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1. ZUSAMMENFASSUNG

Spinale Muskelatrophie (SMA), die hiufigste autosomal rezessive neuromuskulire
Erkrankung bei Kindern und jungen Erwachsenen, wird durch Mutationen in der
telomeren Kopie des survival motor neuron (SMNI) Gens auf dem humanen Chromosom
5 verursacht. Anders als bei Miusen, welche nur ein Smn Gen haben, gibt es beim
Menschen eine zweite Kopie (SMN2). Das Genprodukt dieser zweiten Kopie wird am C-
Terminus bevorzugt alternativ gespleiit. Es bringt nur eine kleine Menge des
vollstindigen SMN Proteins hervor. Der Grund, warum eine reduzierte Menge des
ubiquitiar exprimierten SMN Proteins speziell zu einer Motorneuronendegeneration
fiihrt, ohne andere Zelltypen gleichermaflen zu betreffen ist noch immer nicht bekannt.

Mit Hilfe der Yeast-Two-Hybrid Technik wurden die beiden heterogenen nukleiren
Ribonukleoproteine hnRNP-R und hnRNP-Q als neue SMN-bindende Proteine
identifiziert. Diese beiden hochhomologen Proteine waren bereits bekannt und stehen in
Verbindung mit dem RNA Metabolismus, im Speziellen: Editing, Transport und
Spleiling. hnRNP-R und -Q interagieren mit Wildtyp Smn, aber nicht mit trunkierten
oder mutierten Smn Formen, welche in SMA-Patienten gefunden wurden. Beide
Proteine werden in den meisten Geweben exprimiert. Im Riickenmark von Méusen ist
die stirkste Expression am neunzehnten embryonalen Tag zu beobachten.
Interessanterweise ist hnRNP-R hauptsichlich in den Axonen von Motoneuronen zu
finden und kolokalisiert dort mit Smn. Im Mausmodell fiir die SMA konnte gezeigt
werden, dass sich die Motoneurone von erkrankten Miusen hinsichtlich der
Morphologie ihrer Neuriten von solchen aus Wildtyp Miusen unterscheiden. Werden
hnRNP-R oder hnRNP-Q in kultivierten Nervenzellen exprimiert, so fordern sie das
Wachstum von Neuriten. Bei SMA-Patienten ohne Mutation im SMN Gen konnte
allerdings weder Mutation noch Deletion in hnRNP-R oder hnRNP-Q nachgewiesen
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werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen entscheidend zu einem besseren

Verstandnis der motoneuronen spezifischen Funktion von Smn bei der SMA beitragen.



2. SUMMARY

Spinal muscular atrophy (SMA), the most common hereditary motor neuron disease in
children and young adults is caused by mutations in or loss of the telomeric survival
motor neuron (SMNIT) gene on human chromosome 5. The human genome, in contrast to
mouse, contains a second SMN gene (SMN2) which is transcribed into an mRNA, that is
predominantly alternatively spliced at the C-terminus. Therefore, it gives rise to low
levels of full-length SMN protein. The reason why reduced levels of the ubiquitously
expressed SMN protein lead to specific motor neuron degeneration without affecting
other cell types is still not understood. Using yeast two-hybrid techniques, hnRNP-R and
the highly related hnRNP-Q were identified as novel SMN interaction partners. These
highly homologous proteins were known before in the context of RNA metabolism, in
particular: editing, transport and splicing. HnRNP-R and -Q interact with wildtype
Smn but not with truncated or mutant Smn forms identified in SMA patients. Both
proteins are expressed in most tissues. In the mouse spinal cord the expression peaks at
embryonic day nineteen. Interestingly, hnRNP-R is predominantly located in axons of
motor neurons where it co-localises with Smn. It could be shown in mouse models for
SMA that motor neurons of affected mice differ from wildtype mice in the morphology
of their neurites. When hnRNP-R or hnRNP-Q were expressed in neuronal cells they
promote neurite outgrowth. However, no mutation or deletion could be found in the
genes for hnRNP-R or hnRNP-Q of SMA patients without mutations in the SMN gene.
The results of this thesis could help to understand the specific Smn function in

motoneurons.
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3. EINLEITUNG

3.1. Die spinale Muskelatrophie

Die spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine autosomal rezessive Erkrankung, welche sich
durch progressive Motoneuronendegeneration im Vorderhorn des Riickenmarkes (Melki,
1997) und daraus resultierende proximal betonte, symmetrische Muskelschwiche und —
Atrophie auszeichnet (Korinthenberg et al., 1997). Nach dem internationalen SMA-

Konsortium (1992) werden drei Typen der klassischen SMA unterschieden (Tabelle 3.1.1):

Typ Name Beginn Bewegungsmeilensteine Tod
(Monate) (Jahre)
I Werdnig-Hoffmann <6 Sitzen nie ohne Hilfe <2
1T Intermediérer Typ <18 Laufen nie ohne Hilfe >2
111 Kugelberg-Welander >18 Stehen und laufen ohne Hilfe | adult

Tabelle 3.1.1.: Spinale Muskelatrophien
(Nicole et al., 2002)

Die SMARD (spinal muscular atrophy with respiratory distress), eine weitere Form der
spinalen Muskelatrophie unterscheidet sich dadurch von der klassischen SMA, dass es
aufgrund einer Denervation des Zwerchfells relativ frilh zu einer lebensbedrohlichen
Atmungsinsuffizienz kommt (Mellins et al., 1974; Bertini et al., 1989; Grohmann et al.,
2001). Die Ursache fiir die klassische spinale Muskelathropie ist fast immer eine Mutation
oder Deletion des SMN-Genes (siehe 3.2.), fiir SMARD hingegen eine Mutation im Gen flir

das IGHMBP2 (immunoglobulin p-binding protein 2).
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3.2. Das survival motor neuron-Gen

Der fiir die SMA verantwortliche genetische Defekt wurde als homozygote Mutation oder
Verlust des survival motor neuron (SMN1) Genes identifiziert (Lefebvre et al., 1995). Beim
Menschen liegt das SMN Gen auf Chromosom 5q13. Nur bei Homo sapiens befindet sich
infolge einer Duplikation an dieser Stelle eine zweite etwas verdnderte Kopie, des SMN Genes
(SMN2) (Rochette et al., 2001), die ebenfalls exprimiert wird (Lefebvre et al., 1995; Wirth,
2000). Obwohl sich beide Kopien nur in fiinf Basenpaaren unterscheiden, wird ein
vollstandiges Protein hauptsdchlich vom SMNI Gen abgelesen. Bei 70% der Transkripte des
SMN2 Gens wird das siebte Exon alternativ gespleillit, was zu einer Expression eines C-
terminal trunkierten SMN Proteins fiihrt (Lefebvre et al., 1995; Lorson and Androphy, 2000;
Lefebvre et al., 1997; Pellizzoni et al., 1998; Pellizzoni et al., 1999). Die Stirke der 3°
SpleiBistelle hierfiir ist deutlich reduziert (Lim and Hertel, 2001). Auf der zelluldren Ebene
fiihrt die reduzierte Expression von vollstindigem SMN Protein zu apoptotischem Zelltod der
Motoneurone des Vorderhorns des Riickenmarkes und im Endeffekt zur SMA (Coovert et al.,
1997). Hierbei soll es vermutlich nur vollstindigem SMN Protein, nicht aber mutiertem
moglich sein, den Beginn der Apoptose zu verhindern (Vyas et al., 2002). Ebenfalls zur
Motoneuronendegeneration kommt es in Mausmodellen, bei denen die Smn-Menge reduziert
(Jablonka et al., 2000), Exon 7 deletiert (Frugier et al., 2000; Cifuentes-Diaz et al., 2001) oder
menschliches SMN2 auf niedrigem Level (Hsieh-Li et al., 2000; Monani et al., 2000) auf
einem Hintergrund ohne murinem Smn (Schrank et al., 1997) oder mit mutiertem Smn
(Monani et al., 2003) exprimiert wird. Eine Uberexpression von Spleifaktoren wie Htra2-B1
(Hofmann et al., 2000) und SRp30c (Young et al., 2002) kann das Spleilen in Richtung eines

Produktes begiinstigen, das Exon 7 enthdlt. HnRNP-G und RBM sind zwei weitere Faktoren,
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die dieses bewirken. Sie binden nicht spezifisch an RNA, dafiir aber direkt und spezifisch an
Htra2-B1 (Hofmann and Wirth, 2002)

Das vollstindige SMN Genprodukt besteht aus 294 Aminosduren. Es findet sich im Nukleus
und im Zytoplasma. Im Zellkern scheint es in spezielle Strukturen, den sogenannten Gems
(,,gemini of coiled bodies* oder ,,gemini of Cajal bodies”, (Liu and Dreyfuss, 1996)
konzentriert zu sein. Ob es sich bei den Gems tatsidchlich um eigenstindige Strukturen handelt
oder um die Coiled Bodies selbst, ist umstritten, da das SMN Protein direkt mit dem Coiled
Body Marker Coilin interagiert (Matera and Hebert, 2001; Hebert et al., 2001). Bei SMA-
Patienten finden sich weniger Gems. Wird SMN durch Adenoviren in Fibroblasten von
Patienten eingebracht, werden dort wieder Gems gebildet (DiDonato et al., 2003). Es bleibt

dabei allerdings ungeklart, ob es sich hierbei um einen sekundéren Effekt handelt.

3.3. SMN-Interaktionspartner

SMN ist ein Tudordoménenprotein (Talbot et al., 1998), welches Teil von mindestens einem
grolen Multiproteinkomplex ist. In diesem Komplex finden sich auBer SMN das Smn
interacting protein 1 (Sipl/Gemin2) (Charroux et al., 1999; Fischer et al., 1997; Talbot et al.,
1998), die vermutliche DEAD-box Helikase dp103/Gemin3 (Campbell et al., 2000; Charroux
et al., 1999), das dp103/Gemin3 interacting protein Gemin4/GIP1 (Charroux et al.,1999;
Meister et al., 2000), das ,,WD repeat® Protein Gemin5 (Gubitz et al., 2002), Gemin6
(Pellizzoni et al., 2002), Gemin7 (Baccon et al., 2002), Profilin (Giesemann et al., 1999) und
spleiBeosomale U snRNP Proteine der Smith Antigen (Sm) Klasse (Liu et al., 1996; Fischer et
al., 1997; Giesemann et al., 1999; Buhler et al., 1999; Pellizzoni et al., 1999; Meister et al.,

2000). AuBerdem interagiert SMN in der Xenopus laevis Oozyte mit U snRNAs (Fischer et
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al., 1997). Es wird zuerst ein Preimportkomplex mit Snurportinl und Importinf3 gebildet
(Narayanan et al., 2002). Nach der Assemblierung werden die U snRNPs in den Zellkern
importiert, wo sie ihre Funktion beim Spleilen von pre-mRNAs ausiiben (Fischer et al.,
1997). Die Assoziation mit U snRNAs und Sm Proteinen deutet auf eine Rolle von SMN bei
der Biogenese und Funktion von spleileosomalen U snRNPs hin (Fischer et al., 1997; Buhler
et al., 1999; Selenko et al., 2001). Reduzierte Mengen von Smn und Gemin2 fiihren zu einer
Storung der Assemblierung der U snRNPs. Dadurch werden weniger Sm Proteine
angereichert. Diese Effekte korrelieren sehr gut mit der Beobachtung, dass reduzierte Mengen
an Smn und Gemin2 in Méusen zu einer Motoneuronendegeneration fiihren (Jablonka et al.,
2000). Zusitzlich beteiligt sich der im Kern befindliche Anteil an SMN am nuklearen pre-
mRNA Spleilen (Pellizzoni et al., 1998; Meister et al., 2000; Pellizzoni et al., 2001). Ein
anderes Tudordomidnenprotein, SMNrp ist ein pre-mRNA SpleiBBingfaktor, der fiir die Bildung
der reifen Spleileosomen in Xenopus laevis Oozyten bendtigt wird (Meister et al., 2000).
Kiirzlich wurden auBerdem microRNAs (miRNAs) in dem SMN-Multikomplex gefunden.
Einige von ihnen sind neuronenspezifisch und kénnten zum Auffinden von mRNAs hilfreich
sein (Dostie et al., 2003).

Die Helikase RHA, welche die RNA Polymerase II bindet wurde, in Komplexen mit SMN
gefunden (Pellizzoni et al., 2001b). Auerdem wurden die snoRNP Proteine Fibrillarin und
GARI als direkte SMN Bindeproteine beschrieben (Jones et al., 2001; Pellizzoni et al., 2001).
Sie enthalten, wie SmB, SmD1, SmD3, LSm4 und RHA (Friesen and Dreyfuss, 2000;
Pellizzoni et al., 2001), eine RG-reiche Domine, die notwendig ist, um an SMN binden zu
konnen (Pellizzoni et al., 2002).

Ein neuentdeckter Defekt im Gen fiir das Immunoglobulin p-binding protein 2 (IGHMBP2),
einem Mitglied der DEAD-box Familie der RNA-Helikasen, ruft spinale Muskelatrophie mit
eine Atmungsdefizienz (SMARD1) hervor (Grohmann et al., 2001). Die Bindung von Smn an

Nucleolin-haltige Komplexe weist zusitzlich auf eine Verbindung der SMA Pathologie zu
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Ribonukleoproteinkomplexen hin (Lefebvre et al., 2002). Die Rolle, die von SMN bei
snRNP-Zusammenbau, -Regeneration und RNA-Spleilen iibernommen wird, scheint
essentiell fiir alle Zelltypen zu sein und kann daher nicht erkldren, warum in SMA-Patienten
vor allem die Motoneurone betroffen sind. Daher scheinen weitere Funktionen im
Zusammenhang mit der Erkrankung zumindest wahrscheinlich.

AuBler dem SpleiBen hat SMN vermutlich noch andere Funktionen. Ein Hinweis darauf
kommt aus der Beobachtung, dass der nukledre Transkriptionsaktivator E2 des
Papillomavirus in vitro mit SMN interagiert (Strasswimmer et al., 1999). SMN verstirkt die
E2-abhingige transkriptionale Aktivierung von Reportergenen (Strasswimmer et al., 1999).
Der SMN Interaktionspartner dp103/Gemin3 wurde urspriinglich als ein Bindepartner fiir
virale und zelluldre Transkriptionsfakoren identifiziert (Grundhoff et al., 1999). Kiirzlich
wurde das NS-1 Protein des Minute Virus der Maus (MVM) als Smn-Interaktionspartner
identifiziert. Es kolokalisiert, wenn es in gesunden Zellen exprimiert wird, mit Smn in den
Coiled Bodies und nach einem Befall der Zelle mit dem Virus in Smn-associated APAR
bodies (SAAB) (Young et al., 2002). Ein weiterer Interaktionspartner des SMN Proteins, das
tumorunterdriickende Protein p53 deutet darauf in, dass eventuell eine weitere Verbindung
zwischen dem Motoneuronentod bei der SMA und Apoptose besteht (Young et al., 2002). Die
23kD-Isoform von FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) interagiert ebenfalls mit SMN, jedoch

nicht die 18kD-Isoform, welche jedoch zum Teil mit SMN kolokalisiert (Claus et al., 2003).
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3.4. hnRNP-R und hnRNP-Q

Diese Arbeit beschiftigt sich hauptsdchlich mit zwei neuen, stark verwandten Smn-
Interaktionspartnern, die zur Klasse der heterogenen nuklearen Ribonukleoproteine (hnRNPs)
gehoren, hnRNP-R und hnRNP-Q (heterogenous nuclear ribonucleoprotein-R und -Q)
(Mourelatos et al., 2001; Rossoll und Kroning et al., 2002). Die hnRNPs sind RNA-bindende
Proteine, die an sehr vielen Aspekten des RNA-Stoffwechsels, wie zum Beispiel Spleilen und
mRNA-Transport beteiligt sind (zusammengetasst in Krecic and Swanson, 1999; Dreyfuss et
al., 2002). Homologe Sequenzen von hnRNP-R und —Q wurden bereits als menschliches
hnRNP-R (Hassfeld et al., 1998) und murines gry-rbp (Acc. Nr. AF093821, GenBank)
beschrieben. Die Mausgene fiir /nRNP-R und hinRNP-Q sind zu 82% identisch, die Proteine
zu 90% (Abbildung 1). Beide Aminosduresequenzen sind zu 98-99% identisch mit ihren
humanen Orthologen. Auf eine relativ saure N-terminale Region folgen zwei gut definierte
und ein degeneriertes RNA recognition motifs (RRM); der C-terminale Teil enthélt ein RGG
Motiv (Rossoll und Kroning et al., 2002) (Abbildung 3.4.1.). Beide Proteine haben grofle
Ahnlichkeit mit den Apobec-1 interacting Proteinen ACF und ABBP-1 (Lau et al., 2001).
hnRNP-Q wurde bereits als glycine-arginine-tyrosine-rich RNA binding protein (Gry-rbp)
beschrieben, welches mit dem spleiBeosomalen Komplex assoziiert ist (Neubauer et al.,
1998). Fehlt hnRNP-Q in HeLa-Zellen vollstindig, so wurden Defizite beim Spleiflen
beobachtet (Mourelatos et al., 2001). Interessanterweise wurden hnRNP-R und —Q in einem
mit dem Spleileosom assoziierten Komplex gefunden, jedoch nicht direkt in diesem
(Rappsilber et al., 2002). Eine alternative Spleillingvariante dieses Proteins, genannt NASP1
(NST1-associated protein 1; (Harris et al., 1999) oder SYNCRIP (Synaptotagmin-binding,
cytoplasmic RNA-interacting protein (Mizutani et al., 2000) wurde als Komponente des
apobec-1 Editosomes identifiziert (Lau et al., 2001). Sie agiert dort als Inhibitor des ApoB-

mRNA-Editings (Blanc et al., 2001). SYNCRIP interagiert mit Synaptotagminen und scheint
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an der Regulation der Dynamik von zytoplasmatischen mRNAs beteiligt zu sein (Mizutani et
al, 2000). NSAP-1 interagiert mit dem N1 Protein des Minute-Virus. In diesem
Zusammenhang wird vermutet, dass es an der Regulation des Spleilens und/oder dem
mRNA-Transport aus dem Kern beteiligt ist (Harris et al, 1999). Alle diese Spleilisoformen
wurden mittlerweile zusammengefasst unter dem Namen hnRNP-Q (hnRNP-Q1-3;
Mourelatos et al., 2001). Fiir beide hnRNPs wurde aullerdem eine Bindung an die
hyperphosphorylierte, C-terminale Repeat-Domédne (PCTD) der RNA-Polymerase I
gefunden. Diese auch nur CTP (C-terminale Doméne) genannte Doméne fungiert sozusagen
als Plattform fiir den Zusammenbau und als Regulator der Transkription und der pre-mRNA
Verarbeitungsmaschinerie (Maniatis and Reed, 2002). So wird also der Smn-Komplex noch
einmal direkt mit der Transkription verbunden (Carty and Greenleaf, 2002).

Das Dictyostelium discoideum Homolog von hnRNP-R scheint bei der Sporenbildung an
einem Stoffwechselweg beteiligt zu sein, der fir die Léinge der Fruchtkorperstiele

mitverantwortlich ist (Loughran et al., 2000).

3.5. Axonaler mRNA-Transport

Fiir Zellen mit solch langen Axonen, wie die der Motoneurone ist der axonale Transport im
Allgemeinen und speziell der von mRNAs von sehr grosser Bedeutung. Er wird unter
anderem fiir die spezifische Translokalisation von Proteinen benotigt.

Im Allgemeinen werden Proteine und Lipide im Zellkoérper synthetisiert und im
endoplasmatischen Retikulum und dem Golgiapparat in Membranen inkorporiert
beziehungsweise in Transportvesikel gepackt. Im Falle des schnellen axonalen Transports
werden diese Vesikel dann im Axon zu den Endigungen transportiert. Dieser Vorgang wird

anterograder axonaler Transport genannt. An der Synapse konnen nun synaptische Vesikel
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durch Exozytose Neurotransmitter freisetzen. Ein Teil der Membranen wird abgebaut. Andere
Transmembranproteine, z.B. Rezeptoren fiir neurotrophe Faktoren, werden nach
Ligandenbindung in Vesikeln iiber schnellen retrograden Transport durch das Axon zum
Zellkorper zuriickbefordert. Hier werden sie dann teilweise recycled. Der anterograde
Transport wird mit Hilfe der Kinesine, der retrograde mittels des Dyneins vollzogen. Diese
befordern ihre Fracht entlang der Mikrotubuli. Dieses gilt allerdings nicht fir
zytoplasmatische Proteine und Zytoskelettelemente. Sie werden durch langsame
axoplasmatische Stromung transportiert (zusammengefasst in Kandel et al., 1995). Aktin- und
Tubulinproteine werden so transportiert. Wie dieser Transport allerdings genau vor sich geht
ist bisher unbekannt (Galbraith und Gallant, 2000). Auch die Neurofilamente sind ein Beispiel
fiir langsam transportierte Proteine. Sie wandern zeitweilig schnell durch das Axon und
machen dann wieder Pausen. Ein moglicher Regulationsmechanismus koénnte die
Phosphorylierung sein. Es wird spekuliert, dass so die Anheftung der Neurofilament an den
Motor/ die Motoren beeinflusst werden kann (Miller et al, 2002). Neurofilamente kénnen
allerdings auch auf dem klassischen Kinesin-Dynein-Weg transportiert werden (Shea und
Flanagan, 2001). AuBerdem wird spekuliert, dass diese klassischen Axontransportproteine
auch am langsamen Transport beteiligt sein konnten (Almenar-Queralt und Goldstein, 2001).

Da der Transport von 16slichen Proteinen und Neurofilamenten in Nervenzellfortsdtzen sehr
lange dauert, hilt die Zelle fiir diese Félle noch eine andere Variante bereit, um Proteine in
Dendriten und die Endigungen von Axonen zu bringen. Sie transportiert die mRNA und
synthetisiert die Proteine mit einer lokalen Translationsmaschinerie (Campenot und Eng,
2000). Lokale Translation an Synapsen scheint ein Mechanismus zu sein, um spezielle
postsynaptische Domédnen auszubilden, was fiir die Entwicklung und Plastizitét von Synapsen
von zentraler Bedeutung ist (Steward und Schuman, 2001; Steward und Schuman, 2003). Im
Gegensatz zur lokalen dendritischen Proteinsynthese ist der axonale mRNA-Transport ein

relativ junges Forschungsfeld. Die ersten Hinweise flir mRNA-Transport in neuronalen Zellen
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kamen von Untersuchungen an Vasopressin- und Oxytoxintranskripten. Es konnte dort
gezeigt werden, dass axonale mRNAs vom Hypothalamus zu den Nervenenden des
Hypophysenhinterlappens transportiert werden (Mohr et al, 1991). Die molekularen
Mechanismen fiir den mRNA Transport in Axonen sind jedoch bis heute nicht vollstindig
geklart. Das Sortieren von definierten mRNAs in spezielle Regionen der Zellen wurde
allerdings schon an vielen Zelltypen beobachtet, darunter im Besonderen in Neuronen
(zusammengefasst von Mohr und Richter, 2001).

Bei vielen Motoneuronenerkrankungen zeigt sich ein reduziertes Axonwachstum, dass zum
Beispiel bei pmn-Miusen (progressive motor neuronopathy) mit einer defekten
Mikrotubulianordnung, verursacht durch eine Mutation des Thce (tubulin-specific chaperone
E)-Genes (Bommel et al., 2002; Martin et al., 2002) einhergeht oder mit Stérungen im
axonalen Transport, wie im Falle des KIFla (kinesin superfamily protein la) begleiteten
Transports (Yonekawa et al., 1998).

Neuritischer mRNA-Transport wurde auch im Zusammenhang mit anderen neurologischen
Erkrankungen und an fiir Nervenzellen wichtigen Molekiilen untersucht. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass das mRNA-bindende Protein FMRP (fragil X mental
retardation protein) in PC12-Zellen mit der mRNA in die Neuriten transportiert wird. Eine
Mutation im Gen fiir FMRP 16st das Fragile X Syndrom aus (De Diego Otero et al., 2002). In
der mRNA fiir das tau Protein konnte ein axonales Lokalisationselement in der 3’UTR
gefunden werden. Map-2-mRNA wird hingegen auch durch ein Signal in der 3’UTR, in die
Dendriten transportiert (Aronov et al., 2001).

Das Aktinskelett scheint eine besondere Rolle in allen Stadien der Axonausbildung wie bei
der Initiation, dem Wachstum, der Wegfindung, der Veréstelung und dabei von anderen
Substanzen oder Zelltypen wieder abgestolen zu werden, zu spielen (Luo et al., 2002). In den
distalen Teilen der Axone und in den Wachstumskegeln gibt es sehr viel B-Aktinprotein. Zu

dieser Verteilung trdgt zum Grofteil der spezifische Transport der P—Aktin-mRNA bei
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(Bassell et al., 1998; Zhang et al., 1999; Zhang et al., 2001; Kislauskis et al., 1997). Es konnte
gezeigt werden, dass die 3’UTR (untranslated region) der B-Aktin-mRNA fiir diesen
Transportprozess wichtig ist (Kislauskis et al., 1993). Dabei wird eine Doméne mit dem
Namen Zipcode (Kislauskis et al., 1994) von spezifischen Proteinen gebunden. Das ZBP2
(Zipcode binding Protein 2) ist mit dem Zipcode assoziiert, es zeigt Homologie zu einem
humanen hnRNP Protein. Es trigt zur zytoplasmatischen Lokalisation der B-Aktin-mRNA bei
(Gu et al., 2002). ZBP1 (Zipcode binding Protein 1) bildet Transportkérner und wird unter
anderem in Dendriten transportiert (Tiruchinapalli et al., 2003) Es ist ein Homolog der
hnRNPs Elund E2 (Ross et al, 1997). Es wire also nicht unwahrscheinlich, dass auch
hnRNP-R und —Q am axonalen Transport beteiligt sind.

Isoformen von hnRNP-Q wurden bereits zuvor, unter dem Namen NSAP1 mit dem mRNA-
Transport in Verbindung gebracht (Harris et al., 1999) und unter dem Namen SYNCRIP
wurde eine mogliche Rolle im organellenbasierten mRNA-Transport am Zytoskelett
diskutiert (Mizutani et al., 2000). Auch hnRNP-R ist ein mRNA-bindendes Protein (Rossoll
und Kroning et al., 2002) und konnte somit am mRNA-Transport teilnehmen. Kiirzlich
wurde in transfizierten, kultivierten Neuronen auch SMN in Vesikeln gefunden, welche aktiv
am Zytoskelett entlang transportiert werden (Zhang et al., 2003). Das SMN Protein selbst
wurde bereits mit dendritischem mRNA-Transport in Verbindung gebracht. Es wurde bei
elektronenmikroskopischen Studien in Dendriten von Neuronen des anterioren Horns des

Riickenmarkes assoziiert mit Mikrotubuli gefunden (Bechade et al., 1999).
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3.6. Ziel der Arbeit

Der Pathomechanismus der SMA ist bisher unbekannt. Es gibt bis jetzt noch keine Hinweise
darauf, dass in den Motoneuronen von SMA-Patienten das Spleilen der mRNAs gestort ist.
An alternativ gespleiter Kandidaten-mRNA konnte in Motoneuronen von Mausmodellen mit
SMA Symptomen keine Stérung gefunden werden (Jablonka et al., 2001). In homozygoten
Coilin defizienten Mausen, konnen die Coiled Bodies Smn und Sm snRNPs nicht in Gems
ansammeln. Diese Miduse entwickeln jedoch keine neuromuskuldren Storungen (Tucker et al.,
2001). Obwohl man mittlerweile so viel von der Funktion versteht, die Smn beim Splei3en
von pre-mRNAs hat, weill man doch noch sehr wenig dariiber, warum bei SMA-Patienten

speziell die Motoneurone betroffen sind.

hnRNP-R MANQ VNGNAVQLKEEEEPMDT SSVTHTEHYKTLIEAGLPQKVAERLDEIFQTGLVAYV 58
hnRNP-Q MATEHVNGNGT ————— EEPMDTTSAVIHSENFQTLLDAGLPQKVAEKLDEIYVAGLVAHS 55
hnRNP-R DLDERAIDALREFNEEGALSVLQQFKESDLSHVQNKSAFLCGVMKTYRQREKQGSKVQES 118
hnRNP-Q DLDERAIEALKEFNEDGALAVLQQFKDSDLSHVQNKSAFLCGVMKTYRQREKQGTKVADS 115
hnRNP-R TKGPDEAKIKALLERTGYTLDVTTGQRKYGGPPPDSVYSGVQPGIGTEVFVGKIPRDLYE 178
hnRNP-0Q SKGPDEAKIKALLERTGYTLDVTTGOQRKYGGPPPDSVYSGQQPSVGTEIFVGKIPRDLEFE 175
hnRNP-R DELVPLFEKAGPIWDLRLMMDPLSGQNRGYAFITFCGKEAAQEAVKLCDSYEIRPGKHLG 238
hnRNP-Q DELVPLFEKAGPIWDLRLMMDPLTGLNRGYAFVTFCTKEAAQEAVKLYNNHEIRSGKHIG 235
hnRNP-R VCISVANNRLFVGSIPKNKTKENILEEFSKVTEGLVDVILYHQPDDKKKNRGFCFLEYED 298
hnRNP-0Q VCISVANNRLEVGSIPKSKTKEQILEEFSKVTEGLTDVILYHQPDDKKKNRGFCFLEYED 295

hnRNP-R HKSAAQARRRLMSGKVKVWGNVVTVEWADPVEEPDPEVMAKVKVLFVRNLATTVTEEILE 358

hnRNP-Q HKTAAQARRRLMSGKVKVWGNVGTVEWADPIEDPDPEVMAKVKVLEVRNLANTVTEEILE 355

hnRNP-R KSFSEFGKLERVKKLKDYAFVHFEDRGAAVKAMDEMNGKE IEGEEIEIVLAKPPDKKRKE 418

hnRNP-Q KSFSQFGKLERVKKLKDYAFIHFDERDGAVKAMEEMNGKDLEGENIEIVFAKPPDQKRKE 415

hnRNP-R RQAARQASRSTAYEDYYYHPPPRMPPPMRGRGRGGRGGYGYPPDYYGYEDYYDDYYGYDY 478

hnRNP-Q RKAQRQAAKNQMYDDYYYYGPPHMPPPTRGRGRGGRGGYGYPPDYYGYEDYYD YYGYDY 474

hnRNP-R HDYRGGYEDPYYGYDDGYAVRGRG-GGRGGRGAPPPPRGRGAPPPRGRAGYSQRGAPLGP 537
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hnRNP-Q HNYRGGYEDPYYGYED- FQVGARGRGGRGARGAAPS RGRGAAPPRGRAGYSQRGGP GS 531

hnRNP-R PRGSRGGRGGPAQQQRGRGSRGARGNRGGNVGGKRKADGYNQPDSKRRQTNNQQNWGSQP 597
hnRNP-0Q ARGVRGARGG AQQQORGRGVRGARGGRGGNVGGKRKADGYNQPDTKRRQTNNQ-NWGSQP 589
hnRNP-R IAQQPLQQGGDYSGNYGYNNDNQEFYQDTYGQQWK 632
hnRNP-0Q TAQQPLQO-GGDHSGNYGYKSENQEFYQDTFGQQOWK 623

Abbildung 3.4.1.: Vergleich der Aminosauresequenzen von hnRNP-R und hnRNP-Q
In dieser Abbildung werden die Aminosauresequenzen der beiden hnRNPs miteinander
verglichen. Zwei Punkte zwischen den Sequenzen kennzeichnen gleiche Aminosauren, ein
Punkt ahnliche. Die RNA recognition motifs (RRM) sind unterstrichen. Die darin befindlichen
RNA-Bindesignaturen RNP-1 und RNP-2 sind fett gedruckt. Die repetitiven Sequenzen der
RGG Domaéne sind unterstrichen.

Die SMN-Interaktionspartner hnRNP-R und hnRNP-Q wurden nicht in dem Komplex
gefunden, in dem SMN am Spleiflen teilnimmt. Deshalb sollten beide Proteine und die
Interaktion mit SMN genauer charakterisiert werden. Dieses sollte sowohl auf molekularer
Ebene geschehen, als auch in Bezug auf die subzellulidre Verteilung und die Rolle dieser
Proteine fiir das Wachstum von Neuriten. Parallel sollte untersucht werden, ob es auch SMA-
Patienten mit Mutationen in ~znRNP-R und/oder —Q gibt, was einen weiteren Hinweis auf die
Wichtigkeit der beiden Genprodukte flir die Entstehung der Krankheit geben wiirde.
AulBlerdem sollte untersucht werden, ob bei Smn-defizienten Maiusen eine Stérung der
mRNA-Editierung in Neuronen vorliegt. Um den Defekt in den Motoneuronen bei
Mausmodellen fiir die SMA weiter zu charakterisieren, sollten kultivierte Neurone auf eine

verdnderte Morphologie hin untersucht werden.
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All dies sollte einen Aufschluss geben liber mogliche Prozesse, in die Smn zusétzlich zu
seiner Funktion beim Spleilen involviert ist. Somit konnten diese Beobachtungen

entscheidend dazu beitragen, die spezifischen pathophysiologischen Ereignisse, welche zur

SMA fiihren, zu erhellen.

23



4. MATERIALIEN UND METHODEN

4.1. Materialien

4.1.1. Chemikalien
Die Laborchemikalien wurden in pro analysi Qualitdt von den folgenden Firmen bezogen:

Boehringer, Gibco BRL, Merck, Sigma, Roth und Clontech.

4.1.2. Losungen, Puffer und Medien

Soweit nicht anders vermerkt erfolgte die Herstellung der Losungen, Puffer und Medien nach

Sambrook et al. (1989).

4.1.3. Medien, Losungen und Puffer fiir das Two-Hybrid-System

4.1.3.1. YPD (Yeast Extract/ Peptone/ Dextrose)

Fir 11
11g Hefeextrakt
22g  Bacto Pepton
55mg Adenin
auf 900ml mit
ddH,O
Danach wurde autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C wurden 100ml 20%ige sterile Glucose hinzugefiigt.

4.1.3.2. Herstellung von Dropout-Medien

Fiir 50ml:
0,4g Hefeextrakt ohne
Aminosiuren
je2,75mg  Tyrosin
Uracil
Adenin

0,11g  Agar (fiir Platten)
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auf 50ml mit ddH,0

An diesem Punkt wurde fiir 20’ bei 121°C autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen auf ca. 50°C wurde folgendes hinzugefiigt:

Sml  20%ige Glucose (steril)
500ul  Dropoutsolution (Clontech)
wenn erwiinscht  3AT-Losung (1M)

Davon wurden dann sofort nach dem Mischen Platten gegossen.

4.1.3.3. B-Galactosidasetest-Firbeldsung

Sie sollte vor jeder Farbung frisch zubereitet werden.

100ml  Z-Puffer
1,67ml  X-Gal (20mg/ml)
0,27ml  B-Mercaptoethanol

4.1.3.4. Z-Puffer

Fiir 11:
10,7g NazHPO4'2H20
6,2g¢ NaH,PO42H,0O
0,75¢ KCI

0,246g MgSO47H,O
Die Losung wurde dann auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und autoklaviert.

4.1.4. Losungen und Puffer fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, Westernblot und

Koimmunprizipitation:

4.1.4.1. 4x Tris-SDS-Trenngelpuffer

1,5M  Tris-Cl (pH 8,8)
0,4% SDS

4.1.4.2. 4x Tris-SDS-Sammelgelpuffer

0,5M  Tris-Cl (pH6,8)
0,4% SDS
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4.1.4.3. 30% Acrylamidlosung (29:1)

29,2%
0,8%

Acrylamid
N,N’-Methylenbisacrylamid

4.1.4.4. 5x SDS-PAGE-Gellaufpuffer

125mM  Tris
IM  Glycerin

0,5%

4.14.5.

SDS

2x Probenpuffer (Laemmli)

100mM
10%
4%
0,2%
20%

Tris-Cl (pH 6,8)
2-Mercapto-EtOH
SDS
Bromphenolblau
Glycerol

4.1.4.6. Western-Transferpuffer

25mM  Tris-Cl (pH 8,3)
150mM  Glycin
10%  Methanol

4.1.4.7. 10x TBST (Tris-buffered Saline mit Tween)

100mM
1,5M
0,5%

4.1.4.8. Lysispuffer

20mM
137mM
10%
1%
2mM
50mM
20mM

Tris-Cl (pH 8)
NaCl
Tween-20

Tris pH 7.4

NaCl

Glycerol

Triton X-100

EDTA
Na--glycerophosphate
Na-Pyrophosphate
Proteaseinhibitoren

4.1.4.9. RIPA (Radioimmunoprecipitation)-Puffer

50mM
150 mM
1%
0,5%
0,1%

Tris pH 7.5

NaCl

Nonidet P-40
Natriumdeoxycholate
SDS
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4.1.5. Zellkulturen
Die Materialien fiir die Zellkultur wurden, wenn nicht anders erwéhnt, von Life Technologies

bezogen.

4.1.5.1. Motoneuronenmedium

Neurobasalmedium
10%  Pferdeserum
500uM  Glutamax
2%  B27 Supplement

4.1.5.2. PC12-Wachstumsmedium

Dulbecco’s MEM mit Glutamax
10%  Pferdeserum
5%  fotales Kéilberserum
1%  Penicillin/ Streptomycin

4.1.5.3. PC12-Differenzierungsmedium

Dulbecco’s MEM mit Glutamax
4%  Pferdeserum
2%  fotales Kilberserum

1%  Penicillin/ Streptomycin
50 ng/ml  NGF

4.1.5.4. Mowiol

<10g Mowiol
40ml PBS
20ml  wasserfreies Glycerin
16 Stunden riithren und bei —20°C lagern bis zur Verwendung. Dann auf etwa 60°C erhitzen
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4.1.6. Wirtszellen

4.1.6.1. Bakterien

Fiir die Transformationen wurden chemisch kompetente E.coli DH5a-Bakterien verwendet.

Der Genotyp ist in Sambrook et al. beschrieben.

4.1.6.2. Hefen

Fiir alle Two-Hybrid-Tests war AH109 von Clontech der verwendete Hefestamm. Er ist

beschrieben im MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid User Manual der Firma CLONTECH.

4.1.7. Plasmide

pBluescript I SK™  Stratagene

pAS2-1 Bestandteil des MATCHMAKER Gal4-based Two-Hybrid Systems der
Firma Clontech (Harper, et al.,1993)

pACT-2 Bestandteil des MATCHMAKER Gal4-based Two-Hybrid Systems der
Firma Clontech (Li, et al.,1994)

pcDNA3 Invitrogen

4.1.8. Molekulargewichtsstandards

zu bestimmendes Molekiil Molekulargewichtsstandards

lineare, doppelstringige DNA GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, (MBI Fermentas)
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, (MBI Fermentas)
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, (MBI Fermentas)

Proteine Einzelproteine verschiedener Gréf3en (Sigma)
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4.1.9. Enzyme

Enzym Firma

Restriktionsenzyme Boehringer Mannheim, Gibco BRL, Fermentas MBI, New
England Biolabs NEB

T4-DNA-Ligase Gibco BRL

Taqg-Polymerase Genecraft

4.1.10. Filme

Alle Autoradiogramme wurden auf X-OMAT DS Film der Firma Kodak exponiert.

4.1.11. Kits

Kit Firma

Plasmid-Mini/Midi/Maxi-Kit Qiagen

Gel-Extraction Kit Qiagen
PCR-Purification Kit Qiagen
Abi-Prism Sequencing Kit Perkin Elmer
DyeEx 2.0 Spin Kit Qiagen

4.1.12. Primer

Gen Primername |Sequenz des Primers von 5’ nach 3’ Verwendung

hnRNP-R |hnmpr-HA-up |AGA GGT ACC ACC ATG GGC TAC |Klonierung
(Maus) CCC TAC GAC GTG CCC

rmp-Xba-low |ATA TCT AGA CTA CTT CCA CTG |Klonierung
CCC ATA AGT ATC

RNPIF ATG GCT AAT CAG GTG AAT GGT |RT-PCR
AAT G
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RNP282R AGT ACA GAC AGA GTC CCT TCC |RT-PCR
TC
RNPrrm2-f CGG GTG TGC AGC CTG GGA TTG |Deletionsklonierung
GGA CAG AGT GGG CTG ACC CCG
TGG AGG AG
RNPrrm2-r CTG GAT CCG GCT CCT CCA CGG |Deletionsklonierung
GGT CAG CCC ACT CTG TCC CAA
TCC CAG GCT
hnRNP-R |R-EX1-up ATG CAT TGT CCT ACA AAC TAG |PCR, Sequenzierung
(Mensch) |R-Ex1-low CTC ACT TTC ATA ACC AGT CAG |PCR
R-Ex2-up CCC CTT TTG TTG CAA TAA CG |PCR, Sequenzierung
R-Ex3-low TTC TAG GAA ACA TGG AAA GAG |PCR, Sequenzierung
R-Ex4-up TGT GTG AGA TTT AGT ACT CAA |PCR, Sequenzierung
G
R-Ex4-low TGT ACA GTA TCT GCA TAG TAG |PCR
R-Ex5-up CTC TGC AAG TCA ACT GTA AG |PCR, Sequenzierung
R-Ex5-low TCA CAT ACC AAC TTG GTC AG PCR
R-Ex6-up GAT TAA GAT CAA TTG TCC TGA |PCR, Sequenzierung
G
R-Ex6-low GGA AGC AAT TTA GAT CAT TCA |PCR
G
R-Ex7-up TTT GGC TTA TAT ATC TGG CTG |PCR, Sequenzierung
R-Ex7-low TCC TTG CCA AAC AGT TGA AG PCR
R-Ex8-up CTA TGC TAT GAA GAC AGG AAG |PCR, Sequenzierung
R-Ex8-low ATA CTA TTA CCA CTT TAC AGA |[PCR
G
R-Ex9-up ATT GTG AAG TAA ATT GTT AAG |PCR, Sequenzierung
TG
R-Ex9-low CTG CAT AGC CAT CAT CAT AG PCR
R-Ex10-up AGA TTA CTA CGG CTA TGA AG |PCR, Sequenzierung
R-Ex10-low TTT GAA GAA TGT AGA TCT AGA |PCR
G
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hnRNP-Q |gry-rbp-HA-up |AGA GGT ACC ATG TAC CCC TAC |Klonierung
(Maus) GAC GTG CCC GAC TAC GCC ATG
GCT ACA GAA CAT GTT
gry-Eco-low  |ATA GAA TTC TAC TTC CAC TGC |Klonierung
CCA AAA G
grylF ATG GCT ACA GAA CAT GTT AAT |[RT-PCR
GG
gry273R AGC ACT GCC AAT GCG CCG TCT |[RT-PCR
TC
GRYrrm2-f GTT TAT TCA GGT CAG CAG CCT |Deletionsklonierung
TCT GTT GGC ACT GAG TGG GCT
GAT CCT ATT GAA GAT CC
GRYrrm2-r CAG GAT CAG GAT CTT CAA TAG |Deletionsklonierung
GAT CAG CCC ACT CAG TGC CAA
CAG AAG GCT G
hnRNP-Q |Q-ExI-up GTT TAA TTT TGC TTA TTG CGT |PCR, Sequenzierung
(Mensch) TTG
Q-Ex1-low ACT CCA GTA CCC ACA CTT ATT |PCR
GG
Q-Ex2-upa GGG GAG TAG AAG AAT TGT AAA |PCR, Sequenzierung
G
Q-Ex3-lowa TAC ATC CAT TTC ATA CCC AAG |PCR, Sequenzierung
G
Q-Ex4-up TAT ATG GGT GTG GTC TAG TG PCR, Sequenzierung
Q-Ex5-low AGA CAG TGA ACG TGA AAA CTG |PCR, Sequenzierung
Q-Ex6-up TAA AGG ATG ATT TGC TCT TGT |PCR, Sequenzierung
G
Q-Ex6-low TAG AAC AAT GCA TGA CGC ACA |PCR
G
Q-Ex7-up TTG ATC CAC TTC TAT TTG CTA |PCR, Sequenzierung
G
Q-Ex7-low TGG GAA ACA AGA GAC TCT TG PCR
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Q-Ex8-up ATC TTA GAA ATG GAA CTC TTT |PCR, Sequenzierung
GG

Q-Ex9-low ACA AGT CTG ATC AAC ACC TG |PCR, Sequenzierung

Q-Ex10-up AAA TGC CTA CTT GTT AAC TAA |PCR, Sequenzierung
G

Q-Ex10-low |TCA GTC TCC AAT TTT ACA GAG |PCR

Smn Smn 5’ GGA AGC TTA TGA TAA AGC TGT |Klonierung
(Maus) GGC TTC

Smn 3’ CGC GGA TCC TTT TAT TTA ATT |Klonierung
CTA AAG GCA TTA ATA AAA ATC
TTG

Ex6msmnf272 |GAG TGG CTG CCA CAC TGG CTA |Mutationsklonierung
C

Ex6msmnr272 |AGT AGC CAG TGT GGC AGC CAC |Mutationsklonierung
TC

Ex6/8msmnf |CCA CAC TGG CTA CTA TAT GGT |Mutationsklonierung
TCA GCT CTG TCT CAG G

Ex6/8msmnr |CCT GAG ACA GAG CTG AAC CAT |Mutationsklonierung
ATA GTA GCC AGT GTG

E134Kf GGA TAT GGA AAC AGA AAG GAG |Mutationsklonierung
CAA AAC TT

E134Kr AAG TTT TGC TCC TTT CTG TTT |Mutationsklonierung
CCA TAT CC

s262if TAG CAT AAT GCC CAG GGC ATC |Mutationsklonierung

$262ir GAT GCC CTG GGC ATT ATG CT |Mutationsklonierung

t274if GAG TGG CTA CCA CAT TGG CTA |Mutationsklonierung
C

t274ir AGT AGC CAG TGT GGC AGC CAC |Mutationsklonierung
TC

Ex7msmnf279 |GGC TAC TAT ATG GGT TTC AG |Mutationsklonierung

Ex7msmnr279 |CTG AAA ACC ATA TAG TAG CC |Mutationsklonierung

Ex4/6msmnf |AGG ATT AGG ACC AGG AAA GAT |Mutationsklonierung
AAT CCC GCC ACC cCccC TcCcC
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Ex4/6msmnr |AGG GGG TGG CGG GAT TAT CTT |Mutationsklonierung
TCC TGG TCC TAA TCC TG
GMSI10 CTC GGG ATA TTG GGA TTG Genotypisierung
MSMN10a GTT GTG GCA TTC TTC TTT TGG |Genotypisierung
C
SMN 541C960-f GTA ATA ACC AAA TGC AAT GTG |Genotypisierung
(Mensch) AR
541C1120-f CTA CAA CAC CCT TCT CAC AG |Genotypisierung
B-Aktin B-actin-s GTG GGC CGC CCT AGG CAC CAG |RT-PCR
B-actin-as CTC TTT AAT GTIC ACG CAC GAT |RT-PCR
TTC
LacZ GNA3a GGT AAC GCC AGG TTT TCC Genotypisierung
EBFP EBFP-lexp GGT GAA CAG CTC CTC GCC CTT |Genotypisierung
GCT CAC CAT G
Sip- promo6-exp CTC GAG GCC GTG TGT AGG ATT |Genotypisierung
1/Gemin2 AAG GTT AAA ATA CTG ACT AG
Intronl-rev CTG GAC ATT GGG CTG CTT CGA |Genotypisierung
TCC TAC AAT TAA
GluR2 GluR2-Q/R-F |CGA GTG GCA CAC TGA GGA AT |RT-PCR
GluR2-Q/R-R |CTC TTT AGT GGA GCC AGA GTC |RT-PCR,
TAA Sequenzierung

Tabelle 4.1.12.1.: Primerliste
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4.1.13. Antikorper

4.1.13.1. primare Antikorper

Antigen Spezies | monoklonal | Konzen- | Herkunft Verwendung
polyklonal |tration
hnRNP-R Kanin- |polyklonal |1:1000 diese Arbeit | Westernblot;
chen Koimmunprézipitation,
Immunhistochemie
hnRNP-Q Kanin- |polyklonal |1:1000 diese Arbeit | Westernblot;
chen Koimmunprézipitation
Smn Maus monoklonal |250ug/ml | Dianova Westernblot
1 pg/ml Immunhistochemie
Aktin Maus monoklonal |1:1000 Chemicon Westernblot
FLAG-Epitop | Maus monoklonal |10 pg/ml |Sigma Westernblot
HA-Epitop Maus monoklonal |10 pg/ml |Babco Westernblot
(HA.11)
phosporylier- | Maus monoklonal |10 pg/ml |Boehringer Immunhistochemie
tes tau-1 (Klon Mannheim
PC1C6)
tau Kanin- |polyklonal |[1:500 Sigma Immunhistochemie
chen
Map-2 Maus monoklonal |5pg/ml Chemicon Immunhistochemie
muriner p75 | Ratte monoklonal |2,3ug/ml |Chemicon Motoneuronenkultur
Neurotrophin
rezeptor

Tabelle 4.1.13.1.: Liste der verwendeten primére Antikorper




4.1.13.2. sekundire Antikorper

Antikorper/ Konjugat Konzentration | Herkunft Verwendung

Kaninchen/ Cy3™ 1:200 Dianova Immunfluoreszenz

Maus/ Cy2™ 1:200 Dianova Immunfluoreszenz

Maus/ Alexa 1:200 Roche Mol. Biochem |Immunfluoreszenz

Kaninchen/ HRP 1:10000 Jackson Labs Chemoluminizenz

Maus/ HRP 1:10000 Jackson Labs Chemoluminizenz

Tabelle 4.1.13.2.: Liste der verwendeten sekundaren Antikorper
Alle sekundaren Antikérper wurden in Ziegen hergestellt.

4.1.14. BAC-Klone

Gen Filter Feld Platte Position Bibliothek

hnRNP-R
1 1 P16 43 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
1 2 H22 26 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
1 3 L13 15 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
1 6 E17 36 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 2 Bl16 68 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 3 M21 63 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 2 N2 80 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 4 G10 70 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 4 G22 58 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 5 G9 59 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
2 5 K10 83 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
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2 J10 54 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
3 0O16 110 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
3 N23 111 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
3 H24 132 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 El 157 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 G22 158 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 K13 171 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 D14 156 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 G18 150 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
5 N22 212 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
5 B11 238 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
5 02 226 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
6 A3 263 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
6 GIl1 281 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
6 K4 251 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
6 C4 276 Mouse ES-129/sv] (Release2)
6 D24 246 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
7 N12 322 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
7 L8 293 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
8 P2 350 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
8 J15 375 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
10 G23 471 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
10 122 477 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
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10 J16 459 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
hnRAP-Q 1 G9 27 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
1 Al4 34 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
1 G17 24 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
3 P6 137 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 El4 170 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 K3 189 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 L20 177 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
4 N2 180 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
5 P12 231 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
5 E23 233 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
5 L2 198 Mouse ES-129/sv] (Releasel)
6 M5 246 Mouse ES-129/sv] (Release2)
6 J21 288 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
6 N21 256 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
6 117 275 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
7 C22 308 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
7 B1 318 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
7 C21 329 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
8 El4 368 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
8 N17 342 Mouse ES-129/sv] (Release2)
8 B16 340 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
8 L6 347 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
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8 5 J14 377 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
10 4 L24 454 Mouse ES-129/sv] (Release?2)
10 1 K14 463 Mouse ES-129/sv] (Release?2)

Tabelle 4.1.14.1.: Liste der verwendeten BAC-Klone

Benamung der BAC-Klone siehe Genome Systems Inc., Missouri, USA
4.1.15. Mauslinien
Name Deletion/ Transgen Herkunft
C57Bl/6 - Charles River, Sulzfeld
CD-1 - Charles River, Sulzfeld
Smn-+/- Deletion des Smn-Genes auf dem |(Schrank et al., 1997)

C57Bl/6-Hintergrund

Gemin2+/- Deletion des Gemin2-Genes auf dem |(Jablonka et al., 2001)

C57Bl/6-Hintergrund

Smn+/-;Gemin2+/-

Verkreuzung von Smn+/-und Gemin-2+/-

(Schrank et al., 1997;
Jablonka et al., 2001)

Smn-/-;SMN2

Smn-/- als Hintergrund/ humanes SMN2

(Monani et al., 2001)

Tabelle 4.1.15.1.: Liste der verwendeten Mauslinien
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4.2. Methoden

4.2.1. Herstellung polyklonaler Antikorper gegen hnRNP-R und hnRNP-Q

Je zwei Kaninchen wurden mit spezifischen Peptiden fiir hnRNP-R oder hnRNP-Q (hnRNP-R
Aminosdure 1-18 MANQVNGNAVQLKEEEEP, und hnRNP-Q Aminosdure 1-18
MATEHVNGNGTEEPMDTT) in komplettem (erste Immunisierung) und inkomplettem
(weitere Injektionen) Freund's Adjuvans immunisiert. Die verwendeten Peptidsequenzen sind
identisch mit denen der humanen Sequenz fiir hnRNP-R und -Q. Jeweils zehn Tage nach der
Injektion der Peptide wurde Blut aus den Ohren der Kaninchen entnommen, das Serum

préapariert und durch Westernblots getestet.

4.2.2. Klonierung von mutierten Smn cDNAs und hnRNP-R und -Q cDNAs fiir

Koimmunoprizipitationen

Bei SMA-Patienten wurden einige Mutationen im SMN Gen identifiziert, im Besonderen in
der C-terminalen Doméne (S2621, T2741, Y272C, G279V, AExon7, AExon5, AExon5 und 7)
und der Tudor Doméne (E134K) (Lefebvre et al., 1995; Rodrigues et al., 1995; Bussaglia et
al., 1995; DiDonato et al., 1997; Hahnen et al., 1997; Talbot et al., 1997; Wirth et al., 1999).
Es wurden Konstrukte mit entsprechenden Mutationen in der murinen Smn cDNA-Sequenz
generiert. Deletionen und Punktmutationen wurden durch PCR-basiertes Spleilen durch
Uberhangverlingerung mit verschiedenen mutationsverursachenden Primern eingefiigt: Smn
5', Smn 3', Exémsmnf272, Exémsmnr272, Ex6/8msmnf, Ex6/8msmnr, E134Kf, E134Kr,
s262if, s262ir, t274if, t274ir, ExX7msmnf279, ExX7msmnr279, Ex4/6msmnf, Ex4/6msmnr. Die
Smn cDNA, welche dem Stiick von Exon 2b bis Exon 7 entspricht, wurde in die HinDIII- und
BamHI-Stellen des pBluescript Vektors ligiert. Diese cDNA wurde als Ausgangspunkt fiir die

weiteren PCRs verwendet. Die fertigen cDNAs und Expressionsvektoren wurden
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sequenziert, um den korrekten Einbau der betreffenden Deletion oder Punktmutation zu
bestitigen und PCR Artefakte auszuschlieBen. HnRNP-R und -Q wurden amplifiziert und via
Linker-PCR in pcDNA3 kloniert (hnrnpr-HA-up, rnp-Xba-low, gry-rbp-HA-up, gry-Eco-

low).

4.2.3. Koimmunoprizipitationen

Je 100pul Antiserum wurden mit Protein A- oder G-Agarose in Lysispuffer prainkubiert. Nach
dreimaligem Waschen inkubierte die resultierende Suspension mit 100pg Proteinextrakt tiber
Nacht bei 4°C. Am ndchsten Tag wurden die Koimmunoprézipitate dreimal mit Lysispuffer
gewaschen und dann in Laemmlipuffer denaturiert. Die Extrakte wurden in einem 10%igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell, Dassel,
Germany) transferiert. Mit diesen Blots wurden dann Westernblot Analysen mit

monoklonalem Antikérper gegen Smn oder gegen das FLAG-Epitop durchgefiihrt.

4.2.4. Westernblot Analysen

Herz, Leber, Lunge, Niere, Milz, Muskel, Hirn und Riickenmark von adulten, wildtypischen
C57Bl/6 Maiusen und Riickenmark dieser Méuse zu verschiedenen Entwicklungsstadien
wurden entnommen. Die Gewebe wurden in RIPA-Puffer homogenisiert. Lysate aus
Zelllinien wurden in Laemmlipuffer aufgenommen. Die Konzentration der Proteine im
Extrakt konnte mittels des Bio-Rad Protein Assay Kits (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) nach
Angaben des Herstellers bestimmt werden. Jeder Proteinextrakt wurde mit dem gleichen
Volumen 2x Laemmli vermischt. Die Proben wurden zwei Minuten lang gekocht und dann
bei -20°C gelagert. Die Extrakte wurden auf einem 10%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt

und anschlieBend durch Elektroblotten auf Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell,

40



Dassel, Germany) iiberflihrt. Unspezifische Bindestellen auf der Membran wurden fiir 30 min
mit 5%igem fettfreiem Instantmilchpulver in TBST blockiert. Die Erstantikorper, wie der
monoklonale murine IgG1 gegen Smn, das polyklonale Kaninchenantiserum gegen hnRNP-R
und hnRNP-Q wurden in TBST verdiinnt. Die Membran wurde fiir eine Stunde bei
Zimmertemperatur mit dem Antikérper inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal fiir
flinfzehn Minuten bei Raumtemperatur mit TBST gewaschen. Ziege anti-Maus und Ziege
anti-Kaninchen HRP-konjugierte Antikérper wurden mit TBST als Zweitantikorper
verwendet. Die Membran wurde wieder fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und
danach dreimal gewaschen. Dann wurden die immunreaktiven Banden mittels des ECL
Chemoluminizenz Reagenzes (Amersham, Braunschweig, Germany) nach Angaben des
Herstellers sichtbar gemacht. Die Blots wurden zur Detektion der Chemoluminizenz auf
Rontgenfilme aufgelegt. Jedes Experiment wurde mindestens zweimal wiederholt. Das
Entfernen der Antikoérper vom Blot und dessen erneute Verwendung erfolgten nach den

Angaben des Herstellers (Amersham, Braunschweig, Germany).

4.2.5. Genotypisierungen

Zur Genotypisierung der Smn+/- Linie wurde eine Gabel-PCR mit dem gemeinsamen Primer
GMS10 aus dem 5°-Bereich des Smn-Genes und fiir das Wildtypallel dem Primer MSMN10a
aus Exon2, sowie dem Primer GNA3a aus der LacZ-Kassette fiir das Fehlen von Smn
durchgefiihrt. Zur Genotypisierung der Gemin2+/- Linie wurde ebenfalls die Gabel-PCR
verwendet, und zwar mit dem gemeinsamen Primer prom6-exp aus dem Promotorbereich des
Gemin2-Genes und fiir den Wildtyp Intronl-rev, sowie EBFP-lexp fiir das Fehlen von
Gemin2. Das humane SMN2-Transgen wurde mit einer PCR unter Verwendung des

Primerpaares 541C960-f und 541C1120-f nachgewiesen.
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4.2.6. RT-PCR

(A) Herz, Leber, Lunge, Niere, Milz, Muskel, Hirn und Riickenmark von adulten,
wildtypischen C57B1/6 Maédusen und Riickenmark wurde von Maiusen an verschiedenen
Entwicklungsstadien entnommen. Die RNA wurde mit Hilfe der TRIZOL-Methode (Life
Technologies) préapariert. Die PCRs wurden mit den folgenden Primerpaaren durchgefiihrt: -
actin-s und -actin-as, RNP1F und RNP282R, grylF und gry273R.

(B) Gehirne von Embryonen am zehnten, elften und zwolften Tag nach der Befruchtung und
Neugeborenen aus einer Verpaarung von Smn+/-;hSMN2 X Smn~+/-;hSMN2 Miausen wurden
entnommen und anschlieBend genotypisiert. Aus den Hirnen der Genotypen Smn-/-;hSMN2
und Smn+/+;hSMN2 wurde mittels der TRIZOL-Methode (Life Technologies) RNA
gewonnen. Mittels reverser Transkription wurde kodierende DNA (cDNA) hergestellt. Hierzu
wurden gemischte Hexamere als Primer verwendet. Die PCRs wurden mit dem Primerpaar
GluR2-Q/R-F, GluR2-Q/R-R (nach Carlson et al., 2000) durchgefiihrt. Die PCR-Produkte

wurden anschlieBend mit dem Primer GluR2-Q/R-R sequenziert.

4.2.7. Immunodetektion von Smn, hnRNP-R und tau in spinalen Motoneuronen an
Riickenmarksschnitten

Das lumbale Riickenmark von zwolf Monate alten C57Bl/6 Médusen wurde entnommen und in
Tissuetec (Sakura, Zoeterwonde, Netherlands) eingefroren. Gefrierschnitte (10um) wurden
fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur zum Blockieren der unspezifischen Bindungen mit
TBST, welches 10% BSA enthielt, blockiert. Danach wurden die Schnitte mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen murines Smn in einer Konzentration von 1pg/pl oder einem
monoklonalen Antikorper gegen phosporyliertes tau-1 oder polyklonalem Peptidantiserum
gegen hnRNP-R inkubiert. Die Proben wurden dreimal mit TBST gewaschen, mit den
Zweitantikorpern inkubiert, wiederum dreimal mit TBST gewaschen, und in DABCO (Merck,
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Darmstadt, Germany) eingebettet. Die Immunreaktivitit wurde danach mit einem konfokalen
Mikroskop der Firma Leica sichtbar gemacht. Die Werte fiir den Lichteinfall und die
Spannung waren bei der Analyse zusammengehdriger Schnitte identisch. Die Experimente
wurden mindesten zweimal wiederholt, die gezeigten Daten stammen aus einem

repriasentativen Experiment.

4.2.8. Techniken fiir die Kultivierung embryonaler Motoneurone

Triachtige Mause (14 Tage nach der Empfangnis) wurden durch zervikale Dislokation getotet
und die Embryonen aus dem Uterus entnommen. Sie wurden vor der weiteren Prdparation
dekaptiert. Der ventrolaterale Teil des lumbalen Riickenmarks wurde entnommen und in
HBSS (Life Technologies) iiberfiihrt. Nach der Trypsinbehandlung (0,05%, 10 Minuten),
wurden die Gewebe zu einer Zellsuspension trituriert (Wiese et al., 1999). Die spinalen
Motoneurone der Embryonen wurden durch das Aufbringen auf mit Antikoérpern gegen den

murinen p75 Neurotrophinrezeptor beschichtete Platten affinitdtsgereinigt (Wiese et al.,

2001). Die Zellen wurden in einer Dichte von 2000-3000 Zellen/om® in  4-
Vertiefungskulturschalen (Greiner, Germany) plattiert. Diese waren vorher mit Polyornithin
und Laminin beschichtet worden (Wiese et al., 1999). Die Zellen wuchsen dann in
Motoneuronenmedium bei 37°C in einer 5%igen CO, Atmosphdre. Das Medium wurde am

ndchsten Tag und dann jeden zweiten Tag gewechselt.

4.2.9. Fixierung, Farbung und Vermessung kultivierter Nervenzellen
Nach sieben Tagen in Kultur wurden die Motoneurone beziehungsweise differenzierten
PC12-Zellen (Phdochromozytoma-Zellen aus der Ratte) mit Methanol/ Aceton (1:1) fixiert,

blockiert und mit monoklonalen Antikérpern gegen Smn (1pg/ml) (Dianova, Hamburg,
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Germany), Phospho-tau und/oder polyklonalem hnRNP-R Antiserum oder polyklonalen
Antikorpern gegen Phospho-tau und monoklonalen Antikérpern gegen Map-2 inkubiert,
dreimal mit TBST gewaschen, mit Zweitantikérpern inkubiert, dreimal mit TBST gewaschen,
und in Mowiol eingebettet. Die Einstellungswerte fiir den Lichteinfall und die Spannung am
konfokalen Lichtmikroskop =~ waren fiir die Analyse zusammengehoriger
Motoneuronenkulturen identisch. Die Experimente wurden mindestens zweimal wiederholt,
die gezeigten Daten stammen aus einem reprasentativen Experiment. Die Ladngenmessung der
Neuriten erfolgte anschlieBend mit Hilfe des Programms Scion-Image. Die Daten der
Messungen entsprechen den Mittelwerten aller Wiederholungen. Alle Daten von stabil

transfizierten PC12-Zellen stammen von mindestens zwei unabhéngigen Zelllinien.

4.2.10. Analyse der genomischen Region

Die vollstdndigen cDNAs von hinRNP-R und hnRNP-Q (Klonierung siehe ,,Klonierung von
mutierten Smn cDNAs und hnRNP-R und -Q ¢cDNAs fiir Koimmunoprézipitationen*) wurden
aus pcDNA3 ausgeschnitten und mit «CTP*? radioaktiv markiert. Mit diesen Sonden wurden
dann je zwei BAC Filtersidtze (Genome Systems Inc., Missouri, USA) hybridisiert. Die so
gefundenen, hinRNP-R beziehungsweise hnRNP-Q enthaltenden Klone sind unter 4.1.14.
aufgefiihrt. Aus diesen Bakterienklonen wurden die BACs isoliert und mit
Restriktionsenzymen, welche nicht in der kodierenden Region von hnRNP-R und -Q
schneiden (EcoRlI fiir snRNP-R und Xbal fiir inRNP-Q), verdaut und Southernblots wurden

hergestellt. Diese wurden nun wiederum mit den cDNA-Sonden hybridisiert.
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4.2.11. Stabile PC12-Linien mit NGF differenziert

hnRNP-R und -Q wurden amplifiziert und via Linker-PCR in pcDNA3 kloniert (hnrnpr-HA-
up, mp-Xba-low, gry-rbp-HA-up, gry-Eco-low). Auf der Basis dieser Konstrukte wurden
durch PCR-basiertes Spleifen durch Uberhangverlingerung in die cDNAs von hnRNP-R und
hnRNP-Q Deletionen der beiden intakten RNA recognition motifs (RRM, Rossoll und
Kroéning, 2002) mit Hilfe verschiedener deletionsverursachender Primer eingefligt: RNPrrm2-
f, RNPrrm2-r, GRYrrm2-f, GRYrrm2-r). PC12-Zellen wurden mittels Lipofectamin 2000
(Life Technologies) mit diesen cDNA-Konstrukten transfiziert und auf ihre G418-Resistenz
selektioniert. Je 48-72 resistente Klone wurden hochgezogen und aus ihnen Zelllysate
hergestellt. Diese Lysate wurden via Westernblot mit einem monokonalen Antikérper gegen
das HA-Epitop (lug/ml, Babco, Kalifornien, USA) auf die Expression der Konstrukte
getestet. Von jedem Konstrukt konnten mehrere unabhingige Linien gewonnen werden. Die
Zellen wurden in einer Dichte von 1000 Zellen/cm? in 4-Vertiefungskulturschalen (Greiner,
Germany) auf Glaspléttchen plattiert. Diese waren vorher mit Polyornithin beschichtet
worden. Die Zellen wuchsen dann einen Tag in Vollmedium; ab dem nédchsten Tag wurde das
Vollmedium durch Differenzierungsmedium ersetzt. Dieses Differenzierungsmedium wurde

dann an jedem zweiten Tag erneuert.

4.2.12. Analyse der genomischen DNA von SMA-Patienten

Auf genomischer DNA von SMA-Patienten ohne Mutationen in den Genen fiir SMN und
IGHMBP?2 (zur Verfligung gestellt von Katja Grohmann, Virchow Kliniken, Berlin) und
genomische Kontroll-DNA wurden fiir jedes Exon von AnRNP-R und -Q inklusive der
flankierenden Intronbereiche PCRs mit den folgenden Primerpaaren durchgefiihrt: R-EX1-up
und R-Ex1-low, R-Ex2-up und R-Ex3-low, R-Ex4-up und R-Ex4-low, R-Ex5-up und R-Ex5-
low, R-Ex6-up und R-Ex6-low, R-Ex7-up und R-Ex7-low, R-Ex8-up und R-Ex8-low, R-Ex9-

up und R-Ex9-low, R-Ex10-up und R-Ex10-low, Q-Ex1-up und Q-Ex1-low, Q-Ex2-upa und
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Q-Ex3-lowa, Q-Ex4-up und Q-Ex5-low, Q-Ex6-up und Q-Ex6-low, Q-Ex7-up und Q-Ex7-
low, Q-Ex8-up und Q-Ex9-low, Q-Ex10-up und Q-Ex10-low. Zum Teil befinden sich zwei
Exone auf einem PCR Produkt, wenn der Abstand der Exone voneinander dieses zulief3. Die
so erhaltenen PCR Produkte wurden dann mit den folgenden Primern sequenziert: R-EX1-up,
R-Ex2-up, R-Ex3-low, R-Ex4-up, R-Ex5-up, R-Ex6-up, R-Ex7-up, R-Ex8-up, R-Ex9-up, R-
Ex10-up, Q-Ex1-up, Q-Ex2-upa, Q-Ex3-lowa, Q-Ex4-up, Q-Ex5-low, Q-Ex6-up, Q-Ex7-up,
Q-Ex8-up, Q-Ex9-low, Q-Ex10-up. Die sich erhaltenen Sequenzen wurden mit den
genomischen Regionen beider Gene aus den Datenbanken verglichen. Hierzu wurde die

Software SeqMan verwendet.
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5. ERGEBNISSE

5.1. Polyklonale Antikorper gegen hnRNP-R und hnRNP-Q

5.1.1. Zielsetzung
Antikorper sind immer ein wertvolles Instrument zur Charakterisierung der biochemischen
und physiologischen Eigenschaften eines Proteins. In diesem Falle sollten sie hergestellt

werden, um die zelluldre Rolle von hnRNP-R und —Q zu charakterisieren.

5.1.2. Herstellung polyklonaler Antikorper gegen hnRNP-R und -Q
Aufgrund der hohen Homologie von hnRNP-R und —Q wurden N-terminale Peptide gewihlt,
die sich hinsichtlich ihrer Sequenz deutlich voneinander unterscheiden. Es handelt sich

hierbei jeweils um die ersten 18 Aminosduren (Abbildung 5.1.).

hnRNP-R MANQ VNGNAVQLKEEEEPMDT SSVTHTEHYKTLIEAGLPQKV 42

hnRNP-Q MATEHVNGNGT ————— EEPMDTTSAVIHSENFQTLLDAGLPQKV 39

Abbildung 5.1.1.: Position der Peptide zur Antikorperherstellung
Gezeigt sind die ersten Aminosauren der Proteine hnRNP-R und —Q. Die grau unterlegten

Aminosauren sind als Peptide fur die Immunisierung von Kaninchen verwendet worden.

Diese Peptide wurden zur Herstellung polyklonaler Antikdrper in Kaninchen injiziert. Die
Peptidantiseren wurden auf Westernblots von HEK293-Zellen getestet und detektierten
Banden der erwarteten molekularen GroBen. Die Spezifitdt und Sensivitdt der Seren variiert

hierbei zwischen den Serumentnahmen (Abbildung 5.1.2.).
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Abbildung 5.1.2.: Kaninchenantiserentest

Aus HEK293 Zellen wurden Lysate hergestellt, diese in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt
und davon Westernblots hergestellt. Diese Blots wurden dann entlang der Laufrichtung in
Streifen geschnitten und wie beschriftet mit den einzelnen Seren geprobt. Alle Seren, mit
Ausnahme der Praimmunseren detektierten mehr oder weniger gut die Proteine hnRNP-R oder
—Q. Die Bande fiir hnRNP-R liegt bei 82 kD, die fir hnRNP-Q bei 74kD und 69kD.

5.1.3. Zusammenfassung

Es konnten polyklonale Antiseren gegen hnRNP-R und —Q hergestellt werden, welche in
Zelllysaten die jeweils richtige Bandengrofe detektieren. Beide hnRNPs konnten ebenfalls
auf Westernblots von Mausgeweben nachgewiesen und durch Priadsorption mit den
entsprechenden Peptiden blockiert werden (Abbildung 5.3.1. und 5.3.2.). Auf diesen
Gewebeblots zeigte sich allerdings— anders als bei HEK293-Zellen — nur eine Bande fiir
hnRNP-Q, was darauf hindeutet, dass in Mausgewebe nur eine hnRNP-Q-Isoform exprimiert
wird, in menschlichen Zellen hingegen zwei.

Leider eignet sich nur eines der Seren gegen hnRNP-R auch gut flir immunhistochemische
Untersuchungen (Abbildung 5.1.3.). Mit den anderen drei Seren beobachteten wir zuviel
unspezifische Hintergrundfarbung, die auf einem Westernblot, wie auf Immunhistochemien

zwar auch zu sehen ist, aufgrund der unterschiedlichen Laufhdhen aber nicht als stdrend

empfunden wird (Tabelle 5.1.1.).
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Abbildung 5.1.3.: Verteilung von hnRNP-R in den Zellkérpern von murinen spinalen
Motoneuronen

hnRNP-R wurde in spinalen Motoneuronen im adulten Rickenmark detektiert. Die
Praadsorbtionskontrolle (rechts) mit hnRNP-R-Peptid zeigt einen deutlichen Unterschied zur

Farbung (links).

hnRNP-R hnRNP-Q
Kaninchen Kaninchen Kaninchen Kaninchen
#4283 #4295 #4297 #4299
Westernblot + + + +
Koimmunprizipitation - - - +
Immunhistochemie + +++ - -

Tabelle 5.1.1.: Nutzbarkeit der polyklonalen Antiseren gegen hnRNP-R und -Q

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht liber die Gebrauchsméglichkeiten der im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten Antiseren. Alle vier eignen sich fiir Westernblots und Koimmunprazipitationen,
jedoch ist nur das Antiserum #4295 gegen hnRNP-R auch gut fir immunhistochemische

Untersuchungen zu verwenden.
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5.2. hnRNP-R und hnRNP-Q) interagieren mit Wildtyp-Smn, aber nicht mit

mutierten Isoformen, die bei Patienten mit SMA identifiziert wurden

5.2.1. Zielsetzung
Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die von Wilfried Rossoll mittels des Yeast-Two-
Hybrid-Verfahrens gefundenen Interaktionen von hnRNP-R und —Q mit Smn zu bestétigen

und genauer zu charakterisieren.

5.2.2. hnRNP-R und —Q interagieren mit Smn, aber nicht mit trunkiertem Smn

Um die durch Wilfried Rossoll mit dem Yeast-Two-Hybrid Verfahren gefundene Interaktion
von hnRNP-R und —Q mit Smn zu bestétigen, wurde die gesamte cDNA von hnRNP-R und —
Q als ,,prey” (englisch fiir Beutetier) fiir direkte Interaktionstests in den Vector pACT-2
kloniert. Als ,bait“ (englisch fiir Koder) wurden, wie bei der urspriinglichen Yeast-Two-
Hybrid Suche, die Exone 2b-7 des Smn-Genes verwendet. In den Exonen 1 und 2a befindet
sich die Sip-1/Gemin-2-Bindestelle (Liu et al, 1997). Dieser Bereich wurde also fiir die Suche
nach neuen Smn-Interaktionspartnern entfernt, um nicht nur den starken Interaktionspartner
Sip-1/Gemin-2 zu fischen. Um die Bindestelle der hnRNPs an Smn zu lokalisieren, wurden
auBBerdem zwei Teilstlicke von Smn, Exon 2b-3 und Exon 4-7 in den Vector pAS2-1 kloniert.
Es ergab sich, dass wie erwartet beide hnRNPs an SMN Exon 2b-7 binden kénnen. Zunéichst
iiberraschend konnten sie aber weder an Exon 2b-3, noch an Exon 4-7 binden (Tabelle 2.1.).
Moglicherweise findet die Interaktion in der Mitte des Proteins statt, oder es wird fiir die

Bindung das ganze Protein benoétigt.
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pACT-2 hnRNP-R hnRNP-Q
pAS2-1 - - -
Smn Exon 2b-7 - +++ +++
Smn Exon 2b-3 - - -
Smn Exon 4-7 - - -

Tabelle 5.2.1.: Yeast-Two-Hybrid Interaktionstests mit Smn und trunkiertem Smn
Hefezellen wurden mit Smn, Smn Exon 2b-3, oder Smn Exon 4-7 in pAS2-1 und hnRNP-R oder
—Q in pACT-2 transfiziert. Um direkte Interaktionen festzustellen, wurde dann eine LacZ-

Farbung vorgenommen. Hierbei zeigte sich eine Interaktion von hnRNP-R und —Q nur mit Smn,

nicht aber mit den einzelnen Teilen.

5.2.3. hnRNP-R und -Q interagieren direkt mit Smn

Um mit einer unabhidngigen zweiten Methode zu verifizieren, dass hnRNP-R und hnRNP-Q
tatsdchlich direkt mit Smn interagieren, wurden Koimmunprizipitationen durchgefiihrt.
Hierzu wurden HEK293-Zellen transient mit cDNAs flir AnRNP-R, hnRNP-Q, murines Smn
und GFP als Negativkontrolle transfiziert. Die Zelllysate wurden fiir Immunpréizipitationen
mit beiden Peptidantiseren verwendet. Im Westernblot konnte Smn in Immunpréizipitaten von
Zellen nachgewiesen werden, die zuvor mit Smn transfiziert worden waren. Die Interaktion
zwischen Smn und hnRNP-R und -Q war auch zu sehen, wenn hnRNP-R/ -Q nicht
iiberexprimiert wurden, was darauf hindeutet, dass die endogene Menge an hnRNP-R und

hnRNP-Q in HEK293-Zellen fiir den Nachweis der Interaktion ausreicht (Abbildung 5.2.1.).

51



P w-hnRMNP-F —hnRMNP-C
| I

— L

= =

+ +

or or ! =

o oL o oL

= = = =

o o = E o o= b o=

L £ EF ©c b © E «C

oS ow SN £ own o

S - g

WYWh: o—5Smn

Abbildung 5.2.1.: Smn interagiert direkt mit hnRNP-R und hnRNP-Q.
(Koimmunprazipitationen von Smn mit polyklonalen Antikorpern gegen hnRNP-R und
hnRNP-Q.)

Aus HEK 293 Zellen, die transient mit Expressionsplasmiden fir hnRNP-R, hnRNP-Q, Smn und
GFP (als Negativkontrolle) transfiziert wurden, wurden Lysate hergestellt. Smn lie3 sich mit
hnRNP-R und —Q koprazipitieren. Relativ gro’e Mengen an Smn konnten auch mit Antikérpern
gegen hnRNP-R und hnRNP-Q préazipitiert werden, ohne dass hnRNP-R oder -Q

Uberexprimiert wurden.

5.2.4. hnRNP-R und —-Q interagieren nicht mit in SMA-Patienten gefundenen Formen
von Smn
Weiterhin wurde getestet, ob mutierte Formen von Smn Protein, die denen in SMA-Patienten
entsprechen, ebenfalls mit hnRNP-R oder —Q interagieren. Dazu wurden HEK293-Zellen mit
cDNAs fiir murines Smn und mutierte murine Formen von Smn Protein, welche eine FLAG-
Epitop tragen transient transfiziert. Diese Mutationen entsprechen den humanen Mutationen
E134K, S2621, T2741 , Y272C, G279V, Aexon7, Aexon5, Aexon5 und 7 (Lefebvre et al.,
1995; Rodrigues et al., 1995; Bussaglia et al., 1995; DiDonato et al., 1997; Hahnen et al.,

1997; Talbot et al., 1997; Wirth et al., 1999). Um die Sensibilitdt des Experiments zu erhéhen
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und auch schwache Interaktionen zu detektieren, wurden hnRNP-R oder hnRNP-Q ebenfalls

iiberexprimiert.
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Abbildung 5.2.2.: Koimmunprazipitationen von mutiertem Smn Protein mit polyklonalen
Antikorpern gegen hnRNP-R und hnRNP-Q

Lysate von transfizierten HEK 293 Zellen wurden fiir Koimmunprazipitationen mit hnRNP-Q
oder hnRNP-R und Smn oder einer der mutierten Smn-Formen verwendet, die bei SMA
Patienten gefunden wurden. Alle Smn Proteine waren mit FLAG markiert. Das Prazipitat
wurde flir Westernblot Analysen verwendet

(A) Die Immunprazipitationen wurden mit polyklonalen hnRNP-R oder —Q Antikérpern
durchgefiihrt. Der Nachweis des koprazipierten Smn oder der mutierten Proteine wurde mit
Antikdrpern gegen FLAG durchgefuhrt. Die mutierten Smn Proteine konnten nicht mit hnRNP-
R oder hnRNP-Q Antikérpern koprazipitiert werden

(B) Die Zelllysate wurden durch Westernblots auf die Expression der mutierten SMN Proteine

mit Antikoroern aeaen FLAG getestet.



Westernblots dieser Proteinextrakte mit einem Antikorper gegen FLAG wurden durchgefiihrt
um die Menge an exprimierten mutierten Smn Proteinen zu bestimmen (Abbildung 5.2.2.).

Die Zelllysate wurden fiir Immunprizipitationen mit beiden Antiseren verwendet. In
Westernblots konnte Smn nur in solchen Immunpréizipitaten nachgewiesen werden, die mit
wildtypischem Smn transfiziert worden waren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass

hnRNP-R und —Q nicht mit mutierten Smn Proteinen interagieren (Abbildung 5.2.2.).

5.2.5 Zusammenfassung

Sowohl hnRNP-R, als auch hnRNP-Q kénnen mit Smn interagieren. Beide interagieren, nicht
jedoch mit verkiirzten Doménen, die aus Exon 1b-3 beziechungsweise Exon 4-7 bestehen.
AulBlerdem interagieren beide nicht mit Smn, das nach dem Vorbild SMA-auslosender

menschlicher Smn Proteine mutiert wurde.

5.3. hnRNP-R und hnRNP-Q sind in vielen Geweben exprimiert und im
Riickenmark von Miusen im Laufe der Entwicklung spezifisch

reguliert

5.3.1. Zielsetzung

Ziel der ndchsten Experimente war es, die physiologische Bedeutung von hnRNP-R und —Q
besser zu charakterisieren. Es sollte herausgefunden werden, in welchen Geweben die beiden
Proteine und ihre RNAs exprimiert werden und die Frage geklédrt werden, ob die Expression

von hnRNP-R und —Q wihrend der Entwicklung des Nervensystems der Maus reguliert wird.
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5.3.2. hnRNP-R- und —Q-Verteilung in unterschiedlichen Geweben

Die Expression beider Gene wurde auf Westernblots von Extrakten verschiedener neuronaler
und nichtneuronaler Gewebe der adulten Maus getestet. Fiir hnRNP-R zeigte sich die stdrkste
Bande im Gehirn, geringere Mengen wurden im Riickenmark, dem Herzen, der Lunge, der
Leber und der Milz nachgewiesen. HnRNP-Q fand sich in allen getesteten Geweben. Die
grofften Mengen konnten in der Lunge, der Leber und dem Gehirn, die geringsten in der Niere
und dem Muskel detektiert werden (Abbildung 5.3.1.). hnRNP-R und hnRNP-Q sind also —

wie Smn — in vielen Geweben zu finden.

Rickenrmmark

Serum + BE
priadsarbiart + + + + + + + +
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Abbildung 5.3.1.: Verteilung der hnRNP-R und hnRNP-Q Proteinexpression in
verschiedenen Geweben

Westernblot Analyse der hnRNP-R und hnRNP-Q Proteine in verschiedenen Geweben der
adulten Maus. Gewebelysate wurden in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt, geblottet und mit
Seren gegen hnRNP-R und -Q geprobt. Die polyklonalen Antikdrper zeigten einzelne Banden
(82 kD fur hnRNP-R, 74 kD fir hnRNP-Q). Die Proteinmenge in den verschiedenen Spuren
wurde bestimmt durch Entfernen der Antikérper vom Blot und erneuter Inkubation mit
Antikérpern gegen B-Aktin. Als Kontrolle fir die Spezifitat der hnRNP-R und -Q Antikorper

wurden die Blots aulierdem mit praadsorbierten polyklonalen Antikérpern getestet.
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5.3.3. hnRNP-R- und —-Q-Verteilung in unterschiedlichen Entwicklungsstadien des
Riickenmarkes
Da bei der SMA ausschlieSlich Motoneurone des Riickenmarks betroffen sind, wurde die
Regulierung von hnRNP-R- und —Q Protein in diesem Gewebe in verschiedenen
Entwicklungsstadien untersucht. Das Riickenmark wurden am vierzehnten und neunzehnten
Embryonaltag beziehungsweise nach der Geburt an den Tagen zwei und fiinfzehn, sowie von
adulten, zwolf Monate alten Méusen isoliert. Die Gewebelysate wurden mit beiden Antiseren
getestet. Beide hnRNPs sind wihrend der Entwicklung reguliert, wobei die hochste
Expression wihrend der spdten Embryogenese zu beobachten ist und nach der Geburt stark

abfillt (Abbildung 5.3.2.).
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Abbildung 5.3.2.: Veranderung der hnRNP-R und hnRNP-Q Proteinexpression wahrend
verschiedener Entwicklungsstadien im Riickenmark der Maus

Westernblot Analyse der hnRNP-R und -Q Proteinmengen in embryonalem und postnatalem
Maus Rickenmark. Die polyklonalen Antikdrper zeigten einzelne Banden (82 kD fur hnRNP-R,
74 kD fur hnRNP-Q). Fir Negativkontrollen wurden weitere Blots mit praadsorbierten
polyklonalen Antikérpern getestet. Die Proteinmenge in den verschiedenen Spuren wurde
bestimmt durch Strippen des Blottes und erneutes Inkubieren mit Antikdrpern gegen p-Aktin (42
kD, unten). Die starksten hnRNP-R und -Q Signale wurden am neunzehnten Embryonaltag und
am zweiten Tag nach der Geburt detektiert. Nach dem zweiten Tag wurde die Intensitat des

Signales geringer; die niedrigste Menge fand sich in adulten, zwolf Monate alten Mausen.
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5.3.4. Verteilung der hnRNP-R und hnRNP-Q RNA-Expression in verschiedenen

Geweben und Entwicklungsstadien

Um zu sehen, ob diese Verdnderungen durch transkriptionale oder posttranskriptionale
Mechanismen verursacht werden, wurden RT-PCRs mit RNAs aus verschiedenen Geweben
und Riickenmark zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien durchgefiihrt. Hierzu wurden
Primer aus den kodierenden Regionen der AnRNP-R und hnRNP-Q Gene verwendet

(Abbildung 5.3.3).
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Abbildung 5.3.3.: Regulierung der hnRNP-R und hnRNP-Q RNA-Expression in
verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien

RT-PCR Analyse von hnRNP-R und hnRNP-Q RNA in verschiedenen Geweben und
Entwicklungsstadien. hnRNP-R und hnRNP-Q cDNA Plasmide (je 100 fg) wurden als interne
Kontrolle der Spezifitdt der PCR Reaktion benutzt und RT-PCR mit B-Aktin Primern wurde als

Kontrolle fir vergleichbare RNA-Mengen pro PCR-Reaktion durchgefuhrt.




5.3.5. Zusammenfassung

Das Resultat zeigt, dass beide Proteine weitgehend ubiquitidr exprimiert werden. Die RNA-
Mengen fiir inRNP-R und -Q schienen im sich entwickelnden und postnatalen Riickenmark
gleich zu sein, was darauf hindeutet, dass die Reduktion der hnRNP-R- und —Q-Menge durch
posttranslationale Mechanismen verursacht wird. Es ist moglich, dass die Interaktion mit
Smn, welches ebenfalls auf Proteinebene im postnatalen Riickenmark reduziert wird, fiir die
Stabilitdt von hnRNP-R und —Q notwendig ist. Diese Beobachtungen wurden bereits frither

fiir SIP-1/Gemin2 beschrieben (Wang und Dreyfuss, 2001; Jablonka et al., 2001).

5.4. Das hnRNP-R Protein ist in den Axonen der Motoneurone lokalisiert

5.4.1. Zielsetzung

Da sowohl Smn, als auch hnRNP-R und —Q in sehr vielen Geweben exprimiert werden und
alle drei im Riickenmark wéhrend der Entwicklung reguliert werden, war es das Ziel der
folgenden Experimente herauszufinden, ob Smn in den Motoneuronen mit hnRNP-R und —Q
kolokalisiert. Da bei der SMA besonders die Axone der Motoneurone von einer Mutation in
SMN betroffen sind wiirde eine Kolokalisation in diesen Zellen auf eine funktionelle
Beziehung zwischen den Proteinen in Bezug auf die Krankheit hinweisen. Um dieses im
Detail zu untersuchen, wurde die Lokalisation der Proteine in Neuronen des Riickenmarkes in
situ und in Zellkultur untersucht. Ungliicklicherweise trat mit beiden hnRNP-Q Antiseren ein
signifikanter Hintergrund in den Férbungen von Gewebeschnitten sogar nach der
Praadsorption auf, sodass sie leider nicht fiir diese Untersuchungen verwendet werden

konnten.
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5.4.2 hnRNP-R und Smn kolokalisieren in den Motoneuronen des Riickenmarkes

Riickenmarksschnitte von adulten Mausen wurden mit dem Peptidantiserum gegen hnRNP-R
und monoklonalen Antikorpern gegen Smn doppelt gefarbt. Es wurde eine spezifische
hnRNP-R Firbung der Motoneurone im Zellkern, dem Zytoplasma und den Neuriten
beobachtet (Abbildung 5.4.1.). hnRNP-R kolokalisierte mit Smn im Zytoplasma und den
Neuriten. Im Gegensatz zu Smn, welches sich in gem-dhnlichen Strukturen im Zellkern

konzentriert, farbte hnRNP-R diese nuklearen Strukturen nicht (Abbildung 5.4.1.).
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Abbildung 5.4.1.: Subzelluldre Verteilung von hnRNP-R und Smn in Motoneuronen
hnRNP-R und Smn finden sich in den Zellkérpern und Neuriten von murinen spinalen
Motoneuronen. Smn konnte zuséatzlich im Kern in Strukturen nachgewiesen werden, die wie

Gems aussehen. hnRNP-R war nicht in gem-ahnlichen Strukturen angereichert.

5.4.3. hnRNP-R ist in einem Neuriten angereichert

Um zu definieren, ob hnRNP-R mehr in Axonen oder Dendriten vorkommt, wurden
kultivierte embryonale spinale Motoneurone gefdrbt. Die Motoneurone wurden aus
Mausembryonen am vierzehnten Embryonaltag entnommen und sieben Tage lang kultiviert.
Die fixierten Zellen wurden dann mit dem anti-hnRNP-R Serum und monoklonalen

Antikorpern gegen Smn gefarbt. Als Kontrolle wurde prdadsorbiertes hnRNP-R Antiserum
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verwendet (Abbildung 5.4.2.). Diese Experimente bestétigten die Ergebnisse der zelluldren
Farbung an Riickenmarksschnitten in vivo. Interessanterweise erschien in der hnRNP-R-
Féarbung an kultivierten Motoneuronen ein Neurit stirker markiert, wéhrend bei der Smn-

Féarbung, alle Neurite gleich stark gefarbt waren.

praadsorbiert
Zusammenstellung o—hnRNP-R

Abbildung 5.4.2.: Subzelluldre Verteilung von hnRNP-R und Smn in kultivierten
embryonalen Motoneuronen

SMN war im Zellkern in gem-ahnlichen Strukturen, im Zytoplasma und den Neuriten nachweisbar.
hnRNP-R fand sich im Zellkern, aber nicht in gem-ahnlichen Strukturen, im Zytoplasma und
besonders deutlich in einem Neurit.
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5.4.4. hnRNP-Rist in den Axonen von Motoneuronen lokalisiert

Um herauszufinden, ob es sich bei dem stérker gefdarbten Neurit um das Axon handelt, wurde
eine Doppelfiarbung mit dem monoklonalen Antikoérper gegen den Axonmarker Phospo-tau-1
(Klon PC1C6) durchgefiihrt. Dieses Experiment zeigte, dass hnRNP-R hauptsichlich in den

Axonen konzentriert ist (Abbildung 5.4.3.).

o

ci~-hnRNP-R 2um B Phospho-tau Zusammenstalung

Abbildung 5.4.3.: Kolokalisation von hnRNP-R und dem axonalen Marker PC1C6 anti-
phospho-tau

In rot ist die hnRNP-R Farbung eines sieben Tage lang kultivierten spinalen Motoneurons
gezeigt. In grin wird Phospo-tau-1 im Zytoplasma und im Axon sichtbar. In der
Zusammenstellung erscheint das Axon gelb. HnRNP-R wird also, wie Phospo-tau-1 spezifisch

im Axon exprimiert.

Um diese axonale Lokalisation von hnRNP-R in vivo zu verifizieren, wurden Querschnitte
durch den Ischiasnerv mit dem Antiserum gegen hnRNP-R und monoklonalen anti-Smn
Antikorpern gefarbt. In den Axonen wurde eine starke, spezifische hnRNP-R-Férbung

beobachtet, in den Schwannzellen jedoch nicht (Abbildung 5.4.4.).
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Abbildung 5.4.4.: Subzelluldre Verteilung von hnRNP-R im Ischiasnerv der adulten Maus

Querschnitte des Ischiasnervs wurden doppelt geféarbt gegen hnRNP-R (A, E, 1) und Smn (B, F,
J). hnRNP-R war nachweisbar in den Axonen. Smn wurde in niedrigen Mengen ebenfalls im
Axon und den umgebenden Zellen gefunden. Die entsprechenden Zusammenstellungen finden
sich in C, G, K und die Spezifitatskontrollen mit praadsorbierten hnRNP-R Antiseren sind in D, H,

L gezeigt.

5.4.5. hnRNP-R befindet sich hauptsichlich in den Axonen motorischer Nerven

Um herauszufinden, ob hnRNP-R bevorzugt in den Axonen von vorwiegend motorischen
oder sensorischen Nervenstrangen exprimiert wird, wurden auch Farbungen anderer Nerven
durchgefiihrt: der Nervus fazialis und der Nervus phrenicus, die fast ausschlieBlich

motorische Fasern enthalten und der Nervus perinealis, einem hauptsdchlich sensorischen
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Nerv (Abbildung 5.4.5.). Im motorischen Nervus fazialis und Nervus phrenicus war eine
starke Farbung zu sehen, im sensorischen Nervus perinealis waren jedoch nur einzelne Fasern
gefarbt. Dieses weist darauf hin, dass hnRNP-R hauptséchlich in Axonen motorischer Nerven

vorkommt.

Mervus phrenicus  Mervus facialls Ischiasnery  MNervus pennealls

C

o~-hnRNP-R

praasorplenes
a~-hnRNP-R

Abbildung 5.4.5.: Querschnitte durch verschiedene Nervenstringe

Die Abbildung zeigt Querschnitte durch den Nervus phrenicus (A, a), den Nervus fazialis (B, b),
den Ischiasnerv (C, ¢) und den sensorischen Nervus perinealis (D, d). Alle Schnitte wurden gleich
behandelt und parallel im gleichen Experiment geféarbt. A-D zeigen die Detektion des hnRNP-R-
Antiserums, a-d die dazugehdrigen Praadsorbtionskontrollen. Eine starke Farbung fand sich in
den vorwiegend motorischen Nerven (N. phrenicus und fazialis). Im Ischiasnerv erschienen nur
einzelne Fasern stark gefarbt, wahrend sie im sensorischen Nervus perinealis nur sehr schwach

gefarbt waren.

5.4.6. Zusammenfassung

hnRNP-R ist in den Motoneuronen des Riickenmarkes der Maus mit Smn kolokalisiert. Es
findet sich jedoch nicht in gem-dhnlichen Strukturen. Anders als Smn wird hnRNP-R im
Axon stirker angefdrbt, als in den Dendriten. Diese axonale Lokalisation ist in motorischen

Nerven wesentlich kriftiger, als in sensorischen. Dieses weist darauf hin, dass hnRNP-R eine
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wichtige Rolle in motorischen Axonen spielt, welche bei Patienten mit SMA besonders stark

betroffen sind.

5.5. Analyse der genomischen Regionen von AznRNP-R und hnRNP-Q

5.5.1. Zielsetzung

Ziel dieser Experimente war es, mehr iiber die genomische Struktur der AnRNP-R und
hnRNP-Q Gene zu erfahren. Es wird fiir die spatere Herstellung einer sogenannten Knockout-
Maus wichtig sein, die Intron/Exon-Struktur der beiden Gene zu kennen und zu wissen, ob es

hnRNP-R und hnRNP-Q Pseudogene gibt.

5.5.2. Durchsuchen einer BAC-Bibliothek

Um BACs zu finden, auf denen sich genomische Sequenzen eines der beiden Gene befinden,
wurden als erste jeweils zwei BAC-Filtersdtze mit einer radioaktiven Probe der gesamten
cDNA von hnRNP-R oder hnRNP-Q getestet. Es wurden fiir snRNP-R 35 solche Klone
gefunden und fir AnRNP-Q 25 (siehe Tabelle 4.1.14.1.). Diese Klone wurden mit den
Restriktionsenzymen EcoRI fiir AnRNP-R und Xbal fiir sinRNP-Q verdaut und es wurden
Southernblots hergestellt. Diese wurden mit Sonden — welche die gesamte cDNA von AnRNP-
R und hnRNP-Q enthielten — hybridisiert, um abzuschitzen, ob sich die gesamte kodierende
Region der Gene auf einem Fragment findet oder auf mehreren. Aulerdem wurde dadurch
getestet, ob sich verschiedene Bandenmuster ergeben, was auf das Vorkommen von Gen-
Duplikationen oder Pseudogenen hindeutet. Fiir znRNP-R konnten die BACs in drei Gruppen
eingeteilt werden. Dieses weist auf das Vorhandensein von zwei Pseudogenen hin. Eine
Gruppe wies fiinf Banden auf, die beiden anderen jeweils nur eine (Abbildung 5.5.1.A). Fiir

hnRNP-Q fand sich nur eine Gruppe mit je einer Bande (Abbildung 5.5.1.B).
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5.5.3 Zusammenfassung

Diese Untersuchungen liefern erste Hinweise darauf, dass es fiir -znRNP-R zwei Pseudogene

gibt, fir AnRNP-Q jedoch nicht. AuBlerdem scheint das murine AnRNP-R, wie auch das

humane, eine komplexe Intron/Exon-Struktur zu haben.

A B

hnRMP-& hnRMP-G

Gruppe 1
Gruppe 2
Gruppe 3

- o
10 kB-=- !

3 kB-
3 kg=

Abbildung 5.5.1: Analyse der genomischen Regionen von hnRNP-R und hnRNP-Q
Southernblots von EcoRI- (hnRNP-R) und Xbal- (hnRNP-Q) verdauten BAC-Klonen wurden mit
der radioaktiv markierten cDNA von hnRNP-R (A) oder hnRNP-Q (B) geprobt.

Im Falle von hnRNP-R ergaben sich drei verschiedene Bandenmuster, welche exemplarisch in
(A) dargestellt sind. Die geschatzte Kilobasenanzahl der jeweiligen Banden betragt fir Gruppe
1: 1,9 kB; 3,6 kB; 5,7 kB; 8 kB und 2 kB; Gruppe 2: 6 kB; Gruppe 3: 12 kB. Fir hnRNP-Q wurde

nur eine Sorte BAC-Klone gefunden. Die Bande ist etwa 13 Kilobasen grol3. Ein Beispiel hierfur
findet sich in (B).
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5.6. Analyse der genomischen Regionen von AnRNP-R und hnRNP-Q bei

SMA-Patienten ohne Mutation im SMN-Gen

5.6.1. Zielsetzung

Nur 95% aller SMA-Patienten tragen eine Mutation im Smn-Gen (Rudnik-Schoneborn et al.,
1996). Da bei diesen Patienten ein anderer genetischer Defekt vorliegen muss und hnRNP-R
und —Q mit Smn interagieren, kdnnte es sein, dass einige von ihnen eine Mutation in einem
der beiden hnRNPs aufweisen. Ein wie in SMA-Patienten mutiertes Smn kann nicht an
hnRNP-R oder —Q binden. Daher ist es moglich, dass eine Mutation, die diese Bindung von

Seiten des hnRNPs verhindert, denselben Phanotyp hervorrufen konnte.

5.6.2 Im menschlichen AnRNP-R-Gen gibt es Polymorphismen

Um zu sehen, ob auch eine Mutation in AnRNP-R oder hnRNP-Q zur SMA fiihren kann,
wurde die genomische DANN von 15 Patienten, welche sowohl ein intaktes SMN Gen als
auch ein intaktes Gen fir /GHMBP2 aufwiesen, untersucht. Es wurden samtliche Exone von
hnRNP-R und —Q einschlieBlich der angrenzenden Intronsequenzen, welche fiir ein korrektes
Spleiflen notwendig sind, sequenziert. Fiir snRNP-R konnte ein Polymorphismus im fiinften
Exon gefunden werden, der jedoch nicht zu einer verédnderten Aminosiduresequenz oder einer
Anderung in SpleiBstellen fiihrt. Er befindet sich stets gleichzeitig an den Positionen G557A
(E185E) und G610A (Q203Q). Im Gen fiir AnRNP-Q konnte keine Verdnderung gefunden

werden (keine Abbildung).
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5.6.3 Zusammenfassung

Bei den untersuchten SMA-Patienten konnte keine Mutation in AnRNP-R oder hnRNP-Q
gefunden werden, die im jeweiligen Protein aktiv wiirde. Trotzdem ist natiirlich nicht
auszuschlieBen, dass SMA durch Mutationen in #nRNP-R oder —Q verursacht werden konnte

und nur bei den von mir untersuchten 15 Patienten keine solche Mutation zu finden war.

5.7. Die Editierung von GluR2 ist bei Smn-/~;hSMN2-Miusen

unverandert

5.7.1. Zielsetzung

HnRNP-Q wurde als Komponente des apobec-1 Editosomes identifiziert (Lau et al., 2001). Es
agiert dort als Inhibitor des ApoB-mRNA-Editings (Blanc et al.,, 2001). Die am besten
bekannte mRNA, welche spezifisch im Nervensystem editiert wird, ist die des AMPA-
Rezeptors Untereinheit GluR-B/ GluR2. Durch ihre Editierung wird die Calciumpermeabilitit
des Rezeptors beeinflusst (Higuchi et al., 2000). Eine weitere Interaktion von SMN mit dem
Glutamatrezeptor des N-methyl-D-aspartate (NMDA) Untertyps wurde von Andreassi et al,
2002 aufgezeigt. Die Aktivierung des NMDA-Rezeptors erhoht die Menge an SMN in
primiren Neuronen (Andreassi et al., 2002). Es bestand also die Moglichkeit, dass diese
Editierung durch eine gestorte Interaktion von Smn und hnRNP-Q in Smn-defizienten

Mausen nicht richtig vollzogen werden kann.
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5.7.2. Die GluR2-mRNA in Smn-/-;SMN2-Miusen entspricht der des Wildtyps
Um zu testen, ob in Smn -/-; SMN2 Mausen die Editierung dieser GluR2-mRNA gestort ist,
wurde RT-PCR mit RNAs aus Hirnen am ersten Tag nach der Geburt, dem zwolften und

elften Embryonaltag durchgefiihrt (Tabelle 5.7.1.).

Smn-/-;SMN2 Smn+/+;SMN2 (Wildtyp)
Postnataltag 1 Adenin Adenin
Embronaltag 12 Adenin Adenin
Embronaltag 11 Adenin Adenin
Embronaltag 10 keine Angabe keine Angabe

Tabelle 5.7.1: Auf GluR2-Editierung untersuchte Stadien und Genotypen
Die Tabelle zeigt die untersuchten Stadien und Genotypen und gibt an, ob an der Q/R-

Editierungsstelle ein Adenin oder Inosin liegt.

Es wurden Primer aus der kodierenden Region des GluR2 verwendet, welche zu beiden Seiten
der Q/R-Editierungsstelle lagen (Carlson et al., 2000). AnschlieBend wurden die PCR-
Produkte mit den 3°->5’-Primer (antisenseprimer) sequenziert, um zu sehen, ob Adenin zu
Inosin editiert wurde. Inosin wiirde anders als Adenin, welches nur mit Uracil (bzw. Thymin)
paart auch mit Adenin oder Cytosin paaren. In allen untersuchten Entwicklungsstadien war
das nicht der Fall und es war in der Sequenz stets eindeutig ein T fiir den reinen
Adeningegenspieler Thymin zu lesen (Abbildung 5.7.1.). Die Inhibition der Editierung ist
also durch die geringere Menge an SMN nicht gestort worden. Eine Untersuchung am zehnten
Embryonaltag war wegen maternaler Kontamination der Genotypisierungs-PCR leider nicht

moglich.
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Abbildung 5.7.1.: Q/R-Editierungsstelle in Smn-/-;SMN2-Mausen

Zu sehen ist ein Abschnitt der RT-PCR-Sequenz der Umgebung der Q/R-Editierungsstelle des
GluR2. Mit Pfeil markiert ist die Editierungsstelle, welche entsprechend dem Adenin der Sequenz,
wie beim Wildtyp ein Thymidin zeigt. Diese Sequenz wurde von einem 12 Tage alten Embryo

angefertigt.

5.8. Die Morphologie Kkultivierter Motoneurone von Smn-defizienten

Mausen ist verandert

5.8.1. Zielsetzung

Es ist bekannt, dass die Motoneurone in SMA-Patienten und auch im Mausmodell zuerst
auswachsen und dann mit Eintritt der Erkrankung degenerieren. Das Ziel der folgenden
Experimente war es Hinweise darauf zu bekommen, ob sich diese Smn-defizienten
embryonalen Motoneurone beziiglich ihres Uberlebens oder ihrer Morphologie von denen
wildtypischer Miuse unterscheiden und wenn ja: wodurch. Hierzu wurden aus Mauslinien mit
verschieden starken Smn-Defizienzen und von Sip-1/Gemin-2-defizienten Maéausen

Embryonen am vierzehnten Embryonaltag verwendet.
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5.8.2. Die Uberlebensrate der Kkultivierten Motoneurone ist bei SMN-defizienten

Maiusen nicht verindert.

Am vierzehnten Embryonaltag wurden Motoneuronkulturen angelegt. Es wurden sechs
verschiedene Genotypen analysiert: Aus Verkreuzungen von Smn+/- (Schrank et al., 1997) X
Gemin2+/- (Jablonka et al., 2002) die Genotypen Smn+/+;Gemin2+/+ (Wildtyp), Smn+/-
;Gemin2+/+ (Smn+t/-), Smn+/+;Gemin2+/- (Gemin2+/-), Smn+/-;Gemin2+/- (Smn+/-
;Gemin2+/-) und aus Verkreuzungen von Smn+/-;SMN2 X Smn+/-;SMN2 (Monani et al.,
2000) die Genotypen Smn+/+;SMN2 und Smn-/-;SMN2. (Abbildung 5.8.1.) Die kultivierten
Motoneurone aller sechs Genotypen zeigten in An- und Abwesenheit der neurotrophen

Faktoren CNTF und BDNF die gleichen Uberlebensraten (Abbildung 5.8.2.).
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Aufgangslinien :

Abbildung 5.8.1.: verwendete Mauslinien

Verkreuzungen von Smn+/-;:SMN2 X Smn+/-;SMN2 (lila; (Monani et al., 2000)) ergeben die
Genotypen Smn+/+;SMN2 (grau) und Smn-/-;SMN2 (rot) und Verkreuzungen von Smn+/- (gelb;
(Schrank et al, 1997)) X Gemin2+/- (blau;(Jablonka et al., 2001)) die Genotypen
Smn+/+;Gemin2+/+ (schwarz; Wildtyp), Smn+/-;,Gemin2+/+ (gelb; Smn+/-), Smn+/+;Gemin2+/-
(blau; Gemin2+/-), Smn+/-;Gemin2+/- (griin; Smn+/-;Gemin2+/-)

wverwendete Linien :

Gemin

Geming

71



110

100 -
[ T Smn +/+; SMN2 mit Faktoren
Is 90 Smn +/+; SMN2 ohne Faktoren
[]
£ 80 | —@— Smn -/-; SMN2 mit Faktoren
8
[] —0O—Smn -/, SMN2 ohne Faktoren
= 70
g —e— Wildtyp mit Faktoren
t
:'d__'.’ 60 —O— Wildtyp ohne Faktoren
i
© .
oY Smn +/- mit Faktoren
2 50
2] Smn +/- ohne Faktoren
=
£ 40 Gemin2 +/- mit Faktoren
i3 -
Q. .
¢ 30 \\I Gemin2 +/- ohne Faktoren
=]
[ \ Smn +/-;Gemin2 +/- mit Faktoren
8 20 A :
o = T
o | \35 Smn +/-;Gemin2 +/- ohne
S & T Faktoren
10 o
0

0 1 3 5 7

Tage in Kultur

Abbildung 5.8.2.: Uberlebenskurve

Gezeigt sind die Uberlebenskurven alles sechs analysierten Motoneuronengenotypen, ohne
neurotrophe Faktoren (ohne Faktor, leere Kreise) und mit Zugabe von CNTF und BDNF zur
Kultur (mit Faktor, gefiillte Kreise). Die beiden wildtypischen Genotypen sind in grau und
schwarz, die genetisch manipulierten farbig dargestellt (siehe auch Legende Abbildung 5.8.1.).
Die Uberlebenskurven unterscheiden sich in diesen sieben Tagen zwischen den Genotypen
nicht. Am siebten Tag haben mit Faktor etwa 70% der Neurone Uberlebt, ohne jedoch nur etwa
12%. Alle weiteren Untersuchungen und Abbildungen unter 5.8. beziehen sich auf den siebten
Kulturtag mit Zugabe von CNTF und BDNF.

5.8.3. In Smn-defizienten Miusen ist die Zahl der ,,unpolaren* Motoneurone erhoht

In Motoneuronenkulturen finden sich neben Motoneuronen mit einem deutlich von den
Dendriten unterscheidbaren Axon auch solche, bei denen diese Unterscheidung nicht moglich
ist. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sich auch nach einer Doppelfarbung gegen Map-2 und

Phospho-tau nicht ausmachen ldsst, bei welchem Neuriten es sich um das Axon handelt.
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Erstere werden im Folgenden als ,,polare® Motoneurone bezeichnet, solche, bei denen man

nicht zwischen Axon und Dendriten unterscheiden kann, als ,,unpolare* (Abbildung 5.8.3.).

Smin i+ SN2 Smin -~ ShMNZ

H p:lla.ll

“unpolar*

Abbildung 5.8.3.: ,,Polare und unpolare*“ Motoneurone der Genotypen Smn+/+;SMN2 und
Smn-/-;SMN2

Abgebildet sind ,polare und unpolare® Motoneurone von Smn+/+;SMN2- (A und D) und
SMN-/-;SMN2-Mausen (B, C, E und F). (B) und (E) zeigen Beispiele von wildtypisch
aussehenden SMN-/-;SMN2-Motoneuronen, (C) und (F) Formen die speziell in Kulturen des
Genotyps Smn-/-;SMN2 auftreten.

In Kulturen von wildtypischen Motoneuronen und beim Genotyp Smn+/+;SMN2 finden sich
etwa 10% solche ,,unpolare Motoneurone. Bei den anderen vier Genotypen ist der Anteil der
,polaren Motoneuronen an der Kultur statistisch signifikant reduziert. Mit Abstand am
stirksten in den Smn-/-;SMN2-Kulturen (nach t-Test: Smn+/- p=0,0007, Gemin2+/- p=0,0120,
Smn+/-;Gemin2+/- p=0,0343; Smn-/-;SMN2 p<0,0001) (Abbildung 5.8.4.).
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Abbildung 5.8.4.: Kulturen von Smn- und Sip-1/Gemin-2-defiziente Mause enthalten
weniger ,,polare“ Motoneurone als solche von wildtypischen

Die Abbildung zeigt den Anteil ,polarer Motoneurone in den Kulturen. Bei Wildtyp-
Motoneuronenkulturen und beim Genotyp Smn+/+;SMN2 finden sich etwa 10% ,unpolare®
Motoneurone. Bei den anderen vier Genotypen ist der Anteil der ,polaren Motoneuronen an der
Kultur statistisch signifikant reduziert (nach t-Test: Smn+/- p=0,0007, Gemin2+/- p=0,0120,
Smn+/-;Gemin2+/- p=0,0343; Smn-/~;SMN2 p<0,0001).

5.8.4. In Smn-defizienten Miusen ist die Morphologie der Motoneurone verindert
Die Axonldnge der ,,polaren Motoneurone ist in den Kulturen der Genotypen Smn+/-
;Gemin2+/- und Smn-/-;SMN2 reduziert (nach t-Test: Smn+/-;Gemin2+/- p=0,0119 und Smn-

/-;SMN2 p=0,0091) (Abbildung 5.8.5.).
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Abbildung 5.8.5.: Die Axonldngen ,polarer Smn+/-;Gemin2+/- und Smn-/-;SMN2-
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Motoneurone sind reduziert

Bei den ,polaren Zellen unterscheiden sich Smn+/-;Gemin2+/- und Smn-/~;SMN2 in ihrer
Axonlange vom Wildtyp (nach t-Test: Smn+/-;Gemin2+/- p=0,0119; Smn-/-;SMN2 p=0,0091). Die
Langen der Smn+/- und der Sip-1/Gemin-2+/- Axone sind nicht signifikant kirzer, als die des
Wildtypes.

Innerhalb der Gruppe der ,,polaren* Motoneurone finden sich keine Unterschiede hinsichtlich

der Dendritenldnge (Abbildung 5.8.6.).
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Abbildung 5.8.6.: Die Dendritenléngen sind nicht unterschiedlich
Die Dendritenlangen aller sechs Genotypen unterscheiden sich nicht signifikant von denen bei

wildtypischen Motoneuronenkulturen und beim Genotyp Smn+/+;SMN2

Betrachtet man die Gesamtldange aller Neuriten in ,,unpolaren‘ Motoneuronen, so finden sich

beim Genotyp Smn-/-;SMN2 signifikant kiirzere Neuriten (nach t-Test p<0,0001). Diese
Tendenz ldsst sich auch bei den Genotypen Smn+/-, Gemin2+/- und Smn+/-;Gemin2+/-
beobachten. Sie ist dort allerdings statistisch nicht signifikant (Abbildung 5.8.7.). Auch bei
den ,unpolaren” Smn-/-;SMN2-Motoneuronen finden sich wieder solche mit nicht

wildtypischem Aussehen (Abbildung 5.8.3.D-F). Dieses zeigt, dass die Morphologie von
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Motoneuronen, welche zu wenig Smn Protein enthalten, bereits vor dem Auftreten eines

Phénotyps der Méuse verdndert ist.
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Abbildung 5.8.7.: Die Neuritengesamtlange unpolarer Motoneurone des Genotyps
Smn-/-;SMN2 ist reduziert

Die Gesamtlange aller Neuriten bei unpolaren Motoneuronen ist nur beim Genotyp
Smn-/-;SMN2 signifikant reduziert (nach t-Test p<0,0001).

5.8.5. Zusammenfassung

Motoneuronenkulturen von allen sechs verwendeten Mauslinien zeigten sowohl die gleichen
Uberlebensraten, als auch die gleichen Dendritenlingen. Alle Smn-defizienten Mauslinien
unterschieden sich allerdings vom Wildtyp im Anteil der ,,unpolaren* Neurone an der Kultur,
wobei nur beim Genotyp Smn-/-;SMN2 auch die Neuritengesamtlinge der ,,unpolaren‘
Motoneurone reduziert war. Die Axonldngen waren bei diesem und beim Genotyp Smn+/-;

Gemin2+/- signifikant reduziert. Die Verdnderungen betreffen also hauptsidchlich den
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einzigen Genotyp der bei den Maiusen einen deutlich sichtbaren Krankheitsphinotyp

hervorruft: Smn-/-;SMN2.

5.9. Uberexpression von hnRNP-R und hnRNP-Q in Nervenzellen fiihrt

zu vermehrtem Neuritenwachstum

5.9.1. Zielsetzung

Da also Smn an der Ausbildung der Morphologie von Nervenzellen teilhat, war es interessant
zu erfahren, ob auch hnRNP-R und hnRNP-Q das Neuritenwachstum beeinflussen. Da es,
anders als fiir Smn fiir diese beiden Gene noch keine Knockout Méuse gibt, wurde ein anderes
System zur Erforschung des Auswachsens von Neuriten gewihlt. PC12-Zellen wachsen,
wenn sie mit NGF behandelt werden, Neuriten aus. Bringt man nun, via Expressions-Plasmid,
ein Gen in diese Zellen ein, so kann man dessen Einfluss auf das Neuritenwachstum

beobachten.

5.9.2. Die Uberexpression von hnRNP-R und -Q in PC12-Zellen fiihrt zu vermehrtem

Neuritenwachstum
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Die hnRNP-R und -Q cDNAs in pcDNA3 (Abbildung 5.9.1.A) und pcDNA3 als Kontrolle

wurden stabil in PC12-Zellen transfiziert (Abbildung 5.9.2.).

- | . witabve o B
R RMA H RRM2 [{PUBVES T eeG-Domane |

Abbildung 5.9.1.: Konstrukte zur Herstellung stabiler Zelllinien

Beispielhaft fur beide hnRNPs ist hier die in pcDNA3 klonierte hnRNP-R Genstruktur gezeigt. (A)
zeigt das komplette hnRNP-R Gen mit den beiden RNA recognition motifs (RRM1 und 2) dem
putativen RRM3 und der RGG-Domane, an welche Smn bindet. (B) zeigt das RRM1 und 2-
deletierte Konstrukt RRRM, in welchem die zwei funktionsfahigen RRMs fehlen. Das Produkt
dieses Konstruktes sollte also nicht in der Lage sein, RNA zu binden.

Die so entstandenen Zelllinien und untransfizierte PC12-Zellen wurden sieben Tage lang mit

NGF differenziert und dann mit einem polyklonalen Antikorper gegen Phospho-tau gefarbt.
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Abbildung 5.9.2.: Differenzierte PC12-Zelllinien

Die Abbildung zeigt beispielhaft einige Zellen einer verwendeten PC12-Zelllinie. Die Zellen
wurden angefarbt mit einem monoklonalen Antikorper gegen Phospho-tau. Deutlich zu
sehen ist, dass in den beiden Zelllinien ohne Uberexpression von hnRNPs (oben) die

Neuriten wesentlich kirzer sind als in denen, die mit hnRNP-R oder —Q transfiziert wurden.

An diesen Farbungen wurden die Lingen der Neuriten gemessen. Dabei stellte sich heraus,
dass diejenigen Zellen, welche mit der cDNA von hnRNP-R oder —Q transfiziert worden
waren, signifikant ldngere Neuriten ausbilden (Abbildung 5.9.3) und eine groBBere
Neuritengesamtldnge haben (Abbildung 5.9.4) als jene, die nur mit pcDNA3 oder gar nicht

transfiziert wurden. Die Anzahl der Neuriten ist dabei unveriandert (Abbildung 5.9.5.).
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Abbildung 5.9.3.: Lange des langsten Neuriten der PC12-Linien

Die Abbildung zeigt die Neuritenlangen des jeweils langsten Neuriten an PC12-Zellen und
stabilen Zelllinien nach Transfektion mit pcDNA3 und mit pcDNA3 mit der cDNA von hnRNP-R
oder —Q, sowie der Linien QRRM und RRRM (pcDNA3 mit der cDNA von hnRNP-R oder —Q mit
deletierten RRM-Domanen). Die langsten Neuriten sind in den stabilen Linien mit hnRNP-
Wildtyp-cDNA und der Linie QRRM signifikant l1&anger, als in den beiden Kontrolllinien (nach t-
Test p=0,0010).

5.9.3. hnRNP-R bendotigt seine RNA-Bindestellen um das Neuritenwachstum zu fordern
Um zu sehen, ob dieser Effekt das Vorhandensein der beiden intakten RNA recognition
motifs (RRM, Rossoll und Kroning et al., 2002) erfordert, wurden PC12-Zellen mit hnRNP-R

oder —Q cDNAs ohne die beiden RRMs (RRRM und QRRM) stabil transfiziert (Abbildung
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5.9.1.B). Auch diese Zelllinien wurden sieben Tage lang mit NGF differenziert, mit dem
Antikorper gegen Phospho-tau gefarbt (Abbildung 5.9.6.) und dann vermessen. Hierbei zeigte
sich, dass die Transfektion des QRRM-Plasmides zu einem gesteigerten Auswachsen der
Neuriten, wie bei Transfektion mit Wildtyp-Plasmid fiihrte, das Einbringen von RRRM-
Plasmid jedoch im Vergleich zu pcDNA3-Transfektion keine Verdnderung brachte

(Abbildung 5.9.2.-4.). Die Neuritenzahl war in beiden Féllen nicht verdndert.
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Abbildung 5.9.4.: Neuritengesamtliangen der PC12-Linien

Die Abbildung zeigt die Neuritengesamtlangen an PC12-Zellen und stabilen Zelllinien nach
Transfektion mit pcDNA3 und mit pcDNA3 mit der cDNA von hnRNP-R oder —Q, sowie der
Linien QRRM und RRRM (pcDNA3 mit der cDNA von hnRNP-R oder —Q mit deletierten RRM-
Domaénen). Die Neuritengesamtlangen sind in den stabilen Linien mit hnRNP-Wildtyp-cDNA und
der Linie QRRM signifikant lIanger, als in den beiden Kontrolllinien (nach T-Test p<0,0001).
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7.9

Neuritenzahl

Abbildung 5.9.5.: Neuritenanzahl der PC12-Linien

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Zahlung der Neuritenanzahl an allen sechs PC12-
Zelllinien. Die durchschnittliche Anzahl an Neuriten unterscheidet sich zwischen den Zelllinien
nicht.

5.9.4. Zusammenfassung
hnRNP-R und hnRNP-Q fordern in PC12-Zellen das durch NGF induzierte Auswachsen der
Neuriten. HnRNP-Q vermag dieses auch ohne RNA-Bindedoméne zu tun, hnRNP-R jedoch

nicht.
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PCA12 mit QORBM in pcl PCA2 mit HREBM in pcD

Abbildung 5.9.6.: Differenzierte RRM-Zelllinien

Die Abbildung zeigt beispielhaft einige Zellen der beiden RRM-Zelllinien. Die Zellen wurden mit
einem monoklonalen Antikérper gegen Phospho-tau angefarbt. Deutlich ist zu sehen, dass in
den Zellen mit hnRNP-Q-Uberexpression die Neuriten wesentlich langer sind, als in denen, die
mit hnRNP-R transfiziert wurden.
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6. DISKUSSION

Durch vorangegangene genetische Studien ist es gesichert, dass Mutationen oder Deletionen
im SMNI Gen in der liberwiegend grofliten Zahl der Falle die primdre Ursache fiir die SMA
sind (zusammengefasst in Jablonka und Sendtner, 2003). Trotzdem bleibt unklar, warum eine
Reduktion der Menge an funktionellem Smn Protein zu einer spezifischen Degeneration der
Motoneurone flihrt. Da der Krankheitsphianotyp erst postnatal auftritt, wird es sich vermutlich
nicht um einen frithen Entwicklungsdefekt handeln. Neben anderen Mdglichkeiten konnte
Smn zusitzlich zu seiner Rolle beim Spleilen und der transkriptonellen Regulation andere
motoneuronenspezifische Aktivititen haben, die in anderen Zelltypen nicht so wichtig sind.
Diese Aktivitdten konnten im Smn Protein selbst liegen, oder an der Interaktion mit anderen
Proteinen, die dann ihrerseits wichtige funktionelle Rollen in Motoneuronen spielen.
Interessanterweise ist Smn nicht nur in nuklearen Strukturen der Motoneurone zu finden,
sondern auch im Zytoplasma und speziell in den Axonen (Jablonka et al., 2000; Pagliardini et
al., 2000; Jablonka et al., 2001). Da Motoneurone sehr lange Zellen mit einem sehr
polarisierten Axon sind, ist eine naheliegende Vermutung, dass Probleme innerhalb der
Transportprozesse dieses Neuriten auftreten. Dies konnte erkldren, warum gerade die
Motoneurone so stark betroffen sind. Deshalb konzentriert sich diese Arbeit auf neue

Interaktionspartner, die mit Smn in den Axonen der spinalen Motoneurone kolokalisieren.

6.1. hnRNP-R und hnRNP-Q) interagieren nur mit intaktem Smn

Von Wilfried Rossoll wurden mittels des Yeast-Two-Hybrid Systems zwei Smn-bindende

Proteine aus der Familie der hnRNP Proteine gefunden: hnRNP-R und hnRNP-Q interagieren
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mit Smn nicht nur im Yeast-Two-Hybrid System sondern auch in der Koimmunprézipitation.
Diese Interaktion ldsst sich nur fiir wildtypisches Smn Protein feststellen, jedoch nicht fiir
mutierte Smn Proteine, die den in humanen SMA-Patienten gefundenen Mutationen E134K,
S2621, T2741, Y272C, G279V, Aexon7, AexonS, Aexon5 und 7 entsprechen (Lefebvre et al.,
1995; Rodrigues et al., 1995; Bussaglia et al., 1995; DiDonato et al., 1997; Hahnen et al.,
1997; Talbot et al., 1997; Wirth et al., 1999) oder Smn Proteinen ohne die Region, welche
von Exon 5 und/oder 7 kodiert werden, entsprechen. hnRNP-R und -Q verhalten sich also in
dieser Hinsicht wie andere Smn-Partner, wie zum Beispiel die Sm Proteine oder RHA
(Lorson et al., 1998; Buhler et al., 1999; Pellizzoni et al., 1999; Pellizzoni et al., 2001), die
ebenfalls nicht an mutierte oder trunkierte Smn Proteine binden. Im C-terminalen Teil von
hnRNP-R und —Q befindet sich eine Arginin-Glyzin-reiche Region, welche dem RGG Motiv
in anderen Smn-bindenden Proteinen entspricht (Friesen et al., 2000). In dieser Domine
findet sich die Smn Interaktionsstelle (Mourelatos et al., 2001). Es wird interessant sein zu
sehen, ob posttranslationale Methylierung der Arginine fiir eine gute Bindung an Smn nétig
ist, wie das fir SmD1 und SmD3 gezeigt wurde (Friesen et al., 2000). Die Bindung an
hnRNP-Q koppelt SMN vermutlich an die RNA-Polymerase II (Carty et al., 2002). Diese
Bindung wird also durch die in Patienten gefundenen Mutationen in SMN ebenfalls zerstort.
Ob auch diese fehlende Verbindung zum Entstehen der Krankheit beitrégt ist noch ungeklirt.
Es ist nicht ganz eindeutig, ob hnRNP-R wirklich direkt an Smn bindet. Die Daten von
Mourelatos, 2001 besagen, dass dem nicht so ist, jedoch zeigen sowohl die hier vorgestellten
Ergebnisse (Rossoll und Kroning et al., 2002), als auch die von Carty und Greenleaf, 2002
ein direkte Interaktion in der Koimmunprizipitation. Vorstellbar wire eine Bindung von
hnRNP-R an Smn nicht direkt, sondern zum Beispiel iiber hnRNP-Q1 (Mourelatos et al.,
2001). Gegen diese Mdglichkeit spricht, dass eine Bindung von hnRNP-R an Smn im Yeast-
Two-Hybrid System festgestellt wurde (Rossoll und Kroning et al., 2002) und es in Hefe kein

Homolog zu hnRNP-Q gibt, das als Briicke hétte fungieren konnen.
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Beide Proteine haben auflerdem zwei RRM Domiénen, welche zuvor als RNA
Interaktionsmotive identifiziert wurden (zusammengefasst in (Shamoo et al., 1995), und eine
dritte putative RRM Doméne. Eine RNA-Bindung konnte sowohl fiir hnRNP-R (Rossoll und

Kroning et al., 2002) als auch fiir nRNP-Q (Mourelatos et al., 2001) nachgewiesen werden.

6.2. Die Expression von hnRNP-R und hnRNP-Q

Beide hnRNP Proteine werden, wie das Smn Protein ubiquitdr in verschiedenen adulten
Geweben exprimiert. Natlirlich findet sich auch ihre mRNA in all diesen Geweben. Beide
Proteine werden im Riickenmark dem Entwicklungsstadium der Maus entsprechend reguliert.
Interessanterweise zeigen beide die stirkste Expression um den neunzehnten Embryonaltag.
In dieser Phase der Entwicklung ist das Axonwachstum der Maus am starksten. Es findet sich
also schon bei der schlichten Betrachtung der Proteinexpression ein Hinweis auf einen
Zusammenhang zwischen hnRNP-R und —Q und Axonwachstum. Auf mRNA-Ebene findet
sich diese entwicklungsstadiumsabhdngige Regulation nicht. Die Regulation der

Proteinmenge muss also posttranskriptionell erfolgen.

6.3. hnRNP-R und Smn kolokalisieren in Motoraxonen

Als erster Schritt zur physiologischen Charakterisierung von hnRNP-R und hnRNP-Q wurden
ihre Expressionsmuster in Bezug auf Entwicklung und Gewebe untersucht und festgestellt,
dass beide sowohl auf der mRNA-, als auch auf Proteinebene weitgehend weitrdumig

exprimiert werden. Die hochste Expression von hnRNP-R und —Q wéhrend der Entwicklung
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des Riickenmarkes fand sich wéhrend der spiten Embryogenese, um den neunzehnten
Embryonaltag. Interessanterweise scheint diese Reduktion der hnRNP-R und —Q Proteinlevel
nach der Geburt durch posttranskriptionale und/oder posttranslationale Mechanismen bedingt
zu sein, wie das auch schon vorher fiir SIP-1/Gemin2 beobachtet wurde (Jablonka et al.,
2001). Dieses legt nahe, dass die Interaktion mit Smn die Stabilitidt der interagierenden
Proteine kontrollieren konnte. hnRNP-R kolokalisiert mit Smn im Zytoplasma von
Motoneuronen, auch im Axon. Es wurde im Zytoplasma und in Axonen von Motoneuronen
durch Kofarbung mit PC1C6 phospho-tau-1 Antikérpern nachgewiesen. Das Farben anderer
peripherer Nerven bestitigte die Prdsenz von relativ groBen Mengen an hnRNP-R in
Motoraxonen. hnRNP-R wurde auch im Zellkern gefunden, jedoch ist es nicht in Gems
konzentriert. Obwohl sowohl hnRNP-R, als auch —Q im Zusammenhang mit dem
Spleileosom identifiziert worden sind (Rappsilber et al., 2002), bleibt es weiterhin unklar, ob
hnRNP-R ein Bestandteil jenes Komplexes ist, in dem Smn spezifische Funktionen beim pre-
mRNA Spleilen und der Regeneration des spleileosomalen Komplexes ausiibt (Pellizzoni et

al., 1999).

6.4. Die genomischen Regionen von AinRNP-R und hnRNP-Q

Die Untersuchungen zur genomischen murinen Struktur von AnRNP-R und -Q liefern erste
Hinweise darauf, dass es fiir snRNP-R 2 Pseudogene gibt, fiir snRNP-Q jedoch nicht. Dieses
wird fiir die zukiinftige Herstellung von Knockout-Mausen wichtig sein.

Die Suche nach AnRNP-R und -Q Mutationen bei SMA-Patienten fiihrte zu keiner
Verdanderung, die die Struktur oder Funktion der Proteine, auch nicht beim Spleilen
verdndern wiirden. Es konnte lediglich eine stille Mutation (Polymorphismus) im AnRNP-R
Gen gefunden werden. Trotzdem ist natiirlich nicht auszuschlieBen, dass Mutationen in
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hnRNP-R oder —Q SMA verursachen konnen und nur bei den von mir untersuchten Patienten

keine solchen Mutationen zu finden waren.

6.5. Editierung in Smn-defizienten Mausen

Da hnRNP-Q an der Inhibition der Editierung beteiligt ist (Blanc et al., 2001; Lau et al., 1997)
und die GluR2-mRNA in M4iusen editiert wird, wurde untersucht, ob es in Smn-defizienten
Maiusen auch zu einer gestorten Editierung des GluR2 kommt. In allen untersuchten Stadien
konnte allerdings keine Anderung der Editierung im Vergleich zum Wildtyp gefunden
werden. Es scheint also kein direkter Zusammenhang zwischen einer geringen Smn-Menge in
Zellen und der GluR2-Editierung zu bestehen. So sind also auch Stérungen der
Zusammensetzung und Funktion von AMPA-Rezeptoren nicht fiir den Krankheitsphanotyp

verantwortlich.

6.6. Smn-defiziente Motoneurone haben eine verinderte Morphologie

Ist in Motoneuronen zuwenig Smn vorhanden, dndert sich deren Morphologie. Viele zeigen
Defiziente beim gezielten ,polaren Auswachsen. Bei Anderungen der spontanen
Kalziummenge unterscheiden sich Wachstumskegel und Axone, jedoch nicht die Zellkdrper
Smn defizienter Motoneurone von wildtypischen. Es sind hiervon nur die schnellen
Reaktionen betroffen, jedoch nicht die langsamen Wellen. AuBlerdem sind Dauer und
Amplitude des Anstiegs der Calciummenge in Smn-defizienten Motoneuronen ebenfalls

erhoht, was darauf hinweist, dass das Offnen der voltage gated calcium channels (VGCC) in
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den Mutanten verzogert ist (personliche Mitteilung Marcus Beck). Einen weiteren Hinweis
auf eine gestorte Motoneuronmorphologie geben Miuse mit einer homozygoten Deletion des
siebten Smn Exons in Neuronen. In ihren synaptischen Endungen finden sich Verdnderungen
des Zytoskelettes (Cifuentes-Diaz et al., 2002). SMN wurde in den Wachstumskegel und
filopodienartigen Strukturen in Nerven- und Gliazellen gefunden (Fan und Simard, 2002).
Hierzu liegen allerdings nur Experimente mit Wildtyp-SMN vor, sodass offen bleibt, ob sich
Mutationen oder Deletionen in SMN auf dessen Aktivititen in den Wachstumskegeln
auswirken. All dieses weist auf einen Defekt der Smn-defizienten Motoneurone hin, und zwar
nicht beim Uberleben, sondern beim korrekten Auswachsen der Axone. Es ist also
wahrscheinlich, dass die Motoneurone mit reduziertem Smn-Gehalt erst sekundidr am
Funktionsverlust sterben. Auch bei SMA-Patienten wachsen die Axone der Motoneurone erst
aus und gehen dann spiter wieder verloren, wenn die Kinder bereits geboren sind und die

Motoneurone Kontakt mit den Muskeln aufgenommen haben.

6.7. hnRNP-R und hnRNP-Q fordern das Neuritenwachstum

Sowohl hnRNP-R als auch —Q fordern das Neuritenwachstum in kultivierten Nervenzellen.
Die Deletion der RNA-Bindestellen in hnRNP-R beeinflusst diesen Effekt nicht, jedoch stellt
dieselbe Deletion in hnRNP-Q den Effekt komplett ab. Das ldsst vermuten, dass — wie bereits
unter 6.1. diskutiert (Mourelatos et al., 2001) — hnRNP-R, im Gegensatz zu —Q, nicht direkt
an Smn bindet und nur iiber hnRNP-Q mit Smn verbunden ist. Eine Aufthebung der Bindung
zwischen hnRNP-Q und Smn wiirde zu einem Verlust der Interaktion beider hnRNPs mit
Smn fithren, wohingegen hnRNP-R auch fiir diesen Effekt nicht direkt an Smn gebunden sein
muss. Es konnte zum Beispiel {iber die RNA-Polymerase 11 PCTD (Carty et al., 2002) mit

Smn verbunden bleiben (Abbildung 6.1.1.).
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6.8. Funktionen von hnRNP-R und hnRNP-Q im RNA-Metabolismus und

-Transport

hnRNP-Q wurde urspriinglich als glycine-arginine-tyrosine-rich putative RNA binding
protein entdeckt (Blanc et al., 2001) (gry-rbp; Acc.Nr. AF093821). Es ist eine alternative
Spleiflvariante des NSAP1 (NS1-associated protein 1), welches als Interaktionspartner eines
multifunktionellen Proteins identifiziert wurde, das fiir die virale Replikation des ,,minute
virus“ der Maus bendtigt wird (Harris et al., 1999). AuBlerdem wurde NSAPl mit
spezifischem mRNA-Transport in Verbindung gebracht (Harris et al., 1999). hnRNP-Q/gry-
tbp wurde auch in Proteinkomplexen gefunden, die an translationell gekoppeltem ,,mRNA
turnover® beteiligt sind (Grosset et al., 2000) und beim mRNA Spleiflen ein Rolle spielen
(Neubauer et al, 1998). AuBlerdem wurde hnRNP-Q auch von anderen als ein mit SMN
interagierendes Protein identifiziert (Mourelatos et al., 2001). Deletion von hnRNP-Q aus
HeLa-Kernextrakten inhibiert das Spleilen von Kandidaten-pre-mRNAs. Also konnte die
Interaktion zwischen SMN und hnRNP-Q auch eine Rolle beim pre-mRNA Spleifien spielen
(Mourelatos et al., 2001). Eine alternative Spleilvariante von hnRNP-Q wurde als
Synaptotagmin-binding protein SYNCRIP beschrieben (Synaptotagmin-binding, cytoplasmic
RNA-interacting protein; (Mizutani et al.,, 2000), was eine mogliche Rolle im
organellenbasierten mRNA-Transport entlang des Zytoskelettes aufzeigt. Diese kiirzeren
Isoformen von hnRNP-Q enthalten nicht den Glutamin- und Asparagin-reichen C-Terminus,
der sich in hnRNP-R und hnRNP-Q der vollen Lénge findet. Kiirzlich wurde gezeigt, dass das
hnRNP-Q Protein ein Bestandteil des apobec-1 Editosomes ist (Blanc et al.,2001; Lau et al.,
2001). All diese Daten deuten darauf hin, dass hnRNP-R und -Q spezifisch mRNAs binden,
die in mRNA-Verarbeitung einschlieBlich der Editierung und mRNA-Transport und

auBBerdem als Regulatoren wirken konnten, die die Bindung an Ribosome und die RNA-
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Translation modifizieren. Solche Funktionen scheinen sehr wichtig fiir Neurone mit langen
Fortsédtzen zu sein, im Besonderen fiir Motoneurone, in denen spezifische mRNAs {iber grof3e
Distanzen transportiert werden miissen. Die Linge eines Motoraxons kann das 5000fache des
Durchmessers eines Zellkorpers betragen, was die Wichtigkeit eines Kontrollmechanismusses
fir den mRNA-Transport zu weit entfernten Teilen der Zelle, wie Wachstumskegeln oder
Motorendplatten unterstreicht (Gallant, 2002; Mohr und Richter, 1993). Tatsdchlich finden
sich sowohl Smn, als auch hnRNP-R konzentriert und kolokalisiert im distalen Axon von
isolierten embryonalen Motoneuronen. Diese Erkenntnis stimmt auch mit fritheren iiberein,
die besagen, dass das Smn Protein sich unabhidngig von Gemin2 in Motoraxonen finden ldsst
(Jablonka et al., 2001). Elektronenmikroskopisch konnte gezeigt werden, dass Smn mit den
Mikrotubuli der Motoraxone wihrend der postnatalen Entwicklung assoziiert ist (Pagliardini
et al, 2001). Bei vielen Motoneuronenerkrankungen zeigt sich ein reduziertes
Axonwachstum, das zum Beispiel bei pmn-Méusen (progressive motor neuronopathy) mit
einer defekten Mikrotubulianordnung verursacht durch eine Mutation des Thce (tubulin-
specific chaperone E)-Genes (Bommel et al., 2002; Martin et al., 2002) einhergeht, oder mit
Stérungen im axonalen Transport, wie im Falle des KIF1a (kinesin superfamily protein 1a)
begleiteten Transports (Yonekawa et al., 1998). Auch die mRNA des B-Aktins findet sich in
den Wachstumskegeln der Axone (Bassell et al., 1998). Wie sich im Folgenden herausstellte,
ist ein Komplex aus hnRNP-R und Smn an der Lokalisation dieser mRNA in den Axonen
beteiligt. Ein Komplex aus Smn und hnRNP-R oder auch hnRNP-Q/SYNCRIP kénnte den

mRNA-Transport zum Beispiel entlang der Mikrotubuli modulieren (Mizutani et al., 2000).
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6.9. Kurzzusammenfassung der Experimente

In der Koimmunprézipitation binden hnRNP-R und -Q an wildtypisches Smn, jedoch nicht an
trunkiertes oder mutiertes. Beide hnRNP-Genprodukte werden weitgehend ubiquitér
exprimiert. Im Riickenmark der Maus ist die Expression beider Proteine im Laufe der
Entwicklung reguliert und erreicht den hochsten Level am neunzehnten Embryonaltag. Das
hnRNP-R Protein wird hauptsédchlich in den motorischen Axonen exprimiert und, allerdings
weit weniger, auch in sensorischen. Das stiitzt die Theorie, dass der Smn/hnRNP-R-Komplex
eher in den langen motorischen als in den kurzen sensorischen Axonen — zum Beispiel flir den
Transport von mRNA — benétigt wird.

Die Erkenntnis, dass Smn und hnRNP-R in den Axonen der Motoneurone kolokalisieren,
konnte helfen, eine mogliche motoneuronenspezifische Funktion von Smn — zum Beispiel
beim axonalen Transport oder beim Editieren — zu verstehen. Am SMA-Mausmodell (Monani
et al., 2000) ist das Editieren einer Kandidaten-mRNA jedoch nicht verdndert, wohl aber die
Morphologie der Motoneurone des Riickenmarks. Uberexpression von hnRNP-R und hnRNP-
Q in Nervenzellen fiihrt zu einem vermehrten Auswachsen der Neuriten, was auf ecine
Funktion dieser Proteine beim Neuritenwachstum hindeutet. Weitere Forschungen iiber die
funktionelle Beziehung zwischen Smn und hnRNPs konnten also helfen die Frage zu
beantworten, warum speziell Motoneurone so empfindlich auf reduzierte Mengen des
ubiquitidr exprimierten SMN Proteins reagieren. Obwohl bei SMA-Patienten bisher noch
keine Mutationen der AnRNP-R und —Q Gene gefunden wurden, konnte das zu einem
besseren Verstindnis der Mechanismen fithren, die der axonalen Degeneration und dem

Zelltod der Motoneurone bei SMA-Patienten zugrundeliegen.
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6.1.1. Modelle der Interaktionen zwischen hnRNP-R, -Q und Smn

Die Modelle zeigen zwei Vorschlage, wie die gezeigten Komponenten aneinander binden
konnten. (A) und (B) unterscheiden sich lediglich dadurch, das es, wie im Text diskutiert, nicht
ganz sicher ist, ob hnRNP-R indirekt (A), oder direkt (B) an Smn bindet. Da nicht klar ist, ob die
Proteine des Smn-Multiproteinkomplexes in den Gems gleichzeitig mit den beiden hnRNPs an
Smn binden, sind sie auf dem Bild, wie zum Beispiel auch die anderen Smn-, hnRNP-R- oder —
Q-bindenden Proteine nicht enthalten. Die mMRNA ist in magenta gezeigt. Die RNA-Polymerase
[l mit dem PCTD in griin.
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7. ABKURZUNGSLISTE

A
Adenin

ABBP-1
apobec-1 Binding Protein

ACF
apobec-1 interacting Proteinen

AMPA
oi—amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazole-4-propionische Siure

ApoB
Apolipoprotein B

BDNF
Brain-derived neurotrophic factor

bp
Basenpaare

BSA
bovines Serumalbumin

C
Cytosin

cDNA
kodierende DNA

CNTF
ciliary neurotrophic factor

C-Terminus
Carboxy-Terminus

CTP
C-terminale Domaéne

DNA
Desoxyribonukleinsdure

E#
Embryonaltag #

E.coli
Escherichia Coli

FCS
fotales Kédlberserum
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FGF-2
Fibroblast Growth Factor-2

G
Guanin

GAR
glycine/arginine-rich

gsDNA
genomische DNA

Gem
,,gemini of coiled bodies* oder ,,gemini of Cajal bodies*

GFP
green fluoreszent protein

GIP1
Gemin binding protein

GluR
Glutamatrezeptor

gry-rbp
glycine-arginine-tyrosine-rich RNA binding protein

HeLa
Helene Lange

hnRNP
heteogenes Ribonukleoprotein

hSMN
humanes SMN

I
Inosin

IGHMBP2
immunoglobulin m-binding protein 2

kD
Kilodalton

KIF1a
kinesin superfamily protein la

Map-2
Microtubule-Associated Protein-2

miRNA
microRNA
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MVM
Minute Virus der Maus

NASP1
INS1-associated protein 1

NGF
Neurite growth factor

NMDA
IN-methyl-D-aspartate

P#
Tag # nach der Geburt

PC12
Phidochromozytoma-Zellen aus der Ratte

PCR
Polymerasekettenreaktion

PCTD
hyperphosphorylierte, C-terminale Repeat-Doméne

pmn
progressive motor neuronopathy

RHA
RNA helicase A

RIPA
Radioimmunoprecipitation

RNA
Ribonukleinsiure

RRM
RNA recognition motifs

SAAB
Smn-associated APAR bodies

Sip-1
Smn interacting protein 1

Sm
Smith Antigen

SMA
Spinale Muskelatrophie

SMARD
spinal muscular atrophy with respiratory distress
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SMN, Smn
survival motor neuron

SMNrp
SMN-related protein

snRNA
small nuclear ribonuclicacid

SnRNP/ snoRNP

SYNCRIP

T
Thymin

Thce
tubulin-specific chaperone E

TBS
Tris-buffered Saline

TBST
Tris-buffered Saline mit Tween

U
Uracil

VGCC
voltage gated calcium channels

YPD

Z-Puffer

small nuclear ribonucleoprotein

Yeast Extract/ Peptone/ Dextrose

Synaptotagmin-binding, cytoplasmic RNA-interacting protein

gingiger Name dieses Puffers, Herkunft des "Z" unklar
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