Wachstumskegel 63,9+24 21,8+2,6 455+ 3,6
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Abbildung 24. Motoneurone von Smn**;SMN2- und Smn™";SMN2-Mausen wurden sieben
Tage auf Laminin-211/221 mit bzw. ohne 8-CPT-cAMP kultiviert, fixiert und gegen hnRNP R
angefarbt. Die hnRNP R-Signalintensitat im Axon und Wachstumskegel von Smn-defizienten
Motoneuronen (graue Balken) unterschied sich signifikant von der gemessenen Intensitat in
Kontroll-Motoneuronen (weiRe Balken). Behandlung der Smn~":SMN2-Motoneurone mit 8-CPT-
CAMP (karierte Balken) bewirkte im Bereich des Axons eine Zunahme der hnRNP R-
Signalintensitat auf Kontrollniveau. Die Sternchen geben die Signifikanz an: ** P < 0,01 *** P <
0,001

Im Axon und Wachstumskegel von Smn-defizienten Motoneuronen zeigten indi-
rekte quantitative Messungen eine signifikante Reduktion des hnRNP R-Pro-
teingehaltes verglichen mit behandelten Smn™SMN2- und Smn**;SMN2-
Motoneuronen. Diese Ergebnisse entsprachen den oben beschriebenen fir die
SMN-Verteilung. Im Gegensatz zur SMN-Signalintensitatsmessung fand sich
kein signifikanter Unterschied der hnRNP R-Intensitat im Zellkorper aller unter-
suchter Motoneurone.

Abbildung 25 zeigt die Kolokalisation von Smn/SMN mit hnRNP R in den unter-

suchten Zellabschnitten.
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C Smn~™":SMN2 + 8-CPT-cAMP

Abbildung 25. Immunhistochemische Farbung von Smn**;SMN2- (A), Smn™";SMN2- (B) und
mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn~";SMN2-Motoneuronen (C) mit Antikdrpern gegen
Smn/SMN (rot), hnRNP R (griin) und DAPI (blau). Bereiche der Kolokalisation von Smn/SMN
und hnRNP R stellten sich gelb dar, und sind in der Abbildung zum Teil durch weil3e Pfeile ge-
kennzeichnet. Smn-defiziente Motoneurone zeigten geringere Kolokalisationen und eine insge-
samt schwéachere Farbung als Kontroll- und mit 8-CPT-cAMP behandelte Smn™";SMN2-Zellen.

Eine Kolokalisation der beiden Proteine liel3 sich im Zellkérper sowohl von Smn-
defizienten als auch Kontroll-Motoneuronen erkennen. Die blau gefarbten Be-
reiche stellen den Zellkern dar. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Diamidino-
Phenylindol) bindet selektiv an doppelstrangige DNA und bildet blau fluoreszie-
rende Komplexe mit AT-reichen Nukleinsdure-Regionen, sodass DAPI als Ge-
genfarbung fir den Zellkern genutzt wird. Reichlich Smn/SMN fand sich vor al-
lem im Zytoplasma und in geringeren Anteilen im Zellkern, wéahrend hnRNP R
gleichmafiig im ganzen Zellkdrper vorkam. Im Axon von Smn**;SMN2- und mit
8-CPT-cCAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneuronen zeigte sich eine Ko-
lokalisation der beiden Proteine, wie sich anhand der deutlichen Gelbfarbung
erkennen lie3. Smn/SMN und sein Interaktionspartner hnRNP R kolokalisierten
zudem im Wachstumskegel von motorischen Nervenfasern, wenn auch in ge-
ringerem Ausmal’ als im Axon. Smn-defiziente Motoneurone zeigten eine deut-

lich schwachere Signalintensitat mit scheinbar geringerer Kolokalisation der
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beiden Proteine im Axon im Vergleich zu Kontroll- und mit 8-CPT-cAMP kulti-

vierten Smn™"

;SMN2-Motoneuronen. Die Wachstumskegel Smn-defizienter Mo-
toneurone wiesen nur geringe, punktférmige Kolokalisationen auf.

Diese Ergebnisse deuten verstarkt auf eine Abh&ngigkeit der hnRNP R-
Lokalisation von der vorhandenen Menge an nicht-trunkiertem Smn/SMN-
Protein hin und zeigen, dass 8-CPT-cAMP in der Lage ist, sowohl die Menge an
SMN als auch an seinem Interaktionspartner hnRNP R in kultivierten embryona-

len Motoneuronen Smn-defizienter Mause zu erhohen.
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6 Diskussion

Das Verstehen und die Aufklarung der pathomechanistischen Ereignisse, wel-
che zu einer proximal betonten spinalen Muskelatrophie (SMA) fihren, sind
Grundvoraussetzungen, um therapeutische Strategien gegen diese Motoneu-
ronerkrankung zu entwickeln. Die Untersuchung von zelltypspezifischen Krank-
heitsmechanismen setzt die Generierung von Mausmodellen sowie die Isolie-
rung und Kultivierung des betroffenen Zelltyps voraus. Anhand morphologischer
Analysen von embryonalen Smn-defizienten Motoneuronen konnte ich zeigen,
dass die Smn-Defizienz zu einem Differenzierungsdefekt in Gegenwart von
Laminin-221, einem Matrixprotein, welches im synaptischen Spalt der neuro-
muskularen Endplatte lokalisiert ist, fuhrt. Dartiber hinaus ist es mir gelungen
nachzuweisen, dass die Smn-Defizienz in isolierten Motoneuronen durch die
Gabe von zyklischem Adenosinmonophosphat aufgehoben werden kann und
dadurch morphologische Defekte kompensiert werden.

Bereits 2000 zeigten Monani und Kollegen, dass der Schweregrad des Phano-
typs eines Typ | SMA Mausmodells sich nicht durch einen moderaten Motoneu-
ronenverlust von 17% im Rickenmark erklaren lasst. Es wurde daher postuliert,
dass es sich bei der klassischen proximal betonten Form der spinalen Muskel-
atrophie um eine sogenannte ,dying back disease® handelt (Cifuentes-Diaz et
al., 2002). Die Degeneration der a-Motoneurone beginnt am prasynaptischen
Bereich der Motorendplatte und schreitet im Laufe der Krankheit rickwarts bis
zum Zellkdrper fort. Daher scheint die bei der SMA stattfindende Motoneuron-
degeneration mit einem Defekt im prasynaptischen Teil der Motorendplatte as-
soziiert zu sein.

Studien nach Rossoll et al. (2003a) haben gezeigt, dass in Smn-defizienten Mo-
toneuronen ein Mikrofilamentdefekt vorliegt, begrindet auf einem Defizit an 8-
Aktin. Da B-Aktin auch die Anordnung von Transmembranproteinen bedingt,
unter anderem von lonenkanélen (Bassell et al., 1998; Luo et al., 2002), haben
Jablonka und Mitarbeiter (2007) beschrieben, dass es aufgrund einer defekten
Kalzium-Kanal-Akkumulation im prasynaptischen Bereich von isolierten Moto-
neuronen zu Erregbarkeitsstérungen kommt, die wiederum Axonelongations-

defekte in Gegenwart von Laminin-221, welches eine 2-Kette tragt, bedingen.
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Nishimune und Kollegen konnten 2004 nachweisen, dass sich spannungsab-
hangige N-Typ- und P/Q-Typ-spezifische Kalzium-Kanal-Cluster spontan akku-
mulieren, wenn sie in Kontakt mit der B2-Kette des synapsenspezifischen
Laminins-221 kommen, und durch das anschlieBende Offnen der Kanale einen
intrazellularen Kalziumanstieg bewirken. Dieser intrazellulare Kalziumanstieg ist
ein so genanntes Differenzierungssignal, welches dem Wachstumskegel eines
"ankommenden” Motoneurons vermittelt, sich zu einer vollfunktionstichtigen
Prasynapse zu entwickeln. In der Zellkultur auf3ert sich das in einem verkurzten
Neuritenwachstum (Porter et al., 1995; Greka et al., 2003). Bei den spannungs-
abhangigen N-Typ-spezifischen Kalzium-Kanalen handelt es sich um die em-
bryonal exprimierte Ca,2.2-Untereinheit. Morphologische Analysen an Mausen,
bei denen die Ca,2.2-Untereinheit ausgeschaltet wurde, zeigten keine Zeichen
einer Motoneuronenkrankheit. Dies konnte darauf zurickzufihren sein, dass
Ca,2.2 postnatal durch Ca,2.1 ersetzt wird (Jun et al., 1999; Urbano et al.,
2003; Pagani et al., 2004; Fox et al., 2007). Hingegen entwickelten sich Ca,2.1-
defiziente Mause nur bis zur dritten postnatalen Woche normal (Jun et al.,
1999). Danach zeigten morphologische Untersuchungen von Ca,2.1-defizienten
Mausen ebenso wie von Mausen, die keine (B2-Kette eines synapsenspezi-
fischen Laminins exprimierten, eine Degeneration der motorischen Endplatte
(Ino et al., 2001; Nishimune et al., 2004; Fox et al., 2007). Diese verzdgerte
Degeneration bei Ca,2.1-defizienten Mausen konnte durch einen kompensato-
rischen Effekt von noch vorhandenem Ca,2.2 erklart werden, welches in den
ersten Lebenswochen durch Ca,2.1 ersetzt wird. Zusammengenommen deuten
diese Daten auf eine, durch die Interaktion der B2-Kette des Laminins-221 mit
der Ca,-Domane von Ca,2.1 und Ca,2.2, geforderte postnatale Entwicklung und
Aufrechterhaltung der neuromuskularen Endplatte.

Da Rossoll und Kollegen (2002, 2003a) ein verandertes axonales Wachstums-
verhalten und verkleinerte Wachstumskegel bei Smn-defizienten isolierten Mo-
toneuronen beschreiben konnten, war ein Ziel meiner Arbeit die morphologi-
sche Analyse von Smn-defizienten Motoneuronen in Gegenwart von Laminin-
221. Die isolierten embryonalen Motoneuronen wurden auf einem Laminin-Mix

(Laminin-211/221) kultiviert, da das endplattenspezifische Laminin-221 nicht
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isoliert erhaltlich ist. Gleichzeitig wollte ich zeigen, wie die beschriebenen mor-
phologischen Defekte durch Erhohung der SMN-Expression kompensiert wer-
den. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit embryonale Motoneurone mit
zyklischem AMP behandelt, um die SMN2-Transkription zu stimulieren.

Wie bereits beschrieben, enthalt die SMN-Promotor-Region ein CRE Il binden-
des Element, welches Effekte von zyklischem Adenosinmonophosphat vermit-
telt und so zu einer Erh6hung des SMN-Transkript- und Proteingehalts in Maus-
hepatozyten fuhrt (Majumder et al., 2004). Bereits 1998 konnten Bassell und
Mitarbeiter nachweisen, dass die Behandlung von Neuronen mit dibutyryl-
cAMP, ein membranpermeables Analogon von cAMP, zu einer starken Erho-
hung der B-Aktin-mRNA in den Wachstumskegeln von Nervenzellen fihrt. Eine
neuere Studie konnte zeigen, dass Axone von sich entwickelnden Neuronen
MRNASs enthalten, die fur das CRE-binding protein (CREB) kodieren (Cox et al.,
2008). Die Arbeitsgruppe kam aufgrund ihrer Ergebnisse zu der Schlussfolge-

rung, dass axonales CREB fir die CRE-abhangige Transkription notig ist.

6.1 Erhdhung der Smn/SMN2-Transkription und
Smn/SMN-Proteinmenge

6.1.1 Smn- und SMN2-Transkription

Da die Anzahl von isolierten Motoneuronen eines Smn™""

;SMN2-Mausembryos
fur eine quantitative RT-PCR zur Untersuchung des Einflusses von cAMP auf
die Transkription in vitro nicht ausreichte, verwendete ich RNA-Extrakte von
Kulturen neurosphéarenbildender kortikaler Vorlauferzellen (NSC) aus dem Vor-
derhirn von Kontroll- und Smn-defizienten Mausen (E 11,5), welche drei Tage
mit bzw. ohne 8-CPT-cAMP (100 puM) kultiviert wurden. Die aus den Zellkultu-
ren gewonnene RNA wurde mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (RNA ab-
hangige DNA-Polymerase) in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA konnte als
Ausgangsprodukt fur die anschliel3end durchgefihrte PCR genutzt werden.

Die signifikante Zunahme des Transkriptgehalts sowohl an intaktem als auch
trunkiertem (delta exon 7) SMN2 und an Smn unter 8-CPT-cAMP-Behandlung

zeigt, dass die Smn- und SMN2-Transkription durch den ,second messenger*
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CAMP stimuliert wird und dadurch in Kontrollzellen die Smn/SMN-Proteinmenge
und in Smn-defizienten Zellen die SMN-Proteinmenge ansteigt (Jablonka et al.,
2007).

6.1.2 Smn/SMN-Proteingehalt

Um einen moglichen Effekt von 8-CPT-cAMP auf den Smn/SMN-Proteingehalt
in primér kultivierten Motoneuronen zu untersuchen, wurden Antikorperfarbun-
gen gegen Smn/SMN in An- und Abwesenheit von 8-CPT-cAMP wéhrend der
Kulturzeit von sieben Tagen durchgefuhrt. Unbehandelte Smn-defiziente Moto-
neurone zeigten signifikant geringere Signalintensitaten in allen untersuchten
Zellbereichen (Zellkorper, Axon und Wachstumskegel) verglichen mit Kontroll-
Motoneuronen. Die Behandlung mit 8-CPT-cAMP fuhrte durch die Stimulierung
der SMN2-Transkription bei Smn™";SMN2-Motoneuronen zu einem deutlichen
Anstieg des intrazellularen SMN-Gehalts (vgl. Tabelle 2 und Abbildung 11).
Somit lieBen die bisherigen Ergebnisse die Vermutung zu, dass die Effekte von
8-CPT-cAMP Uber die erhbhte Smn- und SMN2-Transkription vermittelt werden.
Allerdings ist zyklisches Adenosinmonophosphat ein haufiger ,second messen-
ger“ und daher in viele Signal-Transduktionswege verwickelt, welche zum Uber-
leben und zur Differenzierung von Neuronen beitragen, so dass sich weitere
Wirkmechanismen er6ffnen. Von Burnett und Kollegen konnte 2009 gezeigt
werden, dass die Rekrutierung von SMN in den SMN-Komplex durch die cAMP-
abhangige Proteinkinase A reguliert wird, und dass durch Stimulation des PKA-
Signalwegs durch Forskolin in Fibroblasten von SMA-Patienten das SMN-
Protein akkumuliert. Eine Verdnderung der SMN-mRNA-Menge konnte durch
RT-PCR-Analysen von dieser Arbeitsgruppe nicht beobachtet werden und fihr-
te zu dem Schluss, dass die SMN-Induktion durch Forskolin posttranskriptionell
eintrat. Gegenstand weiterer Forschungen mit Tiermodellen fir SMA konnte die
Entschlisselung der fir die positiven Effekte von 8-CPT-cAMP auf Smn-

defiziente Motoneurone verantwortlichen Signalwege sein.
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6.2 Veranderung von Morphologie und Funktion Smn-
defizienter Motoneurone unter Behandlung mit cAMP

Aufgrund der stimulierenden Effekte von 8-CPT-cAMP auf die Smn/SMN2-
Transkription und daher auch auf den Smn/SMN-Proteingehalt in kultivierten
Motoneuronen, stellte sich weiter die Frage, ob die Erh6hung des Smn/SMN-
Proteingehalts in Smn~";SMN2-Zellkulturen durch 8-CPT-cAMP positive Aus-
wirkungen auf die Morphologie (Axonwachstum und Wachstumskegelgroiie)
der Smn-defizienten Motoneurone zeigt. Um dies zu klaren, wurden embryonale
Smn™";SMN2-Motoneurone in vitro mit 100 pM 8-CPT-cAMP behandelt und mit
unbehandelten Smn-defizienten und Kontroll-Motoneuronen verglichen. Die
Motoneurone wurden Uber sieben Tage auf Laminin-211/221 kultiviert, danach

fixiert und immunzytochemisch sichtbar gemacht.

6.2.1 VergrofRerung der Flache von Wachstumskegeln und An-

reicherung von B-Aktin

Die Wachstumskegel von Nervenzellen dienen zum einen dem gerichteten
Auswachsen der Axone von Motoneuronen, zum anderen aufgrund der konzen-
trierten Lokalisation von Rezeptoren und lonenkanalen in der prasynaptischen
Membran (z. B. Kalzium-Kanéle) zur Erfassung von externen Signalen. Wird im
Laufe der Entwicklung eine Motorendplatte ausgebildet, entwickelt sich der
Wachstumskegel zum prasynaptischen Bereich. Dies bedeutet, dass die richti-
ge Anordnung von Rezeptoren und lonenkanalen gewahrleistet sein muss, da-
mit die Transmitterfreisetzung funktioniert.

Untersuchungen bei Smn™"~

:SMN2-Mausen ergaben eine signifikante Verringe-
rung der Flache der Wachstumskegel im Vergleich zu Smn*"*;SMN2-Mausen
(siehe Tabelle 3 und Abbildung 13). Dieses Ergebnis entsprach den schon fri-
her beschriebenen morphologischen Veranderungen im Wachstumskegelbe-
reich von Smn-defizienten Motoneuronen. (Rossoll et al., 2003a). Die Behand-
lung der Smn™";SMN2-Motoneuronkulturen mit 8-CPT-cAMP fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg der Wachstumskegelflache auf Kontrollniveau. Es liegen

somit Hinweise dafir vor, dass zyklisches Adenosinmonophosphat die Stoérun-
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gen des prasynaptischen Bereichs in Smn-defizienten Motoneuronen kompen-
sieren kann.

Die verkleinerten Wachstumskegel von Smn-defizienten Motoneuronen deuten
auf einen Defekt der Mikrofilamente in Smn-defizienten Motoneuronaxonen hin
(Rossoll et al., 2003a). Das Zytoskelett wird von verschiedenen Mikrofilamenten
gebildet und ist unter anderem fir die Gestalt einer Zelle notwendig. Ein ubiqui-
tar verbreiteter Anteil des Zytoskeletts stellt die Aktin-Proteinfamilie dar, die sich
in a-, B- und y-Aktine unterteilen lasst. In Neuronen ist B-Aktin die am haufigs-
ten abundante Form und erfullt in Motoneuronen verschiedene Aufgaben. So
scheint die Anreicherung von B-Aktin-mRNA und die nachfolgende Translation
zum [B-Aktin-Protein im distalen Bereich von Motoneuronaxonen fir das gerich-
tete Auswachsen der Zellfortséatze wichtig zu sein (Bassel et al., 1998; Jablonka
et al., 2004; Yao et al., 2006). AulRerdem wird das Aktinzytoskelett zur Ausbil-
dung und Aufrechterhaltung von funktionsfahigen Synapsen, sowie zur Modula-
tion der Synapsenstarke bendétigt (Zhang und Benson, 2001). Im préa-
synaptischen Bereich fungieren angereichertes B-Aktin und andere Mikrofila-
mente zudem als Stitzgerust fur die Neurostransmitter-Vesikel und weitere Pro-
teine (Sankaranarayanan et al., 2003). Wichtige Aufgaben Ubernimmt das
Aktinzytoskelett auch bei der Bereitstellung und dem Recycling synaptischer
Vesikel fur die Neurotransmitterausschittung (Shupliakov et al., 2002; Bloom et
al., 2003). Daneben scheint Aktin zusammen mit Synapsin bei der Regulation
der Vesikel-Beweglichkeit und -Ausschittung beteiligt zu sein (Cingolani und
Goda, 2008).

Im distalen Axon und im Wachstumskegel von primar kultivierten Motoneuronen
reichern sich B-Aktin-mRNA und -Protein stark an (Rossoll et al., 2003a; Jab-
lonka et al., 2007). Farbungen von Smn**:SMN2-Motoneuronen gegen das B-
Aktin-Protein zeigten neben einer perinukledren Anreicherung eine im Verlauf
des Axons zunehmende Farbintensitat und eine starke Anreicherung im Wachs-

“SMN2-Mausen eine

tumskegel. Dagegen fand sich in den Axonen von Smn
schwache Farbung und keine Anreicherung im distalen Axon und Wachstums-

kegelbereich (Rossoll et al., 2003a).
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Diese Beobachtungen weisen auf eine eindeutige defizitare 3-Aktinverteilung im
Wachstumskegelbereich hin und lassen die Vermutung zu, dass Smn-defiziente
Motoneurone in vivo einen defekten prasynaptischen Bereich der Motorendplat-
te entwickeln. Aufgrund des ungenitgend ausgebildeten Mikrofilaments ist es
durchaus denkbar, dass es im prasynaptischen Bereich zu einer verminderten
Vesikelausschittung kommt, was wiederum eine defizitare Transmittertiber-
tragung zur Folge hatte. Moglicherweise degenerieren diese "schwacheren”
Synapsen aufgrund der Nicht-Funktion des prasynaptischen Bereichs.

Um den Einfluss von zyklischem Adenosinmonophosphat auf die B-Aktin-
Proteinverteilung in Smn-defizienten Motoneuronen zu untersuchen, wurden in
der vorliegenden Arbeit Motoneurone von Smn~";SMN2-Mausembryonen mit 8-
CPT-cAMP kultiviert, wieder eine Antikorperfarbung gegen B-Aktin durchgefihrt
und die Fluoreszenz-Signalintensitat mit unbehandelten Smn-defizienten Moto-
neuronen und Kontrollzellen verglichen. Es zeigte sich sowohl bei unbehandel-
ten als auch bei den mit 8-CPT-cAMP behandelten Smn™";SMN2-Motoneu-
ronen eine starke Signalintensitat innerhalb des Zellkorpers. Die unbehandelten
Zellen zeigten ein deutliches B-Aktin-Defizit im distalen Axonkompartiment, wo-
hingegen die Behandlung der Zellkulturen mit 8-CPT-cAMP zu einer Anreiche-
rung von B-Aktin im distalen Axon und Wachstumskegelbereich fiihrte (siehe
Abbildung 14). Durch Messung der Signalintensitat von Zellkorpern, distalen
Axonen und Wachstumskegeln konnte der B-Aktin-Gehalt quantifiziert und so-
mit eine eindeutige Zunahme an B-Aktin-Protein im distalen Axon und Wachs-
tumskegelbereich Smn-defizienter Motoneurone in Anwesenheit des ,second
messengers”“ cAMP nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 4 und Abbildung 16).
Studien mit in situ Hybridisierung zeigten zudem eine signifikante Zunahme an
B-Aktin-mRNA in Axonterminalen Smn-defizienter Motoneurone, welche mit 8-
CPT-cAMP kultiviert wurden (Jablonka et al., 2007). Bassell et al. konnten be-
reits 1998 beobachten, dass eine in vivo Behandlung von Neuronen mit
dibutyryl-cAMP die rasche Lokalisation von B-Aktin-mRNA in den Wachstums-
kegel induziert. Diese und die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen einen eindeuti-
gen Zusammenhang von Smn/SMN-Prasenz und korrekter Mikrofilament-

verteilung in den Axonterminalen von Motoneuronen. Eine neuere Arbeit konnte
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durch Uberexprimierung von Plastin 3 (ein Protein, welches F-Aktin stabilisiert)
eine Kompensation der durch erniedrigtes SMN bedingten Axondefekte in kulti-
vierten Zellen beobachten (Oprea et al., 2008). Diese Studie deutet somit eben-

falls auf eine Verbindung zwischen SMN und Zytoskelettproteinen hin.

6.2.2 Akkumulation von N-Typ Kalzium-Kanélen

Anhand von Calcium Imaging Techniken konnten Jablonka und Kollegen (2007)
nachweisen, dass auf Laminin-211/221 kultivierte isolierte embryonale Moto-
neurone eine verminderte Erregbarkeit im distalen Bereich zeigen. Um den
Grund der verminderten Erregbarkeit zu finden, wurden fir diese Dissertation
Antikorperfarbungen gegen embryonal exprimierte N-Typ spezifische Kalzium-
Kandle (Ca,2.2) durchgeflhrt.

Immunhistochemische Farbungen mit Antikbrpern gegen die a-Untereinheit der
N-Typ Ca®*-Kanale gaben Aufschluss Uber die Verteilung der Kanalproteine in
den untersuchten Zellbereichen. Smn-defiziente Motoneurone zeigten eine
deutlich reduzierte Anreicherung von Ca,2.2-Kanéalen im Bereich der Wachs-
tumskegel (vgl. Abbildung 17). Dieser Fund korreliert mit dem reduzierten Ca?*-
Einstrom und der reduzierten spontanen elektrischen Aktivitat in diesem Zellab-
schnitt (Jablonka et al., 2007). Axone von Smn™";SMN2-Mausembryonen zeig-
ten ebenfalls eine signifikante Reduktion an Ca,2.2-Kanélen verglichen mit
Kontrollmotoneuronen, wohingegen es im Zellkérper zu keiner Veranderung
kam. Durch Stimulation der SMN2-Transkription mittels Behandlung Smn-
defizienter Motoneurone mit 8-CPT-cAMP, kam es zu einer erhohten Ca,2.2-
Kanal-Akkumulation im Bereich des Wachstumskegels im Gegensatz zu un-
behandelten Zellen (siehe Tabelle 5 und Abbildung 18). Die erhtéhte Anreiche-
rung von Ca,2.2-Kanalen im Bereich der Wachstumskegel in Anwesenheit von
8-CPT-cAMP korreliert unter anderem mit einer erhdhten Frequenz von sponta-
nen Kalziumstromen im Wachstumskegel von mit 8-CPT-cAMP behandelten
und auf Laminin-211/221 kultivierten Smn-defizienten Motoneuronen (Jablonka
et al., 2007).

Entlang des Aktinzytoskeletts findet neben den bereits beschriebenen Funktio-
nen auch die Integration von Transmembranproteinen, wie beispielsweise Re-

zeptoren und lonenkanalen im Wachstumskegel, statt (Bassell et al., 1998; Luo
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et al., 2002). Die korrekte Anordnung und Verfugbarkeit speziell von span-
nungsabhangigen Kalzium-Kanélen spielen bei der Entwicklung der neuromus-
kularen Endplatte und somit auch bei der Transmitterfreisetzung eine wichtige
Rolle (Urbano et al., 2002; Spafford und Zamponi, 2003; Nishimune et al.,
2004). Daneben sind Kalziumsignale fir viele Aspekte der frihen neuronalen
Entwicklung wichtig, einschlie3lich neuronaler Proliferation, Migration und
axonaler Fuhrung (Spitzer, 2006). Die Differenzierung neuromuskularer End-
platten setzt die Entwicklung aktiver Zonen voraus, die wiederum an kurzzeitige

intrazellulare [Ca?);

Erhohungen gekoppelt ist (Schneggenburger und Neher,
2005). Motorendplatten von transgenen Mausen, die eine verminderte Expres-
sion oder Stérung im Clustering von spannungsabhangigen N-typischen Kalzi-
um-Kanalen (Ca,2.2 pranatal, Ca,2.1 postnatal) haben, zeigen eine defekte
Anordnung der aktiven Zonen und einen stark degenerativen Phanotyp
(Nishimune et al., 2004). In isolierten embryonalen Motoneuronen wird durch
das einstromende Kalzium die Ausreifung einer funktionstiichtigen Prasynapse
initiilert (Nishimune et al., 2004; Jablonka et al., 2007). Mit dieser Differenzie-
rung zur vollfunktionsfahigen Synapse ist aber auch eine funktionierende vesi-
kulare Transmitterfreisetzung verbunden. Eine gestdorte Smn/SMN-Funktion
verhindert die korrekte Lokalisation von B-Aktin im prasynaptischen Bereich
(Rossoll et al., 2003a) und kdnnte somit zu einer Stérung im strukturellen Auf-
bau der Synapse, zu Erregbarkeitsstérungen und damit auch zu einer defekten
Transmitterfreisetzung fihren.

Bereits vorhandene Erkenntnisse und meine Ergebnisse legen den Schluss
nahe, dass Smn-defiziente Motoneurone nicht in der Lage sind, den Differenzie-
rungsprozess als Antwort auf den Kontakt von Ca,2.2 mit dem endplattenspezi-
fischen Laminin (Laminin-221) einzuleiten (vgl. Nishimune et al., 2004). Die de-
fekte Kalzium-Kanal-Akkumulation kdnnte zu funktionellen Defekten in den akti-
ven Zonen fuhren (Nishimune et al., 2004) und jene zu einer gestorten
Neurotransmitterfreisetzung. Eine gestorte Freisetzung des Transmitters konnte
wiederum eine Schwachung der Synapse und eine anschlieRende Degenerati-
on des prasynaptischen Bereiches bedingen. Allerdings sind die spannungsab-

hangigen Kalzium-Kanéle auch fur Synapsen des ZNS wichtig. Somit bleibt un-
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klar, warum nur die Synapsen der neuromuskuldren Endplatte und nicht des
zentralen Nervensystems betroffen sind, wenn eine Veranderung der Verteilung
von Kalzium-Kanalen ausschlaggebend fur die spinale Muskelatrophie ist
(Burghes und Beattie, 2009).

6.2.3 Unveranderte Transkription von B-Aktin und Ca,2.2
Untersuchungen des Gesamttranskriptgehalts von B-Aktin und Ca,2.2 in Kkorti-
kalen Vorlauferzellen in Anwesenheit von 8-CPT-cAMP zeigten keine signifikan-
ten Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Durch in situ Hybridi-
sierung konnten Jablonka und Mitarbeiter (2007) allerdings zeigen, dass es in
Smn-defizienten Motoneuronen unter 8-CPT-cAMP Behandlung zu einer loka-
len Erhohung der B-Aktin-mRNA im Bereich des Wachstumskegels kommt. Zyk-
lisches AMP ist also in der Lage, das B-Aktin-mRNA-Defizit in Smn~";SMN2-
Motoneuronen auszugleichen. Jablonka und Kollegen fanden hingegen keinen
signifikanten Unterschied in der Ca,2.2-mRNA-Menge im Wachstumskegelbe-
reich von mit 8-CPT-cAMP behandelten und unbehandelten Motoneuronen.
Dies wirft die Frage auf, warum 8-CPT-cAMP zu einer Erhéhung des [(B-Aktin-
MRNA- und Proteingehaltes fiihrt, und gleichzeitig nur den Anstieg an Ca,2.2-
Protein bewirkt und keinen Einfluss auf den Ca,2.2-mRNA-Gehalt hat.

6.2.4 Normalisierung des axonalen Langenwachstums

Stérungen des axonalen Langenwachstums sind bei isolierten embryonalen
SMA Typ | Maus-Motoneuronen bereits bekannt (Rossoll et al., 2003a), aber
auch in anderen Smn-defizienten Tiermodellen z.B. dem Morpholin-induzierten
Knockdown im Zebrafisch (McWorther et al., 2003) bzw. dem gewebespezifi-
schen Knockout des Exon 7 im Smn-Gen der Maus (Cifuentes-Diaz et al.,
2002). McGovern und Mitarbeiter (2008) konnten hingegen durch in vivo Studi-
en zeigen, dass Motoneurone von Typ | SMA-Mausen zu keinem untersuchten
Entwicklungszeitpunkt Defekte der axonalen Formation oder Elongation aufwei-
sen. In vitro Assays mit Zellkulturen erlauben die Untersuchung einzelner
Axone unter streng kontrollierten Umweltbedingungen. Primare Motoneuron-
kulturen von SMA Typ | Mausembryonen wachsen auf3erhalb der Muskelzellen,

die das motorische Axon normalerweise innerviert. In dieser Arbeit wurde, um
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der Situation in vivo mdglichst nahe zu kommen, das im Muskel vorkommende,
synapsenspezifische Laminin-221 verwendet.

Wie bereits unter 6.2.2 diskutiert, weisen isolierte Smn™";SMN2-Motoneurone
ein N-Typ Kalzium-Kanal-Defizit im prasynaptischen Bereich auf. Nishimune
zeigte mit Kollegen (2004), dass embryonal exprimierte Kalzium-Kanéale
(Ca,2.2) direkt mit synapsenspezifischen Lamininformen (z. B. Laminin-221)
interagieren und dadurch eine Wirkung auf die prasynaptische Differenzierung
haben. An isolierten embryonalen Motoneuronen liel3 sich beobachten, dass
das Neuritenwachstum auf Laminin-221 im Vergleich zu Laminin-111 reduziert
ist (Porter et al., 1995; Greka et al., 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die B2-Kette des Laminins-221 mit der porenformenden Ca,-Untereinheit
von N-Typ Kalzium-Kanélen (Ca,2.2) interagiert (Nishimune et al., 2004) und
dass bei Smn-defizienten Motoneuronen das ,Clustering” von Ca,2.2 in der
Prasynapse vermindert ist (Jablonka et al., 2007). Zudem fuhrte die Interaktion
von Laminin-B2 und Ca,2.2 zu einer Hemmung des Wachstums der Neuriten in
vitro (Sann et al., 2008). Aufgrund der verringerten Prasenz von Kalzium-
Kanalen im préasynaptischen Bereich sind Smn-defiziente Motoneurone nicht
mehr in der Lage das, durch die Ca,/B2-Ketten Interaktion vermittelte, Differen-
zierungssignal (erhohter Ca**-Einstrom) zu erkennen. Daher sollte in dieser
Arbeit das axonale Langenwachstum Smn-defizienter Motoneurone auf endplat-
tenspezifischem Laminin-221 untersucht werden.

Auf Laminin-211/221 kultivierte, Smn-defiziente Motoneurone zeigten eine sig-
nifikante Zunahme der Axonlange (vgl. Tabelle 6 und Abbildung 22) im Ver-
gleich zu Kontrollzellen. Aus dem verlangerten Neuritenwachstum von Smn™~
:SMN2-Motoneuronen in Anwesenheit von Laminin-221 lasst sich schliefRen,
dass Smn-defiziente Motoneurone nicht in der Lage sind, aufgrund des bereits
gezeigten verminderten Ca,2.2 ,Clusterings®, das Differenzierungssignal der
B2-Untereinheit zu erkennen. Allerdings konnten bisher in vivo bei Smn-
defizienten Mausen keine ,zu langen® Axone im Bereich der neuromuskularen
Endplatte beobachtet werden.

Durch die stimulierte SMN2-Transkription mit 8-CPT-cAMP und den dadurch
erhohten SMN-Proteingehalt zeigten Smn-defiziente Motoneurone auf Laminin-
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221 Axonlangen vergleichbar mit Kontrollmotoneuronen. Jablonka und Mitarbei-
ter (2007) konnten zudem nachweisen, dass die in dieser Arbeit beobachtete
reduzierte Axonldnge von mit 8-CPT-cAMP behandelten und auf Laminin-221
kultivierten Smn-defizienten Motoneuronen mit einem erhohten Kalziumein-
strom in die Prasynapse korreliert. Dieses Ergebnis zusammen mit meinen Be-
obachtungen zeigt, dass cAMP das Kalzium-Kanal-Clustering stimuliert und
folglich in Smn-defizienten Motoneuronen ein erhdhter Kalziumeinstrom ermog-
licht wird, und die Neuronen dadurch das Differenzierungssignal erkennen, was
schlief3lich in einem verminderten axonalen Langenwachstum resultiert.

Neben diesen morphologischen Veranderungen konnten Jablonka und Mitar-
beiter (2007) auch einen funktionellen Defekt im Wachstumskegelbereich be-
schreiben. Dieser Defekt basiert auf einem verminderten spontanen Kalzium-
einstrom, begrindet auf der bereits nachgewiesenen verminderten Ca,2.2-
Kanal-Akkumulation. Diese Beobachtungen lassen die Hypothese zu, dass
Smn-defiziente Motoneurone maoglicherweise Probleme bei der Freisetzung der
Neurotransmitter aus dem prasynaptischen Bereich haben. Die Transmitter-
freisetzung an den aktiven Zonen der Motorendplatte ist mit einer stark erh6h-
ten intrazellularen Ca**-Konzentration verbunden (Kittel et al., 2006). Kommt es
aufgrund eines mangelnden Kalzium-Kanal-,Clusterings“ zu einem verminder-
ten Kalziumeinstrom, konnte dies zu einer mangelnden Transmitterfreisetzung
fuhren.

SMN scheint in Motoneuronen aul3erdem fir die Integritat der prasynaptischen
neuromuskuléaren Endplatte nétig zu sein. So zeigen Zebrafisch smn Mutanten
Defekte der neuromuskularen Endplatte (Boon et al., 2009). Diese Beobach-
tung steht im Einklang mit den Ergebnissen, die durch Analyse von SMA-
Mausmodellen erzielt wurden (Kariya et al., 2008; Murray et al., 2008; Kong et
al., 2009). Untersuchungen an Typ Il SMA-Mausen zeigten, dass die ersten
wahrnehmbaren strukturellen Konsequenzen des reduzierten SMN Abnormali-
taten im Bereich des distalen Endes von Motoneuronen, einschlief3lich der neu-
romuskularen Endplatte, darstellen und dass SMN eine wichtige Rolle fur die
korrekte postnatale Entwicklung der neuromuskularen Endplatte innehat, nicht

aber fur die initiale Formierung (Kariya et al., 2008). Auf3erdem postulieren
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Kariya und Mitarbeiter, dass sich die strukturellen Defekte im Bereich der neu-
romuskularen Endplatte in einer defekten synaptischen Signallibertragung mit
intermittierendem Neurotransmitterversagen widerspiegeln. Neuromuskulare
Endplatten von SMA-Mausen einer anderen Arbeitsgruppe zeigten eine abnor-
male synaptische Transmission und eine verminderte Dichte an synaptischen
Vesikeln. Uberraschenderweise blieben die neuromuskuléaren Endplatten bis in
spate Krankheitsstadien innerviert (Kong et al., 2009). Diese Daten legen nahe,
dass eine axonale Degeneration nicht der initiale Grund ftr die Fehlfunktion der
Motoreinheit bei schweren SMA-Formen ist. Es bleibt somit die Frage offen, ob
die verminderte Dichte an synaptischen Vesikeln zusammen mit den beobach-
teten morphologischen Abnormalitéten, wie die defekte Anhaufung von Kalzi-
um-Kanalen und Akkumulation von Neurofilament in der Prasynapse, zur Fehl-
funktion der neuromuskularen Endplatten bei SMA fihrt (Jablonka et al., 2007,
Kariya et al., 2008; Murray et al., 2008; Kong et al., 2009).

6.2.5 Erhohte Kolokalisation von hnRNP R und Smn/SMN

Wie bereits frihere Studien belegten, interagiert das Smn-Protein mit einem
RNA bindenden Protein aus der hnRNP-Familie (heterogenous nuclear ribo-
nucleoprotein), genannt hnRNP R (Rossoll et al., 2002). HnRNP R ist speziell in
Motoraxonen stark exprimiert (Rossoll et al., 2002) und bindet spezifisch an die
3" UTR von B-Aktin-mRNA (Rossoll et al., 2003a). Ausgehend von diesen Er-
gebnissen stellten Rossoll und Mitarbeiter 2003 die Hypothese auf, dass das
Smn-Protein einen Komplex mit hnRNP R bildet, welcher wiederum spezifisch
an B-Aktin-mRNA bindet. Dieser Komplex wird entlang des Zytoskeletts in den
prasynaptischen Bereich der Motoneurone transportiert. Dort erfolgt die Trans-
lation zum B-Aktin-Protein, welches wichtig ist fir das Auswachsen und die Auf-
rechterhaltung der Zellfortséatze und die Entwicklung der Prasynapse (Rossoll et
al., 2003b). Durch die Beobachtung, dass sowohl die 3-Aktin-mRNA als auch
das B-Aktin-Protein im prasynaptischen Bereich von Smn-defizienten Motoneu-
ronen deutlich reduziert ist, wird diese Annahme bestarkt.

Die durch 8-CPT-cAMP bewirkte Erhéhung des SMN-Proteingehalts in Smn™;
SMNZ2-Motoneuronen warf die Frage auf, inwieweit sich die Behandlung der

Zellen mit 8-CPT-cAMP auf die Verteilung des SMN-Interaktionspartners
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hnRNP R in den verschiedenen Zellkompartimenten Smn-defizienter Motoneu-
rone auswirkt. Um den Gehalt an hnRNP R-Protein und dessen Verteilung in
Motoneuronen zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit Antikorper-
farbungen gegen hnRNP R in An- und Abwesenheit von 8-CPT-cAMP durchge-
fuhrt. Die Untersuchungen ergaben eine Fehlverteilung von hnRNP R in un-
behandelten Smn-defizienten Motoneuronen, mit deutlich geringerer Signalin-
tensitat im Axon und im Wachstumskegel. Smn”";SMN2-Motoneurone, die mit
8-CPT-cAMP behandelt wurden, zeigen im Vergleich zu unbehandelten Zellen
einen signifikanten Anstieg der Signalintensitat im Axon und im Wachstumske-
gel (vgl. Abbildung 24 und Tabelle 7).

Rossoll und Mitarbeiter konnten zudem nachweisen, dass hnRNP R spezifisch
die nicht mutierte Form von Smn bindet. Aufgrund dieser Beobachtung stellte
sich die Frage, inwieweit Smn/SMN und hnRNP R in kultivierten Motoneuronen
kolokalisieren. Smn-defiziente Motoneurone wiesen im Vergleich zu mit 8-CPT-
cAMP behandelten Smn™";SMN2- und Smn**:SMN2-Motoneuronen deutlich
geringere Signalintensitaten der beiden Proteine auf. Dieses Ergebnis macht
die Unterscheidung zwischen erhohter Signalintensitat versus erhohter Ko-
lokalisation von SMN und hnRNP R in mit cAMP behandelten Smn™";SMN2-
Motoneuronen schwierig. Es scheint, als wirden SMN und hnRNP R in Smn-
defizienten Motoneuronen geringer kolokalisieren als in Kontrollen und mit 8-
CPT-cAMP behandelten Smn-defizienten Motoneuronen (siehe Abbildung 25).
Diese Interpretation der Ergebnisse wirde die Vermutung bestarken, dass die
Interaktion von SMN und hnRNP R in Smn-defizienten Motoneuronen gestort
ist.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass zyklisches Adenosinmonophosphat
zu einer Erhéhung an SMN und hnRNP R in Smn-defizienten Motoneuronen
fuhrt und mdglicherweise eine vermehrte Kolokalisation der beiden Proteine
bewirkt. Schlussfolgernd koénnte die durch cAMP erhthte SMN-Proteinmenge
zu einer erhohten Stabilitat oder vermehrten Interaktion mit hnRNP R fihren,
und somit letztlich in einen vermehrten axonalen Transport von B-Aktin-mRNA

resultieren. Dieses Zusammenspiel kdnnte zu der beobachteten Erh6hung der
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B-Aktin-Anreicherung in den distalen Nervenzellfortsatzen fihren und das Aus-
wachsen der Axone und die Aufrechterhaltung der Synapsen ermoglichen.

6.2.5 Isolierte Smn-defiziente Motoneurone als in vitro Assay

far einen Substanz-Screen

Die in dieser Dissertation beschriebene Etablierung des in vitro Assays von kul-
tivierten Motoneuronen zeigt eindeutig, dass Smn-defiziente Motoneurone
durch verkleinerte Wachstumskegel, verbunden mit einem defekten Ca,2.2
,Clustering“ und einem veranderten axonalen Auswachsen, einen Differenzie-
rungsdefekt aufweisen.

Eine Behandlung der Smn-defizienten Motoneuronen mit zyklischem AMP fuhrt
zu einer fast vollstdndigen Kompensation der Ca,2.2-Zusammenlagerung und
nachfolgend zur Kompensation der Erregbarkeit und Axonlange. Somit wurde
mit dieser Arbeit ein ,Proof of Principle“ erarbeitet, welcher zeigt, dass eine Er-
hohung an SMN-Protein zu einer Kompensation der in vitro beschriebenen
morphologischen und funktionellen Defekte fuhrt. Mit Hilfe dieses in vitro
Assays ist es nun moglich, weitere Substanzen, die in der Lage sind die SMN2-
Transkription zu stimulieren, auf ihr kompensatorisches Potential zu testen.

In diesem Zusammenhang wéaren die so genannten Histondeacetylase(HDAC)-
Inhibitoren zu nennen, welche eine Lockerung der DNA-Struktur bewirken und
somit eine verstarkte Transkription einiger Gene ermdéglichen (Allfrey, 1966;
Jenuwein und Allis, 2001; Kernochan et al., 2005; van Bergeijk et al., 2006). Die
DNA eukaryontischer Zellen ist mit Histonen assoziiert (Georgopoulus, 2002).
Modifikationen am N-terminalen Ende der Histonproteine durch Acetylierung
oder Deacetylierung kdénnen die Interaktion zwischen DNA und Histonen veran-
dern und stellen somit einen Regulationsmechansismus der Genexpression dar
(Grunstein, 1997; Kuo und Allis, 1998; Struhl, 1998; Jenuwein und Allis, 2001).
Die Rekrutierung von Histonacetyltransferasen ist mit einer offenen DNA-
Konformation vergesellschaftet, welche die Transkription von Genen erleichtert
(Jenuwein und Allis, 2001; Gurvich et al., 2004). Im Gegensatz dazu bewirkt die
Deacetylierung von Histonen durch HDACs eine geschlossene Chromatin-

Konformation und somit in der Regel eine Unterdrickung der Transkription
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(Gurvich et al., 2004; Hsieh et al., 2004). Die Hemmung der HDACs fihrt typi-
scherweise zu einer Erleichterung der Transkription (Gurvich et al., 2004). Als
Beispiel fiur Histondeacetylase-Inhibitoren kdonnte die Valproinsaure als ein be-
reits zugelassenes Medikament (Antiepileptikum) dienen, welche die Transkrip-
tion von 2% aller bekannten Gene, darunter auch SMN2, stimuliert (Pazin und
Kadonaga, 1997; Brichta et al., 2003; Sumner et al., 2003). Verschiedene Stu-
dien konnten demonstrieren, dass Valproat die SMN-Proteinmege in Zellen,
welche von SMA-Patienten stammen, erhéht (Brichta et al., 2003; Sumner et
al., 2003). Daneben konnte bei SMA-Méausen nach Behandlung mit Valproat
eine geringere Degeneration von spinalen Motoneuronen beobachtet werden
(Tsai et al., 2006). Zudem zeigten mit Valproat behandelte Mause eine verbes-
serte motorische Funktion, geringere Muskelatrophie und bessere Innervation
der neuromuskularen Endplatte als unbehandelte Méause (Tsai et al., 2008).
Diese Ergebnisse erscheinen vielversprechend. Weitere HDAC-Inhibitoren, wie
beispielsweise Phenylbutyrat oder Trichostatin A, bewirken auch eine Steige-
rung der SMN-Proteinmenge (Andreassi et al., 2004; Avila et al., 2007). Nun
ware es interessant weiter zu untersuchen, ob die durch HDAC-Inhibitoren be-
wirkte SMN-Stimulation ebenfalls zu einer Kompensation der in dieser Disserta-
tion beschrieben morphologischen und funktionellen Defekte bei Smn-
defizienten Motoneuronen fuhrt, und damit HDAC-Inhibitoren als mdgliches
Therapeutikum fir die spinale Muskelatrophie in Betracht gezogen werden kon-

nen.
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7 Zusammenfassung

Die proximale spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine autosomal rezessive Erb-
krankheit, welche durch fortschreitende Muskelatrophie mit Betonung der pro-
ximalen Extremitaten, sowie zunehmende motorische Lahmungen charakteri-
siert wird. Bedingt wird diese neurodegenerative Erkrankung durch Mutation
bzw. Deletion des SMN1-Gens auf Chromosom 5q13. Dies fuihrt zu reduzierten
Mengen des ubiquitar exprimierten SMN-Proteins, da der Verlust des SMN1-
Gens nicht durch das noch verbleibende SMN2-Gen kompensiert werden kann.
Die SMN-Promotor-Region enthalt ein CRE Il bindendes Element, welches Ef-
fekte von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) vermittelt und so die
SMN-Transkription in untersuchten Zellen stimuliert. Ausgehend von diesem
Befund stellte sich die Frage, ob cAMP dem Mangel an volllangen SMN bei der
SMA entgegen wirkt. Daher wurden fur diese Dissertation neurospharenbilden-
de kortikale Vorlauferzellen und primar kultivierte Motoneuronen von Smn*’*;
SMN2- und Smn™";SMN2-Mausembryonen untersucht, um zu klaren, ob die
cAMP-Behandlung der Zellen zu einer Hochregulierung des SMN2-Transkripts
fuhrt, und durch die resultierende Erh6hung des SMN-Proteingehalts morpholo-
gische und funktionelle Defekte kompensiert werden. Die Untersuchung zeigte
eine signifikante Zunahme des SMN2-Transkriptgehalts in Anwesenheit von
cAMP. Dadurch kam es zu einem Anstieg der SMN-Proteinmenge im Soma,

Axon und Wachstumskegel von Smn™"

;SMN2-Motoneuronen. Die Verteilungs-
stoérung des SMN-Interaktionspartners hnRNP R mit fehlender kontrolltypischer
Anreicherung im distalen Axon und Wachstumskegel von Smn™";SMN2-
Motoneuronen wurde ebenfalls durch cAMP kompensiert. Smn-defiziente Mo-
toneurone zeigten im Vergleich zu Kontrollzellen kleinere Wachstumskegel so-
wie ein Defizit an B-Aktin im distalen Axon. Zudem fehlte in Smn"‘;SMNZ-
Motoneuronen die bei Kontrollen ausgepragte Zusammenlagerung von N-Typ
spezifischen Ca**-Kanalen in der Prasynapse, die nach Kontakt mit der p2-
Kette des endplattenspezifischen Laminin-221 spontan 6ffnen und so einen in-
trazellularen Kalziumanstieg bewirken, wodurch es zu Erregbarkeitsstorungen
und Axonelongationsdefekten bei Smn-defizienten Motoneuronen kommt. Die

Behandlung der Smn-defizienten Motoneuronen mit CAMP flhrte zur Vergrol3e-
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rung der Wachstumskegelflache und zu einer im Verlauf des Axons zunehmen-
den Anfarbung mit B-Aktin. Aul3erdem kam es zu einer Erh6hung der Menge an
Ca,2.2-Kanalprotein in den Wachstumskegeln Smn-defizienter Motoneurone,
was mit einer erhohten Erregbarkeit korrelierte und zu einer Normalisierung der

"‘;SMNZ-Motoneuronen auf Laminin-221 fuhrte. Die Er-

Axonlange von Smn
gebnisse dieser Arbeit lassen die Vermutung zu, dass Smn-defiziente Motoneu-
rone in vivo Defekte im prasynaptischen Bereich der Motorendplatte aufweisen.
In Zukunft kbnnen mit dem beschriebenen in vitro Assay weitere Substanzen,
welche die SMN2-Traskription stimulieren, auf ihr kompensatorisches Potential

getestet werden.
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