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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Spinale Muskelatrophie als Paradigma molekularer medizinischer Forschung

Die Spinale Muskelatrophie (SMA) ist die zweithdufigste letale, autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung bei WeiBlen nach der zystischen Fibrose (Mukoviszidose, MIM #219700) [1].
Klinisch manifestiert sich die Erkrankung als symmetrische schlaffe Lihmung vor allem
der Extremititenmuskulatur bei Kindern und Jugendlichen. Nach ihrem Verlauf unter-
scheidet man vier allelische Typen. Der zuerst von Werdnig und Hoffmann beschriebene
Typ I [2, 3] kann sich bereits wihrend der Schwangerschaft durch verminderte Kindsbewe-
gungen dullern und tritt beim Neugeborenen und Sdugling als ,,floppy infant syndrome® zu
Tage. Patienten mit dieser schweren Form der SMA sterben meist unter zwei Jahren an
Atemversagen als Folge der Lihmung der Atemmuskulatur und sekundirer Infektionen.
Die SMA Typ II (MIM #253550) manifestiert sich im Alter zwischen 6 und 18 Monaten.
Die Betroffenen kénnen das Sitzen erlernen, sind aber nicht in der Lage zu laufen. Der
Tod tritt — dhnlich wie bei der SMA Typ I — durch Atemversagen zwischen dem Alter von
2 Jahren und dem jungen Erwachsenenalter ein. Der Typ III (MIM #253400) ist mit den
Namen Kugelberg und Welander verbunden [4] und tritt definitionsgemil3 nach dem 18.
Lebensmonat auf. Die Betroffenen kénnen stehen und gehen und sterben erst im Erwach-
senenalter. Als Typ IV (MIM #271150) bezeichnet man eine milde Variante, die erst im

Erwachsenenalter symptomatisch wird mit guter Prognose guoad vitam [5].

1.1.1.  Genetische Grundlagen der SMA

Ein wichtiger Schritt zur Aufklirung der molekularen Pathogenese der Erkrankung war die
Identifizierung des bei Patienten mutierten Gens. Der Genlokus war bereits zuvor auf
Chromosom 5q13 eingeengt worden. Lefebvre und Mitarbeiter konnten dann zeigen, dass
an dieser Stelle des Genoms eine invertierte Duplikation eines Genclusters vorliegt, wel-
cher das als ,,survival motor neuron® SMN1 bezeichnete Gen umfasst, das bei SMA-
Patienten deletiert ist oder in dem Mutationen votliegen [6]. Das neben diesem ,,telomeri-
schen® Gen vorliegende zentromerische Gen (SMN2) liegt seinerseits in unterschiedlichen
Kopienzahlen vor [1, 7], bei ca. 4% der Individuen fehlt es vollig. Das SMN2-Gen unter-
scheidet sich vom SMN1-Gen lediglich durch 5 Basenunterschiede in Intron 6, Exon 7, In-
tron 7 (2 Basenaustausche) und Exon 8. Als Folge der C->T-Transition in Exon 7 des
SMN2-Gens wird ein exonischer Spleilverstirker (exonic splicing enbhancer, ESE) zerstort,

wodurch tberwiegend eine um dieses Exon verkirzte mRNA vom SMN2-Gen gebildet
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1. Einleitung

witd (exon 7 skipping). Die verkiirzte mRNA fihrt zur Translation eines nicht funktionellen
Proteins. Trotzdem besitzt ein geringer Teil der Transkripte des SMN2-Gens die volle
Linge, weshalb etwas funktionsfihiges SMN-Proteins gebildet wird. Bei Organismen, die
nur iiber eine Kopie des SMN-Gens verfligen, ist eine homozygote Deletion nicht mit dem
Leben vereinbar, wie die Situation in Schizosaccharomyzes pombe oder das SMN-Mausmodell
zeigen [8-10]. Menschen, die an Spinaler Muskelatrophie leiden, sind also nur deshalb le-
bensfihig, weil das SMN2-Gen geringe Mengen funktionsfihigen SMN-Proteins liefert.
Diese genetische Konstellation ist fiir die Spezies Mensch einzigartig [11]. Dies zeigt, dass
SMN ein essentieller Faktor ist. Dariiber hinaus wird das Gen in allen untersuchten Gewe-
ben exprimiert [6, 12] und ist nicht etwa — wie der Krankheitsphinotyp vermuten liee —
neuronen-spezifisch. Es ist eine Frage grundsitzlicher Bedeutung, weshalb ein essentiell
benotigter Faktor zu einem gewebespezifischen Phinotyp fithrt. In der Tat gibt es auch
Mutationen in anderen Gene, die trotz ihrer ubiquitiren Expression nur in bestimmten
Geweben krankhaft manifest werden. Beispiele sind zwei Formen der Retinitis pigmentosa,
Typ 11 (MIM #600138) und Typ 18 (MIM# 601414), denen Mutationen in den Genen
PRPF31 bzw. PRPF3 zu Grunde liegen, die essentielle Bestandteile des Spleilosoms codie-
ren [13, 14].

1.1.2. Eine Rolle von SMN bei der Biogenese spleiBosomaler UsnRNPs

Ein wichtiger Schritt zur Aufklirung der molekularen Pathogenese der SMA war der Be-
fund, dass das SMN-Protein eine Rolle beim Spleillen von pri-mRNAs spielt. Dieser
komplexe Prozess des Herausschneidens von Introns wird vom makromolekularen Splei-
Bosom katalysiert. Wichtige Bestandteile des Spleilosoms sind vier so genannte UsnRNPs,
welche ihrerseits aus einer namensgebenden UsnRNA (Uridin-rich small nuclear RNA) -
Komponente (U1, U2, U4/6 und U5) und mehreren Proteinen bestehen (RNP: zibonucleap-
rotein particle). Diese UsnRNPs binden mittels ihrer RNA-Komponente an die pri-mRNA
und wirken dynamisch zusammen, um Exons unter gleichzeitiger Entfernung der Introns
zusammenzufiigen. Die Biogenese spleilosomaler UsnRNPs erfolgt ihrerseits in einer re-
gulierten Abfolge von Ereignissen [15] (Abbildung 1). Die transkribierten UsnRNAs wer-
den dazu aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert, wo die sieben Sm-Proteine B/B*
(B ist eine Spleiflvariante von B), D1, D2, D3, E, IF und G an einen S-site genannten Teil
der UsnRNAs binden [16, 17]. Diese besitzt die charakteristische Sequenz Purin-A-U, G-

Pu. Die Zusammenlagerung des Sz-core-Partikels kann 7z vitro spontan ablaufen und es ent-

Seite 7



1. Einleitung

steht eine kompakte und stabile, ringférmige Struktur, die das strukturelle Grundgertst al-
ler UsnRNPs bildet. Man bezeichnet sie als S#-core-Domine und den resultierenden RNP

als Swz-core-Partikel.

m¥'G

v %g B
KERN

C%_gsm_& SMN-Komplex O:}\g
B % L o

| ) @
- methyliert& « /
[¢)

Sm-Proteine "G S

PRMT5-\ @

Komple
piex neu translatierte

Sm-Proteine

-

Abbildung 1: Biogenese spleilosomaler UsnRNPs nach [28] und in [29]

Die Zusammenlagerung (Assenbly) von spleilosomalen UszRINPs erfolgt durch die koordi-
nierte Aktivitit zweier Proteinkomplexe. Nach der Transkription der UsnRNA im Zellkern
(1) erfolgt ihr Export in das Zytoplasma. Dort translatierte Sm-Proteine (grin) werden
durch den PRMT5-Komplex symmetrisch an Arginin-Resten di-methyliert (2, rot). An-
schlieend werden sie auf den SMN-Komplex tibertragen. Nur mit den am SMN-Komplex
gebundenen Sm-Proteinen kann die UsnRNA iber ihre Sw-site in Wechselwirkung treten
(3). Es bildet sich ein stabiler Sw-core-Partikel aus, der aus der UsnRNA und einem sieben-
teiligen Ring von Sm-Proteinen besteht. Nun wird die Cap-Struktur der UsnRNA hyper-
methyliert (4) und der fertige Swz-core-Partikel in den Zellkern importiert (5). Nicht genau
bekannt und hier auch nicht dargestellt ist bislang der Ort und der Mechanismus der Bin-
dung UsnRNP-spezifischer Proteine.

Obwohl die Zusammenlagerung (man spricht im Englischen von Assezbl) von UsnRNA
und Sm-Proteinen im Reagenzglas spontan erfolgen kann, war fiir das Verstindnis der
SMA die Beobachtung entscheidend, dass dieser Vorgang in der lebenden Zelle die Mitwir-
kung des SMN-Proteins erfordert [18, 19]. So wurde zunichst eine transiente Wechselwir-
kung zwischen SMN und UsnRNAs im Cytoplasma von Xengpus-Oocyten beobachtet. In
weitergehenden Studien lie sich dann zeigen, dass das SMN-Protein Teil einer makromo-
lekularen Einheit, des so genannten SMN-Komplexes ist, der die Sm-Proteine in einer akti-

ven Weise auf die UsnRNA lddt [20]. Dieser Prozess benétigt im Zellextrakt ATP, lauft
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aber am isolierten SMN-Komplex spontan ab. Der eigentlichen Zusammenlagerung der
UsnRINP-core-Partikel ist eine posttranslationale Modifikation der Sm-Proteine B, D1 und
D3 vorgeschaltet: Einige Arginin-Reste der Sm-Proteine werden durch den PRMTS5-
Komplex symmetrisch di-methyliert [21, 22]. Studien mit isolierten Sm-Proteinen legten
den Schluss nahe, dass diese Modifikation die Affinitit der Sm-Proteine zum SMN-
Komplex erhéht [22]. Irn vivo kommen jedoch Sm-Proteine wahrscheinlich nicht einzeln,
sondern als Heterooligomere oder in einem bislang schlecht charakterisierten, bei 6S in der
Gradientenzentrifugation sedimentierenden Komplex vor [23, 24]. Es bleibt daher abzu-
warten, welche Rolle Arginin-Methylierung 7z vivo bei der UsnRNP-Biogenese zukommt.

Nach der Zusammenlagerung von Sm-Proteinen mit der jeweiligen UsnRNA wird die bis-
herige m’G-cap-Struktur der snRNA durch die Cap-Methyltransferase Tgsl zum m**'G-
cap hypermethyliert, wobei ebenfalls der SMN-Komplex als Bindungsplattform dient [25,
25, 26]. Anschlieend findet der Import des zusammengelagerten UsnRNPs in den Zell-

kern unter Vermittlung des Proteins Snurportin statt [27].

1.1.3.  Das SMN-Protein ist Teil eines makromolekularen Komplexes

Ein wichtiger Schritt zum Verstindnis der Pathogenese der SMA war die Erkenntnis, dass
das ca. 32 kDa grof3e (294 Aminosiuren) humane SMN-Protein Teil eines makromolekula-
ren Komplexes ist [19]. Ein Fokus der Forschungen in den vergangenen 10 Jahren lag auf
der Aufklirung der einzelnen Bestandteile dieses SMN-Komplexes. Zunichst erhielten die
neu identifizierten Bindungspartner von SMN unsystematische Bezeichnungen. Per Kon-
vention werden heute all jene Interaktoren, die zusammen mit SMN in ,,Gemini of Cajal
Bodies®, kurz Gems, im Zellkern angetroffen werden [30], als ,,Gemine® bezeichnet und
werden nach der Chronologie ihrer Entdeckung fortlaufend nummeriert. Der zuerst identi-
fizierte Interaktor von SMN war das Gemin2 (SIP-) Protein [19]. Es wurde in einem
,»yeast-two-hybrid-screen” entdeckt und ermdoglichte die Erstbeschreibung der Funktion
des SMN-Komplexes bei der UsnRNP-Biogenese [18]. Ahnlich wie die meisten {ibrigen
Komplexpartner besitzt Gemin2 keine wegweisende Dominenstruktur. Gemin3 (dp103)
gehort zur Gruppe der DEAD-Box-Helikasen [31, 32], welche unter ATP-Verbrauch Se-
kundirstrukturenvon RNA entwinden [33] oder Umlagerungen von Protein-RNA-
Bindungen in RNPs erméglichen [34]. Ahnlich wie fiir das 120 kDa groBe Gemin4 [35], ist
auch fur Gemin6 (19 kDa) [30], Gemin7 (15 kDa) [37] und Gemin 8 (29 kDa) [38] bisher

keine Dominenstruktur beschrieben. Gemin5 (169 kDa) hingegen ist ein so genanntes
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WD-repeat-Protein [39]. WD-tepeats (Pfam PF00400) sind etwa 40 Aminosiduren umfas-
sende Motive, die oft, jedoch nicht immer, mit den Aminosauren Tryptophan und Aspara-
ginsdure (WD im Einbuchstabencode) enden [40]. Sechs bis acht solcher Motive lagern
sich zu einem Beta-Propeller zusammen (eine Kristallstruktur zeigt PDB 1sq9, [41]), der als
Bindungsplattform fiir andere Proteine dient. Neben weiteren Proteinen, die womoglich
transient oder unter bestimmten Bedingungen mit dem SMN-Komplex interagieren, wurde
das Protein UNRIP als stabile Komponente des zytoplasmatischen SMN-Komplexes ge-
funden [42, 43].

Abbildung 2: Protein-Interaktionen im humanen SMIN-Komplex nach [44].
Schematische Darstellung der mittels verschiedener Methoden erhobenen Bindungen in-
nerhalb des humanen SMN-Komplexes. Die Zahlen bezeichnen die Gemin-Proteine. UN-
RIP ist nur Bestandteil des zytoplasmatischen SMN-Komplexes.

Nachdem nun zumindest die wesentlichen Komplexpartner von SMN identifiziert wurden,
befasst sich gegenwirtige Forschung mit der Funktionsanalyse der einzelnen Komplex-
partner. Ein wesentlicher Beitrag zu diesem Ziel war die Aufklirung der Protein-
Interaktionen innerhalb des SMN-Komplexes durch Otter und Mitarbeiter [44]. Eine Zu-
sammenfassung der Resultate zeigt Abbildung 2. Demnach bilden die Proteine SMN, Ge-
min2 und Gemin8 das Riickgrat des Komplexes. Gemin8 stellt dabei die Briicke zu den pe-
ripheren Komponenten Gemin7, Gemin6 und UNRIP sowie zu Gemin4 dar. Dieses wie-
derum bildet zusammen mit SMN eine Bindungsplattform fiir die DEAD-Box-Helikase

Gemin3, wihrend Gemin5 iiber Gemin2 zum Komplex rekrutiert wird.
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1.1.4.  Funktionelle Dominen des SMN-Proteins

SMN besitzt eine charakteristische Tudor-Domine (Aminosdure 90-149). Diese Domine
ist benannt nach dem Drsophila Tudor-Protein, welches bei der Organisation des Polplas-
mas der Oocyte eine Rolle spielt und neun dieser Dominen enthilt [45-47]. Mit groB3er Si-
cherheit ist die Tudor-Domine des SMN-Proteins fiir die Bindung Arginin-dimethylierter
Sm-Proteine verantwortlich, wie biochemische und strukturbiologische Daten zeigen [22,
48-52]. Die Sm-Protein-Bindung wird durch die im Menschen pathogene Aminosiuresubs-
titution E134K aufgehoben [48, 49]. Es wird vermutet, dass die Tudor-Domine des na-
mensgebenden Drosophila-Proteins ebenfalls methylierte (Sm-) Proteine bindet [53]. Eine
Reihe weiterer Proteine mit Tudor-Dominen werden mit RNA-metabolen Prozessen in
Verbindung gebracht [46]. Einige davon (Tdrd1, 6 und 7) spielen eine Rolle bei der Keim-
zellbildung [54, 55], fiir Tudor-SN (Drosophila, humanes Homolog Tdrd11, auch EBNA2
coactivator p100) wird eine Funktion bei der Spaltung editierter RNA, wahrscheinlich im
Rahmen der Regulation der RN A-Interferenz, postuliert [56-58].

Neben der Tudor-Domine wurden auch andere Bereiche des SMN-Proteins genauer cha-
rakterisiert. So wurde die Bindungsstelle fiir Gemin2 durch Kompetition mit synthetischem
Peptid auf die Aminosiuren 13-44 eingeengt [19]. Der C-Terminus von Gemin3 bindet
seinerseits an den C-Teminus von SMN; so wurde gezeigt, dass das Einbringen der beim
Menschen pathogenen Mutation Y272C oder eine Trunkation von SMN um das Exon 7
die Bindung von Gemin3 weitgehend aufhebt [31]. Andererseits ist dieser Rest Teil einer
hochkonservierten YxxG-Box [59] und offenbar fiir die Oligomerisierung von SMN ver-

antwortlich [60, 61].

1.2. Drosophila melanogaster als Modellorganismus der Spinalen Muskelatrophie

Neben Maus [8, 9] und Zebrafisch[62-64] wurde Drosophila melanogaster als Modellorganis-
mus der Spinalen Muskelatrophie untersucht. Miguel-Aliaga und Mitarbeiter [65] identifi-
zierten zunachst das szn-Gen in Drosophila (ASMN) auf Basis einer Homologiesuche in der
damaligen EST-Datenbank. Eine Gegeniiberstellung der Aminosduresequenzen von hu-
manem SMN-Protein und Drosophila-SMN zeigt Abbildung 3.

In frithen Stadien von Drosophila-Embryonen ist das smn-Transkript ein maternales Gen-
produkt dhnlich wie bei C. elegans [67]. Es wurde gezeigt, dass Uberexpression des humanen
SMN-Gens im Puppenstadium letal wirkt, ein Effekt, der auch nach Uberexpression des C-
Terminus von dSMN auftrat. Dies wurde auf einen dadurch hervorgerufenen Oligomeri-

sierungsdefekt des dSMN-Proteins zuriickgefithrt. Kennzeichnend fiir die tiberexprimie-
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renden Fliegen waren Defekte bei der posterioren Entwicklung. Jene wenigen Individuen,
die schliipften, besaBBen deformierte Beine. Ein Phinotyp nach Uberexpression beim Men-
schen ist allerdings nicht bekannt. Aus derselben Arbeitsgruppe wurde spiter die Identifi-
zierung und Analyse [68] zweier Drosophila-Mutanten im smn-Gen berichtet. Beide fihren
zu Aminosiuresubstitutionen im C-Terminus des Proteins (G202S fiir die Linie smn73™"

und S201F fiir smn”).

10 20
ASMN om o i —mmim e i m i —nm e MSDETN WDD! KTYDE EALA
hSMN ~ MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDD D WDD! AL KAYDK v SF HAL K
G
56 70 100 110
dSMN  RRLADSTNK EEENAAAAEEEAGEIS TGGAT PEP KVGDYARATN- VDGVD
hSMN  NGDI CETSGKPK- - TTPKRKPAKKNKSQKKNTAASL KVGDKCSAI MSEDGCI
111 120 130 140 150 160
dSMN ‘ REQFLI AKKDEDE
hSMN NI EQNAQENENES
166 180 190 200 210 220
dSMN SRPK- - - - ASAGSHSKTPK- - - 8SRRSRISGGLYMP- - - = - - - === = = - - - PM
hSMN STDESENSRSPGNKSDNI KPKSAPWNSFLPPPPPMPGPRL GPGKPGLKFNGPP
221 230 240 250 260 270FS
dSMN  P----- T —— VRP--------- MI VGQGDGAEQDF VAML TAWY MSGY
hSMN  PPPPPPPPHLLSCWLPPFPSGPPIIPPPPPI CPDSLDDADALGSMLI SWYMSGY
L I C

280 290
dSMN  TGLYQGKKEASTTSGKKKTPKK
hSMN  TGYYMGFRQNQKE- GRCSHSLN

LS V

Abbildung 3: Sequenzvergleich der Aminosiduresequenzen von hSMN und dSMN
Die Tudor-Domine ist hellblau umrahmt (Dominengrenzen nach SMART [66]). Identi-
sche Aminosduren sind gelb, dhnliche grin unterlegt. Die beschriebenen Mutationen in
Drosophila smn73" (alias smn™) und smn” sind oberhalb der dSMN-Sequenz wiedergegeben
und bekannten humanen Mutationen (unterhalb der Sequenz) gegentibergestellt.

Ein Vergleich mit bekannten SMA verursachenden Mutationen beim Menschen zeigt, dass
einige davon in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander im Bereich der konservierten und
tir die Oligomerisierung erfolrderlichen YxxG-Boxen liegen (siche Abbildung 3 [60]). Die
Mutationen sind homozygot letal in spiten Larvenstadien. Dass die Mutation tiberhaupt
mit dem Leben vereinbar ist, wurde schliissig auf den maternalen Pool an Transkripten zu-
rickgefithrt. Phinotypisch wurde bei den Mutanten eine verringerte Mobilitit der Larven
beobachtet. Ein reseue gelang nicht nur nach ubiquitirer Expression des wildtypischem
SMN-Protein sondern auch wenn es gleichzeitig unter einem pan-neuralen und einem
muskelspezifischen Promotor mittels GAL4:UAS-System exprimiert wurde [69]. Expressi-

on nur in Neuronen oder nur in Muskeln stellte den Wildtyp-Phinotyp nur unvollstindig
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wieder her. Auf histologischer Ebene untersuchten die Autoren daher die motorische End-
platte der Fliegen. Es zeigte sich, dass allenfalls subtile und sehr variable morphologische
Verinderungen auftraten, die den Phinotyp nicht vollstindig zu erkliren schienen. Kiirz-
lich wurde erneut versucht, die Charakteristika der SMA in einem Drosophila-Modell zu re-
kapitulieren [70]. Dazu wurden drei verschiedene Transposon-Insertionen (PiggyBac, [71,
72]) analysiert, von denen zwei innerhalb der codierenden Sequenz liegen (s#x und smn”)
und als homozygot letale null-Allele zu betrachten sind. Eine dritte (s2") liegt im Promo-
tor-Bereich des smn-Gens und zeigte keinen Phinotyp. Daher wurden imprizise Exzisio-
nen des P-Elements vorgenommen, von denen zwei berichtete einen ,,motoneuronalen
Phinotyp® zeigten. Nur die s#7'”’-Linie wurde weiter untersucht. In der Tat konnten die
Mutanten nicht fliegen, waren aber lebensfihig und fertil. Die Autoren zeigten, dass die in-
direkte Flugmuskulatur der mutanten Insekten desorganisiert war und die adulten Motor-
neurone eine fehlerhafte Verzweigung besalen. Erstaunlicherweise besitzen die Mutanten
im Immunoblot identische Mengen an dSMN-Protein mit Ausnahme der Flugmuskulatur,
wo eine geringere Proteinmenge gezeigt wurde. Diese Daten reichen jedoch nicht aus, um
schliissig eine auf die Flugmuskulatur beschrinkte Funktion des dSMN-Proteins nachzu-
weisen. Daten, die eine normale UsnRNP-Biogenese in diesen Mutanten nachweisen soll-
ten, waren nicht konsistent. Zudem beschriankten sich die Analysen auf nur eine hypomor-
phe Mutante, so dass weiter reichende Schliisse schwer méglich sind. Zusammengenom-
men zeigen die verfugbaren Daten, dass das Drosophila-SMN-Protein strukturell dhnliche
Eigenschaften besitzt, wie das humane Ortholog. Auch scheint eine C-terminale Oligome-
risierung fiir die Funktion des Komplexes unverzichtbar. Zudem deutet sich an, dass das
Protein, dhnlich wie im Menschen fur die LLokomotion der Tiere erfordetlich ist, sei es auf
neuronaler oder muskulirer Ebene. Ob allerdings das Protein auch in Drosophila bei der
UsnRNP-Biogenese eine Rolle spielt wurde nicht geklirt. In der Tat wurde diese Funktion
bis heute nur in Vertebraten gezeigt, nimlich Xenopus laevis 18], Danio rerio [64], und
Mensch [20].
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1.3.

Zielsetzung dieser Arbeit

In den vergangenen Jahren war der humane SMN-Komplex Gegenstand intensiver Unter-

suchungen zur Aufklirung der molekularen Ursachen der SMA. Ein Schwerpunkt dabei lag

auf der Identifizierung seiner Komponenten. Erstaunlicherweise zeigte sich, dass dieser aus

mindestens 9 Proteinen besteht, welche 7z vivo an der UsuRINP-Biogenese beteiligt sind.

Dem gegeniiber liuft die Zusammenlagerung des Sw-core-Partikels in vitro spontan ab [16,

17, 73] und erfordert in s lediglich die Swz-site 74, 75].

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war daher die Frage, ob in der Tat alle Gemin-

Proteine fiir die Zusammenlagerung des Sw-core-Partikels erforderlich sind. Ich stellte die

Hypothese auf, dass der SMN-Komplex anderer Organismen als des Menschen einfacher

aufgebaut sein konne.

Dazu sollte der SMN-Komplex zunichst mit bioinformatischen Methoden in den Ge-
nomen zahlreicher Organismen untersucht werden, um das System minimaler Komp-
lexitit zu identifizieren.

AnschlieBend sollte eine geeignete Methode etabliert werden, um diesen Komplex bio-
chemisch aufzureinigen.

Die Zusammensetzung des isolierten Proteinkomplexes sollte dann mittels Massens-
pektrometrie aufgeklirt,

und seine Funktion biochemisch charakterisiert werden.

Im Anschluss war die Rekonstitution des minimalen SMN-Komplexes aus rekombi-
nant exprimierten Proteinen geplant.

Dies sollte die Grundlage fiir die Aufklirung der Struktur dieses minimalen SMN-

Komplexes schaffen.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Chemikalien und Reagenzien

Als Lésungsmittel diente, soweit nicht anders angegeben, steriles deionisiertes Reinstwasser
(ddH,0). Die eingesetzten Chemikalien wurden in p.A.-Qualitit von BD Biosciences (Hei-
delberg), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) und
Roth (Karlsruhe) bezogen. Radiochemikalien stammten von GE Life Sciences (Freiburg),
Restriktionsenzyme und Phosphatasen von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und New Eng-
land Biolabs (Frankfurt am Main), DNA-Polymerasen von MBI Fermentas und peglab (Er-
langen). Oligonukleotide wurden bei biomers.net (Ulm), Peptide bei Peptide Specialty Lab
(Heidelberg) und Schafer-N (Kopenhagen, Dinemark) synthetisiert. Geschiitzte Waren-

namen (Warenzeichen) sind in dieser Arbeit nicht gesondert kenntlich gemacht.

2.2. Bioinformatik

22.1.  Evolutionsbiologie

Die Analyse der Evolution des SMN-Komplexes wurde in enger Zusammenarbeit mit

Prof. Jorg Schultz, Lehrstuhl fir Bioinformatik durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteome

der einzelnen Organismen heruntergeladen, im Einzelnen:

= aus der ENSEMBL-Datenbank (www.ensembl.org) die Proteome von Homo sapiens,
Danio rerio, Ciona intestinalis, Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster and Caenorbabditis
elegans.

= aus der JGI-Datenbank (www.jgi.doe.gov) die Proteome von Newatostella vectensis, Bran-
chiostoma floridae und Ostreococcus tauri

*  von NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) das Proteom von Strongylocentrotus purpuratus

= aus Organismus-spezifischen Datenbanken folgende Proteome: Saccharomyces cerevisiae —
SGD  (www.yeastgenome.org),  Schizosaccaromyces  pombe -  Sanger  Centre
(www.sanget.ac.uk/Projects/S_pombe), Apis mellifera — BeeBase (www.beebase.org),
Dictyostelinm discoidenm — DictyBase (dictybase.org), Arabidopsis thaliana — TAIR (arabi-
dopsis.otg), Oryza sativa ssp. japonica — MIPS (mips.gsf.de).

Um Orthologe des SMN-Komplexes zu identifizieren, wurde fiir jede Komponente des

humane SMN-Komplexes ein position specific iteration BLAST (PSI-BLAST [76])-Profil gene-

riert und damit die jeweilige Proteindatenbank durchsucht. Mit jedem Kandidatenprotein

wurde anschlieBend eine Riickwirtssuche gegen die nichtredundante Proteindatenbank

durchgefiithrt. Nur solche Kandidaten wurden beriicksichtigt, die bekannte Komponenten
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des humane SMN-Komplexes als beste Treffer lieferten. Bei unklaren Verwandtschaftsver-
hiltnissen, wie sie durch die hiufigen Dominen in Gemin3 (DEAD-Box-Helikase) und
Gemin5 (WD-repeats) verursacht wurden, erstellte Prof. Schultz ein phylogenetisches Kla-
dogramm, um Orthologe von Paralogen zu trennen. Dariiberhinaus wurde jedes Protein
einzeln manuell in der nichtredundanten Datenbank und in der genomischen NCBI-
Datenbank gesucht.

Die Analyse der Evolutionsgeschwindigkeit fiir die Gemin3- und Gemin5-Orthologen in
Dipteren wurde ein Sequenzvergleich der Proteinsequenzen aller untersuchten Organismen
erstellt und ein phylogenetischer Baum berechnet unter Verwendung von proml aus dem
phylip Programmpaket [77]. Sowohl fir Gemin3 wie fir Gemin5 folgte der errechnete
Stammbaum dem fur die entsprechenden Spezies. Um zu untersuchen, ob die Evolutions-
geschwindigkeit der Dipteren signifikant von den tbrigen Gemin3- oder Gemin5 Ortholo-
gen abweicht, wurde das codeml-Programm aus dem PAML-Paket benutzt [78]. Der er-
rechnete Stammbaum wurde benutzt um zu fragen, wie gut zwei hypothetische Modelle die
Daten erkliren. In einem Fall wurde angenommen, dass tber den gesamten Stammbaum
cine konstante Evolutionsrate vorliegt. Im zweiten Modell wurde fiir den Zweig der Dipte-
ren eine abweichende Geschwindigkeit erlaubt. Fiir beide untersuchte Gemine ergab sich
eine schneller Evolutionsrate in den Dipteren. Zur Signifikanztestung wurde ein /og-
likelihood ratio test durchgefithrt. Dazu muss die verdoppelte Differenz zwischen den log-
likelihoods beider Modelle einen bestimmten Wert der Chi*-Verteilung tiberschreiten. Bei
einem Freiheitsgrad (Evolutionsgeschwindigkeit) wurde fiir beide Gemine der Chi*-Wert

von p=0.001 iberschritten.

2.2.2.  Laborsoftware

Die Erstellung aller Plasmid-Karten, Durchfithrung von BLAST-Suchen (Basic Local
Alignment Search Tool [79]) und Erstellen von Sequenzvergleichen wurde mittels der Vec-
torNTT 10 Software von Invitrogen (Karlsruhe) durchgefiihrt. Zur Berechnung von Eigen-
schaften der Oligonukleotide und Peptide wurde das ,,Sequence Cruncher* Plugin fiir
Word benutzt (Barry Moore, University of Utah, Salt Lake City, UT, USA).

2.3. Gentechnische Methoden
Fir zahlreiche Klonierungen wurden cDNA-Klone vom Drosgphila Genomic Resource
Center der Indiana University (Bloomington, IN, USA) bezogen und die gewiinschte co-

dierende Sequenz unter Einfiigung von Schnittstellen mittels priparativer Polymeraseket-
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tenreaktion (PCR) amplifiziert und in das gewiinschte Expressionsplasmid kloniert. Die da-

tir verwendeten cDNA-Klone, Primersequenzen und eingefiigten Schnittstellen sind der

Tabelle 1 zu entnehmen. Alle Konstrukte wurden im Institut fir Humangenetik der Uni-

versitdit Wirzburg oder durch die Firma Medigenomix (Martinsried) vollstindig sequen-

ziert.

Genpro- DGRC Gen 5-Primer 3-Primer Schnitt-

dukt Klon stellen

dSMN 1.D23602 smn CATGCCATG- ATTTGCGGCCGC- Ncol
GCAATGTCCGACGA- TTACTTCTTGGGTGTCTT | Notl
GACGAACGC TTTCTTTCC

dGemin2 | LD47479 CG10419 CATGCCATGGCAATG- ATTTGCGGCCGCTTA- Ncol
CAGCATGAGCCCGAAG TATGTAATCCTTGAAAT- Notl

CATTCTGTGC

Dhhil L.D05563 Dhhl CGGGATCCATG- ATTTGCGGCCGCTTAG- Ncol

GAGCGCGAAATAGCG TAATAGTTCTGTA- Notl
GATTCTTGGC

Rigor SD03652 Rig CATGCCATGGCAAT- AAATGCGGCCGCTTAAT Ncol

mortis GAACTCGCAGGTGATG- | GCTCGGCAGTAGATC- Notl
TACC CATTG

dU1  fiir | Geschenk von Stephen M. | GGAATTCTAATAC- CCCAAGCTTA- EcoRI

T7-Trans- | Mount, University of Ma- | GACTCACTATAGGGA- GATCTCGGGACGGCGCG | (59

kription 4 | ryland, College Park, MD | TACTTACCTGGCGTA- AACG HindIII

vitro [80] GAGGTTAACCG BgllI (39

dU85 fiir | RT-PCR aus Schneider2 [ GGAATTCTAATAC- CCCAAGCTTTGCGCTCA- EcoRI

T7-Trans- | Zell Total-RNA GACTCACTA- GATTACTAAAGACGTCG HindIII

kription 7 TAGGGTGCCCATGAT-

vitro GAAATATTCGACATCGG

dU1 aus analytischem RNA-PAGE GGAATTCATACT- CCCAAGCTTA- EcoRI
TACCTGGCGTAGAGG- GATCTCGGGACGGCGCG | HindIII
TTAACCG AACG Belll

dU2 aus analytischem RNA-PAGE GGAATT- CCCAAGCTTGTTGGGCC EcoRI
CATCGCTTCTCGGCCTTA | GAAATCCCGGCGG HindIII
TGGCTAAGATC

dU4 aus analytischem RNA-PAGE | GGGAATTCTGAGGTGCG | GTCACT- EcoRI

(Trunkation 5’ und 3%) GTTATTGCTAGT- GCAGGGCTTCCAAAAAT | Pstd
TGAAAACTTTAACC TGCCGTAGTGGACGG

dU5 aus analytischem RNA-PAGE GGAATT- CCCAAGCTTGGCCCCAAA | EcoRI
CACTCTGGTTTCTCTTCA | GGCAAATGCC HindIII
ATTGTCGAATAAATC

Tabelle 1: Primer-Paare, Quellen und Schnittstellen zur Klonierung
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2.3.1. DNA-Priparation
Plasmid-Priparationen in unterschiedlichem Mal3stab wurden mit den entsprechenden Kits
der Fa. Macherey-Nagel (Diren) ,,Nucleospin Plasmid QuickPure®, ,,Nucleobond PC100
und PC 500 durchgefiihrt.

2.3.2.  Priparative Polymerasekettenreaktion
Zur priparativen Amplifikation codierender Sequenzen aus cDNA-Plasmiden wurde die 3
5“Exonuklease besitzende Pfu- (Pyrococcus fulgidus) Polymerase, im Einzelfall die Pwo-
(Pyrococcus woesii) Polymerase benutzt:

50 ng Plasmid-DNA

1l Pfu-Polymerase (2,5 U/ul)/Pwo-Polymerase (1 U/pul)

20 pmol  5“Primer

20 pmol  3“-Primer

1wl 10 mM (je Deoxynucleotid) dNTP-Mix

5l 10X Pfu-Puffer

ad50ul  ddH,O
In der Regel wurden 25 PCR-Zyklen durchgefithrt, um eine Akkumulation eventuell feh-
lerhafter Produkte zu vermeiden. Die Hybridisierungstemperatur wurde in der Regel min-
destens 6°C unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der Primer gewihlt. Denaturie-
rung erfolgte bei 95°C fiir 30“ je Zyklus, Elongation bei 68°C fur 1 min/750 bp. Die PCR-
Produkte wurden anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (2.3.5), vi-
sualisiert und das entsprechende Produkt ausgeschnitten. Die Gelelution erfolgte im All-
gemeinen mittels des ,,Nucleospin Extract 11-Kits (Macherey-Nagel), bei schr kleinen

Fragmenten mittels einer modifizierten Freeze/Squeeze-Technik [81, 82].

2.3.3.  Restriktionshydrolyse von DNA

Der Restriktionsverdau von PCR-Produkten und Plasmiden erfolgte gemil3 der Hersteller-
anleitung als Doppelverdau bei 37°C fiir mindestens eine Stunde mit 1 U Enzym/ug DNA.
Der Doppelrestriktionsverdau mit Ncol und Notl wurde in 2-fachem Tango-Puffer durch-
gefiihrt, wobei die Notl-Konzentration gegentiber der Ncol-Konzentration verdoppelt
wurde. Um Religationen des Plasmid-Vektors zu verringern, wurde anschliefend eine 5%
Dephosphorylierung fir 1h bei 37° mit Shrimp Alkaline Phosphatase (1 U/Reaktion)
durchgefiihrt. Sofern keine Gelelektrophorese erfolgte, wurde die DNA mit dem ,,Nuc-

leospin Extract I1*-Kit extrahiert.
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2.3.4.  Ligation von DNA

Zur Ligation des 5°-Phosphorylgruppen tragenden, verdauten PCR-Produkts mit den 3*-
Hydroxygruppen des Plasmids wurden ca. 100 ng Plasmid mit sechsfach molarem Uber-
schuss des PCR-Produkts unter Verwendung von T4-DNA-Ligase (1 Weiss-Unit) bei 14°C

gemill Herstelleranweisung iiber Nacht inkubiert.

2.3.5. DNA-Agarosegelelektrophorese
DNA-Fragmente wurden in 6-fach DNA-Ladepuffer aufgenommen, auf ein je nach Frag-
mentgroBe 0,7 bis 2%-iges Agarosegel (1 pg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen und bei ca.
15 mA/cm in einfachem TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Die Visualisierung der
Produkte erfolgte mittels UV-Licht im Bioprint DS-Geldokumentationssystem (LTF-
Labortechnik, Freiburg) mit BioCapt-Software.
DNA-Ladepuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8,3)
(6-fach) 0,03% (w/v) Bromphenolblau

0,03% (w/v) Xylencyanol FF

60% (v/v)  Glycerol

60 mM EDTA
TBE-Puffer: 89mM Tris pH 8.3
(1-fach) 89mM Borsidure

1 mM EDTA

2.3.6.  Transformation von E.co/-Stimmen
Zur Klonierung wurde das Ligationsprodukt mittels Hitzeschock-Transformation in die
kompetenten E.co/i-Stimme DH50 (Invitrogen) oder XL1-Blue (Stratagene) eingebracht.
Transformationskompetenz der Zellstimme wurde nach der von Inoue beschriebenen Me-
thode erreicht [83]. Die bei -80°C gelagerten Aliquots wurden auf Eis aufgetaut, zur DNA
gegeben und auf Eis fir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien 2 min 42°C
ausgesetzt, mit 500 ul LB-Medium versetzt und erneut auf Eis fir 10 min inkubiert. An-
schlieBend wurden die Ansitze fiir 45 min bei 37°C schiittelnd inkubiert, bevor sie auf ei-
ner LB-Agar-Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausplatiert und tber Nacht bei 37°C
inkubiert wurden.
LB-Medium: 1% (w/v)  Bacto Tryptone (Tryptisches Kasein-Hydrolysat)
0,5% (w/v) Bacto Yeast Extract (Hefeextrakt)
1% (w/v)  NaCl
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LB-Agar: erhilt man durch Zugabe von 1,4% Agar zu warmem LB-Medium
Antibiotika: Stamml6sungen (Endkonzentrationen in Klammern)

Ampicillin 100 mg/ml in Wasser (100 ug/ml)

Kanamycin 25 mg/ml in Wasser (25 pg/ml)

Chloramphenicol 30 mg/ml in Ethanol (30 ug/ml)

2.3.7.  PCR-Kolonie-Screening

Um jene E.co/i-Klone zu identifizieren, bei welchen das gewiinschte DNA-Fragment in den
Plasmid-Vektor integriert war, wurde eine Anzahl Kolonien mittels PCR-Kolonie-
Screening untersucht. Dies ermdglichte eine rasche und eindeutige Aussage bei geringen
Kosten. Dazu wurde ein Primer-Mix mit 10 pmol der zur Klonierung verwendeten 5’- und
3’-Oligonukleotide in 10 ul ddH,O hergestellt, in dem die jeweiligen Kolonie mit einem
sterilen Holzstibchen ausgeschiittelt wurde. Die jeweiligen Kolonien wurden auf einer
Replikaplatte abgelegt. AnschlieBend wurden 10 pl 2-fach PCR-Ready Mix (Roche, Mann-
heim) hinzugefiigt und eine PCR wie unter 2.3.2 beschrieben durchgefihrt, jedoch mit 30
Zyklen und Elongation bei 72°C. Klone, welche das gewiinschte Produkt enthielten wur-
den von der Replikaplatte in 5 ml LB-Medium mit dem jeweiligen Antibiotikum (siche
2.3.6) angeimpft und eine Plasmid-Priparation aus 4 ml gesittigter Kultur durchgefiihrt
(siche 2.3.1).

2.3.8.  Generierung von Expressionskonstrukten fiir E.co/i

Zur prokaryotischen Expression von Proteinen wurden die codierenden Sequenzen der
gewunschten Proteine regelmillig in verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Dabei
nutzte ich am European Molecular Biology Laboratory (EMBL) generierte Vektoren (Ge-
schenk von A. de Marco, EMBL, Heidelberg). Das Plasmid pBAD-M11 codiert in 3¢ des
Arabinose-Operators fiir ein N-terminales His,-Tag gefolgt von einer Schnittstelle fir die
Protease des ,,Tobacco Etch Virus“ (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln) und einer ,,Multiple Clo-
ning Site” (MCS), welche mit Ncol beginnt. Die Lage und Erkennungssequenz
(CCATGG) dieses Restriktionsenzyms ist so beschaffen, dass sich ein Translationsstartco-
don (ATG) ergibt, welches in vielen Fillen die Realisierung eines Fusionsproteins begin-
nend mit dem N-terminalen Methionin ermdglicht. Somit kann man ein strukturell und
funktionell dem wildtypischen Protein dhnliches Verhalten des rekombinanten Proteins
erwarten. Im Plasmid pET-M30 liegt an Stelle des Arabinose-Operators ein Promotor fiir

die T7-RNA-Polymerase vor, gefolgt in 3° von einem Lac-Operator [84] , so dass sich in
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Bakterienstimmen, welche das Gen fiir die T7-Polymerase (unter dem /zcUl/5-Promotor)
codieren, eine effiziente und stringente Expressionskontrolle erzielen ldsst [85]. Anschlie-
Bend beginnt die codierende Sequenz mit einem His-Tag, es folgt die Glutathion-S-
Transferase (GST) und die TEV-Protease-Schnittstelle gefolgt von einer dhnlichen MCS
wie in pPBAD-M11. Somit erlaubten diese und abgeleitete Vektoren die rasche Subklonie-
rung des einmal in die MCS eingebrachten Fragments unter einander. Prokaryoten besitzen
im Gegensatz zu Eukaryoten (Ausnahme: IHRES tragende RNAs) die Moglichkeit, von ei-
nem Transkript zwei oder mehr Proteine zu translatieren. Diese Eigenschaft machte ich
mir zu Nutze, um Drosophila SMN (dSMN) und Drosophila Gemin2 (dGemin2) von einem
einzigen Plasmid zu exprimieren. Dazu wurde das Konstrukt dSMN:pBAD-M11 mit Notl
und Xhol verdaut und ein Polylinker genanntes, doppelstringiges, synthetisches DNA-
Molekdil ligiert. 20 pmol der synthetisierten Einzelstringe wurden dazu zuvor in einem 50
ul-Ansatz fur 2 Minuten bei 95°C denaturiert und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 30
min hybridisiert. Durch Ligation des Polylinkers wird die urspriinglich enthaltene Notl-
Schnittstelle unbrauchbar. Dieses Konstrukt wurde nachfolgend Nhel und Notl geschnit-
ten und aus dem Vektor dGemin2:pET-M30 mit Xbal und Notl ein Fragment ausge-

schnitten, welches ein fir H,-GST-dGemin2 codiert.

Mol
Mhel ¥hal

GGCCAGCTAG CGCGGCCGCC
TCGATC GCGCCGGCGGE AGCT

Abbildung 4: Polylinker-Dimer mit enthaltenen Restriktionsschnittstellen

2.3.9.  Erzeugung des pMTugl#-Vektors zur Expression in Schneider2-Zellen

Ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit bestand in der Etablierung eines neuartigen Af-
finititsepitops zur Aufreinigung makromolekularer Komplexe aus Drosophila Schneider2-
Zellen. Ausgangspunkt der Klonierung war der Vektor pMTV5/HisA (Invitrogen). Um ei-
ne einfache Subklonierung aus bestehenden Konstrukten in pBAD-M11 und pET-M30 zu
erméglichen, wurde die multiple cloning site des Plasmid-Vektors pET28a (Merck Biosciences)
mittels PCR amplifiziert und die Schnittstelle fiir Kpnl in 5’ eingefiigt (5 “MCS-Primer und
T7-Terminator-Primer, siche Tabelle 2). Das PCR-Produkt wurde mit Kpnl und Xhol ver-
daut und in den in gleicher Weise verdauten und dephosphorylierten Vektor pMTV5/HisA
der Firma Invitrogen ligiert (Produkt: pMT-MCS-mod).
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5-“MCS-Primer 5“CGGGGTACCGGGGCCATGGGACATAT
(+Kpnl): GGGATCCGAATTCGAGCTC-3¢

T7-Terminator-Primer | 5“GCTAGTTATTGCTCAGCG-3°

5“SMN1-30-Primer 5-CGGGGTACCAACATGGCGATGAGCAGCG-3

(Kpnl)
3<SMN1-30-Primer | 5“CATGCCATGGCGCCCTGAAAA
(TEV, Ncol) TAAAGATTCTCATCATCGCTCTGGCCTG-3¢

Tabelle 2: Primer-Sequenzen zur Generierung des Expressionsvektors pMTagIt
Die Vorgehensweise zur Generierung des Expressionsvektors ist im Text beschrieben.

Parallel wurde die codierende Sequenz des humanen SMN-Proteins mittels PCR so aus
dem Plasmid SMN:pGex5X-1 amplifiziert [20], dass durch die Primer in 5’ eine Schnittstel-
le fir Kpnl, eine fir Drosophila optimierte Kozak-Sequenz [86, 87] sowie 3’ die codierende
Sequenz einer TEV-Protease-Schnittstelle gefolgt von einer Ncol-Schnittstelle eingefiigt
wurden (5“SMNT-30-Primer und 3 “SMINT-30-Primer, siehe Tabelle 2). Das PCR-Produkt
wurde tber die Schnittstellen Kpnl und Ncol in den Vektor pMT-MCS-mod eingefiigt
(Produkt: pMTSMN1-30, siche Abbildung 26). Somit ermdglicht der Vektor die mit
Schwermetallsalzen (CuSO,) induzierbare Expression des Fusionsproteins aus SMN1-30-
TEV und dem gewtnschten Produkt in Drosophila Schneider2- Zellen. Fir die Experimente
wurden die codierende Sequenzen von Drosophila-SMN (dSMN:pMTSMN1-30), Drosophila-
dGemin2 (dGemin2:pMTSMN1-30), Dhh1 und Rigor mortis zwischen die Ncol- und No-
tI-Schnittstellen subkloniert (vgl. 2.3.1). Die Klonierungsstrategie und das Endprodukt sind
in Abbildung 26, S. 92 wiedergegeben.

2.3.10. Priparation von Total-RNA aus Schneider2-Zellen

Zur Gewinnung von Total-RNA aus Drosophila Schneider2-Zellen [88] nutzte ich eine mo-
nophasische Lésung aus Phenol und Guanidinium-Isothiocyanat (TriZol, Invitrogen [89]).
Dazu wurden ca. 2 x 10" Drosophila Schneider-Zellen durch Zentrifugation pelletiert und
ohne weiteres Waschen in 1,5 ml Trizol-Reagenz resuspendiert. Die Probe wurde fiir 5 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert und 0,3 ml Chloroform hinzugefiigt und anschlieBend
15 s kriftig geschiittelt. Nach erneuter Inkubation fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur wur-
de bei 12000 g fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Die wissrige obere Phase wurde abge-
nommen und mit 0,75 ml Isopropanol gefillt. Nach 10 miniitiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die Probe erneut zentrifugiert wie oben, der Uberstand abgenommen

und das Sediment mit 75% Ethanol gewaschen, bevor es erneut sedimentiert wurde. Nach
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Abnahme des Uberstands wurde das Sediment an der Luft getrocknet und in RNase-freiem

DEPC-Wasser aufgenommen. Aliquots zu 10 ug Gesamt-RNA wurden bei -80°C gelagert.

DEPC-Wasser: 450 ml demineralisiertes Wasser wurden mit 900 ul Diethylpyro-
carbonat (DEPC) tiber Nacht im Abzug gerithrt. DEPC alkyliert
dabei unspezifisch Proteine, so auch RNasen und inaktiviert diese
so. Durch nachfolgende Autoklavierung wurde verbliebenes

DEPC hydrolysiert und damit detoxifiziert.

2.3.11.  Reverse Transkription (RT)

Zur Umschreibung von RNA in cDNA wurde eine gentechnisch verinderte Variante der
Reversen Transkriptase des Moloney Murine Lenkensia Virns (M-MLV-RT) mit reduzierter
RNase H-Aktivitit und verbesserter Thermostabilitit verwendet (Superscript II, Invitro-
gen). Diese Eigenschaften sollten die nachfolgende Amplifikation des RT-Produkts erleich-
tern. Zur Klonierung der dU85scaRNA wurden 2 pg Total-RNA aus Schneider2-Zellen
mit 2 pmol transkriptspezifischem RT-Primer (TTGCGCTCAGATTACTAAA-
GACGTCG) eingesetzt. Das iibrige Vorgehen erfolgte wie vom Hersteller fiir transkript-
spezifische RT beschrieben. Die anschlieBende PCR folgte dem Protokoll unter 2.3.2.

2.3.12. Transkription 7z vitro radioaktiv markierter UsnRNAs
Zur Transkription 7z vitro von dU1snRNA, dUTASm und dU85scaRNA wurden die codie-

renden Sequenzen unter Einfiigung eines Promotors fiir die T7-RNA-Polymerase in den

Vector pUcl9c (g1:20141090) kloniert (siche 2.3.1, Tabelle 1). Das Plasmid wurde anschlie-
Bend mit BglIl (dU1), BssSI (dU1ASm) bzw. HindIII (dU85) linearisiert und die Transkrip-

tion 7z vitro mit der T7-RNA-Polymerase in folgendem Reaktionsansatz durchgefiihrt:

5ul 5x Transcription buffer (Promega, Madison, WI, USA)
2,5ul 100 mM DTT
2,5ul 10 mM Capanalog (m7GpppG, Promega)

1-2 ug linearisierte DNA
je Tl 2,5mM GTP/ATP/CTP/UTP

jmi RNAsin (Promega)
1l T7-RNA-Polymerase (10 U/pl, Promega)
imi [0**P]-UTP

ad25ul  ddH,O
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Der Ansatz wutrde bei 37°C 1h inkubiert, anschlieBend ein weiterer Mikroliter T7-RNA-
Polymerase hinzugefiigt und erneut fiir 30 min inkubiert. Die Produkte wurden dann auf

einem denaturierenden RNA-PAGE aufgetrennt (2.3.13) und eluiert (2.3.14).

2.3.13.  Denaturierende RNA-PAGE

Zur Auftrennung von radioaktiv markierter oder aus Affinititsreinigungen erhaltener RNA
unter denaturierenden Bedingungen wurden diese fiir 2 min bei 95°C oder 10 min bei 70°C
in RNA-Probenpuffer denaturiert. Die RNA-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
wurde dann unter ca. 8 M Harnstoff in 20cm x20 cm x 1mm Gelen bei 45 mA durchge-

fuhrt.
RNA-PAA-Gel (8 M Harnstoff, 5% Polyacrylamid):

(denaturierend) 0,25 ml 40% Acrylamid/Bisacrylamid (19:1 AA:BA)
24 ¢ Harnstoff
10 ml 5-fach TBE
500ul Ammoniumperoxodisulfat (APS)
50ul (N,N,N’,N’) Tetraethylmethylendiamin (TEMED)

RNA-Probenpuffer:  90% (v/v) Formamid

(denaturierend) 0,025% (w/v) Xylencyanol
0,025% (w/v) Bromphenolblau

2.3.14. Elution von DNA und RNA aus denaturierenden Gelen
RNA wurde im Gel durch nachfolgende Ethidiumbromidfitbung (1pg/ml Ethidiumbro-
mid in ddH,0) bzw. Autoradiographie visualisiert, die entsprechenden RNA-/DNA-
Spezies ausgeschnitten und aus dem Gel mit 400 pl RNA-Elutionspuffer bei 4°C tber
Nacht eluiert. Die DNA im Eluat wurde anschlieBend mit 1 ml Ethanol und Zusatz von 40
ul 3 M Natriumacetat pH 5,2 (RNA: 5 M Ammoniumacetat, 20 ug Gloycogen) gefillt, bei
12000 rpm und 4°C abzentrifugiert, in 70% Ethanol gewaschen und in einer SpeedVac ge-
trocknet.
RNA-Elutionspuffer: 300 mM Natriumacetat

2mM EDTA

0,1% (w/v) SDS
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2.3.15.  Northern-Blot und Hybridisierung

Als Erginzung der RT-PCR wurde die Gegenwart oder Abwesenheit bestimmter RNAs
mittels Northern-Blot nachgewiesen. Dazu wurde die mittels denaturierender PAGE auf-
getrennte RNA in 1x TBE-Puffer auf eine Hybond N-Membran (GE Life Sciences) bei 0,8
mA/cm®  iibertragen. Die  Membran  wurde anschlieBend - mit  RapidHyb-
Hybridisierungspuffer (GE Life Sciences) bei 42°C in einem Hybridisierungsofen fur 30
min blockiert. Anschlielend wurde die radioaktiv markierte Oligonukleotid-Sonde in Ra-
pidHyb-Puffer fir 2h bei 42°C hybridisiert. Nach Abnahme der Sonde wurde die Membran
3 x in der Hybridisierungsrohre mit 1x SSC-Puffer gewaschen, in eine Schiissel Gberfiihrt
und erneut fir kurze Zeit gewaschen. Die Membran wurde anschlieBend auf Kodak MS-

Film exponiert.

Préiparation von Hybridisierungssonden:

3l V-[2P]-ATP (10 uCi/ul)

1ul PNK-Puffer A

1l Oligonucleotid (10 pmol/pl)

1l T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)
4 ul ddH,O

Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37°C inkubiert, in Formamid-Puffer aufgenommen, bei 70°C
fir 10 min denaturiert und in der denaturierenden RNA-PAGE aufgetrennt (siche 2.3.13).
Nach Gelelultion (siche 2.3.14) wurden die Oligonukleotide gefillt und in 20 pl ddH,O
aufgenommen.

SSC-Puffer (1-fach): 150mM NaCl, 15mM Natriumcitrat

Sonde Sequenz
dU1 GCCTTCGTGATCACGGTTAAC
dU2 GTTGTCCTCCAATGGAGGAAC
du4 GCACCTCAGGAGGACTTCATTG
dUs GACTCATTAGAGTGTTCCTCTCC
Met-tRNA, | GCAGAGCAAGGTTTCGATCCTC

Tabelle 3: DNA-Oligonukleotidsonden fiir Northern-Blot
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2.3.16. Native RNA-PAGE/EMSA

Um die Bildung von UsnRNP core Partikeln im ,,Electrophoretic Mobility Shift Assay” zu
verfolgen, wurde die native RNA-Gelelektrophorese eingesetzt dhnlich wie von Meister et
al. [20] beschrieben. Die entsprechende Proteinpriparation oder affinititsgereinigter Droso-
phila SMN-Komplex (siche 2.4.2) wurde dazu fiir 60 min bei 27°C inkubiert, der Versuchs-
ansatz anschliefend mit einem gleichen Volumen nativem RNA-Probenpuffer versetzt und
auf das native RNA-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Der Probenpuffer enthielt hohe Kon-
zentrationen Heparin zur Verminderung unspezifischer RNA-Proteinbindungen und
Harnstoff, um die Stabilitit des entstehenden UsnRNP core Partikels unter denaturieren-

den Bedingungen zu untersuchen. Zusitzlich wurden als Kompetitor je 1 pg tRNA zuge-

fugt.

RNA-Probenpuffer 16% (v/v)  Glycerol

(nativ) 10 mg/ml  Heparin
4M Harnstoff

0,025% (w/v) Xylencyanol
0,025% (w/v) Bromphenolblau

RNA-PAA-Gel: 4% Glycerol, 5% Polyacrylamid
(nativ) 18,75 ml 20% Acrylamid/Bisacrylamid (80:1 AA:BA)
15 ml 5-fach TBE

3,45 ml 86% Glycerol
378ml  ddHLO

750 pl APS

75 ul TEMED

2.4, Zellkulturtechniken

2.4.1.  Kultur von Drosophila Schneider2-Zellen

Schneider2-Zellen sind von 20-24 Stunden alten Drosophila-Embryonen abgeleitete Zellen,
die zu 60-80% tetraploid sind und ein XX-Genom besitzen [88]. Sie wachsen zunichst als
Monolayer, man beobachtet jedoch unabhingig vom Alter der Kultur einen unterschiedlich
gro3en Anteil vitaler Zellen in Suspension. Die Zellen wurden von der Deutschen Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Die Kultur
erfolgte in Schneider’s Drosophila Medium (biowest, Nuaillé, Frankreich) supplementiert mit

10% Kilberserum (PAA, Linz, Osterreich) und 1% Penicillin/Streptomycin-Stammlésung
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(Penicillin 10.000 Units/ml, Streptomycin 10 mg/ml, PAA) bei 27°C im verschlossenen
Kulturgefil ohne CO,-Zufuhr. Zur Passage wurden die Zellen vom Boden unter Zuhilfe-
nahme eines Zellschabers (Hartenstein, Wiirzburg) abgel6st und bei 700x g fiir 2 min in ei-
ner Eppendorf 5804R-Tischzentrifuge sedimentiert. Das Sediment wurde nach Abnahme
des Uberstands in einem geeigneten Volumen frischen Mediums resuspendiert und die Zel-
len in neue Kulturflaschen tiberfiihrt.

Um gréBere Mengen Zellmaterial zu erhalten, wurden die Kulturen bis auf drei 150 cm’-
Flaschen expandiert und anschlieBend in 0,5 I-Dreiwegertihrflaschen iiberfiihrt (Glasblise-
rei Jurgen Hohn, Miinchen; Impeller hergestellt von der Werkstatt des Biozentrums). Die
Durchmischung erfolgte bei 116 rpm auf einem Variomag Biosystem 4 (Thermo Electron,
Oberschleiheim) bei verschlossenen Zuluftéffnungen. Wihrend der Kultur wurde das
Mediumvolumen nach zunichst 2-3 Tagen verdoppelt und die Kultur rasch in 1,5 1 und 2,5
I-Rithrflaschen diberfiihrt, so dass diese zu maximal 40% des Nennvolumens geftllt waren,

um den Gasaustausch zu gewihrleisten.

2.4.2.  Herstellung stabil transfizierter Schneider2-Zelllinien

Die Transfektion von Schneider2-Zellen erfolgt nach der klassischen Calciumphosphat-
Methode [90]. Durch langsames Vereinigen einer Calciumchloridlésung mit einem phos-
phathaltigen Puffer (HBS, HEPES-buffered saline) kommt es aufgrund des niedrigen Los-
lichkeitsprodukts zur Bildung von Calciumphosphatprizipitaten, an welche sich die zu
transfizierende DNA anlagert. Durch die rege endozytotische Aktivitit der Zellen werden
die Prizipitate internalisiert und in einem nicht im Einzelnen bekannten Vorgang kommt
es zur intrazelluliren Freisetzung der DNA. Dem mittels des auch fiir Eukaryoten toxi-
schen Peptidylnucleosids Blasticidin-S ausgetibten Selektionsdruck kénnen allein solche
Zellen widerstehen, welche das kotransfizierte Plasmid pCoBlast (Invitrogen) aufgenom-
men haben. Dieses kodiert fiir die Blasticidin-Deaminase aus B. cerens. Fortgesetzter Selek-
tionsdruck fithrt zur stochastischen Integration des Resistenzplasmids zusammen mit dem
Expressionskonstrukt in das Genom der Zelle, wo es regelmilBig in Form von Arrays vor-
liegt (]91] und Referenzen darin). Schneider2-Zellen wurden dazu auf 6-well-Platten zu 10°
Zellen/cm® ausplatiert und iiber Nacht kultiviert. Je Napf (Durchmesser 35 mm) wurden

ange setzt:
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GefiB A: 9ul 2 M CaCl,
5ug DNA (Expressionsplasmid:pCoBlast=20:1)
ad 75ul mit ddH,O

GefiB B: 75 ul 2-fach HBS

Der Inhalt von A wurde langsam (Dauer ca. 2 min) unter stindigem Durchmischen (An-
tippen) des Gefil3es in B getropft und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde das Prizipitat tropfenweise zu der Zellkultur hinzugeben und diese iiber Nacht bei
27°C inkubiert. Nach einem Tag wurden die Zellen vom Boden abgeschabt und 2 min bei
700 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, das Zellsediment in
PBS gewaschen und erneut sedimentiert. SchlieSlich wurden die Zellen in Selektionsme-
dium aufgenommen und weiter kultiviert. Das Selektionsmedium enthielt 50% konditio-
niertes Medium und 25 pg/ml Blasticidin S (Invivogen, Toulouse, Frankreich). Durch Zu-
satz konditionierten Mediums wurde eine Selektion auf Toleranz von Wachstunsfaktor-
mangel unterbunden. Nach weiteren Mediumwechseln in demselben Kulturgefil3 war nach
3 Wochen das Auftreten resistenter Klone zu beobachten. Ohne diese zu vereinzeln wurde
die Kultur expandiert und die Expression des gewtinschten Proteins im Immunoblot un-
tersucht. Hierzu wurde die gewiinschte polyklonale Zelllinie in eine 12-well-Platte eingesit
und anschlieffend in einer Konzentrationsrethe mit CuSO, fiir 24 h induziert. Der Inhalt
eines Nipfchens wurde abzentrifugiert, in PBS gewaschen und mit 25 ul Lysepuffer far 10
min bei 30°C inkubiert. Nach Ermittlung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Test
(siehe 2.5.10) wurde eine jeweils identische Menge Gesamtprotein auf einem SDS-PAGE
aufgetrennt und im Immunoblot untersucht.
Zur priparativen Aufreinigung von Proteinkomplexen wurde die Kultur auf mindestens 21
expandiert (2.4.2) und mit der ermittelten Kupfersulfatkonzentration fiir 24 h induziert.
Die Zellen wurden in einem JA8.100-Rotor in einer Beckman Avanti J20-XP bei 4000 rpm
fir 10 min abzentrifugiert, das Sediment in PBS gewaschen, in einen konischen Becher
Uberfihrt, erneut in einer Beckman J6-B bei 4000 rpm sedimentiert, in 50 ml-Einmalgefil3e
zu Aliquots von 2-4 g Gberfihrt und erneut bei 1000 g fiir 10 min in einer Tischzentrifuge
pelletiert. Nach Abnahme des PBS wurden die Zellen zu Extrakt weiterverarbeitet oder in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und in der Gasphase eines Stickstofftanks gelagert.
2-fach HBS: 50 mM HEPESNaOH pH 7,1
(sterilfiltriert) 1,5 mM Na,HPO,

280 mM NaCl
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Lysepuffer: 50 mM TrisHCL, pH 7.8
150 mM NaCl
1% Igepal CA-630
2.5. Proteinchemische Methoden

2.5.1.  SDS-PAGE

Fir die Auftrennung von Proteinproben nach ihrer Gro3e wurde die SDS-PAGE ange-
wandt. Fir einige Anwendungen wurde das diskontinuierliche Lammli-Gelsystem [92] ge-
nutzt, wie hiufig beschrieben (z.B. in [93]). In der Regel wurde jedoch auf ein Bis-Tris-
Gelsystem zurtickgegriffen. Als Vorteile sehe ich eine in meinen Hinden bessere Reprodu-
zierbarkeit sowie die lingere Lagerfahigkeit vorgegossener Gele (identischer pH in Sammel-
und Trenngel) und die schnelle Durchfithrung der Elektrophorese. Diese wurde in einer
BioRad MiniProtean III-Kammer bei 80 mA/Gel und 50W/Gel fiir ca. 35 min durchge-
tihrt. Fir massenspektrometrische Untersuchungen griff ich auf die NuPage-Gele der
Firma Invitrogen zuriick. Die Elektrophorese erfolgte in einer XCell Surelock-Zelle nach

Herstellerangabe. Fir vier MiniProtean-Gele setzte ich ein:

Trenngel (12%): 5,7 ml 1,25 M Bis-Tris pH 6,8
8 ml 30% Acrylamid- Bisacrylamid-Loésung (37,5:1AA:BA)
6,13 ml ddH,O
133 ul APS
33l TEMED
Sammelgel: 2,26 ml 1,25 M Bis-Ttis pH 6,5-6,8

1,33 ml 30% Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (37,5:1 AA:BA)
4,27 ml ddH,O
40 wl APS
20wl TEMED
MOPS-Laufpuffer: 500 mM Morpholino-O-Propansulfonsiure (MOPS)

500 mM Tris-hydroxyaminomethan (Tris-Base)
10 mM Di-Natrium-EDTA

1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

keine pH-Einstellung erforderlich

5 mM Natrium-Disulfit

(frisch zugesetzt aus 1 M Stamml6sung in ddH,O)
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5X SDS-Probenpuffer: 50 mM Tris pH 6,8
2% (w/v)  SDS

84 mM B-Mercaptoethanol
20% (v/v)  Glycerin
0,04% (v/v) Bromphenolblau

2.5.2.  Coomassie-Firbung
Zur Darstellung von Proteinen im SDS-PA-Gel wurde die Coomassie-Firbung angewandt.
Dieser hydrophobe blaue Farbstoff bindet Proteine unspezifisch und an die meisten Pro-
teine gleich gut (vgl. mit Silberfirbung, [94]). Die Firbung erfolgte mit der Coomassie-
Losung fir ca. 20 min, anschlieBend wurde das Gel fiir ca. 1 Stunde entfirbt.
Coomassie-L.osung: 40% (v/v)  Methanol

10% (v/v)  Essigsiure

0,1% (w/v) Coomassie Blue R250
Entfirber: idem, jedoch ohne Coomassie Blue R250

2.5.3.  Silberfirbung
Die Silberfirbung beruht auf Anlagerung von Ag'-Ionen an Proteine, die beim Entwickeln
zu metallischem Silber reduziert werden, wodurch sich weiteres metallisches Silber anlagert.
Fir die Zwecke der Proteinmassenspektrometrie eignen sich unterschiedliche Methoden
unterschiedlich gut [95], es wurde daher das Protokoll nach Merril angewandt [96]. Dazu
wurde das Polyacrylamidgel fiir mindestens 2 h bei Raumtemperatur fixiert, anschlieBend
dreimal fir je 15 min in 50% Ethanol gewaschen, mit 0,2 g/1 Natriumthiosulfat fiir 60 s in-
kubiert, dreimal mit ddH,O fiir je 20 s gewaschen, mit Silberlésung fiir 20 min imprigniert,
erneut zweimal mit ddH,O gewaschen und entwickelt. Die Reaktion wurde mit Fixierer
ohne Formaldehyd abgestoppt und das Gel dann in 50% Methanol iberfiihrt.
Fixierl6sung: 50% (v/v)  Methanol

12% (v/v)  Essigsiure

0,05% (v/v) 37% Formaldehyd-Lésung
Silberlésung: 2¢/1 Silbernitrat

0,075% (v/v)37% Formaldehyd-Losung
Entwickler: 60 g/1 Natriumcarbonat (wasserfrei)

0,05% (v/v) 37% Formaldehyd-Lésung
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2.5.4.  Western-Blot und Amidoschwarz-Firbung

Das Prinzip des Elektroblottransfers von Proteinen aus Polyacrylamidgelen wurde von
Towbin eingefiihrt [97]. Das SDS-Polyacrylamidgel wurde dazu auf eine in 100% Methanol
dquilibrierte PVDF-Membran (Pall Corp., Ann Arbor, MI, USA) aufgelegt, gefolgt beid-
seits von drei Lagen Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel), das in Transferpuffer dqui-
libriert war. Der Blottransfer erfolgte bei 0,8 mA/ cm?® Gelfliche fir 2 h. AnschlieBend
wurde die Membran mit Amidoschwarz fiir 10 min gefirbt. Nach Entfirbung mit 90% Me-

thanol, 3% Essigsidure wurden die angefirbten Proteine dokumentiert.

Transferpuffer: 25 mM Tris HCI
192 mM Glycin
0,1% SDS

20% (v/v)  Methanol
Firbel6sung Amidoschwarz:

0,2% (w/v) Amidoschwarz

10% (v/v)  Methanol

2% (v/v)  Essigsiure

255,  Immunoblot-Analyse
Die mit Amidoschwarz gefirbte PVDF-Membran wurde anschlieBend mit 5% Mager-
milchpulver in TBS-T fiir 30 min inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen auf
der Membran abzusittigen. AnschlieBend wurde sie dreimal mit TBS-T gewaschen und mit
dem jeweiligen Primirantikérper in einer Verdinnung von zumeist 1:100 in NET-
Gelatinel6sung iiber Nacht bei 4°C oder fiir Th bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Bend wurde die Membran erneut dreimal gewaschen und mit dem 1:5000 in TBS-T ver-
dinntem Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper (Sigma) fir 30 min bei Raumtempe-
ratur zusammengebracht. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die selbst angesetz-
te Chemilumineszenz-Lésung oder das ECL-Reagenz der Firma GE Life Sciences aufgeb-
racht und das Resultat auf Réntgenfilm (CEA RP NEW, Fa. Noras, Wiirzburg) dokumen-
tiert.
TBS-T: 137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

50 mM TrisHCI, pH 8,0

0,5% (v/v) Tween 20
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NET-Gelatine: 150 mM Natriumchlorid
5 mM EDTA
50 mM TrisHCl pH 7,5
0,05% (v/v) Triton X-100
0,01% (w/v) Natriumazid
Chemilumineszenzlésungen:

Losung 1: 6,8 mM Coumarsiure in DMSO
Losung 2: 1,25mM  Luminol
100 mM TrisHCI pH 8,5
Losung 3: 30% (v/v)  Wasserstoffperoxid
Ansatz: 100 pl Losung 1 + 10 ml Lésung 2 + 10 pl Lésung 3

2.5.6.  Proteinexpression in E.coli

Grundlage u.a. der Rekonstitutionsversuchen und der Erzeugung polyklonaler Antikorper
war die rekombinante Expression von Proteinen in E.co/i. Dazu wurde meist der Bakterien-
stamm Rosetta II (Novagen) genutzt. Dieser besitzt ein genomisches Integrat eines Frag-
ments des A-Phagenstamms DE3 und ein Chloramphenicol-Resistenz vermittelndes Plas-
mid welches fiir die in E.co/i unterreprisentierten tRNAs AUA, AGG, AGA, CUA, CCC
und GGA codiert [98]. Fir Konstrukte in pBAD-M11 wurde die Lysogenitit fiir ADE3
nicht genutzt. Die Expressionskonstrukte (siche 2.3.8) wurden mittels Hitzeschock trans-
formiert (siehe 2.3.6) und der Expressionsstamm in einer Vorkultur in LB-Medium mit den
entprechenden Antibiotika tiber Nacht bei 37°C und 140 rpm expandiert. AnschlieBend
wurden 2 1 SB-Medium enthaltende schikanierte 5 1-Glaskolben mit 1% (v/v) Vorkultur
angeimpft und bei 37°C und 150 rpm kultiviert. Durch Zugabe von 1% Glucose sollte eine
,leaky expression” vermieden werden [99]. Bei 0,6=0D,,,=0,8 wurde die Kultur auf 16°C
abgekiihlt und die Expression durch Zugabe von 1 mM Isopropylthiogalactosid IPTG; fir
pET-M30) bzw. 0,02% (w/v) Arabinose (fur pBAD-M11) gestartet. Gleichzeitige Zugabe
von 1% (v/v) Ethanol sollte eine Hitzeschockantwort bei den Zellen bewirken, um eine
korrekte Proteinfaltung zu favorisieren. Vor Induktion sowie in einstiindlichen Abstinden
nach Beginn der Induktion wurden Proben von 1 ml Kultur abgenommen, die Bakterien
durch Zentrifugation sedimentiert, das Sediment in 200 pul 7M Harnstoff resuspendiert, mit
50 ul 5-fach SDS-Probenpuffer bei 95°C fir 2 min denaturiert und davon 5-10 pl-Aliquots
auf einem SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blue gefirbt (2.5.2).
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SB-Medium: 3,5 % (w/v) Bacto Tryptone
2,0% (w/v) Bacto Yeast Extract
0,5% (w/v) NaCl

2.5.7.  Affinititsreinigung von His-Tag-Fusionsproteinen

Das Hexahistidin (His,)-Tag eignet sich hervorragend als Affinititstag zur Aufreinigung re-
kombinanter Proteine auch in gréerem Mal3stab. Dazu werden Schwermetallionen, in der
Regel Nickel”, durch eine chelierende Matrix, heute meist an Agarose kovalent gebunde-
nes Nitrilotriacetat (NTA), immobilisiert. Man bedient sich des Umstands, dass die Imida-
zol-Ringe des Hexahistidin-Tags den Chelatkomplex um das Nickel*"-Ion zu einem 6-fach
koordinierten Komplex vervollstindigen kénnen, so dass das Protein mit hoher Affinitit
an der stationiren Ni-NTA-Phase immobilisiert wird. Die Elution erfolgt folgerichtig

durch Kompetition mit hohen Konzentrationen (300 mM) Imidazol.
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Abbildung 5: Prinzip der NiNTA-Reinigung mit His,-getaggtem Protein
In rot wiedergegeben ist das kovalent an die Matrix gebundene Nitriloacetat, in blau ein
Ausschnitt aus dem Hisg-getaggten Protein. Abbildung aus [100].

In dieser Arbeit wurden die Antigene dSMN und dGemin2 als His;-GST-Fusionsproteine
im Rosetta II-Stamm wie beschrieben (siche 2.5.6) exprimiert (2x2 I Kultur). Nach Abzent-
rifugation bei 4000 rpm in einer Beckman L.8-80M-Zentrifuge (4°C, 15 min) wurde das Se-
diment in 2 Aliquots a 25 ml Hisg-Aufschlusspuffer aufgenommen und durch Beschallung
mit einem Branson Sonfier 250 (50% Duty Cycle, Output Control 8) in 10 Zyklen a 30 s
Beschallung gefolgt von 30 s Pause auf Eis lysiert. Das Lysat wurde anschlieend in einer
Beckman-Coulter Optima 1.-80 XP Ultrazentrifuge mit dem Rotor 45Ti bei 40000 xg fiir
30 min geklirt und der Uberstand mit 1 ml Ni*-NTA-Sepharose (GE Life Sciences) fiir 2
h bei 4°C auf einem Uberkopfrotor inkubiert. AnschlieBend wurde die Sepharose bei 2500
rpm in einer Eppendorf 5804R-Tischzentrifuge fiir 2 min bei 4°C pelletiert, das Lysat ab-
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genommen und die Matrix einmal mit 50 ml und zweimal mit 25 ml Aufschlusspuffer ge-
waschen. Nach Uberfithrung der Matrix in eine Polyprep-Siule (BioRad, Miinchen) wurden
1 ml-Fraktionen mit Elutionspuffer eluiert. Die das Protein enthaltenden Fraktionen wur-
den vereinigt und die Proteinreinheit und -konzentration mittels UV-Spektrometrie ermit-
telt. Um ungetaggte Proteine fiir die Immunisierung zu gewinnen, wurde das His,-GST-Tag
mit 1 mg TEV-Protease je 50 mg Proteinpriparation tiber Nacht inkubiert und anschlie-
Bend das freigesetzte Tandem-Tag, ungeschnittenes Protein sowie die ebenfalls Hisg-
getaggte TEV-Protease iiber Ni*'-NTA-Sepharose abgetrennt und der das unfusionierte
rekombinante Protein enthaltende Durchfluss gesammelt. Nach Dialyse (Spectrapor,
MWCO 6-8000, Spectrum Laboratories, Laguna Hills, CA, USA) gegen PBS wurde die
Proteinpriparation zur Immunisierung von je 2 Kaninchen durch die Fa. Immunoglobe
(Himmelstadt) benutzt.
His-Aufschlusspuffer:

20 mM HEPES-NaOH pH 8,0

500 mM NaCl

10 mM Imidazolchlorid

5 mM B-Mercaptoethanol
His-Elutionspuffer: zden, jedoch 300 mM Imidazol

2.5.8.  Affinititsreinigung polyklonaler Antikérper anti-dSMN und anti-dGemin2

Die verwendeten Expressionskonstrukte verfiigten neben einem His;-Tag auch tiber einen
Fusionsanteil aus Glutathion-S-Transferase (GST), welche die Bindung an immobilisiertes
Glutathion erlaubt [101]. Entsprechend wurde das Sediment der Expressionskultur in
GST-Aufschlusspuffer aufgenommen und wie beschrieben lysiert und geklirt (siche 2.5.7).
Nach Bindung an 1 ml Glutathion-Sepharose (GE Life Sciences) wurde die Matrix in GST-
Aufschlusspuffer gewaschen wie beschrieben, anschlieBend in 10 ml 0,2 M Dinatriumtetra-
borat pH 8,0 zunichst gewaschen und dann resuspendiert. Dann wurde der homobifunk-
tionelle Quervernetzer Dimethylpimelimidat als Feststubstanz zu einer Endkonzentration
von 10 mM hinzugefiigt und bei Raumtemperatur fiir 30 min auf einem Taumelschittler
inkubiert, um kovalente Bindungen zwischen Glutation-Sepharose und Fusionsprotein
auszubilden [102]. Hernach wurde die Matrix durch Zentrifugation (2500 xg, 2 min in Ep-
pendorf 5804R) abgetrennt, in 0,2 M Ethanolamin pH 8,0 gewaschen und fiir 2 h bei

Raumtemperatur in Ethanolaminlésung inkubiert, um verbleibende reaktive Gruppen ab-
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zusittigen. AnschlieBend wurde die Matrix in PBS dquilibriert und mit 10 ml Serum fiir 2 h
inkubiert. Die Elution des gebunden Antikérpers erfolgte nach mehrfachem Waschen mit
PBS durch pH-Schock mit 0,1 M Glycin pH 2,7 in 1/10 Elutionsvolumen vorgelegten 1 M
Tris-HCI-Puffer pH 8,8. Antikérper enthaltende Fraktionen wurden im Coomassie-
gefirbten SDS-PAGE identifiziert, vereinigt und gegen 50 Vol. PBS bei 4° C Gber Nacht
dialysiert.

GST-Aufschlusspuffer: wie His-Aufschlusspuffer, jedoch ohne Imidazol

2.5.9.  Affinititsreinigung des monoklonalen Antikérpers 7B10

Die Affinititreinigung des gegen humanes SMN-Protein gerichteten monoklonalen Anti-
korpers 7B10 erfolgte zunichst wie in [20] beschrieben, indem das Fragment SMN1-160
vom Plasmid SMN1-160:pGEX5X1 als GST-Fusionsprotein exprimiert und an Glutathi-
on-Sepharose immobilisiert wurde. Der Hybridoma-Kulturiiberstand wurde dann wie be-
schrieben affinititsgereinigt. Nach Isotypisierung des Antikérpers (vgl. 7.1) wurde ein al-
ternatives Verfahren angewandt. Es beruht auf der selektiven Bindung von Maus-
Immunglobulinen dieses Isotyps an Protein-A-Sepharose unter Bedingungen, unter denen

die Affinitit fiir andere im Kulturiiberstand enthaltene Antikdrper gering ist (vel. 7.1).

2.5.10. Proteinbestimmung nach Bradford

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration eignete sich aufgrund des einfachen Prinzips
die von Bradford [103] angegebene Methode: Die Bindung von Coomassie brilliant blue G-
250 an Proteine verschiebt deren Absorptionsmaximum auf 595 nm, so dass die hier ge-
messene Absorption der eingesetzten Proteinmenge proportional ist. Zur Messung wurde
zunichst eine Eichkurve tiber 0,5 pg, 1 ng, 2 pg, 3 pg, 4 ug und 5 pg Rinderserumalbumin
(BSA) im BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) aufgenommen. In derselben Weise wur-
den dann 5 ul Probe mit ddH,O auf 800 pl aufgefiillt, mit 200 ul Bradford-Reagenz (Bio-
Rad) versetzt, fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die Absorption
bei 295 nm gemessen. Das Gerit errechnete dann aus der gespeicherten Regressionsfunk-

tion die Proteinkonzentration.

2.5.11.  Glycerolgradientenzentrifugation
Zur relativen GroBenbestimmung von Proteinkomplexen im Zellextrakt wurde die Glyce-
rolgradientenzentrifugation angewandt, die auf der differenziellen Sedimentation von Mo-

lekilen in einem Gravitationsfeld beruht. Dazu wurde ein kontinuietlicher Gradient in ei-
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nem Gradient Master (Biocomp, Fredericton, NB, Kanada) aus Stammldsungen von 5%
und 30% (v/v) Glycerol in PBS nach der mitgelieferten Referenztafel gebildet. 200 pl
Schneider2-Zellextrakt wurden mit einer 1 ml-Tuberkulinspritze auf den Gradienten auf-
getragen und bei 38500 rpm fiir 5 h bei 4°C in einem Sw60Ti-Rotor zentrifugiert. Fraktio-
nen zu 250 pl wurden manuell von oben abgenommen und die Proteine in 20% (w/v)
Trichloressigsiure tber Nacht auf Eis gefillt. Nach Pelletierung in einer gekihlten Tisch-
zentrifuge bei 12000 rpm wurde das Sediment in eiskaltem TCA-Waschpuffer gewaschen,
hernach fiir 2h bei 50°C in SDS-Probenpuffer resuspendiert und mittels Immunoblot ana-
lysiert.
TCA-Waschpuffer: 70% (v/v) Aceton

20% (v/v) Ethanol

50 mM Tris HCI pH 8,0

2.6. Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Verarbeitung der Immunfluoreszenzproben erfolgte wie ausfithrlich beschrieben [104,
105]. Zur mikroskopischen Analyse kam ein inverses Auflichtfluoreszenzmikroskop Axio-
vert 200M (Zeiss, Gottingen) mit den Zeiss-Standardfiltersitzen im Verbund mit einer
AxioCam MRm und der Bildaufnahmesoftware AxioVision 4.6 zum Einsatz. Fiir konfoka-
la Laserscanningmikroskopie wurde ein Leica TCS SP2 AOBS verwendet (Standort: Lehr-
stuhl fiir Zell- und Entwicklungsbiologie, Biozentrum der Universitit Wirzburg). Die drei-
dimensionale = Rekonstruktion der  Schnittbilder erfolgte  mittels ImageSurfer

(http://152.19.37.82; University of North Carolina at Chapel Hill, NC, USA).

2.7. Proteintandemmassenspektromettie (Protein-MS/MS)

Das Verfahren der Proteintandemmassenspektrometrie dient der Identifizierung unbe-
kannter Proteine und wurde einer breiten Anwendung erst durch die Verfiigbarkeit komp-
lett sequenzierter Genome und Verbesserungen der Messapparaturen in den letzten Jahren
zuginglich [106, 107]. Wie fiir eine neue Technologie kennzeichnend, bestehen gegenwirtig
zahlreiche teils konkurrierende Verfahren. Im Folgenden seien kurz die in dieser Arbeit
eingesetzten Techniken skizziert. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte durch Julia
Wiesner am Rudolf-Virchow-Zentrum fiir experimentelle Biomedizin. Zum Einsatz kam
ein LTQ XL Massenspektrometer (Thermo Scientific, Dreieich), das direkt mit einer Flis-

sigchromatographie zur Konzentrierung der Probe gekoppelt war (LC-MS/MS).

Seite 36



2. Materialien und Methoden

Im Einzelnen wurden die Proteine von Interesse aus dem Gel ausgeschnitten, gewaschen,
mit DTT reduziert und mit Jodacetamid alkyliert. Es erfolgte im Gel der enzymatische
Verdau (hier mit Trypsin, das C-terminal von Arginin- und Lysin hydrolysiert) und die Pep-
tide mittels Umkehrphasenchromatographie in Trifluoressigsdure aufgenommen. Die Pep-
tide wurden (durch Elektronenspray-lonisation, ESI) ionisiert, in einer (linearen) Ionenfalle
gesammelt und die Peptide dann in einem ,,peptide mass fingerprint iibersichtsweise ana-
lysiert (MS). Einzelne Peptide wurden dann aus der Ionenfalle selektiert, durch Kollision
mit Helium-Atomen fragmentiert (,,collision induced decay*, CID) und die Fragmentionen
erneut massenspektrometrisch analysiert (MS/MS). Die auf diese Weise (aus den Fragmen-
tionen) abgeleiteten Peptidsequenzen wurden dann mit einem 7 silico-Verdau der aus der
Flybase-Datenbank abgeleiteten Proteinsequenzen verglichen und Treffer mit einem

MASCOT-Score tiber 40 fiir die weitere Analyse ausgewihlt.
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3. ERGEBNISSE

Ausgangspunkt dieser Studie war die Hypothese, dass der beim Menschen aus acht Gemi-
nen und UNRIP bestehende SMN-Komplex in evolutionir élteren Organismen einfacher
aufgebaut sein sollte. Es wurden daher bioinformatisch die vollstindig sequenzierten Ge-
nome verschiedener Spezies untersucht. Das UNRIP-Protein wurde wegen seiner transien-
ten Interaktion mit dem SMN-Komplex im Zytoplasma und seiner diversen Funktionen
[42, 108, 109] nicht in die Untersuchung eingeschlossen. Eine Schwierigkeit der Genoma-
nalyse unter evolutiondren Gesichtspunkten besteht in der uneinheitlichen biologischen
Systematik. Weitgehend orientiert sich diese Arbeit an dem von Embley und Martin [110]
nach Adl et al. [111] angegebenen Kladogramm. Hier seien die ausgewihlten Modellorga-
nismen kurz benannt und phylogenetisch eingeordnet. Neben dem Referenzorganismus
Mensch wurde als Vertebrat der Zebrafisch Danio rerio ausgewihlt, da er als SMA-Modell
vergleichsweise gut charakterisiert ist. Das Lanzettfischchen Branchiostoma floridanus wird zu
den Cephalochordaten gerechnet, ist aber — anders als Mensch und Zebrafisch - kein Ver-
tebrat. Die Schlauchseescheide Ciona intestinalis als Urochordat (Synonym: Tunicat) sollte
aufgrund ihrer phylogenetisch nahen Verwandtschaft mit den Cephalochordaten Riick-
schliisse auf den letzten gemeinsamen Vorfahren aller Chordaten zulassen. Fiir die Gibrigen
Neumiinder (Deuterostomia) wurde der Purpurseeigel Strongylocentrotus purpuratus aufge-
nommen. Einen artenreichen Zweig der Bilateria (Zweiseitentiere) bilden die Arthropoden,
die mit den Nematoden den Protostomia (Urmiinder) zuzuordnen sind. Neben den Ge-
nomen der Dipteren Anopheles gambiae und Drosophila melanogaster (Taufliege) standen Ge-
nomdaten zu den Hymenopteren Apis mellifera (Honigbiene) und zu der parasitischen Wes-
pe Nasonia vitripennis zur Verfigung. Auch erste Daten zum Roten Mehlkifer T7ibolinm cas-
tanenm waren vorhanden. Als weiterer invertebrater Modellorganismus wurde der Faden-
wurm Caenorbabditis elegans in die Analyse aufgenommen. Das radidrsymmetrische Nesseltier
Nematostella vectensis bildete das niederste der untersuchten Tiere. Aus dem Reich der Pilze
wurden die Genome der Bickethete Saccharomyces cerevisiae und der Spalthete Schizosaccharo-
muges pombe ausgewidhlt. Neben diesen Askomyzeten (Schlauchpilzen) wurde der Basidio-
myzet (Stinderpilz) Lacaria bicolor (Zweifarbiger Lacktrichterling) einbezogen. Dictyostelinm
discoidenm ist ein Schleimpilz, der als biologisches Modellsystem fiir den Ubergang vom
Einzeller zum Vielzeller genutzt wird, da sein Lebenszyklus neben einer einzelligen Wach-
stumsphase bei giinstigen Nahrungsbedingungen eine mehrzellige Reproduktionsphase bei

Nahrungsmangel umfasst. Auf Basis molekularbiologischer Daten besitzt Dictyostelium einen
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gemeinsamen Vorldufer mit Tieren und Pilzen, wihrend die Pflanzen sich bereits frither
abgespalten hatten. Unter diesen wurden der monocotyledone Reis (Oryza sativa ssp. japoni-
¢a) und die dicotyledone Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) neben der Grinalge Ostreo-
cocens tanri untersucht. Eine Analyse der Protisten hatte sich in einer Vorstudie als wenig
aussichtsreich herausgestellt, da die Sequenzhomologien zu gering ausgeprigt sind, um

Orthologe eindeutig zu benennen.

3.1. Ein komplex aufgebauter SMN-Komplex kennzeichnet Metazoen

Im Rahmen der Homologiesuche wurden im Proteom von . pombe Orthologe von SMN
(Yab8p) und Gemin2 (Yiplp) gefunden. Dies war eine entscheidende unabhingige Kont-
rolle fiir die Validitit der bioinformatischen Analyse, da Yab8p als Ortholog von SMN be-
schrieben und Yiplp in einem yeast-two-hybrid-screen als sein Interaktor identifiziert worden.
Mit biochemischen Methoden war diese Interaktion validiert worden [10, 112], wenngleich
eine Funktion der beiden Proteine in der Zusammenlagerung von UsnRNPs nicht gezeigt
werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde in S. cerevisiae kein SMN-Ortholog identifiziert,
jedoch ein entfernt verwandtes Gemin2-Ortholog. Brrlp wurde bereits in einer frithen
Publikation als Ortholog des humanen Gemin2 benannt [18]. Aufgrund seiner geringen
Homologie zu Yiplp wurde dies jedoch spiter in Frage gestellt [112]. Seither jedoch wur-
den in den Datenbanken zahllose weitere Sequenzen abgelegt. Zusammen mit neu entwi-
ckelten iterativen Suchverfahren (PSI-BLAST [70]) erlaubte die gestiegene Datenbankgréf3e
die eindeutige Identifikation von Brrlp als einziges signifikante Homolog des humanen
Gemin2 (NP_003607.1, PSI-Blast, dritte Iteration, E-value = 3x10-5) sowie des S. pombe
Yiplp (NP_594775.1, vierte Iteration, E-value = 3x10-5) in . cerevisiae. Dies wird durch re-
ziproke BLAST-Suchen untermauert. Da ein SMN-Ortholog fehlt, wihrend ein Gemin2-
Ortholog vorhanden ist, liegt in S. cerevisiae wahrscheinlich kein funktioneller SMN-
Komplex vor.

In den Genomen von Reis und Ackerschmalwand wurden hingegen jeweils Orthologe von
SMN und Gemin2 gefunden. Daher diirfte dieses Dimer die urspriinglichste Form des
SMN-Komplexes darstellen. Interessanterweise besitzt Dictyostelinm  discoidenm  bereits
Orthologe von Gemin3 und Gemin5. Bedenkt man, dass Dictyostelinm discoidenm vor der
Aufspaltung des Pilz-und Tierreichs abzweigte, miissen beide Gemine in den Pilzen verlo-
ren gegangen sein, wihrend sie bei den Tieren beibehalten wurden. In Ostreococeus tanri wur-
de ebenfalls ein entfernt verwandtes Gemin5-Homolog gefunden. Es scheint daher mog-

lich, dass bei den Landpflanzen ein erneuter Genverlust erfolgte.
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Abbildung 6: Evolution des SMN-Komplexes bei Tieren, Pilzen und Pflanzen

Die Genome einer Vielzahl von Organismen wurden mittels iterativer bioinformatischer
Verfahren (PSI-BLAST) auf das Vorhandensein von Orthologen aller Komponenten des
humanen SMN-Komplexes untersucht. Vorhandene Komponenten sind mit farbigen Ku-
geln dargestellt. Bei den Deuterostomia sind die bekannten Protein-Interaktionen innerhalb
des humanen SMN-Komplexes angegeben. Beachte den sekundir vereinfachten SMN-
Komplex in den Dipteren Drosophila und Anopheles. Autgrund ihrer héheren Evolutionsge-
schwindigkeit und biochemischer Daten (vgl. 4.6.3) ist das Gemin5-Ortholog der Dipteren
als Quadrat dargestellt. Eine Aufstellung findet sich in Tabelle 6, S. 93

Uberraschenderweise kommen in Newatostella vectensis bereits Orthologe zu den weiteren
Geminen6, 7 und 8 hinzu. Dies ist besonders bemerkenswert vor dem Hintergrund, dass
diese im humanen SMN-Komplex eine architektonische Einheit bilden, welche an Gemin2
bindet. Gemin4 erscheint zuerst auf der Ebene der Deuterostomia mit dem Seeigel und

folglich in den Vertebraten Mensch und Zebrafisch, dem invertebraten Cephalochordaten
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Branchiostoma floridanus und dem Urochordaten Ciona intestinalis. Folglich ist ein tiber SMN
und Gemin2 hinausgehender SMN-Komplex kennzeichnend fiir Tiere, wihrend Pilze und

Pflanzen mit dem rudimentiren Dimer aus SMN und Gemin2 auskommen.

3.2. Dipteren besitzen einen sekundir vereinfachten SMN-Komplex

Ein wegweisender Befund dieser Studie ergab sich aus der komparativen Analyse der In-
sektengenome. Wihrend die Honigbiene und die parasitische Wespe Nasonza als Hymenop-
teren sowie der Mehlkifer (Coleopteren; nicht gezeigt) iiber den bis zu dieser Stufe evol-
vierten SMN-Komplex aus SMN, Gemin2, 3, 5, 6, 7 und 8 verfiigen, finden sich in Dipte-
ren nur Orthologe von SMN und Gemin2, sowie divergente Orthologe zu Gemin3 und
Gemin5. Am Beispiel von Drosophila melanogaster sei dies genauer dargestellt. Als Gemin2-
Ortholog identifizierten wir das von CG10419 codierte Genprodukt. Seine relativ ausgep-
rigte Homologie zum humanen Gemin2-Protein ist in Abbildung 27 wiedergegeben. Zu
Gemin3 fanden wir in Dhh1 (CG6539) eine relativ hohe Ahnlichkeit im Bereich der N-
terminalen DEAD-Box-Domine. Allerdings ist der C-Terminus deutlich divergenter
(Abbildung 28). Ahnlich verhilt es sich mit Rigor mortis (CG30149), das eine miBige Ho-
mologie zu Gemin5 iiber die gesamte Linge aufweist. Um diese Kandidatenproteine naher
zu analysieren, wurde ein phylogenetischer Baum tber alle Gemin3- und Gemin5-
Orthologen berechnet. Es zeigte sich, dass Dhhl und Rigor mortis signifikant (p<0,001)
schneller evolvieren, als ihre Orthologe in anderen Organismen. Dieser reduzierte evolu-
tiondre Druck auf die Aminosiuresequenz konnte auf den Erwerb einer neuen oder den
Verlust einer bisher ausgeiibten Funktion hinweisen. Anders als bei den Geminen 6-8, die
sich nicht nachweisen lieBen (siche auch [38]), erscheinen also Dhh1 und Rigor mortis im

Begriff, aus den Genom verloren zu gehen oder in eine neue Funktion hinein zu wachsen.

3.3. dSMN und dGemin2 sind in Drosophila zytoplasmatische Proteine

SMN und die meisten der mit ithm assoziierten Proteine (Ausnahme: UNRIP) kommen in
Vertebraten neben dem Zytosol in definierten nukleiren Kompartimenten, so genannten
Gemini of Cajal Bodies (Gems) vor und heillen daher allgemein Gemine. Cajal Bodies sind
Strukturen im Bereich des Nukleolus, in denen sich verschiedene Reifungsschritte der
UsnRNPs abspielen, so die Modifikation von UsnRNA-Basen (Pseudouridylierung, 2°-O-
Methylierung), die Aneinanderlagerung der U4/UGsnRNA sowie wahrscheinlich die Bin-
dung UsnRNP-spezifischer Proteine [113]. Um die zellbiologischen Eigenschaften des Dro-

sophila-SMN-Proteins und seiner Komplexpartner genauer kennenzulernen, wurde die sub-
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zellulire Verteilung von dSMN und dGemin2 immunfluoreszenzmikroskopisch unter-
sucht. Dabei zeigte sich eine Uberwiegend zytoplasmatische Lokalisation beider Proteine
mit deutlicher perinukleirer Akzentuierung (Abbildung 7 a-i). In zahlreichen Zellen war
dartiber hinaus nukleires dSSMN nachweisbar. Es stellte sich meist dispers punktiert dar, im
Einzelfall jedoch deutlich in bestimmten Bereichen akzentuiert, meist in Nahe der Kern-
hille (Abbildung 7 j, k). Um diesen Befund genauer zu untersuchen, wurde das nukleire
Kompartiment dreidimensional rekonstruiert. Dabei zeigte sich ein unterschiedlich kom-
pakter intranukledrer Bereich, der wahrscheinlich als Drosophila-Cajal-Body oder Pendant

der Gems anzusprechen ist (Abbildung 7 1, m).

DAPI+moc|

adGemin2

DAPI + adGemin2| DAPI+adSMN DAPI+adGemin2

Abbildung 7: dSMN und dGemin2 sind iiberwiegend zytoplasmatische Proteine

a-i In der Auflichtfluoreszenzmikroskopie von Drosogphila Schneider2-Zellen zeigen dSMN
und dGemin2 jeweils ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster mit gewisser perinukleirer
Akzentuierung. Im Zellkern fanden sich geringe Mengen an dSMN und dGemin2, meist in
disperser Punktierung, gelegentlich abgegerenzter. j, k In der konfokalen Fluoreszenzmik-
roskopie bestitigte sich die iberwiegend zytoplasmatische Lokalisation von dSMN. Bei de-
taillierter Untersuchung zeigte sich jedoch eine Lokalisation innerhalb der Zellkerne, die
unterschiedlich stark umschrieben ausfiel. In manchen Fillen liel sich eine definiertere, im
2D-Bild punktférmige Lokalisation nachweisen (Pfeile). 1, m Nach dreidimensionaler Re-
konstruktion stellte sich deutlicher der Charakter des nukleiren dSMN-positiven Bereichs
als strukturelle Einheit dar. Sie dirfte dem Drosophila Cajal-Body bzw. Drosophila-Gems ent-
sprechen (Pfeile).

3.4. Reinigung des Drosophila-SMN-Komplexes

Unsere bioinformatischen Befunde etlaubten den Schluss, dass ein aus den Geminen 1, 2,
3,5, 6,7, und 8 bestchender SMN-Komplex Metazoen allgemein kennzeichnet. In Dipte-
ren Anopheles gambiae und Drosophila melanogaster fanden sich als Ausnahme zwar Orthologe

SMN- und Gemin2-Proteine, jedoch keine oder nur entfernt verwandte Orthologe der
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Gemine3 bis 8. Unklar war allerdings, ob die schnell evolvierenden Gemin3- und Gemin5-
Orthologe Dhh1 und Rigor mortis noch Bestandteil des Komplexes sind. Zudem besteht
generell ein hohes wissenschaftliches Interesse, den SMN-Komplex in anderen Organis-
men als dem Menschen genauer zu verstehen. Man erhofft sich daraus ein besseres Ver-
stindnis, wie es durch den Defekt im SMN-Gen zur Schidigung vorzugsweise der Moto-
neurone kommt. Hierfiir wird Drosophila auch deshalb als besonders geeignet betrachtet,
weil die Fruchtfliege als Modellorganismus seit 100 Jahren hervorragend etabliert ist [114].
Es stehen zu seiner Analyse eine Vielzahl genetischer Werkzeuge und 6ffentlich zugingli-
cher Ressourcen wie cDNA-Banken oder Sammlungen mutanter Fliegen zur Verfligung.
Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit der SMN-Komplex aus Drosophila melanogaster —
Schneider2-Zellen priparativ aufgereinigt und seine Zusammensetzung mittels Proteinmas-

senspektrometrie analysiert werden.

3.4.1.  Konzeption eines neuen Affinititsepitops fiir Drosophila
Als Verfahren zur Isolation des Drosophila-SMN-Komplexes kamen prinzipiell mehrere
Verfahren in Frage:
1. Die Aufreinigung des Komplexes tiber Zellfraktionierungsverfahren wie Gelfiltration,
Ionentauscherchromatographie oder priparative Gradientenzentrifugation.
2. Die direkte Immunprizipitation mit einem spezifischen polyklonalen AntikGrper.
3. Die Affinititsreinigung tiber ein Epitop-Tag oder eine andere Affinititsmatrix.
Zellfraktionierungsverfahren gestalten sich hiufig langwierig und bendtigen grof3e Materi-
almengen. Grundvoraussetzung sollte zudem die Verfligbarkeit eines geeigneten Testassays
sein. Mir war es in vorbereitenden Untersuchungen jedoch nicht gelungen, die Zusammen-
lagerung von UsnRNPs im Drosophila S2-Zellextrakt analytisch darzustellen. Zudem ist es
schwierig, die Komponenten eines so aufgereinigten KKomplexes sicher zu identifizieren, da
sie unter Umstinden wihrend der Reinigung verloren gehen. Weiterhin kann es wihrend
der Reinigung zur Denaturierung des Proteins kommen, so dass sich seine Funktion nicht
weiter untersuchen lisst. Zu Beginn dieser Arbeit hatte ich versucht, den dSMN-Komplex
mittels priparativer Immunprizipitation darzustellen. Hierbei zeigte sich jedoch, wahr-
scheinlich aufgrund zu geringer Aviditit des polyklonalen Antikérpers, bestindig eine un-
zureichende Qualitdt des Eluats. Daher entschied ich mich, zunichst gingige Affinititsrei-
nigungsverfahren auf ihre Eignung fir den dSMN-Komplex zu untersuchen (fir Einzelhei-

ten zu Affinititsreinigungen siche 4.5.1). Als vergleichsweise gut verstandenes Beispiel
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wihlte ich das FLAG-HA-Tandemaffinitétsepitop. Dazu wurde im Vektor pMTV5/HisA
(Invitrogen), das N-terminale V5-Epitop durch eine Kombination aus FLAG- und HA-
Epitop ersetzt. Sowohl fiir getaggtes dSMN, wie auch fir dGemin2 wurde eine induzierba-
re Expression des Fusionsproteins im Immunoblot nachgewiesen. Die anschlielende Rei-
nigung des Proteinkomplexes gelang jedoch bei Elution mit FLAG-Peptid nur ausgespro-
chen ineffizient (nicht gezeigt). In der Tat werden vom Hersteller Elutionstemperaturen bis
70°C empfohlen, so dass von einer nativen Aufreinigung, wie sie fiir funktionelle Experi-
mente erforderlich ist, keine Rede sein kann. Abgesehen von der Ineffizienz der Reinigung
wies das Eluat im Vergleich mit einer Kontrollreinigung aus untransfizierten Schneider2-
Zellen eine sehr unbefriedigende Reinheit auf. Ahnliche Befunde sind auch in der Literatur
berichtet (vgl. [70], Abb. 5A). Eine deshalb angeschlossene Affinititsreinigung tber eine
anti-HA-Matrix verringerte die Ausbeute weiter, so dass mit den eingesetzten Mengen an

Zellmaterial keine suffiziente Menge an dSMN-Komplex zu erzielen waren.

4 1N an an
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Abbildung 8: Der N-Terminus des SMIN-Proteins expandiert auf der Stufe der Ver-
tebraten und Sdugetiere

Die Aminosiuresequenzen der SMN-Orthologe aus den aufgefithrten Organismen wurden
mit dem Programm AlignX verglichen. Dargestellt sind die Aminosiuren 1-36 bezogen auf
das humane Protein. Konservierte dhnliche Reste sind griin, identische gelb unterlegt.

Dieses Ergebnis kontrastierte eindrucksvoll mit Experimenten aus unserem Labor, in de-
nen der humane SMN-Komplex mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers 7B10 in hoher
Reinheit isoliert und genau charakterisiert [42, 44] wurde. Bislang war das Epitop von 7B10
auf die Aminosdauren 1-30 des humanen SMN-Proteins eingeengt worden [115]. Wie bis
dato unpublizierte Experimente gezeigt hatten, ldsst sich der humane SMN-Komplex mit

einem Uberschuss an synthetischem Peptid, welches dieses Epitop umfasst, von der Anti-
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korpermatrix eluieren. Es stellte sich daher die Frage, ob und ggf. wie dieser Vorzug fiir die
Reinigung des Drosophila-SMN-Komplexes zu nutzen sei.

Es fillt ins Auge (vgl. Abbildung 3), dass der N-Terminus des SMN-Proteins in Drosophila
gegentiber dem humanen Ortholog um etwa 30 Aminosduren verkiirzt ist. Folglich wird
der Antikérper 7B10 mit dSMN nicht kreuzreagieren. Schlie3t man noch zahlreiche andere
SMN-Orthologe in die Analyse ecin (Abbildung 8) zeigt sich, dass hSMN1-30 nur im
Schimpansen (Pan troglodytes) und im Langschwanzmakaken (Macaca fascicnlaris) vollstindig
konserviert ist, wihrend bereits der Orang Utan (Pongo pygmaens) einen Aminosiureaus-
tausch aufweist (sieche auch 7.2). In einer systematischeren Betrachtung fillt eine zweistufi-
ge Expansion dieses Bereichs bei den Vertebraten und noch einmal bei den Sdugetieren ins
Auge. Dies erlaubt den Schluss, dass 7B10 in Drosophila und anderen Invertebraten nicht

mit dem jeweiligen SMN-Protein interagiert.
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Abbildung 9: hSMN1-30 eignen sich als Epitop-Tag in Schneider2-Zellen

A Extrakt aus C. elegans verschiedener Stadien (Spuren 1 und 5), Drosophila Embryonen
(Canton S, Spuren 2 und 6), Drosgphila Schneider 2-Zellen (Spuren 3 und 7) sowie humanen
HeLa-Zellen (Spuren 4 und 8) wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und die
Membran mit Amidoschwarz gefirbt (1-4). Nach Inkubation mit dem Antikérper 7B10
tindet sich lediglich ein Signal in Hel.a-Zellextrakt bei ca. 37 kDa entsprechend hSMN
(Spur 8). Demnach kreuzreagiert der Antikérper 7B10 weder mit den orthologen SMN-
Proteinen aus Drosophila und C. elegans, noch mit anderen Proteinen der untersuchten Ex-
trakte. B Stabil mit Tagl#dSMN transfizierte Schneider2-Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen Kupfersulfat fir 24 Stunden kultiviert. Ca. 20 pg Gesamtprotein (Brad-
ford-Test) wurden im Immunoblot mit einem Antikérper gegen dSMN analysiert. Es zeigte
sich eine detektierbare Expression des Tugl+-dSMN-Fusionsproteins ab 0,25 mM CuSO,.
Diese wurde schlieBllich fiir die Induktion von Rihrkulturen verwendet. Beachte das Auf-
treten von Doppelbanden sowohl fiir das endogene Protein, wie fiir das Fusionsprotein.
Das Sternchen markiert nicht ausreichend denaturiertes Protein.
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Um diesen Befund zu untermauern, wurden Extrakte aus einer Reihe von Organismen im
Immunoblot auf Kreuzreaktivitit von 7B10 untersucht (Abbildung 9). AuBler in HeLa-
Zellextrakt zeigte sich in keinem der untersuchten Extrakte ein Signal. Zusitzlich ergab ei-
ne BLAST-Suche, dass Homologien zu diesen Aminosiureresten in anderen Proteinen
praktisch nicht vorkommen. Aus dieser Beobachtung folgerte ich, dass man die Aminosiu-
resequenz hSMN1-30 als Affinitdtsepitop nutzen kann. Vorteilhaft dabei sollten im Ver-
gleich mit existierenden Epitop-Tags die effiziente Elution der prizipitierten Proteinkomp-
lexe durch Peptidkompetition und die in unserem Labor praktisch unlimitierte Verfigbar-
keit des monoklonalen Antikérpers sein. Es wurde daher in Analogie zu der geschilderten
FLAG-HA-Tandemaffinititsreinigung die Aminosiuresequenz dieses Epitops in 5° der /-
tiple cloning site des Plasmids pMTV5/HisA eingebracht und zwar so, dass sich eine geeigne-
te Kozak-Sequenz fiir Drosophila ergab (vgl. 2.3.9). Als alternatives Elutionsverfahren zur
Peptidkompetition sollte die Moglichkeit geschaffen werden, die isolierten Proteinkomple-
xe durch proteolytischen Verdaus mittels TEV-(fobacco etch virns) Protease von der Affini-
titsmatrix zu eluieren. Die entsprechende zusitzliche Peptidsequenz (Glu-Asn-Leu-Tyr-
Phe-Gln) gefolgt von Glycin und Alanin sollte dariiber hinaus die unabhingige Faltung des
Fusionsproteins sicherstellen. In einem ersten Schritt wurden dSMN und dGemin2 in den
modifizierten Vektor eingebracht, der wegen seiner rasch zunehmenden Verbreitung in un-
serem und befreundeten Labors den griffigen Namen pMTaglt erhielt. Im Immunoblot
von Zelllysaten transfizierter und mit CuSO, induzierter Zellen zeigte sich eine effizient in-
duzierbare Expression des Fusionsproteins (Abbildung 9 B). Detaillierte Daten zum Taglr-
Epitop einschlieBlich der Vektorkonstruktion finden sich im Anhang dieser Arbeit. Die
Anwendbarkeit des Tugl#-Epitops fiir andere Komplexe sowie seine Modifikation zur Affi-
nititsreinigung von RNA-bindenden Proteinen wurde in der von mir betreuten Diplomar-

beit von K. Apfel ausfiihrlich diskutiert [116].

3.4.2.  Tagl#dSMN kosedimentiert mit und bindet dGemin2

Ein hidufiger Schwachpunkt bei der Reinigung von Proteinkomplexen mittels Affinititstags
ist die aus der Uberexpression resultierende unvollstindige Inkorporation des rekombinan-
ten Proteins in den funktionellen Komplex, da die Bindungspartner substéchiometrisch in
der Zelle vorliegen. Um zu untersuchen, ob das rekombinante, getaggte dSMN-Protein in
einen definierten Komplex integriert, fithrte ich eine Glycerolgradientenzentrifugation mit

Extrakten aus Tugl+-dSMN exprimierender Schneider2-Zellen durch. Bei Inkubation mit
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anti-dSMN-Antikérper zeigte sich im Immunoblot (Abbildung 10 A) eine Sedimentation
von Tagl#-dSMN (36 kDa) in einem unscharf abgegrenzten Komplex mit Gipfel in den
Fraktionen 8 bis 16. In denselben Fraktionen lie3 sich zusitzlich ein Signal bei ca. 30 kDa
entsprechend dem endogenen dSMN-Protein darstellen. Folglich integrieren rekombinan-
tes Tagl#-dSMN und endogenes dSMN in einen homogenen Komplex. In einem dhnlichen
Experiment wurde ein spezifisches Signal in den Fraktionen 8-16 sowohl fiir dGemin2 als
auch fir Tagl#-dSMN beobachtet (Abbildung 10 B). Folglich kann man annehmen, dass
tberexprimiertes Tugl~-dSMN-Protein auch in einen gemeinsamen Komplex mit dGemin2
integriert. Das Sedimentationsverhalten entspricht einem etwa 258 groen Komplex, dhn-

lich wie fiir den humanen SMN-Komplex beschrieben.
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Abbildung 10: Taglt-dSMN kosedimentiert mit dGemin2 in einem makromolekula-
ren Komplex

Extrakt aus Tagl#~dSMN stabil exprimierenden Schneider2-Zellen wurde auf einem Gra-
dienten von 5-30% Glycerol fraktioniert, die einzelnen Fraktionen mit TCA gefillt und im
Immunoblot mit dem Antikérper anti-dSMN (A) analysiert. Es zeigte sich ein Sedimentati-
onsverhalten beider Proteine, des Tagl#-dSMN (oben) und des endogenen dSMN-Proteins
(unten) in einem breiten Gipfel mit Maximum in den Fraktionen 8-16. B Tagl#dSMN
(nachgewiesen mit 7B10) kosedimentiert mit dGemin2 (C, nachgewiesen mit anti-
dGemin?) in einem gemeinsamen Komplex in den Fraktionen 8-16, entsprechend ca. 25S.
Die Sedimentationswerte (Pfeile) wurden abgeschitzt.

Um diese Befunde weiter zu untersuchen, wurden Co-Immunprizipitation des Komplexes
mit dem monoklonalen Antikérper 7B10 durchgefiihrt. In der Immunoblot-Analyse zeigte

sich ein Signal fiir rekombinantes Tagl#-dSMN-Protein sowie fir dGemin2 (Abbildung 11
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A, Spur 2). Umgekehrt war in einer Aufreinigung aus Tagl/-dGemin2 exprimierenden Zel-
len die Assoziation von dSMN nachweisbar (Abbildung 11 A, Spur 4). Zudem wurde —
dhnlich wie fiir den humanen SMN-Komplex beschrieben — eine von der Stringenz der
Waschschritte abhingige Bindung der Sm-Proteine B und D3 gezeigt (Abbildung 11 B).
Dies bestitigte, dass das Tagl~dSMN-Protein eine physische Interaktion mit seinem

Komplexpartner dGemin2 sowie seinen Substraten, den Sm-Proteinen, eingeht.
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Abbildung 11: dGemin2 und die Sm-Proteine B und D3 binden an Taglt-dSMN

A Im Immunoblot einer Co-Immunprizipitation von Tagl~-dSMN wurde dGemin2 nach-
gewiesen (Spur 2), umgekehrt dSMN in einer Co-Immunprizipitation von Tagl--dGemin2.
B Die Assoziation von Sm-Proteinen mit Tagl#-dSMN wurde unter unterschiedlichen
Stringenzbedingungen analysiert. Obwohl in Spur 1 etwas weniger Tagl+-dSMN aufgetragen
wurde, verringert sich verglichen damit die Menge des gebundenen SmB/D3-Heterodimers
bereits ab 500 mM NaCl. Dies dhnelt der Situation im humanen System [44]. Auch dort
zeigt sich eine relativ salz-sensible Assoziation des SmB/D3-Heterodimers mit dem SMN-
Komplex.

15 =

3.4.3.  Massenspektrometrische Analyse des ASMN-Komplexes

Ein Kernziel dieser Arbeit war die Untersuchung des isolierten dSMN-Komplexes mittels
Protein-Massenspektrometrie. Aufgrund der Sensitivitit des Verfahrens muss ein so zu
analysierender Proteinkomplex in hoher Reinheit vorliegen. Diese Grundvoraussetzung
wurde mit der Entwicklung des Tagl#-Epitops geschatfen. Das Eluat einer Affinitdtsreini-
gung wurde zum einen mit Phenol und Chloroform extrahiert, die organische Phase mit
Aceton prizipitiert und diese unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Silber
gefirbt (Abbildung 12 A). Zum anderen wurde die Elution ohne weiteres unter nicht redu-
zierenden Bedingungen im silbergefirbten SDS-PAGE analysiert (Abbildung 12 B). Dabei
zeigte sich zunichst im Kontrolleluat und der Aufreinigung des Tagl#-dSMN-Proteins ne-
ben der schweren (50 kDa) und leichten (25 kDa) Immunglobulinkette bzw. dem gesamten
IgG1-Molekil (150 kDa) eine unspezifische Bande bei ca. 80 kDa entsprechend dem Hit-
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zeschockprotein hsc70. Dieses ist eine hiufige Kontaminante in Affinititsreinigungen, da
es als Co-Chaperon effizient an die Immunglobuline der Affinititsmatrix binden kann.
Nach Phenol-Chloroform-Extraktion verschwanden im Vergleich zur unbehandelten Elu-
tion des Tagl#-dSMN-Proteins einige argyrophile Banden zwischen 40 und 55 kDa; sie wur-
den spater als UsnRNAs identifiziert (siche 3.4.6). Das rekombinante Tagl~-dSMN-Protein
erschien als prominente Bande bei 36 kDa. Die iibrigen Proteinbanden verhielten sich ver-
glichen mit diesem substdchiometrisch. Dies war zweifellos auf die Uberexpression des re-
kombinanten dSMN-Proteins zurtickzufithren (vgl. auch Abbildung 10 A). Dadurch geniig-
te die Abundanz der Bindungspartner nicht, um quantitativ in den isolierten Komplex in-
tegriert zu werden. Bei der massenspektrometrischen Analyse wurden in der Bande bei 30
kDa sowohl dSMN als auch dGemin?2 identifiziert. Diese zeigen in der SDS-PAGE identi-
sches Laufverhalten, wie sich auch im Immunoblot und mit in E.co/ exprimierten Protei-
nen gezeigt hatte. Dies bestitigte zum einen die Oligomerisierung des rekombinanten
dSMN-Proteins mit endogenem dSMN und zum anderen die Identifizierung von dGemin2
mittels Bioinformatik und Immunoblot.

Aus massenspektrometrischen Analysen des humanen SMN-Komplexes ist bekannt, dass
eine Reihe von Proteinen transient mit dem SMN-Komplex assoziiert ist. Dazu gehéren in
erster Linie die Sm-Proteine, aber auch einige UsnRNP-spezifische Faktoren. Interessan-

terweise waren in der Tagl~dSMN-Elution alle siecben Sm-Proteine nachweisbar, nimlich
SmB, SmD1 (Gen snRNP69D), SmD2 (CG1249), SmD3, SmE (CG18591), SmF (DebB)

and SmG (CG9742). Zudem wurden die UsnRNP-spezifischen Proteine Ul 70K [117],
U2A’ [118], und das Drosophila-Ozrtholog von U5 116kD (CG4849) [119, 120] gefunden.
Die Proteine U2B” und U1A werden in Drosophila beide durch das Protein SNF [121] rep-
rasentiert, welches ebenfalls spezifisch nachweisbar war. In keiner der in der Silberfirbung
sichtbaren und massenspektrometrisch analysierten Banden konnten allerdings Kandidaten
fir die Homologen von Gemin3 (Dhhl) und Gemin5 (Rigor mortis) gefunden werden.
Zusammengenommen legen diese Daten nahe, dass dSMN und dGemin2 alleine in der La-
ge sind, alle Sm-Proteine sowie eine Reihe UsnRNP-spezifischer Proteine zu binden. Um
diesen Befund einer funktionellen Analyse zu unterzichen und mit der biologischen Wirk-
lichkeit zu vergleichen, wurde der isolierte dSSMN-Komplex sodter in einem EMSA (elect-
rophoretic mobility shift assay) auf seine Aktivitit in der Zusammenlagerung von Us#RINP-

core-Partikeln untersucht (siehe 3.4.6).
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Abbildung 12: Der mittels Taglt-Epitop isolierte dSSMN-Komplex besteht aus
dSMN, dGemin2 und bindet Sm-Proteine und UsnRNP-spezifischen Faktoren
Affinititsgereinigter Tagl-dSMN-Komplex wurde unter reduzierenden (Spuren 1 und 2)
und nicht reduzierenden (Spur 3) Bedingungen mit (1 und 2) oder ohne (3) vorherige Phe-
nol/Chloroform-Extraktion im silbergefirbten Polyacrylamidgel analysiert. Mittels Mas-
senspektrometrie wurden neben dem immunprizipitierten Tagl-dSMN endogenes dSMN

und dGemin2 bei ca. 30 kDa nachgewiesen. Neben allen Sm-Proteinen fanden sich dariiber
hinaus die UsnRNP-spezifischen Proteine U5-115K, U1-70K, U2A‘ und SNF. Hsc70
kommt auch in der Kontrollelution vor.

3.44.  Dhhl ist keine stabile Komponente des dSSMN-Komplexes

Dhhl wurde in der bioinformatischen Analyse des dSMN-Komplexes als Gemin3-
Ortholog identifiziert, zeigt jedoch ausgeprigte Homologie zu Gemin3 lediglich im Bereich
der Helikase-Domaie. Bioinformatisch lief3 sich zeigen, dass in den untersuchten Dipteren
der evolutionire Konservierungsdruck auf das Protein verloren ging. Nachdem Dhh1 auch
nicht in der massenspektrometrischen Analyse des dSSMN-Komplexes zu finden war, stellte
ich die Frage, ob das Protein tatsichlich Bestandteil des dSMN-Komplexes ist. Besonders,
da das Dhh1-Protein bislang uncharakterisiert ist und keine Antikorper existieren, wurde
eine Tagl+Dhhl stabil iiberexprimierende Schneider2-Zelllinie generiert. Nach Affinitits-
reinigung wurde das Eluat im Immunoblot auf die Anwesenheit von dSMN untersucht.

Wihrend bei physiologischer Stringenz (150 mM NaCl im Waschpuffer) nur wenig dSMN
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detektiert wurde, konnte bei 100 mM NaCl der Komplex so weit stabilisiert werden, dass
dSMN in relevantem Ausmal} vorhanden war (Abbildung 13). Aufgrund der oben gezeig-
ten Daten (vgl. 3.4.2) kann man davon ausgehen dass dSMN und dGemin2 in ausreichen-
der Menge in der Zelle vorliegen um mit einem relevanten Bindungspartner auch bei etwai-
ger Uberexpression desselben einen Komplex zu formieren. Da dies nicht der Fall ist, bil-

det Dhh1 wahrscheinlich keine stabile Komponente des dSMN-Komplexes.
mock Taglt-Dhh1

100 150 200 100 150 200 NaCl/mM
] ]

! - - e |- dSMN
1.2 3 4 5 6

Abbildung 13: Dhh1 ist keine stabile Komponente des dSMN-Komplexes

Zur Untersuchung, ob Dhh1 mit dSMN interagiert, wurde eine stabil transfizierte Tagl#-
Dhh1-Zelllinie etabliert. Nach Immunprizipitation wurde das an der Matrix immobilisierte
Fusionsprotein mit steigender Stringenz gewaschen und das Eluat auf die Anwesenheit von
dSMN untersucht. Es zeigte sich, dass zwar Dhh1l mit dSMN interagieren kann, jedoch
nahm diese Interaktion bei hoherer Stringenz ab.

3.45.  Rigor mortis bildet keinen Komplex mit dSMN

Auch das Rigor mortis-Protein wurde in der massenspektrometrischen Analyse des affini-
titsgereinigten dASMN-Komplexes nicht detektiert. Aufgrund seiner Orthologieverhiltnisse
sollte die Frage einer Assoziation mit dSMN durch zusitzliche Daten abgesichert werden.
Zu diesem Zwecke wurde analog zu Dhhl eine Tagl#~Rigor mortis stabil exprimierende
Zelllinie generiert und die Affinititsreinigung wie geschildert durchgefiihrt. Fine Affinitats-
reinigung des dASMN-Komplexes diente als Kontrolle. Zum Nachweis des Rigor mortis-
Proteins wurde ein affinititsgereinigter Antikorper von Carl Thummel (University of Utah,
Salt Lake City, UT, USA) genutzt. Auch im Falle von Rigor mortis wurden die Wasch-
schritte unterschiedlich stringent durchgefiihrt. Jedoch zeigte sich unter keiner der gewahl-
ten Bedingungen ein Signal fiir ASSMN (Abbildung 14 A, Spuren 4-6). Ebensowenig wurde
umgekehrt Rigor mortis in der Tagl-dSMN-Aufreinigung beobachtet (Spur 7). Um dies un-
ter physiologischeren Bedingungen zu bestitigen, wurde eine Immunprizipitation gegen
dSMN durchgefiihrt, in der gegentiber der Negativkontrolle ebenfalls kein Rigor mortis-
Protein nachzuweisen war (Abbildung 14 B). Man kann daher folgern, dass Rigor mortis,
dhnlich wie Dhh1, 7z vive keinen Komplex mit dASMN und dGemin2 bildet. Obwohl Rigor

mortis ein Ortholog von Gemin5 ist, spielt es funktionell keine Rolle am dSMN-Komplex.
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Abbildung 14: Rigor mortis bindet in vivo nicht an dSMN

A dSMN und dGemin2 wurden aus Schneider2-Zellextrakt immunprizipitiert und im Im-
munoblot auf die Gegenwart von dSMN und Rigor mortis-Protein untersucht. Rigor mor-
tis wird mit keinem der beiden Proteine koprizipitiert, obwohl das Protein in Schneider2-
Zellen exprimiert wird. B Eine Tagl#-Rigor mortis exprimierende Schneider2-Zelllinie wur-

de generiert und das an die Matrix gebundene Fusionsprotein mit steigender Stringenz ge-
waschen. Eine Tagl+-dSMN-IP diente als Positivkontrolle fir dSMN. Nach Untersuchung

des Eluats mit 0Rigor mortis- und *dSMN-Antikérpern im Immunoblot zeigte sich keine
wechselseitige Assoziation der beiden Proteine.

3.4.6. Der dSMN-Komplex enthilt UsnRNAs

Bei Immunprizipitation des SMN-Komplexes aus Xenopus laevis-Oozyten werden — anders
als dies beim humanen SMN-Komplexes der Fall ist — die UsnRNAs U1 und U5 coprazipi-
tiert [18, 20]. Um zu priifen, ob es sich in Drosgphila ahnlich verhalt wie bei Xengpus, wurde
die wissrige Phase einer Phenol-Chloroform-extrahierten Tagl+-dSMN-Elution in einer de-
naturierenden RNA-PAGE analysiert. Dabei zeigten sich nach Ethidiumbromid-Farbung
im Vergleich zu Eluaten aus wildtypischen Schneider2-Zellen spezifische Banden, wie sie
tir die U1, U2, U4 und U5snRNAs beschrieben wurden [122, 123] (Abbildung 15 A). Um
die Identitit der UsnRNAs zu verifizieren, wurden die entsprechenden Banden aus dem
Gel ausgeschnitten, mit snRNA-spezifischen Oligonucleotiden revers transkribiert und
amplifiziert. Das Resultat zeigt Abbildung 15 B. Schliellich wurden die RT-PCR-Produkte
tber die eingebrachten Restriktionsschnittstellen (siche 2.3.1) in das Plasmid pBluescript
KS(+) kloniert und je zwei Klone sequenziert. Im Vergleich mit in der Datenbank hinter-
legten Referenzsequenzen ergaben sich fiir dU1 und dU2 identische Sequenzen, bei dU4
kam es — wahrscheinlich aufgrund eines Fehlers in der PCR-Reaktion - zu je einer Deletion
und Insertion. Beide sequenzierten dU5snRNA-Klone wiesen eine Deletion von 10 Basen-
paaren in 3° auf. In diesem Bereich liegt eine stem-loop-Sekundirstruktur der RNA. Der
Denaturierungsschritt bei 65°C gentigte folglich nicht, um diese Sekundarstruktur aufzulé-
sen (Abbildung 15 C).
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Abbildung 15: Der Drosophila-SMN-Komplex enthilt UsnRNAs

Mehrere Methoden wurden angewandt, um die Assoziation von UsnRNAs mit dem
dSMN-Komplex zu untersuchen. Nach Phenol-Chloroform-Extraktion des mit Peptid
cluierten Tagl+-dSMN-Komplexes zeigte sich im Ethidiumbromid-gefirbten RNA-PAGE
eine sehr spezifische Anreicherung einiger RNA-Spezies (A). Aufgrund ihrer GréB3e wurde
vermutet, dass es sich um UsnRNAs handelt. Diese wurden mit UsnRNA-
transkriptspezifischen Primern amplifiziert (B). Nach ihrer Klonierung wurden die UsN-
RNAs sequenziert (C). Dabei wurde die weitgehende Ubereinstimmung mit den hinterleg-
ten Datenbanksequenzen festgestellt. Die Bindung von UsnRNAs an den dSMN-Komplex
trifft auch fir wildtypischen dSMN-Komplex zu (D), der aus Schneider2-Gesamtzellextrakt
prizipitiert wurde. Als weiterer Beleg wurde zytoplasmatischer Extrakt aus Tagl#-dSMN-
exprimierenden Zellen generiert und das Fusionsprotein aufgereinigt (E). Met-tRNA, dien-
te dabei als Negativkontrolle.

Diese Aussage sollte nun mit zwei weiteren Experimenten abgesichert werden. In einem
ersten Experiment wurde der endogene dSMN-Komplex mit spezifischen Antikérpern
immunprizipitiert und die assoziierten UsnRNAs im Northern Blot analysiert. Dabei zeigte
sich, dass sowohl mit Antikérpern gegen dSMN als auch gegen dGemin2 die UsnRNAs
dU1, dU2, dU4, und dU5 koprizipitiert wurden (Abbildung 15 D). Da die Méglichkeit be-
steht, dass die intrinsische Affinitit des dSSMN-Komplexes fiir UsnRNAs oder UsnRNPs
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gentigt, um eine falsch positive Assoziation mit nukledren snRNAs hervorzurufen, wurden
zytoplasmatische Extrakte aus Tagl+-dSMN exprimierenden Schneider2-Zellen gewonnen
und der Komplex daraus aufgereinigt. Im Northern Blot zeigte sich die bereits dargestellte
Assoziation der UsnRNAs U1, U2, U4 und U5 auch mit zytoplasmatischem Tagl--dSMN-
Fusionsprotein (Abbildung 15 E).

3.4.7.  Gereinigter ASSMN-Komplex katalysiert die UsnRNP-Zusammenlagerung i vitro

Zunichst hatte ich versucht, die Funktion des dSMN-Proteins in Extrakten aus wildtypi-
schen Schneider2-Zellen zu untersuchen, fand aber dafiir keine geeignete Bedingungen.
Dank der Verfiigbarkeit affinititsgereinigten dSMN-Komplexes konnte seine funktionelle

Aktivitat direkt 7z vitro studiert werden.

du1 dU1ASm duss

4 25 4 25 4 25 temp./°C

- -+ - T ¥ - T ¥ Y12
—— Ursprung des Gels
A/ , —— Sm-core
‘ —— dus8s
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Abbildung 16: Gereinigter Taglt-dSMN-Komplex ist aktiv in der Zusammenlage-
rung von UsnRNPs
Mittels Tagl#-dSMN prizipitierter und nativ eluierter dSMN-Komplex wurde mit radioaktiv

markierter dU1snRNA, dUTASm und dU85scaRNA bei 4°C oder 27°C inkubiert und die
entstehenden Komplexe anschlieBend im nativen RNA-PAGE analysiert. Dabei zeigte sich
die temperaturabhingige Ausbildung eines Swz-core-Partikels, der mit dem Y12-Antikérper
in die Tasche verschoben werden konnte. In Abwesenheit der Su-site bildet sich ein
Komplex, der keine Su-core-Proteine enthilt (Spuren 7 und 8), wihrend sich an der
U85scaRNA keine RNP-Bildung beobachten lisst.

Affinitatsgereinigter Tagl--dSMN-Komplex wurde dazu mit 7z vitro transkribierter, radioak-
tiv markierter UlsnRNA, UlsnRNA ohne Sz-site (UTASm) und U85scaRNA inkubiert und
die resultierenden Komplexe auf einem nativen RNA-PAGE aufgetrennt. In der Tat zeigte
sich in Gegenwart der Sw-site bei einer Reaktionstemperatur von 25°C die Ausbildung
zweier Komplexe. Der hohermolekulare Komplex lief3 sich mit dem anti-Sm-Antikérper
Y12 in die Geltasche verschieben (Abbildung 16) und offenbarte so seine Natur als Swz-core-

Partikel. In Abwesenheit der Su-site bildete sich lediglich ein nicht mit Y12 retardierbarer,
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im nativen Gel rascher migrierender Komplex aus. Die U85scaRNA wurde durch Inkuba-
tion mit dem Tagl~-dSMN-Komplex nicht beeinflusst und diente als Negatikontrolle. Zu-
sammengenommen erlauben diese Daten den Schluss, dass gereinigter Taugl~-dSMN-
Komplex alle Komponenten und Figenschaften besitzt, um die Zusammenlagerung von
UsnRNPs in einer von Temperatur und der Priasenz der Su-sife abhingigen Weise zu kata-

lysieren.

3.4.8. Rekombinante Rekonstitution des dSSMN-Komplexes

Die Affinititsreinigung des Tagl#-dSMN-Komplexes erlaubte den Schluss, dass iz wivo
dSMN und dGemin2 die einzigen stabilen Komponenten des dSMN-Komplexes darstel-
len. Um diesen Komplex niher kennen zu lernen und um auszuschlieBen, dass subst6-
chiometrisch in der Tagl~-dSMN-Reinigung vorkommende Faktoren zu der Assemblyakti-
vitit beitrugen, sollte das dSMN/dGemin2-Heterodimer rekombinant dargestellt werden.
Dazu wurde ein dicistronisches Konstrukt kloniert, welches die Expression von Hg-
getaggtem dSMN zusammen mit H-GST-getaggtem dGemin2 unter der Kontrolle des
Arabinose-Operators etlaubte. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass beide Proteine in
etwa demselben Ausmal translatiert werden und somit bereits in der Bakterienzelle einen
Komplex ausbilden koénnen. Nach Aufreinigung des dSMN/dGemin2-Dimers mittels
NiNTA-Sepharose wurde es erneut an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit einem
Uberschuss an rekombinant hergestellten oligomeren Sm-Proteinen einzeln und in allen
méglichen Kombinationen inkubiert. Um die unspezifische Bindung der sehr basischen
Sm-Proteine an das Kunststoffreaktionsgefil3 zu verringern, wurde Rinderserumalbumin
zum Reaktionsansatz hinzugefiigt. Nach exzessivem Waschen der matrixgebundenen Pro-
teine wurde der Komplex mit SDS-Probenpuffer eluiert und im Coomassie-gefirbten SDS-
Polyacrylamidgel analysiert. Dabei zeigte sich, dass das dSMN/dGemin2-Dimer grundsitz-
lich in der Lage ist, alle Sm-Proteine zu binden (Abbildung 17, Spur 15). Diese binden je-
doch in einer hierarchischen Art und Weise. In Abwesenheit des SmE/F/G-Heterotrimers
binden SmD1/D2 und Sm B/D3 nur schlecht an dSMN/dGemin2 (Spur 9, 10). In Ge-
genwart von SmE/F/G erhoht sich die Affinitit des dSMN/dGemin2-Komplexes fiir
SmD1/D2 deutlich (Spur 14) und nun kann auch das SmB/D3-Dimer relativ effizient bin-
den (vergleiche Abbildung 17, Spur 9 mit Spur 15). Somit binden die Sm-Proteine koopera-
tiv an das dSMN/dGemin2-Dimer.
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Abbildung 17: Das dSMN/dGemin2-Dimer bindet alle Sm-Proteine

Ein von einem dicistronischen Konstrukt in E. ¢/ exprimiertes Dimer aus H-GST-
dGemin2 und H-dSMN wurde an Glutathion-Sepharose gebunden und mit den gereinig-
ten Sm-Protein-Heterooligomeren B/D3, D1/D2 und E/F/G in Gegenwart von BSA in-
kubiert. BSA wurde benutzt, um unspezifische Bindung der Sm-Proteine zu vermeiden.
H-GST wurde ebenfalls mit den Sm-Proteinen beladen und diente als Negativkontrolle.
Die einzelnen Sm-Protein-Oligomere binden an das dSMN/dGemin2-Dimer mit geringer
Affinitit. In Gegenwart von Sm E/F/G ist die Bindung von Sm D1/D2 an das
dSMN/dGemin2-Dimer deutlich stirker (vgl. Spuren 10 und 14). Bezuglich SmB/D3 beo-
bachtete ich eine geringere Kooperativitit. Mit * sind unvollstindig denaturierte Proteine
bezeichnet, ** weist auf ein Abbauprodukt von H-GST-dGemin2 hin.

3.49.  Rekonstituierter dASMN-Komplex katalysiert die UsnRNP-Zusammenlagerung
Somit reichen dSMN und dGemin2 aus, um alle Sm-Proteine zu binden. Folglich stellte
sich die Frage, ob dieser Komplex auch in der Lage ist, UsnRNAs zu erkennen und in ei-
nen UsnRINP-core-Partikel zu integrieren. Dazu wurde der dSMN/dGemin2-Komplex mit

allen Sm-Proteinen beladen, von der Glutathion-Sepharose nativ mit Glutathion-haltigem
Puffer eluiert und das Eluat iz vifro mit radioaktiv markierter dU1snRNA, dU1ASm und
dU85scaRNA inkubiert. Um auszuschlieSen, dass unspezifisch z.B. an das Reaktionsgefal3
oder die Sepharosematrix gebundene Sm-Proteine spontan mit der UlsnRNA einen Sw-
core-Partikel bilden, wurde als Kontrolle rekombinant vom Vektor pETM-30 exprimiertes
H-GST an die Glutathion-Sepharose gebunden, ebenfalls mit Sm-Proteinen inkubiert, von
der Matrix eluiert und dann mit 7z vitro transkribierten RNAs inkubiert. Um spontanes und
katalysiertes Assembly vergleichen zu kénnen, wurden Sm-Proteine unmittelbar mit allen

untersuchten RNAs zusammengebracht. Zugleich diente dies als Positivkontrolle fiir die
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Zusammenlagerung. Die Reaktionsprodukte wurden dann wie in 3.4.7 beschrieben in der

nativen RNA-PAGE analysiert.
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Abbildung 18: Rekonstituiertes dSMN/dGemin2-Dimer katalysiert die Zusammen-
lagerung des UsnRNP cores

In vitro transkribierte UTsnRNA, UTASm und U85scaRNA wurden bei 25°C mit eluiertem
dSMN/dGemin2-Dimer alleine oder nach vorheriger Beladung mit Sm-Proteinen inku-
biert. H-GST wurde vor Elution mit Sm-Proteinen pseudo-“beladen”, um eine spontane
Zusammenlagerung des UsnRINP-core-Partikels durch freie Sm-Proteine in der Priparation
auszuschlieBen. dSMN/dGemin2 eflauben die Ausbildung eines distinkten UsnRNP core-
Partikels in Gegenwart (Spur 4) aber nicht in Abwesenheit (Spur 9) der Sw-site. Eine dqui-
molare Mischung von Sm-Proteinoligomeren bindet an UlsnRNA (Spur 5) und bildet ei-
nen mafig definierten RNP aus, der in Teilen wohl dem Sz-core-Partikel entspricht. Jedoch

binden die Sm-Proteine auch an UIASm und U85scaRNA (Spuren 10, 15, Sternchen).
Folglich agiert das dSMN/dGemin2 Heterodimer als molekulares Chaperon um die unspe-
zifische Bindung der Sm-proteine an “falsche” RNAs zu verhindern. Die schwache zusitz-
liche RNA-Bande, die besonders in den Spuren 12 und 14 auftritt, entspricht einer alterna-

tive gefalteten UTASmsnRNA.

Zunichst wurde nachgewiesen, dass es zu keinem Assembly in Gegenwart von H-GST
kommt. Dies lie} den Schluss zu, dass keine freien Sm-Proteine in der Priparation vorhan-
den waren, durch die das Assembly autonom hitten stattfinden kénnen. Hingegen zeigte
sich in Anwesenheit des mit Sm-Proteinen beladenen dSMN-Komplexes die Bildung eines
stabilen UsnRNA-core-Partikels an der UlsnRNA (Abbildung 18, Spur 4). Die UIASm
(Spur 9) und dU85scaRNA (Spur 14) geniigten indes nicht fiir die Ausbildung eines Su-
core-Partikels. Sm-Proteine alleine bildeten mit der dUIsnRNA einen vergleichsweise un-
scharf migrierenden Komplex aus (vergleiche Spur 5 mit Spur 4). Dariiber hinaus banden
die Sm-Proteine unspezifisch an die UIASm und die dU85scaRNA (Spur 10 und Spur 15)

in jeweils unscharf migrierenden Komplexen. Diese Daten zeigen, dass dSMN und dGe-
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min2 nicht nur ausreichen um alle Sm-Proteine zu binden, sondern auch um sie auf die S7-
site der UsnRNA zu iibertragen. Dabei entsteht ein Sw-core-Partikel, welcher definiertere

Laufeigenschaften in der nativen RNA-PAGE aufweist, als ein spontan entstehender.

3.5. Menschliches SMN und Gemin2 gentigen zur Bildung des Us#RINP-core Partikels
Diese Befunde etlaubten die weit reichende Hypothese, dass SMN und Gemin2 ganz all-
gemein, also auch in Vertebraten, ausreichen, um die Zusammenlagerung des Sw-core-

Partikels zu katalysieren.
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Abbildung 19: Humanes SMN/Gemin2-Heterodimer bindet alle Sm-Proteine
Rekombinant exprimierter humanes SMN- und Gemin2-Protein wurden an Glutathion-
Sepharose immobilisiert und mit Heterooligomeren der Sm-Proteine analog zu Abbildung
17 beladen. Nach ausgiebigem Waschen wurden die an die Matrix gebundenen Komplexe
mit der PreScission-Protease abgespalten und im silbergefirbten SDS-PAGE (13%,
Tris/Glycin) analysiert. Das hSMN/hGemin2-Dimer (Spur 1) bindet SmB/D3 (Spur 2)
und SmD1/D2 (Spur 3), aber nicht SmE/F/G alleine (Spur 4). In Gegenwatt von
SmD1/D2 witd SmE/F/G effizient gebunden (Spur 7), was auf konservierte Bindungsei-
genschaften dieser beiden Heterooligomere zwischen Drosophila und Vertebraten hinweist.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden hSMN und hGemin2 analog zur geschilderten
Vorgehensweise in Drosophila koexprimiert, an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit
Sm-Proteinen beladen. Nach reichlichem Waschen und proteolytischem Verdau mit PreS-
cission-Protease wurde das freigesetzte Dimer im silbergefirbten SDS-PAGE auf die Bin-

dung der verschiedenen Sm-Protein-Heterooligomere untersucht. Dabei zeigte sich, dass
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hSMN und hGemin2 ebenfalls in der Lage sind, alle Sm-Proteine zu binden, jedoch in ei-
ner leicht modifizierten Weise. In der Tat bindet das Sm E/F/G-Heterotrimer alleine nicht
an das hSMN/hGemin2-Dimer (Abbildung 19, Spur 4). In Gegenwart von Sm D1/D2 je-
doch ist diese Bindung deutlich vorhanden (Abbildung 19, Spur 7). Diese Kooperativitit
erinnert an die Situation in Drosgphila, wenngleich dort SmD1/D2 alleine ebenfalls an das
dSMN/dGemin2-Dimer bindet. Dieser Befund watf die Frage auf, ob damit hSMN und
hGemin2 zusammen in der Lage sind, die Zusammenlagerung von UsnRNP core-Partikeln
zu katalysieren. Zur Klirung dieser Frage wurde analog zu den Experimenten in Drosophila

vorgegangen und die eluierten Komplexe mit radioaktiv markierter UIsnRNA und einer

U1-Variante mit mutierter Sw-site (UTAD, TAATTT nach CTCGAG [124, 125]) inkubiert.

hU1snRNA hU1ASm snRNA
hSMN/hGemin2 hSMN/hGemin2
+Sm-proteins +Sm-proteins

4 4 30 4 30 4 4 30 4 30 temp/°C

- Sm-core

.gm* Wy ww

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 20: Humanes SMN/Gemin2-Heterodimer katalysiert die Zusammenla-
gerung des UsnRNP-core- Partikels

Das humane SMN/Gemin2-Dimer wurde alleine (Spuren 2, 3, 7, 8) oder nach Beladung
mit Sm-Proteinen (Spuren 4, 5, 9, 10) mit UlsnRNA (Spuren 1-5) oder einer Mutante mit
substituierter Sm-site (ULASm, [124, 125]) inkubiert. Bei 30°C kommt es zu einem effizien-
ten Transfer der Sm-Proteine auf die Sw-site der UlsnRNA durch das SMN/Gemin?2-
Heterodimer (Spur 5, Sw-core).

Interessanterweise zeigte sich effizientes Assembly des Sw-core-Partikels bei 30°C, aber
nicht bei 4°C in Gegenwart der Sw-site tragenden UlsnRNA. An die mutierte UlsnRNA
(U1ASm) banden die Sm-Proteine jedoch nicht. Insgesamt fiithrten diese Experimente und
Uberlegungen zu der neuen Einsicht, dass SMN und Gemin?2 als konservierte Kernkom-

ponenten des SMN-Komplexes ausreichen, um die Zusammenlagerung von UszRINP-core-
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Partikeln zu katalysieren. Es erhebt sich daher die interessante Frage, zu welchem Zweck
im Laufe der Evolution weitere Komponenten zu dieser Basiseinheit hinzugekommen sind

und welche Funktionen sie im Einzelnen erfillen.
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4. DISKUSSION

4.1. Ubetlegungen zur Heuristik

Mehr als 10 Jahre sind vergangen seit den Entdeckungen, dass das SMN-Protein eine
Funktion bei der Zusammenlagerung des UsnRNP-Partikels erfiillt und Teil eines makro-
molekularen Komplexes ist [18, 19]. Seither wurde - zunichst mittels eines yeast-two-hybrid-
Sereens und spiter mittels Massenspektrometrie, die Zusammensetzung dieses Komplexes
so weit aufgeklirt, dass keine wesentlichen neuen Komponenten mehr zu erwarten sind. Es
ist beeindruckend, dass eine Anzahl dieser Komponenten bereits in der grundlegenden
Veroffentlichung vorweggenommen wurde. Je mehr Komponenten jedoch identifiziert
wurden, desto unwahrscheinlicher erschien es, dass alle diese Proteine fur die Zusammen-
lagerung des heptameren Rings von Sm-Proteinen um die Sw-site der UsnRNA erforderlich
sein sollten. Fiir einen Prozess, der 7z vitro spontan ablaufen kann.

Bei der Untersuchung komplexer biologischer Prozesse hat es sich als sinnvoll erwiesen, in
einfacheren Organismen zunichst die Prinzipien zu verstehen, um anschlieBend die bei
komplexeren Spezies hinzukommende Modulation und Modifikation dieser Vorginge an-
zugehen. Mit einigem Erfolg wurde diese Herangehensweise in der Zellbiologie und be-
sonders in der Entwicklungsbiologie genutzt. In letzterer Disziplin hat sich unter dem Be-
griff ,,evo-devo® (evolutionary developmental biology®) eine eigene Gruppe von Spezialis-
ten gebildet, die eine Schnittstelle zwischen Phylogenomik, Entwicklungsbiologie, verglei-
chender Systematik und Palidontologie bilden. Prominente zellbiologische Beispiele fiir den
Etfolg dieser Vorgehensweise sind etwa Vesikelfusion, -transport und Endo-/Exozytose.
Diese Prozesse wurden zundchst mittels eines genetischen Screens in der Backerhefe Sar-
charomyces cerevisiae eingehend untersucht [126]. Einige Vorginge, wie die Vesikelabschnii-
rung (v.a. an Synapsen), wurden ausfiihtlich in Drosgphila studiert [127, 128], was die Ubet-
tragung der zugrunde liegenden Mechanismen auf hohere Organismen [129] erleichterte.
Auf einer mehr globalen Ebene erméglichte die Verfiugbarkeit der Genomsequenzen zahl-
reicher Organismen vergleichende genomweite Studien. So wurde mit der Sequenzierung
des Genoms von Nematostella vectensis klar, dass die Wnt-Genfamilie — ganz dhnlich wie in
Vertebraten — aus 12 Subfamilien besteht, wihrend in Drosophila und C. elegans nur sechs
vorhanden sind [130]. Die Gegentiberstellung genomischer Daten mit dem jeweiligen Pha-
notyp soll dann Riickschlisse auf evolutionire Muster und die Funktion eines Gens oder

einer Gruppe von Genen, eines Gen-Clusters, bei Entwicklungsprozessen erlauben.

Seite 61



4. Diskussion

Es erschien erfolgversprechend, die Zusammensetzung des SMN-Komplexes unter einem
evolutionsbiologischen Blickwinkel zu studieren. Die Auswahl der Organismen wurde da-
bei weitgehend durch den Fortschritt der jeweiligen Sequenziervorhaben diktiert. Aller-
dings wurde in dieser Studie bereits ein sehr breites Spektrum an Organismen untersucht.
Diese spannen bei den Tieren einen Bogen vom einfachen radidrsymmetrisch aufgebauten
Cnidarium tiber mehrere Ecdysozoen (umstrittenes Taxon, vgl. [131]) bis hin zu mehreren
Reprisentanten der Chordaten. Mit Dictyostelinm wurde ein Organismus zwischen Pflanzen

einerseits und Tieren und Pilzen andererseits [132] untersucht, daneben mehrere Pflanzen

und Pilze.
Organismus S. cerevisiae S.pombe  D. discoideum  N. crassa N. vectensis  A. thaliana D. mel. H. sapiens
GenomgroBe (Mb) 12 12,5 34 38,6 450 125 180 3000
Genanzahl 5.900 4.900 12.500 10.000 25.000 25.500 13.600 22.000
Gendichte
(kb pro Gen) 2,0 2,6 2,7 39 18,0 4,9 13,2 94

Tabelle 4: Genomdaten zu relevanten Modellorganismen
Die Genomgrof3e und Genanzahl korreliert nicht direkt mit dem Fortschreiten der stam-
mesgeschichtlichen Entwicklung. Daten aus [132] und [133].

Zwei methodische Vorbehalte sind allen genomweiten Studien gemeinsam:

Zum ersten kénnen nur die Genome von Organismen untersucht werden, die Gegenstand
von Sequenziervorhaben (gewesen) sind. So fiihrte der Vergleich zwischen den Genomen
von Drosophila und C. elegans einerseits und von héheren Eukaryoten andererseits zu einer
vermuteten Genzahl von 15000 Genen fir primitive Metazoen [134]. Neueste Daten aus
der Seeanemone Newmatostella vectensis zeigen jedoch, dass die Seeanemone etwa 25000 Gene
besitzt [133], etwa genau so viele wie der Mensch (22000, siche Tabelle 4). Somit haben alle
vergleichenden Studien den Vorbehalt der Vorldufigkeit.

Zum zweiten kénnen solche Analysen jeweils nur so gut sein, wie das zu Grunde liegende
Datenmaterial, d.h. die Vollstindigkeit und Annotation der sequenzierten Genomdaten.
Die in dieser Studie verwendeten Genomdaten boten jedoch in jedem Falle eine mehrfache
Sequenzabdeckung. Zusitzlich zur jeweiligen Proteinvorhersage wurden die Datenbanken
auf genomischer Ebene durchsucht, um falsch negative Befunde auszuschlieSen.

In den wenigsten Fillen wurden bislang komparative Genomstudien einer unmittelbaren
biochemischen Validierung unterzogen. Auch fanden diese Methoden nach meinem Wis-
sen bisher keine Anwendung auf die Entstehung und Abwandlung eines aus mehreren Un-
tereinheiten bestehenden Komplexes. Um angesichts der systematischen Fallstricke der
bioinformatischen Analyse gesichertere Daten zu erhalten, wurde in der vorliegenden Ar-

beit die biochemische Isolierung und Analyse eines vermuteten minimalen SMN-
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Komplexes angestrebt. Die Schaffung der dafiir erforderlichen biologischen Werkzeuge

war Kernbestandteil dieser Studie.

4.2. Ursprung und Evolution des SMN-Komplexes

42.1.  SMN und Gemin?2 sind die Kernkomponenten des SMN-Komplexes

Den evolutioniren Kern des SMN-Komplexes bilden die Proteine SMN und Gemin2. Wie
Abbildung 6 zeigt, finden sich beide Proteine in allen untersuchten Reichen des Lebens,
dem der Pilze, Tiere und Pflanzen sowie in Dictyostelium. Der Befund, dass in S. pombe durch
die PSI-BLAST-Suche die Orthologen von SMN, Yab8p, und Gemin2, Yiplp, zutreffend
identifiziert wurden, stitzt die Validitit des bioinformatischen Ansatzes. Yiplp war in ei-
nem yeast-two-hybrid-screen als Interaktor des SMN-Orthologs Yab8p identifiziert und
diese Interaktion biochemisch detailliert analysiert worden [112]. Interessanterweise sind
die Verhiltnisse in S. cerevisiae anders. In diesem Organismus wurde ein lediglich entfernt
verwandtes Ortholog von Gemin2, Brrlp (Bad response to refrigeration), identifiziert, je-
doch kein SMN-Ortholog. Demnach gibt es in der Bickerhefe keinen funktionalen SMN-
Komplex. Interessanterweise wurde die sehr gering ausgeprigte Homologie von Brrlp zu
humanem Gemin2 bereits in der initialen Publikation [19] beschrieben. In einer spiteren
Veroffentlichung aus unserem Labor wurde dieser Befund in Frage gestellt. In den vergan-
genen Jahren sind die Grof3e der Datenbanken und die Anzahl der sequenzierten Genome
stark angestiegen. Zusammen mit der Entwicklung iterativer Algorithmen (PSI-BLAST,
[76]) ist nunmehr eine zuverlissige Identifizierung von Orthologen auch bei gering ausgep-
rigter Homologie méglich. Folglich fanden wir Brrlp als einzig signifikantes Homolog von
humanem Gemin2 (NP_003607.1, PSI-Blast dritte Iteration, E = 3x107) and Schizosaccha-
romyces pombe Yipl (NP_594775.1, vierte Iteration, E = 3x107). Nachdem auch die umge-
kehrte Suche diese Homologie klar reproduziert, ist Brrlp das Ortholog des humanen Ge-
min2. Auf Grund der genetischen Interaktion von Brrlp mit SmD1 und einigen biochemi-
schen Daten wurde eine Rolle von Brrlp bei der Biogenese von UsnRNPs postuliert [135,
136]. Andererseits ist davon auszugehen, dass sich die UsnRNP-Biogenese in 5. cerevisiae
fundamental von jener in héheren Eukaryoten unterscheidet. In der Tat ergab ecine ge-
nomweite Vergleichsstudie, dass die Backerhefe seit ihrer Radiation von ihrem mit S. pomzbe
gemeinsamen Vorliufer 300 Gene komplett verloren hat und weitere 300 weit iiber das er-
wartbare Mal} hinaus divergiert sind [137], siche auch [138]. Erstaunlicherweise betreffen

die Genverluste unter anderem das Spleilosom. Das wird verstindlich, wenn man bedenkt,
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dass nur 3% der Gene in S. cerevisiae iberhaupt Introns besitzen, welche dazu noch relativ
kurz sind. Nur 6 Gene besitzen 2 Introns. Verglichen damit besitzen 43% der S.pombe-
Gene Introns [139]. Dem zu Folge kénnten bestimmte Faktoren des Spleilapparats ent-
behrlich geworden ein, und ebenso ein effizientes System der Zusammenlagerung von
UsnRNPs. Zusammengenommen ergibt sich also der Schluss, dass das SMN-Gen in S. cere-

visiae sekundir verloren ging, wihrend das Gen fiir Gemin2 Brrlp extrem divergierte.

4.2.2.  Der SMN-Komplex evolviert durch modulare Expansion

Neben SMN und Gemin2 stellen Gemin3 und Gemin5 die phylogenetisch iltesten Kom-
ponenten dar. In Dictyostelinm finden sich diese beiden Proteine erstmals. Da das Genom
der Grinalge Ostreococcus tanri fir ein entfernt verwandtes Gemin5-Ortholog codiert, muss
das Gemin5-Gen in den Landpflanzen unabhingig verloren gegangen sein. Nicht ganz aus-
zuschlieBen ist aufgrund der bioinformatischen Daten, dass es sich beim putativen Dictyoste-
tium-Orthologen nicht-orthologes Protein dhnlicher Aminosdurezusammensetzung wie
Gemin5 handelt. In jedem Fall wird die Erweiterung des Komplexes in Dictyostelium um
Gemin3 und Gemin5 in Metazoen beibehalten. Neben diesen ist das Genrepertoire im
niedrigsten der untersuchten Metazoen, der Seeanemone, um die Gene fir Gemin6, 7 und
8 erweitert. Diese Konfiguration des SMN-Komplexes ist dann konserviert in allen Meta-
zoen (Ausnahmen werden unten diskutiert). Erst auf Ebene der Deuterostomia (niederster
Organismus: Seeigel) komplettiert Gemin4 den SMN-Komplex, wie wir ihn aus dem Men-
schen kennen. Somit beobachten wir in den rezenten Arten eine Expansion des SMN-
Komplexes in modularen Schritten mit Fortschreiten der stammesgeschichtlichen Entwick-
lung. Man kann daher Korrelationen zwischen der jeweils typischen Zusammensetzung des
SMN-Komplexes und bestimmten evolutioniren Errungenschaften aufstellen:
SMN/Gemin2: Eukaryoten (auBBer Protisten, nicht studiert)

+ Gemin3/5: (fakultativ) multizelluldre Lebensweise

+ Gemin 6/7/8: Metazoen

+ Gemin4: Deuterostomia

Dieser Befund zeigt eine deutliche Analogie zu biochemischen Daten von Otter und Mi-
tarbeitern [44]. Verschiedene Techniken wurden in dieser Studie angewandt, um die Inter-
aktionen der Proteine innerhalb des humanen SMN-Komplexes aufzukliren. Fine Zu-
sammenfassung der Resultate zeigt Abbildung 2. Demnach bilden die Proteine SMN, Ge-
min2 und Gemin8 das Riickgrat des Komplexes. Gemin8 bildet die Briicke zu den periphe-
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ren Komponenten Gemin7, Gemin6 und UNRIP sowie zu Gemin4, welches auch mit
Gemin3 interagiert. Gemin5 wird tiber Gemin2 zum Komplex rekrutiert.

Somit ist der humane SMN-Komplex aus Modulen aufgebaut, in denen jeweils mehrere
Proteine zusammengefasst sind. Unter geeigneten Bedingungen sollten sich Subkomplexe,
etwa bestehend aus Gemin6, Gemin7 und UNRIP oder Gemin3 und Gemin4, oder einzel-
ne Proteine wie Gemin5 vom Gesamtkomplex dissoziieren lassen. Einen ersten Hinweis in
diese Richtung ergaben Befunde, wonach eine hohe Salzkonzentration (1,5 M NaCl) die
Bindung von Gemin5 an den tbrigen SMN-Komplex aufhebt (Abb. 6B in [44]). Nach
knockdown des SMN-Proteins mittels RNA-Interferenz [140] treten in der Tat solche Sub-
komplexe auf. Auch in Extrakten aus wildtypischen HelLa-Zellen wurde die Gegenwart
solcher Komplexe demonstriert. Inwiefern diese 7z vivo existieren, ist bislang unklar. Unsere
evolutioniren Daten rekapitulieren also biochemische Befunde. Dies fiihrt zu der Frage, ob
die einzelnen Module des SMN-Komplexes bestimmte spezifische Funktionen innerhalb
des SMN-Komplexes erfiillen. Erhellend ist zur Beantwortung der Frage die Betrachtung

von Ausnahmen.

4.3. Dipteren besitzen einen radikal vereinfachten SMN-Komplex

Die Untersuchung von Ecdysozoen (umstrittenes Phylum, umfasst sich hidutende Tiere wie
Nematoden und Arthropoden) fithrte zu dem Ergebnis, dass einige von ihnen, so die Ho-
nighiene (Hymenoptera:Apidae) und die parasitische Wespe Nasonia vitripennis (Hymenopte-
ra:Pteromalidae) wie erwartet die Genausstattung besitzen, die fir SMN, Gemin2, 3, 5, 6, 7
und 8 codiert. Dasselbe gilt fir Tribolium castanenm (Coleoptera:Tenebrionidae). Hingegen
besitzen die Dipteren Anopheles gambiae (Diptera:Culicidae) und Drosgphila melanogaster (Dip-
tera:Drosophilidae) sichere Orthologe nur fiir SMN, Gemin2 und Gemin3. In beiden Fal-
len existiert zusitzlich ein Gen, welches fiir ein Gemin5-Ortholog codiert, dessen Se-
quenzhomologie jedoch ausgesprochen gering ist. Um zu untersuchen, inwieweit die Pro-
teine tatsichlich Gemin-Orthologe sind, verglich Prof. Schultz die Evolutionsgeschwindig-
keit dieser Proteine in Dipteren mit jener in anderen Phyla. Dabei zeigte sich, dass sowohl
die Gemin3-Orthologe, als auch die Gemin5-Orthologe einem relaxierten Konservierungs-
druck ausgesetzt sind. In anderem Zusammenhang beobachtet man ein solches Phinomen
beispielsweise nach einer Genduplikation: Die urspriinglich identischen Gene divergieren
und nehmen jeweils andere Teilaufgaben war (Subfunktionalisierung). Somit er6ffnet dieser
bioinformatische Befund die hypothetische Méglichkeit, dass die stark divergenten Ge-

min3- und Gemin5-Orthologe z.B. in einen neuen Funktionszusammenhang rekrutiert
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wurden oder neue Aufgaben im alten Funktionszusammenhang wahrnehmen. Derartige
Verinderungen in der Funktion eines Proteins sind im evolutioniren Maf3stab héufige
Ereignisse. So wurde in einer bioinformatischen Studie abgeschitzt, dass sich je 1 Million
Jahre Divergenz 10° paarweise Interaktionen eines Proteins 4indern. Uber das gesamte Pro-
teom eines Organismus gerechnet, dndern sich somit je 1 Million Jahre Divergenz z.B. im
Falle des Menschen 1000 Proteininteraktionen [141]. Die Neigung eines Protein-
codierenden Gens, vetloren zu gehen (Propensity for Gene Loss, PGL), korreliert dabei unter
anderem mit der Anzahl der Proteininteraktionen, dem Expressionsniveau sowie auch der
Anzahl an Subsitutionen im Protein-codierenden Gen [142]. So weit Daten aus S. cerevisiae
verfugbar waren, konnte dariiber hinaus in der zitierten Studie eine Korrelation der PGL
zum Uberleben nach &nockdown des jeweiligen Produkts gezogen werden.

Demnach beobachten wir in Dipteren einige SMN-Komplex-Komponenten codierende
Gene dabei, wie sie divergieren und letztlich andere Funktionen annehmen, wihrend ande-
re (Gemin6-8) bereits vollstindig verschwunden sind. Ist nun die Tatsache, dass ausge-
rechnet in Dipteren Komplexkomponenten verloren gegangen sind oder im Begriff sind,
verloren zu gehen, eine Ausnahme in diesen Organismen? Finen ersten Hinweis auf die
Losung dieser Frage erlaubt bereits die oben dargestellte Tabelle 4. Drosophila besitzt ein
deutlich kompakteres Genom als Nematostella und signifikant weniger Gene. Es muss daher
angenommen werden, dass das Genom von Drosophila sekundir kompakter wurde. In der
Anfangszeit der Genomira hat diese Tatsache im Ubrigen zu einer spannenden und zu-
gleich sehr erhellenden Kontroverse in der Wissenschaft gefithrt. Der unmittelbare Ver-
gleich zwischen den Daten des Humanen Genomprojekts (HUGO) und den Genomdaten
von Bakterien einerseits und Bickerhefe/Taufliege/Fadenwurm andererseits hatte zu der
Hypothese gefiihrt, dass horizontaler Gentransfer signifikant zum Genrepertoire des Men-
schen beitrigt [143]. Rasch stellte sich heraus, dass diese Idee eine Uberinterpretation (vgl.
[144]) der vorhandenen Daten darstellte und es just in den Modellorganismen Drosophila
und Caenorbabditis zu einem beeindruckenden Genverlust gekommen ist [145, 146]. Dieser
Sachverhalt wurde in jiingster Zeit wiederum durch den sehr informativen Genomvergleich
mit den Nesseltieren illustriert: Es zeigte sich, dass die meisten bis zum damaligen Zeit-
punkt bekannten ESTSs in Acropora millepora eher Orthologe z.B. in Vertebraten als in Droso-
phila oder C. elegans besitzen [147]. Der adaptive Nutzen eines solchen Genverlusts bzw. ei-
ner solchen Genomkontraktion/-kompaktierung (beide Begriffe sind gebraulich) ist jedoch

unklar. Vertreter der komparativen Genomik und Entwicklungsbiologie beschrinken sich
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bewusst auf eine rein deskriptive Rolle [131]. Die gefundenen Beispiele (Hox-Gene, Retin-
sauresignalweg, DNA-Methylierung) werden stets am Einzelfall diskutiert und zur Hypo-
thesenbildung herangezogen. Eine 6kologische (ultimate) Erklirung kénnte im Nutzen ei-
nes kompakteren Genoms fiir die besondere, ,,vereinfachte® und spezialisierte Lebensweise
oder die rasche Reproduktion solcher Tiere darstellen. FEine genetische (proximate) Ursa-
che fiir kompaktere Genome (wenn auch tberwiegend in nicht-codierenden Bereichen der
DNA) kénnte in der Kontrolle transposabler Elemente liegen [148, 149]. Daten aus der
soeben vorgelegten komparativen Studie von 10 Genomen der Gattung Drosophila werden
dazu beitragen, diese Frage besser zu verstehen [150-153].

In jedem Falle erschien es lohnend, der Frage biochemisch niher auf den Grund zu gehen,
welche Faktoren tatsichlich den dSMN-Komplex aufbauen, und inwiefern die Orthologen
von Gemin3 und Gemin5 Bestandteile dieses Komplexes sind. Die Bioinformatik alleine
erlaubt keine Aussage, ob und inwieweit diese Kandidaten noch Teil des SMN-Komplexes
sind oder in einem funktionellen Zusammenhang mit diesem stehen. Wie erwahnt, wird der
biochemische Nachweis der Funktion von Orthologen selten gefiihrt. Hierzu bedurfte es
zunichst der Etablierung eines biochemischen Verfahrens, das die Aufreinigung des

Komplexes erlaubt.

4.4. SMN und Gemin?2 sind in Drosophila Schneider2-Zellen zytoplasmatische Proteine
Als ein erster Schritt zur Analyse der zelluldren Funktion des Drosophila- Orthologs von
SMN und Gemin2 wurden spezifische Antikorper generiert und damit die Lokalisation der
Proteine in der Zelle untersucht. Humanes SMN-Protein und die tibrigen Gemine zeigen
eine charakteristische subzellulire Verteilung: Neben dem Zytoplasma, wo ein diffuses
Muster vorherrscht, findet man sie auch in definierten nukledren Kompartimenten, den
Gemini of Cajal-Bodies. Interessanterweise verhalt es sich in Drosophila-Schneider2-Zellen
differenzierter. Es wurde berichtet, dass in Schneider2-Zellen dSMN ausschlieBlich zytop-
lasmatisch vorkommt [154]. Dies trifft jedoch nur in erster Anniaherung zu. Neben einer
tberwiegend zytoplasmatischen Lokalisation zeigte sich konfokalmikroskopisch zusitzlich
eine meist dispers punktierte nukleire Lokalisation von dSMN. In einigen Zellen jedoch
liel3 sich eine distinktere nukleire Domine darstellen. Diese korreliert wahrscheinlich mit
dem Cajal-Body bzw. Gemini of Cajal Bodies in diesen Zellen. Die meist gesehene disperse
Punktierung stellt somit wahrscheinlich funktionell den Gems dhnliche Bereiche mit gerin-
gerer Konzentration an dSMN und dGemin2 dar. Bemerkenswert ist in diesem Zusam-

menhang, dass Cajal Bodies/Gems in Drosgphila bislang nur in den Kernen der Follikel-
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und Ammenzellen detektiert wurden. Eine Lokalisation von dSMN wurde dort nur nach
Uberexpression eines YFP-dSMN-Fusionsproteins gesehen [155]. Die Art und Ausprigung
der Lokalisation von dSMN und dGemin2 im Kern Uberschneidet sich somit mit der aus
Vertebraten berichteten, wobei die Funktion von SMN im Zellkern von Drosophila noch

unklarer ist, als in Vertebraten.

4.5. Entwicklung und Etablierung des TaglEpitops

4.5.1.  Die Verwendung von Epitop-Tags zur Reinigung makromolekularer Komplexe
Fir zahlreiche biomedizinische Fragestellungen, wie auch die vorliegende Arbeit, ist die
biochemische Aufreinigung von makromolekularen Komplexen aus mehreren Proteinen
bzw. Proteinen und Nukleinsiuren ein wichtiger Schritt zur genaueren Charakterisierung
threr Zusammensetzung und Funktion. In jingerer Zeit wurden dazu verschiedene affini-
titschromatographische Methoden, speziell die Immunaffinititschromatographie, erfolg-
reich eingesetzt. Limitierendes Moment ist dabei die Notwendigkeit immunprazipitierender
Antikérper oder andersartiger Affinitdtsmatrizes, welche eine Komponente des jeweiligen
Komplexes spezifisch binden. Daher werden zunehmend Fusionsprodukte aus einem die
Affinititsmatrix spezifisch bindenden Anteil (,,T4¢) und dem jeweiligen Zielprotein gen-
technisch in die betreffenden Zellen oder Organismen eingebracht. AnschlieBend kann
dann mit Hilfe spezifischer Antikérper oder Affinititsmatrizes der jeweilige makromoleku-
lare Komplex aus Zelllysat aufgereinigt und fir weitere Analysen verwendet werden [156].
Zu den kommerziell angebotenen Tags zur Aufreinigung gehoren das Hisg-Tag, welches an
immobilisierte Schwermetallionen bindet, das GST-(Glutathion-S-Transferase)-Tag, das an
immobilisiertes Glutathion bindet oder das Mannose bindende Protein (MBP). Bekannte
Tags, die durch spezifische Antikorper erkannt werden, sind das FLAG-Epitop (Fa. SIG-
MA, Taufkirchen), V5-Epitop (Invitrogen, Karlsruhe), HA-(Hdmagglutinin-) Epitop oder
myc-Epitop (jeweils verschiedene Anbieter). Aufgrund der geringen Reinheit der iiber ein
einzelnes Affinititsepitop isolierten Proteinkomplexe wurden diese hiufig miteinander (z.B.
FLAG-HA [SIGMA]) oder mit anderen Affinititschromatographiemethoden kombiniert
(Tandem-Affinititschromatographie). Dies setzt die native Elution des Proteins im ersten
Reinigungsschritt voraus, beispielsweise durch Kompetition mit synthetisch hergestelltem
Peptid. Beispiele fiir mittels solcher Tandem-Affinititschromatographie isolierte makromo-

lekulare Komplexe sind:
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1. DNA-Protein-Komplexe, wie die MBD2/NuRD and MBD3/NuRD-Komplexe, wel-
che durch eine Kombination von ProteinA mit triple-myc-Tag erlaubte die Identifizie-
rung der Komponenten der [157].

2. RNA-Proteinkomplexe (RNPs), wie der UlsnRNP [158], der mittels der aus Protein A
und dem Calcium bindenden Protein (CBP) bestehenden TAP-Tag-Methode isoliert
wurde [159].

3. Protein-Proteinkomplexe, wie der mittels FLAG-HA- Tandem-Affinitits-
chromatographie aus HelLa-Zellen aufgereinigte TRAP/Mediator-Komplex [160].

Die mittels Immunaffinitdtschromatographie tiber ein einzelnes Epitop isolierten Protein-

komplexe weisen in den meisten Fillen eine unzufriedenstellende Reinheit auf. Fir das

FLLAG-Epitop ist dariiber hinaus bekannt, dass eine Reihe von Proteinen regelmiflig un-

spezifisch gebunden wird, darunter in humanen Zellen der PRMT5-Komplex [161]. Die

Kombination von zwei Epitopen erhéht hiufig die Reinheit; jedoch ist eine solche Tan-

demaffinititschromatographie gegenwirtig in vielen Fillen dufBerst ineffizient und erfordert

daher oft exzessive Mengen an biologischem Material zur Isolierung praparativer Mengen.

Fir die priparative Isolierung des TRAP-Mediator-Komplexes [160] mittels FLAG-HA-

Tandemaffinititschromatographie wurden beispielsweise 20 Liter Suspensionskultur von

Hela-Zellen eingesetzt. Zudem erfordert die Methode regelmafig langwierige und kost-

spielige Optimierungen. SchlieB3lich erfordert die eluierte Proteinpriparation in vielen Fil-

len weitere Aufbereitung etwa durch denaturierende Fillungen, die stets mit Mengen- und

Qualititsverlusten einhergeht und auch in Verdnderungen der Stéchiometrie von Komp-

lexkomponenten resultieren kann.

Fir zahlreiche Zelltypen und Organismen ist bisher keine Methode zur Isolierung intrazel-

luldrer makromolekularer Komplexe beschrieben. Besonders fiir die in dieser Arbeit zu un-

tersuchende Fruchtfliege Drosophila melanogaster stand bisher keine standardisierte Isolati-
onsmethode von makromolekulare Komplexen, etwa aus Drosophila-Zellkulturen oder

transgenen Fliegen zur Verfiigung (siche aber [162]).

45.2.  Der Antikorper 7B10 und sein Epitop

Zur Aufklirung der Zusammensetzung des humanen SMN-Komplexes hat sich der mo-
noklonale Antikérper 7B10 als besonders nutzlich dargestellt [20]. Wie gezeigt worden war,
erkennt dieser die oder einien Teil der ersten 30 Aminosduren des humanen SMN-Proteins.

Spiter wurde entdeckt, dass sich immunprizipitierter SMN-Komplex unter nativen Bedin-
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gungen vom immobilisierten Antikérper eluieren lisst, indem man mit einem synthetischen
Peptid hSMN1-30 kompetiert. Dies erméglichte in der Vergangenheit die genauere Charak-
terisierung von Komponenten des humanen SMN-Komplexes. Von entscheidendem Vor-
teil war dabei die Armut der Elutionen an Kontaminanten. Die native Elution erlaubte es

weiterhin, den isolierten Komplex funktionell zu analysieren.

4.5.3.  Das Epitop von 7B10 fehlt im SMN-Protein von Drosophila melanogaster

Eine erste Idee war es daher, den Drosophila-SMN-Komplex mit eben diesem Antikdrper zu
prazipitieren. Jedoch hatte sich bereits bei Inspektion der Sequenz von dSMN gezeigt, dass
sein Epitop im Drosophila-SMN-Protein fehlt. Versuche, den dSMN-Komplex mittels
FLLAG-HA-Tandemepitop zu reinigen, erwiesen sich initial als wenig erfolgversprechend.
Daher tberlegte ich, dass sich die hervorragenden Eigenschaften von 7B10 nutzen lassen
konnten, wenn man sein Epitop in Drosgphila-SMN einbringt. In der Tat hatte eine BLAST-
Suche ergeben, dass kein anderes Protein in Drosophila signifikante Homologie zu SMN1-30
aufweist. Es zeigte sich dartiber hinaus kein Signal bei der Untersuchung von Schneider2-
Zelllysat im Immunblot mit 7B10. Immunprizipitationen in Schneider2-Zelllysat ergaben
lediglich die Bindung von hsc70, einer hdufigen Kontaminante. Um zu verstehen, ob diese
Situation nur fiir Drosophila zutrifft, wurde die BLAST-Suche ausgedehnt. Dabei zeigte sich,
dass ein SMN1-30 homologes Protein in Invertebraten fehlt. Zur Bestatigung fehlten ent-
sprechende Reaktionen von 7B10 in Zelllysaten von C. elegans und weiterer Organismen
(nicht gezeigt). Dieses Experiment schlief3t nicht aus, dass in bestimmten Entwicklungssta-
dien oder einzelnen Geweben kreuzreagierende Proteine vorhanden sind. Wie unten disku-
tiert werden wird, konnte diese Moglichkeit weitgehend ausgeraumt werden.

Es erschien nach dem Gesagten moglich, Fusionsproteine aus der Aminosiuresequenz
hSMN1-30 und dSMN in Drosophila Schneider2-Zellen zu exprimieren. Ein solcher Ansatz
in Zellkultur besitzt die Vorteile, dass eine definierte Zellpopulation untersucht wird und
sich ausreichende Mengen an biologischem Material aus Rithrkulturen gewinnen lassen.
Gegentiber der Untersuchung von ganzen Organismen ist dariiber hinaus die Materialge-
winnung einfach und mit geringem apparativem, Platz- und Kostenaufwand zu bewerkstel-
ligen. Gleichzeitig vor- und nachteilig ist die Tatsache, dass Schneider2-Zellen nur Gber ei-
nen Zelltyp Aufschluss geben und etwaige gewebsspezifische Expressionsmuster von
Komplexpartnern nicht erfassen. Allerdings ist anzunehmen, dass alle ubiquitiren Fakto-

ren, die fur den Basisstoffwechsel und die grundlegenden zelluldren Prozesse bendtigt wer-
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den, reprisentiert sin. Nachteile einer Uberexpression gegeniiber der Expression von en-
dogenem Protein wurden oben (3.4.2) geschildert. Durch die Verwendung des induzierba-
ren Metallothioneinpromotors wurde jedoch versucht, die Menge des exprimierten Fusi-
onsproteins moglichst niedrig zu halten und so die Bindung des Proteins an seine Komp-
lexpartner zu beférdern. Zudem kann es fiir bestimmte Proteine oder Fragestellungen vor-
teilhaft sein, moglichst gro3e Proteinmengen zu isolieren, beispielsweise, wenn die Bindung
von /n vitro translatiertem Protein an das in Schneider2-Zellen exprimierte Fusionsprotein

gemessen werden soll.

45.4. Der Tag+-dSMN-Komplex lisst sich effizient aus Schneider2-Zellen aufreinigen
Nach Induktion der Proteinexpression in einer Rihrkultur wurden die Zellen durch Be-
schallung mit Ultraschall lysiert. Diese Methode wurde in Vorversuchen als effizienteste
identifiziert. Die Lyse durch Inkubation mit hypotoner Pufferlésung oder mittels Homo-
genisatoren nach Dounce oder Potter-Elvehjem hatten sich als nicht zufriedenstellend er-
wiesen. Aufgrund ihrer Kleinheit entgingen die Schneider2-Zellen der Zerquetschung
durch das Pistill. Als potentieller Nachteil der Sonifizierung ist auf die unkontrollierte Lyse
der Zellkerne zu verweisen. Dies gilt insbesondere, da bekanntermallen dSMN nach Ex-
pression unter einem starken Promotor in den Zellkern migiriert [155]. Die wesentlichen
Erkenntnisse dieser Studie wurden jedoch anhand von Immunprizipitationen des endoge-
nen dSMN iiberpriift oder aus zytoplasmatischen Extrakten im analytischen Mal3stab rep-
roduziert.

Wie Abbildung 12 zeigt, konnte der dASMN-Komplex mittels des Tagl~Epitops bereits bei
physiologischen Salzkonzentrationen (150 mM, PBS) in relativ reiner Form eluiert werden.
Die Elution bei 27°C erwies sich dabei jener bei 4°C hinsichtlich der Ausbeute als tberle-
gen. Eine signifikante proteolytische Degradation wurde dennoch nicht beobachtet. Es ist
bemerkenswert, dass sich aus dem Lysat von 2-4 g Zellen bis zu drei konsekutive Aufreini-
gungen des dSMN-Komplexes durchfiihren lieBen, ohne dass dies zu merklichen Ande-
rungen in der Zusammensetzung oder katalytischen Aktivitit gefithrt hitte. Die Anwend-
barkeit des Verfahrens wurde inzwischen anhand weiterer Komplexe illustriert (7.3).

Ein wichtiger Befund ergab sich dabei bei der Analyse von Extrakten aus Tagl#-dSMN ex-
primierenden Schneider2-Zellen mittels Glycerol-Gradientenzentrifugation. Hier zeigte
sich ein breiter Gipfel mit Maximum bei geschitzt 25S sowohl fiir das rekombinante Tagl#-

dSMN als auch fiir das endogene dSMN-Protein. Zudem sedimentierte dGemin2 in den-
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selben Fraktionen. Somit ist davon auszugehen, dass das Taglt-dSMN-Fusionsprotein in
Schneider2-Zellen in einen dhnlich groen Komplex integriert wie sein endogenes Pendant
und der Komplexpartner dGemin2. Aus dem Sedimentationsverhalten ist dartiber hinaus
eine Oligomerisierung des Komplexes wahrscheinlich. Auch fir den humanen SMN-

Komplex ist ein solches Verhalten typisch (siche auch 4.6.1).

4.6. Die Zusammensetzung des dSMN-Komplexes

Bei der Analyse des dSMN-Komplexes im silbergefirbten Polyacrylamidgel fielen mehrere
deutlich anfirbbare, sehr scharfe und schmale, aber multipel auftretende Banden auf. In der
massenspektrometrischen Analyse lieBen sich diesen Banden keine eindeutigen Proteine
zuordnen. Dies fithrte zu der Vermutung, dass es sich bei diesen argyrophilen Molekilen
um RNA-Spezies handele. Dementsprechend verschwanden sie nach Phenol-Chloroform-
Extraktion aus der organischen Phase (Proteinphase) des Eluats. Grundsitzlich zeigte die
Negativkontrolle abgesehen von den Immunglobulinketten lediglich eine Doppelbande bei
etwas iber 70 kDa, welche als hsc70, ein Co-Chaperon, identifiziert wurden. Im Folgenden

sollen zunichst die Proteinkomponenten beschrieben werden.

4.6.1.  dSMN und dGemin2 bilden die Kernkomponenten des dSMN-Komplexes

Aus der massenspektrometrischen Analyse des silbergefirbten Polyacrylamidgels erfuhr die
Tagl+-Methode eine nachdriickliche Bestitigung. Neben der prominenten Doppelbande des
Tagl+-dSMN-Proteins wurde dSMN in einer Bande bei etwa 30 kDa detektiert. Somit bele-
gen vier Evidenzlinien die Oligomerisierung des dSMN-Proteins: 1. Das Sedimentations-
verhalten des Komplexes in der Gradientenzentrifugation. 2. Die Coprizipitation endoge-
nen Proteins mit Tagl~dSMN. 3. Der Phinotyp nach Uberexpression des C-Terminus von
hSMN in Drosophila [65]. 4. Die in einem genomweiten yeast-two-hybrid-Screen des Drosophila-
Proteoms gefundene hochsignifikante Selbst-Interaktion von dSMN [163]. In der Bande
bei 30 kDa wurde wie erwartet auch dGemin2 nachgewiesen und im Immunoblot wechsel-
seitig bestitigt. Ein unabhingiger experimenteller Nachweis der Interaktion von dSMN
und dGemin2 (CG10419) war dartber hinaus auch im zitierten yeast-two-hybrid-Screen ge-
fuhrt worden [163].

Wegweisend war der Befund, dass mit Tagl~~dSMN alle Sm-Proteine koprazipitiert wurden.
Dies erlaubte den Schluss, dass im isolierten Komplex alle Sm-Protein-Bindungsstellen
vorhanden waren, mithin eine Voraussetzung fiir UsnRNP-Assembly. Uber diese allen

spleiBosomalen UsnRNPs gemeinsamen wurden noch einige UsnRNP-spezifische Proteine
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identifiziert. Nicht im Finzelnen nachgewiesen ist bislang, an welchem Schritt der
UsnRNP-Biogenese die jeweils spezifischen Proteine binden. Aus anderen Organismen ist
jedoch klar, dass das Ul 70 K Protein die stem-loop A der UlsnRNA benotigt [124, 164-
166]. Das Ul A-Protein bindet an stem-loop 11 der UlsnRNA [167, 168]. U2A’ und U2B”
bilden ein Heterodimer und binden kooperativ an szemz-logp IV der U2snRNA [169, 170]. In
Drosophila werden U2B*“ und U1A gemeinsam durch das Protein SNF reprisentiert [121].
Die Tatsache, dass diese UsnRNP-spezifischen Proteine in unserer Reinigung vorhanden
waren, konnte mit der Bindung zumindest der UsnRNAs U1 und U2 an den Tagl#-dSMN-
Komplex erklirt werden. Das Vorhandensein des U5 116K Homolog ist schwieriger zu er-
kldren, da sein Ortholog in der Hefe, Snull4p, das spleiBosomale Prp8-Protein bendtigt,
um in den U5 snRNP integriert zu werden [171]. Jedoch ergab der zitierte genomweite
yeast-two-hybrid-Screen in Drosophila [163] eine hoch signifikante Interaktion von dSMN mit
U5 116K, was auf eine direkte Interaktion der Proteine hinweist. Nicht formal auszuschlie-
Ben ist die Erklirung, dass exprimiertes Tagl~~dSMN-Proteins in den Kern transloziert, wo
es in mit fertig zusammengelagerten UsnRNPs interagieren kann.

Aufgrund ihrer relativ geringen Abundanz oder ihrer Unzuginglichkeit fiir die Massens-
pektrometrie kénnen UsnRNP-spezifische Proteine der Analyse entgangen sein. Insgesamt
jedoch war nur ein kleiner Teil der existierenden UsnRNP-spezifischen Proteine an den
dSMN-Komplex gebunden. Es erscheint demnach, als wiirde der dSMN-Komplex eine
Plattform zu bilden, um genau diese Faktoren mit ihrer zugehérigen snRNA zusammen zu
bringen. Andere UsnRNP-spezifische Proteine konnten den UsnRNP dann im Zellkern
komplettieren. Ein moglicher Ort wiren die in Schneider2-Zellen identifizierten Cajal Bo-
dy/Gem-Aquivalente. Es erscheint dariiber hinaus moglich, dass iiber die Zusammenlage-
rung einiger Spezies von UsnRNPs (z.B. U1, U2) andere Schritte im Assembly-Zyklus auch
anderer UsnRNPs reguliert werden, z.B. die Transkription der UsnRNAs, oder Basenmodi-

fikationen im Cajal-Korper.

4.6.2.  Dhhl ist keine stabile Komponenten des dSSMN-Komplexes in Schneider2-Zellen
In unserer bioinformatischen Analyse wurde Dhhl als Gemin3-Ortholog identifiziert.
Dhh1 (DEAD-box-Helikase 1) ist trotz gleichen Namens nicht ortholog zu Dhh1 aus . c-
revisiae, dessen Drosophila-Ortholog Me31B heif3t und in P-bodies (Processing bodies) eine
Rolle spielt [172]. Neben diesen bioinformatischen Daten weisen genetische Experimente

auf eine Interaktion von Dhh1 mit dSMN hin. So ging Dhh1 als hochsignifikanter Interak-
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tor von dSMN aus einem genomweiten yeast-fwo-hybrid-Screen hervor [163], und zwar so-
wohl als bait wie als pray. Diese Daten legen den Schluss nahe, dass Dhhl eine Rolle am
dSMN-Komplex spielen kénnte. Gleichwohl wurde das Protein in der massenspektromet-
rischen Analyse des Komplexes nicht nachgewiesen. Da fiir Dhh1 bisher kein Antikérper
zur Verfiigung steht, wurde das nun etablierte Tagl#~Epitop genutzt, um eine etwaige Inter-
aktion von Dhh1 mit dSMN biochemisch zu untersuchen. Es zeigte sich, dass eine solche
Interaktion nur bei niedriger Stringenz zuverldssig nachweisbar ist. Bereits bei physiologi-
schen Salzkonzentrationen (150 mM NaCl) ist die Bindung von dSMN an Tggl#Dhh1 er-
heblich verringert und bei 250 mM NaCl kaum mehr nachweisbar. Somit ist davon auszu-
gehen, dass Dhh1l zwar mit dASMN interagieren kann, aber mdéglicherweise nicht in den
Drosophila-SMN-Komplex integriert ist. Zudem besteht die Méglichkeit, dass durch die Ex-
pression von Tagl#~Dhhl eine unphysiologische Interaktion mit dSMN herbeigefiithrt wird,
die 77 vivo nicht oder nur unter bestimmten zelluliren Bedingungen oder in cinzelnen Ge-
weben auftritt. Moglicherweise katalysiert Dhhl einen dem dSMN-Komplex vor- oder
nachgeschalteten Prozess oder spielt anderweitig eine Rolle bei der Zusammenlagerung von
UsnRNPs. Auch eine davon unabhingige Rolle in der Zelle ist méglich. Ein Erfolg ver-
sprechender Untersuchungsansatz zur Klirung solcher Fragen wire etwa die phinotypi-
sche und genetische Analyse von Dhh1-Mutanten. Die Tatsache einer instabilen Interakti-
on von Dhh1 mit dSMN ist auch durch den Befund gedeckt, dass Dhh1 verglichen mit den
Gemin3-Orthologen der ibrigen untersuchten Organismen bedeutend schneller evolviert.
Demnach ist es denkbar, dass Dhh1 gegenwirtig im Begriff ist, eine neue Funktion anzu-

nehmen.

4.6.3.  Rigor mortis bindet nicht an dSMN

Im Rahmen der Identifikation von Gemin5 als Komponente des SMN-Komplexes [39]
wurde die Bindung von Gemin5 an die Sm-Proteine B, D1, D2 und E gezeigt. Spiter wur-
de postuliert, dass das Protein fiir die Identifikation der UsnRNAs am SMN-Komplex ver-
antwortlich sei [173]. Zudem wurden Daten vorgestellt, wonach vom SMN-Komplex dis-
soziiertes Gemin5 ein Intermediat der Zusammenlagerung von UsnRNPs sei [140]. Ich
stellte daher die Frage, ob das Gemin5-Ortholog Rigor mortis an dSMN bindet. Dies wut-
de auf zweierlei Weise untersucht. Zum einen wurden Affinititsreinigungen aus einer Tagl#-
Rigor mortis exprimierenden Zelllinie analog zu den fiir Dhh1 beschriebenen Experimen-

ten analysiert. Andererseits wurden dSMN und dGemin2 aus wildtypischen Schneider2-
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Zellen immunprizipitiert und im Immunoblot auf die Gegenwart von Rigor mortis unter-
sucht. Dabei zeigte sich in keinem der Experimente eine Assoziation von Rigor mortis mit
dSMN, dGemin2 und umgekehrt. Obwohl Rigor mortis in Schneider2-Zellen exprimiert
wird, bindet es demnach nicht an dSMN. Dies ist dariiber hinaus in guter Ubereinstim-
mung mit Daten von Gates et al., die eine Rolle von Rigor mortis bei der Signaliibertragung
durch das Hormon Ecdyson zeigen [174]. Rigor mortis, obwohl ortholog zu Gemin5,

scheint also eine Rolle in einem anderen funktionellen Kontext angenommen zu haben.

4.6.4. Der dSMN-Komplex enthilt UsnRNAs

Um zu untersuchen, ob und welche RNAs an den dSMN-Komplex gebunden vorliegen,
wurden diese mittels Phenol-Chloroform extrahiert und in einem denaturierenden RNA-
PAGE untersucht. Bereits in der Firbung mit Ethidiumbromid zeigten sich spezifisch an-
gereicherte Banden, die nach ihrer Linge den UsnRNAs entsprachen [123]. Zur Bestiti-
gung wurden diese aus dem Gel mittels RT-PCR amplifiziert und kloniert. Zwei Vorbehal-
te gegeniiber diesem Ergebnis wurden in Kontrollexperimenten ausgeraumt. Um auszu-
schlieBen, dass durch Lyse der Zellkerne Tagl#-dSMN auf Grund intrinsischer Affinititen
mit nukledren UsnRNAs assoziiert, wurden zytosolische Extrakte generiert und die Bin-
dung der UsnRNAs aber nicht von Kontroll-Initiator-tRNA (Met-tRNA,) im Northern
Blot nachgewiesen. Um zudem zu untersuchen, ob es sich bei der beobachteten RNA-
Assoziation um ein Uberexpressionsartefakt handelt, wurden Immunprizipitationen gegen
natives dSMN und dGemin2-Protein in Schneider 2-Zellen durchgefiihrt. Auch hier zeig-
ten sich spezifische Signale fir dU1, dU2, dU4, dU5snRNA, aber nicht fiir die Initiator-
tRNA. Somit bindet in der Tat der ASSMN-Komplex jene UsnRNAs, die durch den Komp-
lex mit Sm-Proteinen beladen werden. Ein dhnlicher Befund wurde aus Xenopus Oozyten
berichtet. Auch in diesem Organismus koprizipitieren Antikérper gegen SMN und Ge-
min2 UsnRNAs (gezeigt fiir Ul und U5) aus zytoplasmatischen Extrakten [18]. Mit dem
humanen SMN-Komplex sind UsnRNAs hingegen nicht assoziiert. Offenbar gibt es hier
Speziesunterschiede, die mit der Dynamik der Zusammenlagerungsreaktion zusammen
hingen kénnten. In Drosophila (und Xenopus) konnte der limitierende Schritt im Assembly-
Zyklus (Abbildung 1) nach der Zusammenlagerung des Sw-core-Partikels liegen, beispiels-
weise in der Entlassung des zusammengelagerten Sw-core-Partikels, der Cap-
Hypermethylierung oder dem Kernimport. Hingegen kénnte im humanen System die Bela-

dung des SMN-Komplexes mit UsnRNAs limitierend wirken, also ein Schritt vor der Zu-
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sammenlagerung des Sw-core-Partikels. Weiterhin kénnte eine hohe Freisetzungsgeschwin-
digkeit des fertigen Swz-core-Partikels auch experimentell die Detektion assoziierter Usn-

RNAs im humanen System verschleiern.

4.7. Isolierter ASSMN-Komplex ist aktiv in der Zusammenlagerung von UszRINP-cores

Reflektiert der mittels Tagl+-Methode isolierte RNP den katalytisch aktiven Komplex? Fiir
jede Beurteilung des Aufreinigungserfolgs stand diese Frage im Mittelpunkt. Dartiber hi-
naus entscheidet sie tiber die biologische Relevanz des gereinigten Komplexes und die An-
wendbarkeit des Epitops im Allgemeinen. Es wurde daher das native Eluat einer Reinigung
unmittelbar im EMSA (electrophoretic mobility shift assay) eingesetzt. Als radioaktiv mar-
kierte Substrat-RNAs wurde neben der dU1snRNA ein in 3° vor der Sw-site trunkiertes in
vitro-Transkript eingesetzt (U1ASm). In Abwesenheit der Sw-site sollte die Zusammenlage-
rung des Sw-cores nicht mehr moglich sein. Als weitere Spezifititskontrolle wurde die
UB85scaRNA gewihlt, da sie mit 316 nt in der GroBenordnung der snRNAs liegt, jedoch
keine Sw-site besitzt. In der Tat konnte ich zeigen, dass der isolierte Komplex dhnlich wie
sein humanes Gegenstiick in einer temperatur- und Sw-site abhingigen Weise die Zusam-
menlagerung des UsnRNP cores katalysieren kann. Dabei ist bemerkenswert, dass es auch
in Abwesenheit der Sw-site zur Bildung eines RNPs kommt. Dieser enthalt jedoch keine
Sm-Proteine, wie der fehlende supershift mit dem anti-Sm-Antikérper Y12 zeigte. Folglich
kann man vermuten, dass es sich um die Bindung UsnRNP-spezifischer Proteine an die
UsnRNA handelt. So sind in der Tagl#Reinigung die Proteine U1-70K und U1A vorhan-
den, welche an die UlsnRNA binden konnten. Jedoch zeigte sich keine RNP-Bildung mit
der dU85scaRNA. Folglich erfordert die Bildung des Sz-core-Partikels die Anwesenheit der
Sm-site, diese ist jedoch nicht erforderlich fiir die Sm-Protein-freien Komplexes, der wahr-
scheinlich strukturelle oder Sequenzeigenschaften der UIsnRNA erfordert. Dies ist exakt
analog zu Befunden aus [20], wo die Entstchung von Sm-Protein-haltigen (R2-, M-
Komplex) und Sm-Protein-freien Komplexen (R1-Komplex) im Xenopus laevis Biextrakt be-
schrieben wurde. Somit wurde nachgewiesen, dass der SMN-Komplex in Drosophila exakt
wie in Vertebraten die Zusammenlagerung des Sw-core-Komplexes katalysiert. ATP ist da-
bei offenbar nicht erforderlich, anders als im Extrakt beschrieben [20]. Auch dies ist fur
immunprizipitierten humanen SMN-Komplex so bekannt. In hier nicht besprochenen Ex-
perimenten hat sich dartiber hinaus gezeigt, dass die nicht hydrolysierbaren ATP-Analoga
Adenosin-5'-(8,y-imido)triphosphat  (AMP-PNP) und Adenosin-5'"-(3-thiotriphosphat)

(ATP-y-S) die Assembly-Reaktion nicht behindern. Der genaue Schritt, an welchem in der
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Zusammenlagerung des UsnRNPs chemische Energie bendtigt, ist weiterhin unklar und

sollte dringend erforscht werden.

4.8. Rekonstitution des dASMN/dGemin2-Heterodimers

Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass neben dSMN und dGemin2 weitere substo-
chiometrisch vorkommende Faktoren zur Assembly-Aktivitit des isolierten dSMN-
Komplexes beitrugen. Um diese Moglichkeit experimentell zu untersuchen, stellte ich die
Frage, ob ein aus rekombinanten Proteinen rekonstituierter Komplex aus dSMN und
dGemin2 Sm-Proteine bindet und UsnRINP-core-Assembly katalysiert. Das dazu verwendete
dicistronische Konstrukt lie3 sich problemlos in E. /i exprimieren und tber NiNTA-
Sepharose aufreinigen. Etwas storend bei der Analyse im SDS-PAGE war ein hier wie auch
in zahlreichen anderen Experimenten auftretendes Degradations- bzw. primatures Transla-
tionsprodukt von H-GST-dGemin2 bei 26 kDa entsprechend H-GST. Zudem musste ich
unter Finsatz von BSA arbeiten, um jedwede unspezifische Bindung der sehr basischen
Sm-Proteine an das Material des Reaktionsgefiles zu minimieren. Die Bindungsversuche
der Sm-Proteine zeigten die unabhingige Bindung aller einzelnen Sm-Protein-
Heterooligomere an immobilisiertes dASMN/dGemin2. Auffillig war jedoch die Kooperati-
vitit der Bindung von SmD1/D2 mit SmE/F/G: In Gegenwart von E/F/G war die Bin-
dung von D1/D2 deutlich effizienter. Fir SmB/D3 war diese geringer ausgeprigt. Bisher
ist unbekannt, in welcher Weise die Sm-Proteine an den SMN-Komplex binden. Die Daten
sprechen jedoch dafiir, dass die Bindungsstellen D1/D2 zumindest teilweise iber vorge-
bundenes E/F/G an den Komplex rekrutiert wird. Dies ist gut vereinbar mit kristallogra-
phischen Daten zu den Positionen der einzelnen Sm-Proteine im heptameren Ring
(Abbildung 21), wonach D1/D2 unmittelbar an E/F/G bindet [175]. Die Rolle des vor
mehr als 20 Jahren beschriebenen RNA-freien, Sm-Proteine enthaltenden 6S-Komplexes
als eventuelles Assembly-Intermediat ist dabei nicht verstanden [23]. Hier nicht gezeigte
Daten, die in Zusammenarbeit mit Ashwin Chari erthoben wurden, legen dartiber hinaus
nahe, dass SmB/D3 eine eigene Bindungsstelle am C-Terminus des dSMN-Komplex be-
sitzt. Mit der Bindung aller Sm-Proteine an das dSMN/dGemin2-Dimer liegen alle Voraus-

setzungen fiir ihre Ubertragung auf die UsnRNA vor.
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Abbildung 21: Bandmodell (links) und Oberflichenmodell (rechts) des heptameren
Sm-Protein-Rings aus [175].

Beachte die unmittelbare Nachbarschaft von SmF und SmD2. Diese ist gut kompatibel mit
der beobachteten Kooperativitit der Bindung der jeweiligen Heterooligomere am rekonsti-

tuierten dSMN-dGemin2-Dimer.

Dies untersuchte ich nach Rekonstitution des dSMN-Komplex mit allen Sm-Proteinen in
freier Losung (also nicht mit an der Matrix immobilisiertem Komplex). Dabei lieBen sich
die mit dem Tagl#-dSMN-Komplex erhaltenen Resultate rekapitulieren. Wie in diesen Ex-
perimenten wurden z vitro-Transkripte der dU1snRNA, der dUIASm sowie der scaRNA
dU85 eingesetzt. Es zeigte sich wie beschrieben eine klare Abhingigkeit der Zusammenla-
gerung von der Su-site und der Temperatur. Ein interessanter Befund ergab sich in der
spontanen Assembly-Reaktion unter Einsatz von rekombinanten Sm-Proteinen. Dabei
zeigte sich die Bildung unscharf begrenzter RNPs sowohl mit der UlsnRNA, als auch mit
der UTASm-Deletionsmutante und der dU85scaRNA. Daraus ergibt sich die interessante
Hypothese, dass der SMN-Komplex nicht nur die Zusammenlagerung von Sm-Proteinen
und RNA erleichtert, sondern vor allem eine fehlerhafte Bindung der ,klebrigen® Sm-
Proteine an ,,falsche® RNAs verhindert. Dieser Uberwindung intrinsischer Affinititen der
UsnRNP-Komponenten untereinander dient demnach auch die raumliche Trennung der
UsnRNA-Transkription (Kern) von der Zusammenlagerung der Sw-core-Partikel (Zytop-

lasma).

4.9. SMN und Gemin2 gentigen beim Menschen fiir die S7-core-Bildung
Eine der tiberraschenden Erkenntnisse dieser Studie war der Befund, dass in Drosophila of-

fensichtlich die Proteine dSMN und dGemin2 austeichen, um die UsnzRINP-core-
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Komplexbildung durchzufiihren. Daraus erhob sich die Frage, ob nicht auch im humanen
System SMN und Gemin2 dafiir hinreichend sind. Um diese Frage biochemisch anzuge-
hen, griff ich auf Vorarbeiten von Otter und Chari zuriick. Dazu co-exprimierte Ashwin
Chari aus unserem Labot vorhandene Konstrukte von GST-Gemin2 und H,-SMN in E. co-
/i wie in [44] beschrieben. Analog zu den oben gezeigten Experimenten fir Drosophila wur-
de das Heterodimer anschlieBend an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit den Sm-
Proteinen einzeln und in allen Kombinationen der Heterooligomere beladen. Nach Weg-
waschen Uberschissiger Sm-Proteine wurden die rekonstituierten Komplexe, anders als fiir
das Drosophila-System etabliert, mit PreScission-Protease eluiert. Dabei zeigten sich feine
Unterschiede zwischen dem humanen und dem Drosophila-System in der Bindung der Sm-
Protein-Heterooligomere: SmE/F/G band alleine nicht in detektierbarem Umfange an den
Komplex, wihrend dies in Gegenwart von SmD1/D2 der Fall war. Somit ist die Bindung
der beiden Heterooligomere zwar in beiden Fillen kooperativ, im Drosophila-SMIN-
Komplex liegt jedoch eine hohere Affinitit fiir das SmE/F/G-Trimer vor. Davon unbee-
influsst blieb jedoch der Transfer der Sm-Proteine auf die UsnRNA. Auch das humane
SMN/Gemin2-Dimer ist ausreichend fiir diese Reaktion.

Eine Kernaussage dieser vergleichenden evolutionsbiologischen und biochemischen Unter-
suchungen und Experimente lautet daher: Fur die Zusammenlagerung von Sw-cores der
UsnRNPs sind nur SMN und Gemin2 erforderlich.

Somit ergibt sich die wesentliche Frage, welche Rolle die tibrigen Gemine (3-8) im huma-
nen System spielen. Einen bedeutenden Beitrag zur Beantwortung dieser Frage kann die
Rekonstitution des humanen SMN-Komplexes leisten. Es erscheint in diesem Zusammen-
hang ratsam, den humanen SMN-Komplex von seinen beiden Kernkomponenten ausge-
hend um Gemin8 und nachfolgend schrittweise die tibrigen Komponenten zu erginzen. Es
ist durchaus wahrscheinlich, dass Gemin8, fiir welches bereits in der initialen Beschreibung
die Abwesenheit eines Orthologs in Drosophila notiert wurde, [176] SMN und Gemin2
tberbriickt und als Bindungsplattform fiir weitere Komponenten dient. In diese Richtung
weist auch der Befund, dass Gemin8 die Stabilitit des humanen SMN/Gemin2-Dimers et-
héht und somit wohl eine strukturell wichtige Rolle spielt.

Denkbare Funktionen fiir die Gemine3-8 konnten zum einen in der Sw-core-
Zusammenlagerung vorgeschalteten Prozessen liegen, so etwa der Remodellierung der
UsnRNA, um sie fir die Bindung der Sm-Proteine vorzubereiten, wie es der DEAD-box-

Helikase Gemin3 zukommen kénnte. Hier sollten Studien zu einer etwaigen Helikasefunk-
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tion oder zur ATPase-Aktivitit rekombinant exprimierten Gemin3-Proteins weiterfithren.
Weitere Funktionen der Gemine kénnten im Kernimport oder der Rekrutierung UsnRNP-
spezifischer Proteine bestehen. Experimentell untersuchbar wire etwa der Einfluss der ein-
zelnen Gemine auf die Translokation durch den Kernporenkomplex oder die Akkumulati-
on in Gems des Zellkerns mit Hilfe von radioaktiv oder auch fluoreszenzmarkierten re-
kombinanten Proteinen. Da eine Untergruppe UsnRNP-spezifischer Proteine offenbar be-
reits von dem dSMN/dGemin2-Dimer gebunden wird, lsst sich auf sehr einfache Weise
die Bindung in Anwesenheit oder Abwesenheit von RNA sowie der genaue Bindungsort
am Komplex bestimmen. Auch hierfiir stehen alle erforderlichen molekularen Werkzeuge

zur Verfiigung.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Zusammenlageurng spleilosomaler UsnRNPs erfolgt beim Menschen und anderen
Vertebraten durch den makromolekularen SMN-Komplex. Dieser besteht aus insgesamt
neun Proteinen, genannt SMN und Gemin2-8. In dieser Arbeit wurde die Evolution dieser
molekularen Maschine untersucht. Dazu wurden die Genome mehrerer Modellorganismen
bioinformatisch nach Orthologen von SMN und seinen Komplexpartnern durchsucht. Es
zeigte sich, dass SMN und Gemin2 die Kernkomponenten des Komplexes darstellen. Von
diesen ausgehend kamen weitere Komponenten im Laufe der Evolution hinzu und zwar
blockweise, wie es ihrer physischen Assoziation im humanen Komplex entspricht. Um die-
se Befunde einer biochemischen Uberpriifung zu untetziehen, wurde ein neues Affinititse-
pitop, das Tagl+-Epitop, entwickelt. Nach stabiler Transfektion von Drosgphila Schneider2-
Zellen konnte das Fusionsprotein effizient exprimiert und der Drosophila-SMN-Komplex
nativ aufgereinigt werden. Die massenspektrometrische Untersuchung des Komplexes zeig-
te, dass SMN und Gemin2 seine einzigen stochiometrischen Komponenten sind. Dies ist
in eindrucksvoller Ubereinstimmung mit den bioinformatischen Daten. Der aufgereinigte
Komplex lagert 7z vitro Sm-Proteine mit der entsprechenden UsnRNA zum UszRINP-core-
Komplex zusammen. Diese Ergebnisse lieBen sich nach rekombinanter Rekonstitution des
SMN/Gemin2-Dimers rekapitulieren. Dabei zeigte sich, dass der SMN-Komplex die un-
koordinierte Bindung der Sm-Proteine an ,,falsche RNAs verhindert. Folglich gentigen
SMN und Gemin2 zur Zusammenlagerung des Su-core-Komplexes, wihrend die tibrigen
Gemine weitere Funktionen im Kontext der UsnRNP-Biogenese spielen kénnten. Aus
evolutionsbiologischer Sichtweise ist der SMN-Komplex aus Drosophila ein eindriickliches
Beispiel, wie die Vereinfachung eines biochemischen Prozesses zur Kompaktierung des

Genoms beitragen kann.
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6. SUMMARY

In vertebrates, assembly of splicecosomal UsnRNPs is mediated by the SMN-complex, a
macromolecular entity composed of the proteins SMN and Gemins 2-8. In this study, the
evolution of this machinery has been investigated using complete genome assemblies of
multiple model organisms. The SMN-complex has gained complexity in evolution by a
block-wise addition of Gemins onto an ancestral core complex composed of SMN and
Gemin2. In contrast to this overall evolutionary trend to higher complexity in metazoans,
orthologs of most Gemins are missing in dipterans. In order to challenge these findings by
biochemical means, I have developed a novel affinity epitope suitable for use in transfected
Drosophila Schneider2-cells. Using protein mass spectrometry, the composition of the Dro-
sophila SMN-complex has been determined. In accordance with the bioinformatic data, it
consists of the core components SMN and Gemin2 only. Purified complex mediates as-
sembly of UsnRNP core complexes in a manner very similar to its vertebrate counterpart.
These results were recapitulated after recombinant reconstitution of the dSMN/dGemin2-
dimer, demonstrating that the Drosophila complex also prevents mis-assembly of Sm-
proteins onto non-target RNAs. Hence, only a minority of Gemins is required for the as-
sembly reaction per se, whereas others may serve additional functions in the context of
UsnRNP biogenesis. From a more general point of view, the evolution of the SMN-
complex is an interesting example of how the simplification of a biochemical process cont-

ributes to genome compaction.
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7. ANHANG

Im Folgenden sollen Schritte zur Verbesserung und genaueren Charakterisierung des Tagl#-
Reinigungsverfahrens geschildert werden. Im Einzelnen sollte zum einen ein verbessertes
Reinigungsverfahren fiir den monoklonalen Antikérper 7B10 aus Kulturiberstinden von
Hybridoma-Zellen etabliert werden, zum anderen das Epitop des Antikorpers genau be-
stimmt und damit die Anwendbarkeit des Tagl~Epitops in Verbindung mit dem Antikérper

7B10 in anderen Organismen untersucht werden.

7.1. Isotypisierung des monoklonalen Antikérpers 7B10

Fir jede Art antikorperbasierter Verfahren ist nach der Gewinnung des biologischen Aus-
gangsmaterials (Serum bzw. Hybridoma-Zelllinie) die Anreicherung des spezifischen Anti-
korpers entscheidend. Dazu bieten sich im Regelfall epitopbasierte affinititschromatogra-
phische Verfahren an. So wurde bislang der monoklonale Antikérper 7B10 an einer Affini-
tatsmatrix mit kovalent gekoppeltem Fusionsprotein GST-SMN1-160 aufgereinigt. Dies ge-
lang mit zufriedenstellender Ausbeute, zumal der Antikérper lediglich fir die Immunprizi-
pitation des humanen SMN-Komplexes verwendet wurde, mithin also die bendtigten Men-
gen gering waren. Da der Mengenbedarf an diesem Antikérper mit Entwicklung des Taglz-
Epitops deutlich zunahm, bestand die Notwendigkeit einer leicht handhab-, skalier- und
automatisierbaren Aufreinigungsstrategie. Neben dem Paratop eines gegebenen Antikor-
pers besitzt auch das F -Fragment Eigenschaften, die seine Aufreinigung zulassen. So wur-
den fiir einige IgG-Isotypen Verfahren vorgestellt, die ihre Aufreinigung aus Rohmaterial,
etwa dem durch Rinderserum ,,verunreinigten® Hybridoma-Zelliberstand zulassen [177,
178]. Um solche Verfahren einzusetzen war jedoch die Bestimmung des Isotyps des mo-
noklonalen Antikorpers erforderlich. Dies erfolgte mittels eines Isotypisierungskits der Fa.
SIGMA, der auf einem Antikérper-ELISA basiert. Dazu wurde das Antigen, in diesem Fal-
le GST-SMN1-160, an das Polycarbonat der 96-well-Platte adsorbiert und nach Blockie-
rung freier Proteinbindungsstellen der Antikérper an das Antigen gebunden. Nach Wa-
schen der Platte wurden dann isotypspezifische Sekundirantikorper jeweils im Duplikat
zugegeben. Deren Bindung an den immobilisierten 7B10-Antikérper wurde anschlieBend
nach Inkubation mit einem peroxidasegekoppelten Tertidrantikorper in einer Farbreaktion
mit 5-Aminosalicylsdure visualisiert. Es zeigte sich fiir 7B10 die Bildung eines braunen
Farbstoffs ausschliefSlich in den Nipchen, in denen anti-Maus-IgG1-Sekundirantikérper
eingesetzt wurde. Mit dem Wissen um den Isotyp konnte nun nach [179] das bei [102] be-

schriebene IgG1-spezifisches Reinigungsverfahren angewandt werden. Es basiert auf der
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selektiven Bindung von Maus-IgG1 an ProteinA-Sepharose unter der Bedingung einer ho-
hen Kochsalzkonzentration (3,3 M NaCl) und eines alkalischen pH-Werts (pH 8,3) unter
Nutzung eines Dinatriumtetraboratpuffers. Andere IgG-Molekiile binden unter diesen Be-
dingungen nur schlecht an das ProteinA und werden folglich stark abgereichert. Im La-
bormal3stab gelang die Priparation des Antikérpers mit diesem Verfahren unter Nutzung
einer Kreislaufpumpe, in Abwandlung der Beschreibung von Abel bei Raumtemperatur.

Die Methode ist hervorragend skalierbar und in einer FPLC-Anlage anwendbar.

Abbildung 22: Isotypisierung des monoklonalen Antik6rpers 7B10

Der monoklonale Antikérper 7B10 wurde mithilfe des ,,Mouse Monoclonal Antibody Iso-
typing Reagents® der Fa. SIGMA isotypisiert. In einem Antikorper-ELISA wurde die Bin-
dung von 7B10 an die mit Antigen beschichtete Platte mit subklassenspezifischen Sekun-
dérantikérpern und peroxidasegekoppeltem Tertidrantikérper nachgewiesen. Das Experi-
ment zeigt die im Duplikat bestimmte Subklasse IgG1 durch die Farbreaktion in den Napf-
chen 1 und 2 an.

7.2. Feinanalyse des 7B10-Epitops

Die exakte Analyse des Epitops des 7B10-Antikérpers war aus mehreren Griinden von
Interesse: Zum einen erlaubt die genaue Kenntnis der erkannten Peptidsequenz Vorhersa-
gen iber die Anwendbarkeit des Antikorpers in weiteren Organismen oder Zellen. Zum
anderen war nicht zu erwarten, dass die gesamten 30 Aminosauren hSMN1-30 vom Anti-
korper 7B10 erkannt werden. Typische Epitope liegen zwischen sechs und zwolf Amino-
sduren Linge. Eine solche Eingrenzung des Epitops lieBe dariiber hinaus eine Verkiirzung
des Tags zu, womit sich die Differenz des Molekulargewichts zu endogenem Protein mi-
nimieren und dartiber hinaus moglicherweise eine durch ein zu gro3es Tag bedingte, feh-
lerhafte Proteinfaltung vermeiden lieBe. Insbesondere jedoch standen einer 6konomischen
Anwendung des Tagl#-Epitops hohe Kosten fiir das kompetierende Peptid entgegen. 30
Aminosduren lange Peptide lassen sich nur unter Inkaufnahme relativ hoher Mengenverlus-

te festphasensynthetisch darstellen. Dies liegt an der inhirenten (In-)Effizienz der einzel-
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nen Kopplungsschritte, so dass der Anteil an Peptid gewtinschter Sequenz an der Gesamt-

ausbeute mit zunehmender Linge abnimmt.

A

MAM 11 MAMSSGGSGGGVP 21 GGGVPEQEDSVLFRR 31 VLFRRGTGQSDD
MAMS 12 MAMSSGGSGGGVPE 22 GGVPEQEDSVLFRRG 32 LFRRGTGQSDD
MAMSS 13 MAMSSGGSGGGVPEQ 23 GVPEQEDSVLFRRGT 33 FRRGTGQSDD
MAMSSG 14 AMSSGGSGGGVPEQE 24 VPEQEDSVLFRRGTG 34 RRGTGQSDD
MAMSSGG 15 MSSGGSGGGVPEQED 25 PEQEDSVLFRRGTGQ 35 RGTGQSDD
MAMSSGGS 16 SSGGSGGGVPEQEDS 26 EQEDSVLFRRGTGQS 36 GTGQSDD

MAMSSGGSG 17 SGGSGGGVPEQEDSY 27 QEDSVLFRRGTGQSD 37 TGQSDD
MAMSSGGSGG 18 GGSGGGVPEQEDSVL 28 EDSVLFRRGTGQSDD 38 GQSDD
MAMSSGGSGGG 19 GSGGGVPEQEDSVLF 29 DSVLFRRGTGQSDD 39 QSDD

0 MAMSSGGSGGGV 20 SGGGVPEQEDSVLFR 30 SVLFRRGTGQSDD 40 SDD

= QWoO~NOoOOEWN =

21 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Abbildung 23: Peptidarray nach Reineke fiir den Antikérper 7B10

A Die Aminosduren 1-30 des humanen SMN-Proteins wurden ausgehend von einem 3-mer
bis zu 15-meren auf einer Zellulosemembran synthetisiert. Die Nummer der auf die Zellu-
losemembran gekoppelten Peptide ist links der Sequenz angegeben (siche B). Die vollstin-
dige Epitopsequenz ist rot, die minimale orange gekennzeichnet. B Chemilumineszenzfilm
des Peptidarrays fiir 7B10. Den Peptiden 19 bis 25 sind die Aminosduren PEQEDSVLF
gemeinsam. Beachte das schwichere Signal des Antikorpers mit den Peptiden 26 und 27:
QEDSVLEF werden bereits vom Antikérper schwach erkannt, die N-terminalen Reste Pro-
lin und Glutaminsaure sind jedoch fiir die volle Bindung des Antikérpers erforderlich.

Zur Bestimmung des Epitops wurde ein Peptidarray nach Reineke (siche [180]) angewandt.
Dazu wurde das bekannte Epitop SMN1-30 in Fragmenten auf einer Zellulose-Membran
punktweise kovalent synthetisiert (Fa. JPL, Berlin). Als untere Lingengrenze wihlten wir
drei Aminosduren, als obere 15, so dass in jedem Fall das vollstindige Epitop durch den
Peptidarray abgedeckt sein wiirde. Die Peptide wurden wie in Abbildung 23 A beschrieben
auf die Membran aufgebracht. Die Prozessierung der Membran erfolgte dann wie bei ei-
nem Immunoblot mit einer Chemilumineszenzreaktion zur Detektion. Es zeigte sich eine
vollstindige Reaktion des Antikérpers mit den Peptiden 20 bis 25, wobei ein relativ schwa-
ches Signal bereits in der von den Peptiden 26 bis 27 eingeschlossenen Aminosiuresequenz
beobachtet wurde. Demnach wird bereits eine schwache Bindung des Antikérpers an nur

sechs Aminosduren beobachtet. Die komplette Epitopsequenz lautet demnach PE-

QESDVLEF (SMN13-21), wobei der C-Terminus besondere Bedeutung besitzen, da ohne
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sie keine Reaktion von 7B10 zu beobachten ist. Das C-terminale Drittel des Epitops ist re-
lativ hydrophob, verglichen mit dem deutlich hydrophileren kommerziellen FLAG-
(DYKDDDDKC) und dem etwas hydrophileren HA-Epitop (YPYDVPDYA). Um zu iber-
prifen, ob die neun Aminosduren ausreichen, um mit dem Antigen um die Paratopbindung
zu kompetieren, wurde humanes SMN-Protein mit 7B10 immunprizipitiert und die

SMN1-30 mit SMN13-21 verglichen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Kompetition um die Antigenbindung fiir SMN1-30 und SMN13-21

A Humaner SMN-Komplex wurde aus zytoplasmatischem Hel.a-Zellextrakt mit 7B10 im-
munprizipitiert. Die Elution erfolgte mit 5-fach molarem Uberschuss der Peptide SMN1-
30 oder SMN13-21 (AcO-PEQEDSVLF-NH,). Nach Elution wurde die Matrix in SDS-
Probenpuffer aufgenommen und zum Vergleich aufgetragen. Im Immunoblot mit 7B10
erkennt man mit dem verkiirzten Peptid eine Elutionseffizienz von etwa einem Drittel der
mit SMN1-30 erzielten. B Dasselbe Experiment wurde anschlieBend mit steigenden Kon-
zentrationen des SMN13-21-Peptids durchgefiihrt. Bei 10-fachem Peptid-Uberschuss et-
kennt man eine deutlich bessere Elution verglichen mit 5-fachem Exzess. Bei 15-fachem
Uberschuss nimmt die Effizienz wieder ab. Ursache kénnten pH-Verschiebungen durch
den relativ hohen Anteil an Peptid im Elutionspuffer (PBS) sein.

Ich verwendete dabei ein N-terminal acetyliertes und C-terminal amidiertes Nonapeptid, da
bekanntermaflen in vielen Fillen die terminale Peptidbindung neben den Aminosiuresei-
tenketten fiir die Antigen-Antikorper-Wechselwirkung bedeutsam ist. Ob dies im Falle von
7B10 so ist, wurde hier nicht gesondert untersucht, jedoch ist der Kostenmehraufwand fiir
Acetylierung und Amidierung vertretbar gering und wird unabhingig von Synthesemal3stab

meist pauschal verrechnet. Beim Losen des Peptidlyophilisats zeigte sich eine merklich ge-
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ringere Loslichkeit verglichen mit dem Peptid SMN1-30. Dies diirfte vor allem auf die an-
gesprochenen hydrophoben Sequenzbereiche zuriickzufihren sein. Die Kompetitionseffi-
zienz war verglichen mit SMN1-30 ebenfalls ineffizienter, bei 10-fach molarem Peptidiber-
schuss wurde jedoch eine vertretbar gute Kompetition erreicht (vergleiche Abbildung 24
B, Spur 3 fir SMN1-30 mit Spur 7 fir SMN13-21). Fir die Antikérperbindung an das Epi-
top ist demnach sehr wahrscheinlich die Sequenz SMN13-21 ausreichend. Das Epitoptag
konnte folglich verkiirzt werden. Ursache fiir die vergleichsweise geringere Kompetition-
seffizienz mit dem synthetischen Peptid diirfte dessen Hydrophobizitit sein. Eine einfache
Abhilfe wire die Verlingerung um eine oder zwei Aminosauren (dann konnte ggf. auch die
C-terminale Modifikationen entfallen), zweckmaBigerweise um ein oder zwei Arginine, die
sich in der Sequenz des humanen SMN-Proteins anschlieBen. Zusitzlich kénnten Unter-
schiede in der Peptidsynthese und damit einhergehende pH-Unterschiede im Elutionspuf-
fer die beobachtete, geringere Elutionseffizienz mit SMN13-21 erkldren, da die Peptide aus
unterschiedlichen Syntheselaboren stammen.

Nach Beschreibung des genauen Epitops stellte ich erneut die Frage, welche Organismen
Proteine besitzen, die das Epitop des 7B10-Antikérpers einschlieBen. Dazu fihrte ich eine
BLAST-Suche mit geeignet an kurze Peptidsequenzen angepassten Parametern durch
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Dabei zeigte sich, dass die
Epitopsequenz PEQEDSVLF lediglich in einigen Siugern vorkommt, wihrend in den
meisten anderen Organismen auf Grund des Fehlens einer Aminosiure oder einer Substi-
tution nicht mit einer Reaktivitit des Antikérpers zu rechnen ist. Zu diesen Beispielen zih-
len beispielsweise Maus und Ratte. Es bleibt aber im Einzelfall zu testen, inwieweit tatsdch-

lich eine Kreuzreaktion vorkommt.

XP_001504747 10 PEQEDSVLF 18 E. caballus
XP_001156488 13 PEQEDSVLF 21 P.troglodytes
XP_001096348 13 PEQEDSVLF 21 M.mulatta
BAE02007 13 PEQEDSVLF 21 M.fascicularis
NP_075012 13 PEQEDSVLF 21 H.sapiens
NP_001009328 10 PEQEDSVLF 18 F.catus
CAH89989 13 PEQEDAVLF 21 P.pygmaeus
XP_001729885 268 PEQEDSVL 275 M. furfur
XP_426654 166 PEQEDSVL 173 G.gallus
AAI48904 23 PEPEDSVLF 31 B.taurus
AAP42462 4 PEPEDSVLF 12 C.familiaris
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AAO15639 11 PEPEDSVLF 19 B.taurus
NP_001003226 8 PEPEDSVLF 16 C.familiaris
XP_971902 439 PEQIDSVLF 447 T.castaneum
EDM10193 11 (S)EQEDTVLF 18 R.norvecigus
EDL00819 11 (S)EQEDTVLF 18 M.musculus
XP_001452783 7 EQEDTVLF 14 P.tetraurelia
NP_001005015 561 PEEEDSVL 568 X.tropicalis
XP_001103626 14 EQEDSLLF 21 M.mulatta
NP_001096733 124 PE-EDSVLF 131 B.taurus
XP_001497551 124 PE-EDSVLF 131 E. caballus
XP_001386447 101 PEQEDSLL 108 P.stipitis
AAI45814 124 PE-EDSVLF 131 M.musculus
XP_001373451 235 PE-EDSVLF 242 M.domestica
XP_001582651 22 PEQEDSVIF 31 T.vaginalis
EAW90973 124 PE-EDSVLF 131 H.sapiens
XP_514012 310 PE-EDSVLF 317 P.troglodytes
NP_001100660 124 PE-EDSVLF 131 R.norvecigus
XP_001103091 87 PE-EDSVLF 94 M.mulatta
CAH90391 124 PE-EDSVLF 131 P.pygmaeus
NP_055672 124 PE-EDSVLF 131 H.sapiens
NP_038890 124 PE-EDSVLF 131  M.musculus
BAC04635 124 PE-EDSVLF 131 H.sapiens
AAF24092 66 PE-EDSVLF 73  M.musculus
XP_861321 124 PE-EDSVLF 131 C.familiaris
XP_662789 227 EQEDEVLF 234 A nidulans
CA049572 121 PEQTDSILF 129 V.vinifera
AAKS83042 1 EPEDSVLF 8 B.taurus
AAH78116 594 DQDDSVLF 601 X.laevis
NP_001080653 475 PEQEASVL 482 X.laevis

Epitops bestatigt wurde.
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Tabelle 5: BLAST-Suchergebnis fiir die Epitopsequenz PEQEDSVLF

Mit der Aminosduresequenz PEQEDSVLE des 7B10-Epitops wurde eine BLAST-Suche
gegen die nicht-redundante Proteindatenbank des NCBI mit den folgenden Parametern
durchgefiithrt: Expect: 3000, Word Size: 2, Matrix: PAM30, Gap Costs: Existence 7, Exten-
sion 2. Duplikate wurden manuell entfernt, ebenso Proteine aus Prokaryoten. Die Epitop-
sequenz kommt nur bei einigen héheren Siugern vor (SMN-Protein). Bereits in X. /aevis ist
sie deutlich divergent.

Insgesamt ergibt sich der Eindruck eines gering bis miBig hiufig vorkommenden Peptids.
Einschrinkung der BLAST-Suche auf Drosophila melanogaster zeigte dariiber hinaus, dass hier

nur sehr divergente Peptidsequenzen auftreten, so dass die grundsitzliche Eignung des
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7.3. Mégliche weitere Anwendungen des Tagl#-Epitops

Die genaue Eingrenzung des Epitops hat, wie wir gesehen haben, Bedeutung fiir seine An-
wendbarkeit in anderen Organismen oder Zellen. Wihrend das Tagl#Epitop bislang aus-
schlielich in Drosophila und hier insbesondere Schneider2-Zellen verwendet wurde, lassen
fehlende Kreuzreaktion in Extrakten aus C. elgans und die geringe Ubereinstimmung des
Epitops mit Sequenzen aus Proteinen anderer Organismen eine breite Anwendung vorher-
sagen. Eine wesentliche zukiinftige Anwendung kénnte in der Generierung von transgenen
Drosophila-Stimmen bestehen, welche Fusionsproteine aus dem (verkirzten) Epitop und
einem Protein von Interesse exprimieren. Dabei ergibt sich die interessante Moglichkeit,
das Fusionsprotein gewebespezifisch zu exprimieren und seine gewebespezifischen Interak-
tionspartner zu isolieren, indem man entweder den endogenen Promotor oder das GAL4-
UAS-Systems unter Verwendung einer geeigneten Treiberlinie [69] nutzt. In der Tat wurde
bereits eine solche Fliege gewonnen und wird derzeit charakterisiert (B.T. Mentzel, T. Raa-
be, unpublizierte Daten). Einschrinkend sind jedoch folgende Punkte zu beachten: Die
Verwendung des Epitop-Tags in ganzen Fliegen ist Neuland. Vieles hiangt von der Gene-
rierung eines geeigneten Gewebeextrakts ab, woftr ich in dieser Arbeit keine Vorarbeiten
leisten konnte. Jedoch sind je nach Forschungsinteresse gewebespezifische Extrakte in vie-
len Laboren etabliert. Zur Kontrolle des gewebsspezifischen Expressionserfolgs wire der
immunfluoreszenzmikroskopische Nachweis niitzlich. Ich habe hier nicht untersucht, in
welchem Umfang der (in humanen Zellen hervorragend reagierende) Antikérper 7B10 zur
Immunfluoreszenzmikroskopie in Drosophila-Embryonen oder adulten Fliegen geeignet ist.
Fir mit SMN1-30-getaggte Proteine steht jedoch bereits ein polyklonaler Antikérper aus
Kaninchen zur Verfiigung, der je nach Anwendung 7B10 ersetzen kann, z.B. wenn eine
Kolokalisationsstudie mit einem anderen murinen Antikérper angestrebt wird.

Der Nutzen von 7B10 in Verbindung mit dem Tagl~Epitop wurde jedoch bereits in einer
parallel zu dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchung demonstriert. Katharina Apfel
konnte in ihrer von mir betreuten Diplomarbeit [116] den dPRMT5-Komplex sowie als
noch groBeren RNA-Protein-Komplex H/ACA-Box snoRNPs (small nucleolar ribonuc-
leoprotein particles) mit der Tugl#Methode aus Schneider2-Zellen isolieren und charakteri-
sieren.

In einer anderen Anwendung wurde die Methode zur Affinititsreinigung RNA-bindender
Proteine verwendet. Dazu wurde ein Hybrid aus SMN1-30 und einer RNA von Interesse

synthetisiert. Zu diesem Zweck wurden ein C-terminal mit einem Cystein modifiziertes
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SMN1-30-Peptid und ein in 3° mit einem Co6-Aminolinker derivatisiertes RNA-
Oligonukleotid mit dem heterobifunkionellen Reagenz Sulfo-SMCC quervernetzt. Das
Produkt wurde effizient an einer mit 7B10 gekoppelten Matrix immobilisiert und konnte
zur Aufreinigung von putativ an das RNA-Oligonukleotid bindende Faktoren aus Hel.a-
zytoplasmatischem Zellextrakt eingesetzt werden. Die an die RNA gebundenen Proteine
wurden dann durch Kompetition mit dem Peptid eluiert und im silbergefirbten SDS-
PAGE analysiert.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Affinititsreinigung von RINA-
bindenden Proteinen mittels Peptid-RNA-Hybrid

Das Tagl+-Epitop wurde mit einem C-terminalen Cysteinrest synthetisiert und mit einem in
3¢ kovalent mit einem C6-Aminolinker modifizierten RNA-Oligonukleotid kovalent ge-
koppelt (SMCC). Nach Bindung an eine 7B10-Matrix wurde diese mit Zellextrakt inkubiert
und die an das Hybrid gebundenen Proteine durch Kompetition mit Peptid eluiert. Aus
[116].

Fir diese Versuche wurde das 5°-terminale Oligopyrimidin-Motiv ausgewihlt. Es kommt in
3‘ nach dem Cap von mRNAs v.a ribosomaler Proteine vor. Unter zelluliren Stressbedin-
gungen, z.B. bei Mangel an Aminosiuren, werden diese mRNAs translational inaktviert,
um die globale Proteinsynthese rasch und effizient abzuschalten [181]. Die Signalprozesse
stromauf der Translationsregulation sind inzwischen gut bekannt und beinhalten u.a.
mTOR (mammalian target of rapamycin) und die S6-Kinase [182]. Wihrend zudem die ¢s-
Elemente von TOP-mRNAs gut charakterisiert sind [183-185], ist der putative #amns-
agierende Faktor, der an das TOP-Motiv bindet, bis heute unbekannt. Fiir die Experimente
wurde ein ungecapptes synthetisches RNA-Oligonukleotid eingesetzt, welches das bekann-
te TOP-Motiv umfasst. Als Kontrolle diente ein in einigen Pyrimidinen mutiertes Oligo-
nucleotid sonst gleicher Linge. Im Ergebnis zeigten sich drei Kandidatenproteine, die an
das TOP-Motiv-tragende Oligonucleotid banden, jedoch nicht an die Kontrolle. Ihre expe-
rimentelle Bestitigung steht jedoch bislang noch aus. Der Befund ist aus mehrerlei Hinsicht

von groem Interesse: Zum einen handelt es sich um das erste Mal, dass ein Peptid zur
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Immobilisierung einer RNA-Affinititsreinigung eingesetzt wurde. Dies kénnte eine niitzli-
che Option fiir zahlreiche Reinigungen RNA-bindender Proteine sein, da die existierenden
Methoden offenbar nur unzureichend effizient sind. Ein Beispiel solcher Reinigungsme-
thoden ist z.B. das Tobramycin-Aptamer. Fusionen aus RNA mit diesem Aptamer kénnen
von der Sdule durch das toxische Tobramycin eluiert werden, jedoch schidigt dieses zahl-
reiche biologische Prozesse und ist relativ ineffizient. Zum anderen ist bislang die Reini-
gung des TOP-Motiv-bindenden Faktors noch nicht gelungen. Es bleibt abzuwarten, ob

der entsprechende Faktor sich unter den drei Kandidatenproteinen befindet.
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7.4. Erginzende Daten und Sequenzvergleiche

bla promoter
AN
N

_MT-Promotor

//\ b 5
Amp(R) N wmFoR
\\. A // Kozak-Sequenz
- \_/' A 7 //
pMTagIt gTaglt-Epitop
(3744 bp) =

\TEV-Protease-Schnittstelle
Ncol

BamHI

BGH REV
SV40 pA

Abbildung 26: Der Expressionsvektors pMTaglt
Das Plasmid pMTaglt besitzt einen Metallothionein- (MT-) Promotor und erlaubt die Ex-
pression von Fusionsproteinen mit dem Epitoptag SMN1-30 in Schneider2-Zellen. Er co-

diert fir die B-Lactamase (Amp(R)) und besitzt Bindungsstellen fiir die Primer MT-FOR
(metallothionein) und BHG-REV (bovine growth hormone polyA-Signal).
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Homo sapiens 2498924 6094289 22001417 12643886 122939157 34531032 13376001 41393577

Danio retio 7674338 62955193 125848666 125824010 125837883 120538703 125882644 125830092

Branchiostoma flori-

e Brafll| 121736 Brafll| 205562 Brafll 93160 Brafll | 123431 Brafll | 99221 Brafll | 117877 Brafll | 270123 Brafll | 253351
ENS- ENS-

Ciona intestinalis ENSCINP00000026142 26554509 37874109 26554705 26554715 26554705
CINP00000022944 CINP00000012233

S. purpuratus 115698848 115663092 115772524 72021085 115619072 115666277 72009598 111799074

D. melanogaster 10444398 27819903 45550470 17647335 - - - -

Anopheles gambiae 119115770 158294153 158299195 158294110 - - - -

Apis mellifera Amel | GB13986-PA 66514142 110760819 110758233 - 110756316 110760436 110771578

Nasonia vitripennis 156554158 156553626 156552235 156543626 156541308 Scaffold13 156543489

C. elegans 71981679 71993428 - 154147106 - 71984344 154147316 17506317

N. vectensis 156380554 156359607 156372854 156398602 156401356 (?) 156375116 156389177 156355941

S. pombe 1175479 74624906 - - - - - -

S. cerevisiae - 6325314 - - - - - -

Lacatria bicolor eat Lacbil | 311626 - - - - - -

fold_1|351837|352609

D. discoideum 66819065 66807205 66806047 66817852 - - - -

Arabidopsis thaliana 30678010 4585999 - - - - - -

Oryza sativa 115474435 115485137 - - - - - -

Ostreococcus tauri 116054748 116059894 116056752 - - - - 116000861

Tabelle 6: Protein-Accession Numbers der Orthologen von SMN und Gemin2-8
Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Prof. J6rg Schultz, Lehrstuhl fiir Bioinformatik, erhoben und sind in Abbildung 6 tibersichtlich zusammengestellt.
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1 10 20
dGemin2 = - e eeeee e MQHEPE QTFQLQA EIC PDSSFDPQK
hGemin2 MRRAELAGLKTMAWVPAESAVEELMPRLLPMEPCDLTEGEDESV

45 50 60 70 88

dGemin2  PPEBGEEYLMHMFYERKRCPAVVTKRSSKIRNNTGNTEEEML DN
hGemin2 PPREPQOEYLRRMQIEAAQCPDVVVAQIDPKELKR-KQBMNESLS

89 100 110 120 132
dGemin2 PELPPFKCLLPTPEWRDEQVKSFQAARSEVLVLRKELANNMNYDO
hGemin2 GCQPAPEGYSPTLQWQQQOVAQFSTVRONMVNKHRSHWKSQQLDS

133 140 150 160 176
dGemin2 SGEPPLESDQEKWKEFCR------=-=--=—===~- NQQP--—--—---
hGemin2 NVTMPKSEDEEGWKKFCLGEKLCADGAVGPATNESPGIDYVQIG

190 210 220
dGemin2 ———LLST TOND LEMLSKWLQ PNTTVBILLHDVWLAR
hGemin2 FPPLLST NQAT LEYLSNWFGERDFTPELG------ R

221 230 250 264
dGemin2 WLYATLVCLHLPLEPHVFST ARTCIHERNOEKEDEVORAA
hGemin2 WLYALLACLEKPLLPEAHSL ARRCSEMRLLMDSKDDERVP

265 270 287
dGemin2 PYNLLETLTVQVFAQNDFKDYI -
hGemin2 ALNLLECLVSRYFDQRDLADEPS

Abbildung 27: Sequenzvergleich von hGemin2 (GI1:6094289) und dGemin2
(CG10419)

Die Proteinsequenzen von hGemin2 und dGemin2 wurden mit dem Programm AlignX
(Invitrogen) verglichen. Identische Aminosduren sind gelb unterlegt, dhnliche griin.
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10 20 30 40 50 60

————————————————————————————————————— MEREIAHSLBGGEERGSDVAP| QVKTFEELRLYRN LNGLERNNFVTPEK
MAAAFEASGALAAVATAMPAEHVAVQVPAPEPTPGPVRILRTAQDLESPRTREBGDVLLAEPADFESLLLSRPMLEGLRAAGFERP

100 160 176
89 100 j
QAAATP, LAKMDL IBO KSGTGKTL VIAV QSFNPNINQPHA VFTRE QDTFFH CKSFRDFKCSAFIGGTD IKDRK
QLKAIP| RCGEDLIMOBMKSGTGKTC STIABDSLVLENLSTQI APTRE Q HSVITABMGIKMEGLECHVEIGGTP ODET
77 250 264
RMNESRMIEBG PGR LHLYENRVFDVSK RL 1, LDEADQLYQTKSLQHT PKN Q CSATYDQNLDERLAKVMDKPML
REKKCHEAMGEPCREBKOLIELDYLNPGSERLFELDEADKLLEEGSFQEQ| PAS VSATYPEFLANALTKYMRDPTF]
330 340 352

SNSERATVL Q VYE PQONN VEEMRLKLQILGQ ENQ EQA SSQMRADSYKNYL SGIDCHLISGAMEQSERLHVF
RLNSSDPSI YKVE@INSYPLAHKVFEEKTQHLQEEF SR NOA NLHSRAQHLADILSSKGFPAECILGNMNONQRLDAM

AAAAAAAQAAAAAAAAAEHLAA, 440
EGYRNFTMR rDLMERGHiD PHANLV DPPQDHVTY HRIGRAGRFG IASKKES RFRE KKIATAWSVLEFPK
AKLEHFHCR TDLTERGEDBAERVNL Y DVELDWETYMHRIGRAGRLG CCRGEEENMMMREAQKCNINLLPLEDE -
441 450 460

490 500
EPMPNEFNFWDFEKYNFDYYIKEENPLQE PMP KENR| KENVDA SVDLENLQKDQDGKRRDPDKLPVAL Q ELE ENLPES
———————————————————— IPSGLMEECMDWDMEVKARVHTYGIASVPNQPLKKQIQKIERTLQIQKAHG NNSMSGLSVK

529 540 550 560 590 616
SHNNKNL| KEKEIVRQGKBEKETNSKAGGSKTNK] ERRKKSNTP QKQITEVQQTPEITVNKYYMQEDIQRT DGKEMHPVNGAGN
SKNNTKORBPVKSHSECGIHEKATSPKELGCDROBEEOMENSVOEPMENS TNSQHQOVKEALP---VSLPQIPCLESFRIHOPYTLTFA

617 630 640 660 670 680 690 704
HQVPSKSNQKPVEBISPELTPT, ELTQEPSPTTVTPPAPPANS NNKTYCLAAPTQTSSMTIQNMVISNTVDDASSISSDSMVVC
ELVEDYEH=-=-=--- IKEGLEKP RHYTGPGDQTVNPQON---GFMRNKVTEQRVPVLASSS--QSGDSESDSDSYSSRESSQSKGN
705 710 740 760 770 780 792
GYHs RSYDTYYATS EEE WNR MSKQRR LKSKRGHGKRRVILYKKVFPK KANWKRKLKKRMSSSCRSKKAHHLRKRHVYKNISL
KS GSSDNQLKDSESTPMDDRESLEQPPNGSDTPNPEK----YQESPGIQMKTREKEGASQRAKQSRRN-=======ceeemee——
793 800 810 820 830 840 850 880

LPHMNLCHLLQKFTNQERFLKRLHKYAKNQFIDNARVGFLLDELYKSILEMYYNSAKERKK KEAMKESLK IDNYE QESSESEEE
LPRR--SSFRLQTEAQEDDWYDCHREIRLSFSDTYQDYEEYWRAYYRAWQEYYARAS-HSYMWNAQRHPSWMAAYHMNEIYLQEMMHS

881 890 900 910 920 930 940 950 968
EEEEKDLKNKLSVHVTNQMDIPPMPQAAVEIGSGSESDTEDSQEYGEGEEIIVDDEDDGSDGGPNSSSGFVESQESVSSGIDTSVYET

969 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1056
ESTGASGNNSSAFFISDDESDTESLTDSEAGSNVSATGSSSQRSSVASSTYESSDDDSVTVTINVSSMONAQSLWLOTFNMQYQFIASH

1057 1065
VAKNLQONYY

Abbildung 28: Sequenzvergleich von hGemin3 (GI: 12643886) und Dhh1 (CG6539)
Die Proteinsequenzen von hGemin3 und Dhh1 wurden mit dem Programm AlignX (Invit-
rogen) verglichen. Identische Aminosiuren sind gelb unterlegt, dhnliche griin. Beachte die
geringe Homologie der beiden Proteine im Bereich des C-Terminus.
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