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Zusammenfassung

Die infantile Spinale Muskelatrophie ist eine autosomal rezessive Erkrankung, die zur spezifischen
Degeneration von Motoneuronen im Rickenmark sowie Hirnstamm fihrt. Verursacht wird die
Krankheit durch den Verlust oder die Mutationen des ubiquitar exprimierten survival of motoneuron
(SMN)-1-Gens und die Reduktion des SMN-Proteinspiegels. Das SMN-Protein vermittelt die
perinukledre Assemblierung von spleilosomalen RNA-Proteinkomplexen (snRNPs) und ist an
unterschiedlichen Prozessen im Zellkern beteiligt. Dartber hinaus mehren sich seit einigen Jahren
Hinweise auf eine weitere, neue Funktion des SMN-Proteins in neuronalen Auslaufern.

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des SMN-Proteins fir das Auswachsen neuronaler Fortsatze in
differenzierten PC12-Zellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der SMN-Proteinspiegel
einen direkten Einfluss auf das Neuritenwachstum hat. Durch den knock-down des endogenen oder
die Uberexpression des humanen SMN-Proteins konnte das Wachstum neuronaler Auslaufer
entweder stimuliert oder gehemmt, aber nicht vollstdndig inhibiert werden. In einem rescue-
Experiment wurde unter SMN knock-down Bedingungen demonstriert, dass der stimulierende Einfluf3
auf das Neuritenwachstum Uber den C-Terminus vermittelt wird. Diese Funktion ist damit vermutlich
von einer SMN-Oligomerisierung sowie einer Interaktion mit verschiedenen snRNP/SMN-Komplex
verbundener Proteine unabhangig, da essentielle Bindungsdomanen fehlen. Eine Co-Regulation der
Genexpression von SMN und snRNP/SMN-Komplex-assoziierter Bindungspartner wahrend des NGF-
vermittelten Neuritenwachstums konnte nicht beobachtet werden. Aufgrund der besonderen
Bedeutung von Gemin2 fir die Stabilisierung und Funktion des snRNP/SMN-Komplexes wurde der
Einfluss des Gemin2-Proteinspiegels auf die Bildung von SMN-positiven Kernkérpern und das
Wachstum neuronaler Fortsatze untersucht. Der Gemin2 knock-down flhrte in HEK293T-Zellen zu
einer Abnahme an SMN-positiven Kernkdrpern und entsprach damit den Beobachtungen an
Fibroblasten aus SMA-Patienten. Wahrend der neuronalen Differenzierung von PC12-Zellen zeigte
der Gemin2-Proteinspiegel jedoch einen zum SMN-Proteinspiegel antagonistischen Effekt auf das
Neuritenwachstum. Die Daten machen deutlich, dass der Einfluss des SMN-Proteins auf Wachstum
neuronaler Auslaufer von der Assemblierung spleiRosomaler snRNPs unabhangig ist.

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das SMN-Protein in einem Komplex mit Actin vorliegt und dass
ein SMN knock-down zu einer Hyperstabilisierung des filamentdsen Actins flhrt. Die Ergebnisse aus
verschiedenen Arbeitsgruppen legen nahe, dass diese Stérungen des dynamischen Actin-Ab- und
Aufbaus die Ursache fir die beobachtete Hemmung des Neuritenwachstums darstellt. Die Reduktion
des SMN-Proteinspiegels flihrte zu Veranderungen im Phosphorylierungsmuster zweier Substrate der
RhoA-bindenden Kinase (ROCK): Profilin2 ist ein Interaktionspartner des SMN-Proteins und zeigte
eine Hyperphosphorylierung, wahrend die Phosphorylierung der Lim-Kinase und dessen Substrats
Cofilin abnahm. Beide Proteine sind komplementar am Ab- und Aufbau von Actin-Filamenten beteiligt.
Die ROCK-Inhibition fiihrte unter SMN knock-down Bedingungen in An- und Abwesenheit von NGF zu
keiner funktionellen Wiederherstellung des Neuritenwachstums, so dass das SMN-Protein innerhalb
der Signalkaskade unterhalb von RhoA-ROCK bzw. der anderen Rho-GTPasen Rac1 und Cdc42
liegen muss. Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Beobachtung, dass der Aktivitatsverlust der RhoA-
bindenden Kinase (ROCK) zu einer Degeneration von Motoneuronen fihrt, legen nahe, dass das
SMN-Protein eine essentielle Funktion im Actin-Zytoskelett und in neuronalen Auslaufern ausubt.
Schlagworte: SMN, Actin, Neuriten



Abstract

Childhood spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal, recessive disorder leading to a specific
degeneration of motoneurons in the spinal cord and brain stem. The disease is caused by loss or
mutation of the survival of motoneuron 1 (SMN1) gene and consequential reduction of the SMN
protein level. The SMN protein mediates the assembly of small nuclear ribonucleoproteins (SnRNPs)
involved in splicing and participates in different processes within the nucleus. Furthermore, recent
findings point to a new and additional function of the SMN protein in neurites.

In the present study the importance of the SMN protein for neurite outgrowth was analysed in
differentiated PC12 cells. The SMN protein influenced directly growth of neuronal extensions. While
overexpression of human SMN1 caused an increase, knock-down of the endogenous protein level led
to a decrease but did not completely block neurite outgrowth. Under SMN knock-down conditions
neurite outgrowth was rescued when the C-terminal domain was overexpressed indicating that the
neurite growth promoting effect was mediated by the C-terminus of human SMN1. This function is
probably independent of SMN oligomerization and binding to snRNP-assembly associated proteins
due to the fact that essential binding domains are missing. Additionally, during NGF mediated
neuronal differentiation of PC12 cells and neurite outgrowth, co-regulation of SMN and snRNP/SMN-
associated proteins was not observed. Gemin2 plays an essential role for the stability of the SMN
complex and its activity in snRNP assembly, therefore effects of the protein level of Gemin2 on neurite
outgrowth and formation of SMN positive foci within the nucleus were analyzed. Gemin2 knock-down
elicited a decline in number of SMN positive nuclear bodies in HEK293T cells similar to observations
made in human fibroblasts derived from SMA type | patients. During neuronal differentiation of PC12
cells, alterations of the protein levels of gemin2 and SMN revealed antagonistic effects on neurite
outgrowth. These findings indicate that the SMN-protein influences neurite outgrowth independently of
its function in snRNP assembly.

In this work the existence of a new Actin/SMN-Komplex has been presented. Knock-down of the
endogenous SMN-Protein level caused a hyperstabilization of filamentous Actin. Recently other
groups proved that this impairment of Actin dynamics causes reduced neurite outgrowth. SMN knock-
down induced a change in the phosphorylation pattern of two substrates of the RhoA binding kinase
(ROCK): Profilin2 is able to bind directly to SMN and was hyperphosphorylated, while phosphorylation
of Lim kinase and its substrate Cofilin decreased. Both proteins act complementarily on actin
polymerization and depolymerization. Independent of nerve growth factor (NGF), inhibition of ROCK
was not sufficient to restore neurite outgrowth under SMN knock down conditions indicating that SMN
acts downstream of RhoA-ROCK or Rac1 and Cdc42 GTPase signalling. The outcomes of this study
and the results of other groups, showing that loss of ROCK activity led to degeneration of spinal cord
motoneurons, point to an important function of the SMN protein within the actin cytoskeleton and for
neurite outgrowth.

Key words: SMN, actin, neurites
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Einleitung

1 Einleitung

Die Spinalen Muskelatrophien stellen eine heterogene Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen dar.
Das Absterben von Motoneuronen im Vorderhorn des Ruckenmarks wird begleitet von einer Atrophie
der Muskulatur des Rumpfes und der proximalen bzw. distalen Gliedmafen (Morrison und Harding
1994). Die Krankheiten haben unterschiedliche genetische Ursachen und folgen einem autosomal
rezessiven (infantile Spinale Muskelatrophie, (Hoffmann 1893; Lefebvre et al. 1995)), autosomal
dominanten (distale Spinale Muskelatrophie, (Meadows und Marsden 1969; van der Vleuten et al.
1998)) oder X-chromosomalen Erbgang (Kennedy’'s Disease, (La Spada et al. 1991)). Ebenso
unterscheiden sich die Spinalen Atrophien im Alter der Patienten mit ersten Manifestationen von
Symptomen (Pearn 1980; Morrison und Harding 1994). Der infantilen Spinalen Muskelatrophie kommt
die grofite Bedeutung zu, da sie bei Zentraleuropdern nach Mukoviszidose die haufigste

Todesursache bei autosomal rezessiven Erkrankungen darstellt (Pearn 1973; Wirth 2000).

1.1 Die infantile Spinale Muskelatrophie (SMA)

Die infantile Spinale Muskelatropie (childhood spinal muscular atrophy, SMA) wurde erstmals Ende
des 19. Jahrhunderts durch die Neurologen Guido Werdnig (1844-1919) und Johann Hoffman (1857-
1919) beschrieben (Werdnig 1891; Hoffmann 1893, 1897, 1900a, 1900b). Bereits damals wurden
aufgrund der Pathogenese und histochemischer Befunde die Degeneration und verminderte Grofle
von Motoneuronen im Vorderhorn des Rickenmarks dokumentiert (s. Abb. 1) (Batten und Holmes
1912). Spatere Arbeiten zeigten, dass es auch zur Degeneration von Motoneuronen im unteren
Hirnstamm kommt (Crawford und Pardo 1996). Zusatzlich beobachtet man eine Atrophie der
Muskulatur und zum Teil Hypertrophie der verbliebenen Muskelfasern (Batten und Holmes 1912;
Buchthal und Olsen 1970). Der Verlust von motorischen Einheiten erfolgt symmetrisch und flhrt zu
Hypotonie (,floppy infant*). Dabei wird eine verstarkte Lahmung der proximalen verglichen mit der
distalen Rumpf- und Extremitdtenmuskulatur beobachtet (Batten und Holmes 1912; Dubowitz 1999;
Hirtz et al. 2005). Bei der schwersten Form der Erkrankung kommt es aufgrund eingeschrankter
Atmungsfunktion und Atmungsldhmung zum Tod des Patienten (Zerres und Rudnik-Schoneborn
1995). Es ist derzeit noch unklar, wie die Degeneration der Motoneurone sowie Denervation der
Muskelfasern und die Atrophie der beteiligten Muskeln zeitlich zusammenhangt (Munsat 1991;
Crawford und Pardo 1996). Die Ergebnisse aus verschiedenen Tiermodellen deuten darauf hin, dass
es zunachst zu der Degeneration der Axone und Muskelendplatten kommt, auf die ein Absterben der
Zellkérper und eine Atrophie der Muskelfasern folgt (Frugier et al. 2000; Cifuentes-Diaz et al. 2001;
Cifuentes-Diaz et al. 2002).

Die infantile Spinale Muskelatrophie wird nach Genotypisierung (Lefebvre et al. 1995) in Abhangigkeit
vom Schweregrad der Erkrankung, des Alters und dem Todeszeitpunkt in vier Formen unterschieden
(Pearn 1980; Munsat 1991; Munsat und Davies 1992; Zerres und Rudnik-Schoneborn 1995).
Patienten des SMA-Typ | (syn. Werdnig-Hoffmann Syndrom; Mendelian Inheritance in Man (MIM)
#253300) zeigen die schwerste Form der neurodegenerativen Erkrankung und Symptome treten
innerhalb der ersten sechs Monate auf (s. Abb. 1, A) (Morrison und Harding 1994). Die
durchschnittliche Lebenserwartung betragt 7 Monate (Pearn und Wilson 1973; Pearn 1980). Der Tod
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tritt innerhalb von zwei Jahren haufig aufgrund respiratorischer Insuffizienz ein (Morrison und Harding
1994). Charakteristisch fir das Werdnig-Hoffmann Syndrom ist die durch Hypotonie bedingte
Unfahigkeit der Kinder zu sitzen oder zu stehen (Munsat 1991). Daruber hinaus wird der SMA-Typ 0
diskutiert, der bereits pranatal zu reduzierten fétalen Bewegungen fiihrt (Dubowitz 1999). Hypotonie,
sekundare Atemwegsinfektionen sowie Atemversagen filhren innerhalb der ersten drei Monate zum
Tod (MacLeod et al. 1999). Im Gegensatz zu Typ | sind Patienten des Typs Il (MIM #253550) in der
Lage zu sitzen und zu krabbeln, erlangen jedoch nie die Fertigkeit ohne Hilfsmittel zu stehen oder zu
gehen (Morrison und Harding 1994). Die Symptome entwickeln sich wahrend der ersten 18 Monate
(Munsat 1991). Der Verlauf der Erkrankung und die Lebenserwartung hangen auch hier von der
Beteiligung der Atemmuskulatur ab (Morrison und Harding 1994). Die mildeste Form der infantilen
Spinalen Muskelatrophie wird als Typ lll oder Kugelberg-Welander-Krankheit bezeichnet (MIM
#253400) (Kugelberg und Welander 1956). Erste Symptome treten frihestens 18 Monate nach der
Geburt bzw. bis zum 18. Geburtstag auf (Pearn et al. 1978; Munsat 1991). Die Patienten sind
zunachst in der Lage zu gehen und entwickeln erst mit dem Fortschreiten der Erkrankung eine
proximale Muskelschwache. Die Patienten haben eine normale Lebenserwartung, wobei die
Wahrscheinlichkeit fur die Notwendigkeit ambulanter Hilfe in einem Alter zwischen 20 und 40 Jahren
deutlich zunimmt (Zerres und Rudnik-Schoneborn 1995). Typ IV (MIM #271150) stellt eine wenig
charakterisierte Sonderform der Kugelberg-Welander-Krankheit dar, bei der die ersten Symptome
zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr eintreten (adulte SMA) (Zerres und Rudnik-Schoneborn 1995).
Sie wurde in Einzelfallen durch Genotypisierung der infantilen SMA zugeordnet, kann dariber hinaus
jedoch mit weiteren Deletionen auf dem Chromosomenabschnitt 5q assoziiert sein (Zerres et al.
1997).

Epidemiologische Studien zeigen flir die infantilen SMA eine Inzidenz von ca. 1 auf ca. 6000
Lebendgeburten (Deutschland: 1/10202 fir SMA-Typ | (Thieme et al. 1993) und 1/9240 fur Typ Il und
Typ Il (Thieme et al. 1994), Island: 1/7299 Lebendgeburten (Ludvigsson et al. 1999), Frankreich:
1/4624 (Cusin et al. 2003)). Ursache fir die monogenetische Erkrankung sind Deletion bzw. Mutation
des survival of motoneuron (SMN) Gens (Lefebvre et al. 1995). Dieses ist wahrend der Evolution stark
konserviert geblieben und konnte unter anderem in der Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe)
(Owen et al. 2000), dem Nematoden Caenorhabditis elegans (Miguel-Aliaga et al. 1999), der
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) (Miguel-Aliaga et al. 2000), in Zebrafischen (Danio rerio)
(Huntriss et al. 1994) und der Maus (Mus musculus) (DiDonato et al. 1997) nachgewiesen werden.
Das humane SMN-Gen liegt auf dem Chromosomenabschnitt 5913 in je einer telomeren und
centromeren Kopie vor (SMN1 bzw. SMN' und SMN2 bzw. SMNC) (Lefebvre et al. 1995). Es besteht
aus neun Exons (Ex1, Ex2a, Ex2b, Ex3-Ex8) mit einem Stop-Codon am Ende von Exon 7 (Burglen et
al. 1996) und kodiert ein ca. 38 kDa grofes Protein bestehend aus 294 Aminosaure-Resten (Lefebvre
et al. 1995; Liu und Dreyfuss 1996). Bei 96 % der SMA-Typ |, 94 % der SMA-Typ Il und 86 % der
Typ lll Patienten kann die Deletion des SMN1-Gens (SMNT) beobachtet werden (Wirth 2000).
Patienten, die das telomere SMN-Gen noch besitzen, zeigen besonders in einem durch Exon 6 und 7
kodierten Bereich Punktmutationen (P245L, Ex6 (Rochette et al. 1997); S261I, Ex6 (Hahnen et al.
1997); T2741, Ex6 (Hahnen et al. 1997); G275S, Ex6 und G279C, Ex7 (Wang et al. 1998)). Der
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A8 _, G (Y272C) (Lefebvre et al. 1995) sowie der G**° — T (G279V) Nukleotidaustausch in Exon 6
bzw. 7 fuhren in Patienten zum schweren SMA-Typ | (Talbot et al. 1997).

Das telomere SMN1-Gen ist zu 99 % identisch mit dem centromeren SMN2-Gen und unterscheidet
sich im Austausch von fiinf Nukleotiden (Monani et al. 1999). Nur der C*° — T Nukleotidaustausch
liegt im kodierenden Bereich und flhrt bei 90 % der Vorlaufer-SMN2-mRNAs zu einem alternativen
Spleil3-Ereignis und zum Verlust des Exons 7 im SMN2-Genprodukt (SMN2A7: Ex1-Ex6 + Ex8)
(Lorson et al. 1999; Lorson und Androphy 2000). Das translatierte SMN2A7-Protein zeigt Defekte bei
der Dimerisierung und besitzt eine verklrzte Halbwertszeit (Lorson et al. 1998; Lorson und Androphy
2000). Lediglich 10 % der SMN2-pra-mRNA wird zum Wildtyp-SMN-Protein (SMN“-Protein)
translatiert (Lorson und Androphy 2000). Der Schweregrad der infantilen Spinalen Muskelatrophie
steht in direkter Korrelation zum SMN-Proteinspiegel (Lefebvre et al. 1997). Der vollstdndige SMN
Verlust ist im Maus-Modell embryonal letal (Monani et al. 2000). Die Deletion des SMN1-Gens kann
im Menschen jedoch Uber eine erhéhte Anzahl an SMN2-Genen und den jeweils 10 % verbleibenden,
funktionalen SMN2-Genprodukten teilweise kompensiert werden (s. Abb. 1, C) (Campbell et al. 1997;
Harada et al. 2002). In den SMA-Formen von Typ Il und Il beobachtet man neben der Deletion des
SMN1-Gens auch eine Konversion von SMN1 zu SMN2, die aufgrund des erhdhten SMN2 Spiegels

zu einem milderen Krankheitsverlauf fihren (Burghes 1997).

A B

C o
— SMN1 | SMN2 |— — S [ SMN2 |— — SMN2 — SMN2 |—
—{ sMN1 - smN2}— —] S SMN2|— —{ SMN2 - SMN2|—

100 % 20 % 20 % 20 % 20 %
120 % funktionales SMN-Protein 20 % funktionales SMN-Protein 40 % funktionales SMN-Protein
gesunder Probant SMA-Typ | Patient SMA-Typ II / Il Patient

Abb. 1 Pathologie der infantilen Spinalen Muskelatrophie. (A) Fotographie eines Kindes mit diagnostizierter infantiler SMA
(Batten und Holmes 1912). Die Muskelschwache in der Nackenmuskulatur und den Extremitaten fiihrt beim Patienten zur
Unfahigkeit den Kopf zu heben oder die File zu beugen. (B) Darstellung des Vorderhorns eines SMA-Patienten (vermutlich
Typ 1), Gbernommen aus den Beschreibung der infantilen SMA durch Hoffmann von 1893. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts
wurde die Degeneration von Motoneuronen im Vorderhorn an einem Querschnitt des Rickenmarks nach Nissl-Farbung
beschrieben. Die mit ,a“ gekennzeichneten Neurone zeigen einen normalen Phanotyp, wahrend die ubrigen, z.T. mit ,B“
markierten atrophisch bzw. degeneriert sind (Hoffmann 1893). (C) Der Genotyp lasst direkte Schllisse auf einen zu erwartenden
Phanotyp zu. Im Gesunden liegen beide SMN-Gene vor und ausreichend funktionales SMN-Protein wird ber die SMN1-Gene
synthetisiert. Bei SMA-Typ | Patienten ist das SMN1-Gen homozygot deletiert und jeweils ca. 10 % der SMN2-Genprodukte
minden in funktionalem Protein. Bei der SMA-Typ Il oder Typ Il liegen mehrere SMN2-Genkopien vor, die z.T. durch
Konversion aus SMN1 zu SMN2 entstanden sind. Da jede SMN2-Genkopie zu 10 % funktionalem SMN-Protein fihrt, wird der
durch Verlust der beiden SMN1-Gene induzierte degenerative Effekt teilweise kompensiert.
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1.2 Lokalisation des SMN-Proteins

Bei der infantilen Spinalen Muskelatrophie kommt es zur spezifischen Degeneration von
Motoneuronen im Vorderhorn des Ruckenmarks. Verursacht wird die Erkrankung durch einen
reduzierten SMN-Proteinspiegel (Lefebvre et al. 1995). Das humane SMN-Protein kann in neuronalem
(Gehirn und Riickenmark) und nicht-neuronalem Gewebe wie Skelettmuskulatur, Herzmuskel, Lunge,
Milz, Niere und Leber nachgewiesen werden (Coovert et al. 1997; Novelli et al. 1997). In situ
Hybridisierungen und immunzytochemische Markierungen an zervikalen Rickenmarksquerschnitten
zeigen SMN mRNA und Protein im dorsalen und insbesondere im ventralen Horn in Laminae IX
Motoneuronen der Ratte (Battaglia et al. 1997). Im Gehirn wurde die Anwesenheit des SMN-Proteins
im Hippocampus speziell im Stratum granulosum und in der Cornu ammonis (CA1-CA3) des Gyrus
dentatus beschrieben (Battaglia et al. 1997; Bechade et al. 1999). Die Ergebnisse konnten an
entsprechendem Gewebe aus Primaten (Macaca nemestrina) bestatigt werden (Battaglia et al. 1997).
Daruber hinaus kann das SMN-Protein im Hirnstamm u.a. in motorischen und sensorischen Kernen,
im cerebralen Cortex und in verschiedenen Bereichen des Cerebellums der Ratte nachgewiesen
werden (Bechade et al. 1999). Ergebnisse aus immunhistochemischen Untersuchungen an
Ruckenmarksquerschnitten menschlicher Féten belegen eine SMN-Genexpression in embryonalen
Motoneuronen des Vorderhorns ab der 13. Woche. Dartber hinaus kann die SMN mRNA von der 16.
Woche an im Globus pallidus (motorischer Kern) und in unterschiedlichen Thalamus-Kernen sowie ab
der 18. Woche im Hippocampus beobachtet werden (Briese et al. 2006). Beim Vergleich von
Ruckenmarksquerschnitten aus neugeborenen und ausgewachsenen Ratten zeigt sich im Vorderhorn
eine deutliche Abnahme der SMN-Immunreaktivitat (Battaglia et al. 1997). Immunzytochemische
Untersuchungen an Rickenmarksgewebe aus der Ratte und dem Vorderhirn des Huhns bestatigen
eine erhohte SMN-Genexpression wahrend der Embryogenese, die postnatal auf ein basales Niveau
absinkt (Zhang et al. 2003). Die Veranderung der Genexpression ist dabei gewebespezifisch und
richtet sich nach dem jeweiligen Entwicklungstand des Organs (Gabanella et al. 2005). Auch in der
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) ist eine erhohte SMN-Genexpression wahrend der
Embryogenese, die in spateren Entwicklungsstadien zuriickgeht, beschrieben worden (Rajendra et al.
2007).

Die genetisch bedingte Reduktion des SMN-Proteinspiegels in SMA-Patienten ist nicht auf das
zentrale Nervensystem bzw. Rickenmark beschrankt, sondern kann auch in Zellen aus der Leber
beobachtet werden (Lefebvre et al. 1997). Trotz einer ubiquitiren SMN-Genexpression in
unterschiedlichen Zelltypen im Koérper werden Defekte zuerst und primar bei Motoneuronen und an
der Muskelendplatte beobachtet, wie an verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden konnte (Hsieh-Li
et al. 2000; Monani et al. 2000; Cifuentes-Diaz et al. 2002; McWhorter et al. 2003). Der SMN knock-
down fiihrt in der Embryogenese des Zebrafisches zu degenerierten Motoneuronen, die eine
verstarkte Verzweigung aufweisen (McWhorter et al. 2003). Die Defekte treten nicht bei sensorischen
Neuronen auf und sind Motoneuron-spezifisch. Eine Stérung der Muskelentwicklung ist nicht
beobachtet worden (McWhorter et al. 2003). Im Drosophila-Modell verursacht die Reduktion des SMN-
Proteinspiegels eine Sprung- und Flugunfahigkeit. Ausléser hierfir ist die Abnahme der
Motoneuronen-Anzahl und eine fehlerhafte Ansteuerung der Muskeln, die von einer Degeneration der
indirekten Flugmuskulatur am Thorax begleitet wird (Rajendra et al. 2007). In einem SMA-Typ |
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Mausmodell mit einem knock-out des murinen SMN-Gens und der transgenen Expression des
humanen SMN2-Gens (SMN"'; SMN2) kommt es drei bis funf Tage nach der Geburt (P3 — P5) zu
einem Rickgang der Anzahl an Motoneuronen im Lumbalmark (L1-L6) um 35 % verglichen mit den
Kontrolltieren (Monani et al. 2000). Die Lebenserwartung betragt durchschnittlich 10 Tage (Hsieh-Li et
al. 2000). Die Tiere sind deutlich kleiner und aufgrund von Hypotonie und peripherer Lahmung nicht in
der Lage sich aufzurichten (Monani et al. 2000). In der Histologie zeigen sich atrophische und
hypertrophierte Muskelfasern ahnlich wie bei SMA-Patienten (Hsieh-Li et al. 2000). Zum Zeitpunkt P5
kann keine Veranderung in der Uberlebensrate von sensorischen Neuronen aus den dorsalen
Spinalganglien (L5) beobachtet werden (Jablonka et al. 2006). In Kultur genommene
Spinalganglienzellen (dorsal root ganglia) zeigen aber im Vergleich zu Kontrollzellen eine verklrzte
Neuritenldnge und kleinere Wachstumskegel (Jablonka et al. 2006). Dies entspricht den
Beobachtungen an kultivierten embryonalen Motoneuronen aus SMN™;SMN2-Mausen, die ebenfalls
ein reduziertes axonales Wachstum und Wachstumskegel mit verminderter Oberflache zeigen
(Rossoll et al. 2003). In einem Cre-loxP-Mausmodell, bei dem es zur spezifischen Expression von
SMNAY7 im Muskel kommt, kann eine Lahmung und Dystrophie der Muskulatur ohne Beteiligung von
Motoneuronen beobachtet werden (Cifuentes-Diaz et al. 2001). In einem &hnlichen Mausmodell, bei
dem SMNA7-Expression auf die Leber beschrankt ist, werden Defekte in der Organentwicklung und
eine deutliche Reduktion der Hepatozytenanzahl beschrieben (Vitte et al. 2004). Das
Expressionsprofil von SMN und die verschiedenen Ergebnisse legen nahe, dass die mit der SMA
assoziierten Deletionen im SMN-Gen auch in anderen Zelltypen zu Fehlentwicklungen fiihren, die
Konsequenzen fiir Motoneurone aber besonders dramatisch sind.

Das SMN-Protein lokalisiert intrazellular in punktférmigen Strukturen im Zytoplasma und Nukleus (Liu
und Dreyfuss 1996; Coovert et al. 1997). In neuronalen Zellen sind dariber hinaus SMN-positive
Strukturen in neuronalen Auslaufern von P19-Teratocarcinoma-Zellen (Fan und Simard 2002) sowie in
Axonen und Wachstumskegeln von Vorderhirnneuronen aus dem Huhn (Zhang et al. 2003),
Ruckenmarksneuronen aus der Ratte (Zhang et al. 2003) und embryonalen Motoneuronen aus der
Maus nachgewiesen wurden (Rossoll et al. 2003). Im Kern zeigt SMN eine dynamische Verteilung in
zwei unterschiedlichen Kompartimenten die als Cajal-Kérper und Gemini of Cajal bodies bzw. Gems
bezeichnet werden (Liu und Dreyfuss 1996; Dundr et al. 2004). Cajal Kérper wurden Anfang des 20.
Jahrhunderts durch Ramén y Cajal beschrieben (Ramén y Cajal 1903), zeigen einen Durchmesser
von 0,1—1 um und sind u.a. an der Prozessierung von spleiRosomalen snRNPs (small nuclear
ribonucleoproteins) und snoRNPs (small nucleolar ribonuceloproteins) beteiligt (Dundr und Misteli
2001; Cioce und Lamond 2005). Gems besitzen eine ahnliche GroRe wie Cajal-Kérper (Liu und
Dreyfuss 1996), die genaue Funktion ist aber noch unklar. Die Reduktion des SMN-Proteinspiegels
bei Fibroblasten aus SMA-Patienten fiihrt zu einer Abnahme an SMN-positiven Kernkorpern (nuclear
bodies) (Coovert et al. 1997). Dabei konnte eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl an SMN-
positiven Kernkorpern und dem Schweregrad der Erkrankung beobachtet werden. Bei einem RNA-
Interferenz vermittelten SMN knock-down in einer humanen Epithelzelllinie (HelLa-Zellen) konnte

daruber hinaus die gestorte Bildung von Cajal-Kérper nachgewiesen werden (Girard et al. 2006).
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1.3 Das SMN-Protein als Interaktionsplattform

Das SMN-Protein ist in der Lage, Uber zwei unabhangige Selbstassoziationsdomanen Dimere bzw.
Oligomere zu bilden. N-terminal wird die Region durch Exon 2b (Aminosaure-(AS)-Reste 51-90)
(Young et al. 2000), C-terminal durch Exon 6 kodiert (AS-Reste 240-277) (Lorson et al. 1998).
Innerhalb des durch Exon 2b kodierten Bereichs liegt eine basische Lysin-reiche Region (AS-Reste
71-83). C-terminal findet sich dartber hinaus im Bereich der Aminosaure-Reste 269-281 (Exon 6 und
Exon 7) eine Abfolge von Tyrosin-Glycin-Resten, die als YG-Box bezeichnet wird (Talbot et al. 1997).
Eine Prolin-reiche Sequenz wird durch die Exone 4 bis 6 kodiert (AS-Reste AS-Teste: 194-248)
(Giesemann et al. 1999). Zusatzlich besitzt das SMN-Protein eine evolutionar konservierte Tudor-
Domaéane im Bereich der Aminosauren-Reste 91-144, die urspringlich in Drosophila identifiziert wurde
(Ponting 1997; Buhler et al. 1999).

Fir das survival of motoneuron Protein wurden zahlreiche direkte und indirekte Interaktionspartner
seit der Identifikation beschrieben (Lefebvre et al. 1995; Wirth et al. 2006). Dabei kénnen die
Komponenten der Kernstruktur des zytoplasmatischen SMN-Komplexes von potentiellen Substraten
und verschiedenen viralen Proteinen unterschieden werden. Gemin2 bis 8 sowie Unrip stellen
integrale Bestandteile des Multimers dar und bilden eine Plattform fur die Assemblierung von RNA-
Proteinkomplexen und speziell der spleiflosomalen snRNPs (Pellizzoni et al. 1998; Otter et al. 2007).
Die Gemin2-Bindung wurde im N-Terminus des SMN-Proteins in zwei unterschiedlichen Regionen
(AS-Reste13-44 (Liu et al. 1997) bzw. 52-91 (Young et al. 2000)) kartiert, von der eine mit der durch
Exon2b kodierten SMN-Selbstbindungsdomane Uberlappt. Gemin2 (syn. SIP1, SMN interacting
protein 1) ist fur die Assemblierung und Stabilitat des snRNP/SMN-Komplexes von groRer Bedeutung
(Fischer et al. 1997; Ogawa et al. 2007).

Gemin3 (syn. DP103) besitzt eine der DEAD-Box RNA-Helikase ahnliches Motiv aus dem humanen
eukaryontischen Initiationsfaktor 4A-1l (elF4A-1l) und bindet Gber den C-Terminus an SMN (Charroux
et al. 1999). Darlber hinaus wurde Gemin3 kirzlich in einem Komplex mit FMRP (fragile X mental
retardation protein) und anderen Proteinen identifiziert, die am Aufbau von RISC (RNA induced
silencing complex) bei der RNA Interferenz beteiligt sind (Caudy et al. 2002; Murashov et al. 2007).
Moglicherweise ist der Komplex an der Regulation axonaler mRNA Translation beteiligt (Willis et al.
2005; Murashov et al. 2007). Die bei SMA-Typ | Patienten beobachtete Punktmutation Y272C bzw.
Deletion des Exon 7 kodierten Bereichs (SMNA7) flhrt zu einer Abnahme bzw. Inhibition der Gemin3
Bindung (Charroux et al. 1999).

Gemin4 assoziiert Uber Gemin3 indirekt mit SMN (Charroux et al. 2000). Dabei wird vermutet, dass es
sich um einen essentiellen Co-Faktor fir die mdgliche ATP-abhangige RNA-Helikase-Aktivitat von
Gemin3 handelt (Meister et al. 2000). Eine ATPase-Aktivitdt konnte lediglich bei der Co-
Immunprazipitation von Gemin4 detektiert werden, wahrend rekombinant in Insektenzellen
synthetisiertes Gemin3 enzymatisch inaktiv war (Grundhoff et al. 1999). Zusatzlich assoziiert das
SMN-Protein Gber Gemin4 mit Galectin-1 und Galectin-3 (Park et al. 2001). Beide Proteine sind mit
dem Spleillosom assoziiert und an der Prozessierung von pra-mRNA beteiligt (Liu et al. 2002). Die
kompetitive Verdrangung von Galectin-1 und Galectin-3 fuhrt zur Arretierung des spleillosomalen

Zyklus.
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Gemin5 (syn. p175) ist ein weiterer Interaktionspartner des SMN-Proteins (Gubitz et al. 2002).
Urspriinglich wurde eine direkte Bindung in vivo durch Immunprazipitation und in vitro mit
rekombinantem Protein beschrieben (Gubitz et al. 2002), wobei neuere Arbeiten Uber pull-down und
Yeast-Two-Hybrid Suche eine indirekte Assoziation von Gemin5 Giber Gemin2 postulieren (Otter et al.
2007). Unabhangig davon konnte gezeigt werden, dass Gemin5 die Bindung von spezifischen
snRNAs an den SMN-Komplex fir die Bildung Uridin-reicher snRNPs (UsnRNPs) vermittelt (Battle et
al. 2006; Otter et al. 2007). Darliber hinaus bindet Gemin5 direkt an den eukaryontischen
Initiationsfaktor 4E (elF4E), der Uber Assoziation mit der mRNA-CAP-Struktur an der Ausbildung der
Translationsinitiationsmaschinerie beteiligt ist (Fierro-Monti et al. 2006).

Gemin6, Gemin7, Gemin8 und Unrip bilden einen eigenen Komplex (Carissimi et al. 2006), dessen
Bindung an SMN entweder Uber Gemin7 (Baccon et al. 2002) oder Gemin8 (Otter et al. 2007)
vermittelt wird. Die Interaktion von Gemin7 und SMN erfolgt Gber den C-Terminus und wird Uber die
YG-Box im Bereich der Aminosaure-Reste 269-281 vermittelt. Gemin6 und Unrip binden direkt an
Gemin7 (Baccon et al. 2002; Carissimi et al. 2005). Gemin8 bindet direkt an das Heterodimer Gemin6-
Gemin7 (Carissimi et al. 2006) und den C-Terminus von SMN (AS-Reste 242-294) (Otter et al. 2007).
Die Funktionen von Gemin6, Gemin7, Gemin8 und Unrip sind wenig charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass Gemin2, Gemin3, Gemin4, Gemin5, Gemin8 und Unrip neben SMN
essentiell fur die in vitro Assemblierung von snRNPs am SMN-Komplex notwendig sind (Fischer et al.
1997; Pellizzoni et al. 1998; Carissimi et al. 2005; Shpargel und Matera 2005; Battle et al. 2006;
Carissimi et al. 2006). Abgesehen von Unrip (Carissimi et al. 2005) co-lokalisieren alle Gemine (2-8)
mit dem SMN-Protein in nuklearen Gems bzw. Cajal Kérpern (Liu et al. 1997; Charroux et al. 1999;
Charroux et al. 2000; Baccon et al. 2002; Gubitz et al. 2002; Pellizzoni et al. 2002a; Carissimi et al.
2006). Daruber hinaus vermitteln Gemin3, Gemin4, Gemin5, Gemin6, Gemin7 und Unrip die indirekte
Wechselwirkung von unterschiedlichen Sm-Proteinen mit dem SMN-Komplex (Charroux et al. 1999;
Charroux et al. 2000; Baccon et al. 2002; Gubitz et al. 2002; Pellizzoni et al. 2002a; Carissimi et al.
2005). Bei der Assemblierung von UsnRNPs kommt es zur Ausbildung eines heptameren Rings aus
unterschiedlichen Sm-Proteinen (SmB/B’, SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmF und SmG), die zum einen
direkt Uber die Tudor-Domane (Exon 3) (Buhler et al. 1999) bzw. die Aminosaure-Reste 240-267
(Exon 6) (Liu et al. 1997) und zum anderen indirekt (s. oben) an das SMN-Protein binden. Dabei steigt
durch symmetrische Methylierung von Arginin-Resten in einem RG-Motiv der Sm-Proteine die Affinitat
fur das SMN-Protein (Friesen und Dreyfuss 2000; Friesen et al. 2001a). Auch die den Sm ahnlichen
LSm-Proteine (like Sm protein), die bei nuklearen U6snRNPs beobachtet werden, besitzen ein RG-
Motiv und kénnen z.T. mit dem SMN-Protein in Wechselwirkung treten (Friesen und Dreyfuss 2000).
Als ein RNA-Protein-Assemblierungskomplex verfigt das SMN-Protein zusatzlich Uber eine
unspezifische Nukleinsaure-Bindungsstelle (RNA, dsDNA, ssDNA), die sich Uber die Aminosaure-
Reste 28-209 erstreckt, wobei die durch Exon2 (AS-Reste 28-90), Exon3 (AS-Reste 91-157 mit der
Tudor-Doméane) und Exon 4 (AS-Reste 158-209) kodierten Bereiche jeweils einzeln fiir eine Bindung
hinreichend sind (Lorson und Androphy 1998). Daruber hinaus wird die spezifische Bindung von
UsnRNAs an den SMN-Komplex uber Gemin5 vermittelt (s. oben) (Battle et al. 2006). Die
verschiedenen snRNP-abhangigen Komponenten des SMN-Komplexes sind relativ gut bekannt. Der

Aufbau alternativer SMN-Komplexe, deren Existenz z.B. Uber Saccharose-Gradientenzentrifugation
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bzw. Co-Lokalisationsstudien in Zellen gezeigt wurde, deutet aber auf eine sehr heterogene
Zusammensetzung ohne Beteiligung aller Gemine bzw. Unrip hin (Meister et al. 2000; Carissimi et al.
2005; Carissimi et al. 2006; Zhang et al. 2006a).

Neben den genannten Bindungspartnern interagiert das SMN-Protein direkt oder indirekt mit weiteren
Proteinen, die mit dem Aufbau, der Prozessierung oder dem Transport von snRNPs assoziiert sind. In
unserer Arbeitsgruppe wurde die direkte Wechselwirkung des SMN-Proteins mit der 23 kDa Isoform
des Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-223) beschrieben (Claus et al. 2003; Claus et al. 2004). Die
Bindung wird tber den N-Terminus des SMN-Proteins (AS-Reste 1-90) vermittelt (Claus et al. 2003).
FGF-2%® wird in hypoglossalen Motoneuronen der Ratte exprimiert und nach Lasion hochreguliert
(Huber et al. 1997) und konkurriert mit Gemin2 in vivo und in vitro um die Bindung an SMN (Bruns et
al. 2007). Bei exogener Applikation konnten flir FGF-2 sowohl in vivo wie auch bei in vitro kultivierten
Neuronen neurotrophische bzw. neuroprotektive Effekte nachgewiesen werden (Grothe und Unsicker
1992). FGF-2% liegt in einem Komplex mit den Uridin-reichen snRNAs U2snRNA und U4snRNA
(Claus et al. 2004) vor und bindet den Splei3faktor SF3a66 (Gringel et al. 2004), der in Form eines
Heterotrimers mit SF3a120 und SF3a60 an der Prozessierung von Uridin-reichen U2snRNPs beteiligt
ist (Nesic und Kramer 2001).

Ein weiterer mit der Biogenese von U1snRNPs assoziierter Interaktionspartner des SMN-Proteins ist
U1A (Liu et al. 1997). Der indirekte SMN-Interaktionspartner ZPR1 (zinc finger protein 1) (Gangwani et
al. 2001; Gangwani et al. 2005) sowie die direkten Bindungspartner Snurportin 1 und Importin-§
(Narayanan et al. 2002; Narayanan et al. 2004) vermitteln den Kerntransport des SMN/snRNP-
Komplexes. Intranuklear verkniipft Coilin das importierte SMN in Gems mit den Cajal-Kérpern: SMN
interagiert Uber die Tudor-Domane mit Coilin, welches mit den Sm-Proteinen um die Bindung
konkurriert (Hebert et al. 2001). Vermutlich fuhrt die Wechselwirkung mit Coilin zur Desintegration des
importierten SMN/snRNP-Komplexes, so dass SMN tber Gems recyclet und snRNPs in Cajal-Kérpern
weiter prozessiert werden kdénnen (Pellizzoni et al. 1998; Hebert et al. 2001). Neben der
Assemblierung von UsnRNPs ist das SMN-Protein Uber Bindung von Gar1 und Fibrillarin an die
Tudor-Domane auch an der Prozessierung von snoRNPs (small nucleolar ribonucleoproteins) beteiligt
(Pellizzoni et al. 2001a). Gar1 interagiert mit Box H/ACA und Fibrillarin mit Box C/D snoRNAs (small
nucleolar RNAs) (Jones et al. 2001; Pellizzoni et al. 2001a). Beide Proteine stellen einen Bestandteil
von Box H/ACA snoRNPs bzw. Box C/D snoRNPs dar (Venema und Tollervey 1999).

Daruber hinaus interagiert SMN Uber den durch die Exone 4-7 kodierten Bereich mit der
Methyltransferase TGS 1 (Trimethylguanosinsynthase 1) (Mouaikel et al. 2003). Das Enzym
prozessiert im Kern und im Zytoplasma einige snoRNAs und snRNAs, in dem es die Methylierung der
beiden sich an das 5-Methylguanosid (m’G-CAP) anschlieRenden Nukleotide zu 7-Methylguanosin-
2'Methylribosid-2’Methylribosid katalysiert (m3G-CAP) (Mouaikel et al. 2002). Die Hypermethylierung
der m’G-CAP- zur m;G-CAP-Struktur stabilsiert die RNA und dient bei einigen zytoplasmatischen
snRNAs als ein nukledres Importsignal (Reddy et al. 1992). SnoRNAs dienen als Leitstruktur fir die
Pseudo-Uridinierung (Box H/ACA) und 2’-O-Ribose Methylierung (Box C/D) von pra-rRNA (rRNA,
ribosomale RNA) und einiger snRNAs (Venema und Tollervey 1999). Darlber hinaus kann SMN RNA-
abhéangig mit den nukleolaren Proteinen Nucleolin und B23 immunprazipitiert werden, die u.a. jeweils

an der Prozessierung von pra-rRNA und Stabilisierung von mRNA beteiligt sind (Lefebvre et al. 2002).
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Unter direkter Bindung von Fibrillarin und Gar1 sowie 1SG20, einer 3’-5’Exonuklease, die spezifisch
ssRNA abbaut und U3snoRNA bindet (Espert et al. 2006), ist SMN an der Biosynthese ribosomaler
RNA beteiligt.

Das SMN-Protein ist Gber unterschiedliche Partner mit der Transkriptionsmaschinerie verknipft. Es
bindet Uber den C-Terminus und den durch Exon 7 kodierten Bereich (AS-Reste 279-294) die
RNA Helikase A (RHA), die wie Gemin3 zur DEAD-Box Familie zahlt (Pellizzoni et al. 2001b), und in
einem Komplex mit RNA-Polymerasell, TBP (TATA-Box binding protein) sowie dem
Transkriptionsfaktor TFIl B vorliegt (Pellizzoni et al. 2001a). SMN bindet Uber die Aminosaure-Reste
241-278 auch einen Transkriptionsrepressor mSin3a (Zou et al. 2004). Daruber ist die Interaktion mit
dem FUSE-bindenden Protein (FBP) beschrieben, welches mit der Transkriptionsregulation von c-myc
und der Stabilisierung von GAP43 (growth associated protein 43) mRNA assoziiert ist (Williams et al.
2000). SMN bindet auf’erdem den Transkriptionsfaktor EWS (Ewing’s Sarcoma Protein) (Young et al.
2003). Zusatzlich sind samtliche SMN-Interaktionspartner viralen Ursprungs (Papiloma Virus E2
Protein (Strasswimmer et al. 1999), NS1 und NS2 aus Minute Virus (Young et al. 2002c, 2002b) sowie
EBNA2 und EBNAG6 des Epstein-Barr Viruses (Voss et al. 2001)) regulativ an der Transkription
beteiligt. Bei einer mit SMA-Typ | assoziierten Deletion des SMN-Protein (SMNANZ27, AS-Reste 1-27)
konnte daruber hinaus in einem in vivo Assay eine Inhibition der durch RNA-Polymerase | und I
vermittelten Transkription beobachtet werden (Pellizzoni et al. 2001a).

SMN bindet auflerdem verschiedene Mitglieder der Familie heteronuklearer Ribonukleoproteine
(hnRNPs, heteronuclear ribonucleoproteins), die die RNA-Bindung und deren Transport vermitteln
(Mourelatos et al. 2001; Rossoll et al. 2002; Rossoll et al. 2003). HhnRNP-R und hnRNP-Q interagieren
Uber den C-Terminus (AS-Reste 210-294), moglicherweise unter Beteiligung der Tudor-Domane, mit
SMN (Rossoll et al. 2002). HhRNP-Q1 — hnRNP-Q3 stellen alternative SpleiRprodukte dar, die
Uberwiegend an der Stabilisierung von RNA und am Aufbau des SpleiRosoms beteiligt sind
(Mourelatos et al. 2001). HnRNP-Q und hnRNP-R zeigen wahrend der Entwicklung ein
unterschiedliches Expressionsprofil, wobei hnRNP-R wahrend der Embryogenese und neonatal im
Rickenmark deutlich Gberwiegt (Rossoll et al. 2002). SMN und hnRNP-R co-lokalisieren in Axonen
und Wachstumskegeln von kultivierten embryonalen Motoneuronen aus der Maus (Rossoll et al.
2003). Dabei konnte beobachtet werden, dass SMN Uber die Assoziation mit hnRNP-R den axonalen
Transport von B-Actin-mRNA zu den Wachstumskegeln vermittelt und damit méglicherweise Uber die
lokale Translation neuronales Wachstum férdert (Rossoll et al. 2003). HnRNP-Q1 (SYNCRIP,
Synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA-interacting protein) bindet verschiedene Isoformen des
Membranproteins Synaptotagmin und den poly(A)-Schwanz von RNA (Mizutani et al. 2000). Daruber
hinaus ist es am bidirektionalen Transport von RNA-Granula und speziell von Inositol-1,4,5,-
trisphosphat-Rezeptor (IP3R) Typ | mRNA in hippocampalen Neuronen aus der Ratte beteiligt (Bannai
et al. 2004). SMN co-lokalisiert axonal in Rliickenmarksneuronen aus der Ratte mit ribosomaler RNA
und spielt beim bidirektionalen Transport in Auslaufern aus embryonalen hippocampalen Neuronen
aus dem Huhn eine Rolle (Zhang et al. 2003). Dariiber hinaus wurde kurzlich in diesen Zellen die Co-
Lokalisation von SMN mit poly(A)-RNA und dem poly(A)-bindenden Protein (PABP) beschrieben
(Zhang et al. 2007).
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Neben dem hnRNP-R vermittelten Transport von B-Actin mRNA ist das SMN-Protein auch in der Lage
mit der Polyprolinregion (AS-Reste 194-248) C-terminal (AS-Reste 188-294) mit dem Actin-bindenden
Protein Profilin (PFN) zu interagieren (Giesemann et al. 1999). Profilin nimmt in vitro und in vivo
direkten Einfluss auf die Dynamik des Actin-Zytoskeletts und das Wachstum neuronaler Auslaufer (Da
Silva et al. 2003; Sharma et al. 2005). Darlber hinaus konnte kurzlich in Drosophila ein
SMN/a-Actinin-Komplex co-immunprazipitiert und eine Co-Lokalisation in der Z-Scheibe von
Muskelfibrillen beobachtet werden (Rajendra et al. 2007).

Uber die Interaktion mit dem anti- bzw. proapoptotische Faktor Bcl-2 (Iwahashi et al. 1997) und p53
(Young et al. 2002a) ist das SMN-Protein moglicherweise auch an der Regulation des programmierten
Zelltodes beteiligt (Vyas et al. 2002). Zuséatzlich tritt das SMN-Proteins mit dem Stress-Granula
assoziierten Protein Rpp20 (Hua und Zhou 2004) und dem Osteoclasten-stimulierende Faktor (OSF)
(Kurihara et al. 2001) sowie der konstitutiv exprimierten Serin/Threonin-Proteinphosphatase4 (PP4)

(Carnegie et al. 2003) in Wechselwirkung.

1.4 Nukleozentrische vs. axonale Funktion des SMN Proteins

Der SMN-Komplex vermittelt perinuklear die Assemblierung verschiedener Uridin-reicher small
nuclear ribonucleoproteins (UsnRNPs), die am Aufbau des Spleilosoms und somit an der
Prozessierung der pr&-mRNA im Kern beteiligt sind (siehe Abb. 2). Wahrend des Spleiprozesses
werden die Intron-Sequenzen aus der transkribierten pra-mRNA geschnitten und die verschiedenen
Exone ligiert (Kramer 1996). Abhangig von den beteiligten UsnRNPs unterscheidet man ein U2-Typ-
Intron-abhangiges Haupt- von einem U12-Typ-Intron-abhangigen Nebenspleilosom (Will und
Luhrmann 2005). Letztgenanntes wurde erst Anfang der neunziger Jahre identifiziert und liegt in
Menschen und Pflanzen konserviert vor (Lorkovic et al. 2005). Das HauptspleiRosom setzt sich aus
den U1, U2, U5 und U4/U6snRNP zusammen, wahrend das NebenspleiRosom aus den
U4datac/U6atac, U5, U11 und U12snRNP aufgebaut ist (Will und Luhrmann 2005). Die U1, U2, U4 und
U5snRNPs werden im Zytoplasma assembliert, wahrend U6snRNA im Kern verbleibt und hier mit den
sieben Sm-ahnlichen Proteinen (LSm2-LSm8 Proteine, like Sm protein) in Wechselwirkung tritt
(Achsel et al. 1999). Die Assemblierung spleiRosomaler RNA-Proteinkomplexe und der nukleare
Transport sind im Detail fir U1 und U2snRNP beschrieben worden (Fischer et al. 1997; Kramer et al.
1999; Yong et al. 2002; Kramer et al. 2005), in vitro Untersuchungen zur Assemblierung von Sm-
Proteinen an snRNAs legen aber den Schluss nahe, dass das SMN-Protein auch die Ubertragung von
Sm-Heptameren auf U4, U5 und U7 (LSm-Heptamer; (Pillai et al. 2003)) sowie auf U11 und
U12snRNA vermittelt (Fischer et al. 1997; Pellizzoni et al. 2002b).

Zunachst treten verschiedene Sm-Proteine mit dem 20 S Methylosom in Wechselwirkung (s.Abb. 2)
(Meister et al. 2000; Brahms et al. 2001). Integrale Bestandteile des Makroproteinkomplexes stellen
die Protein-Arginin-Methyltransferase 5 (PRMT5), das Methylosom-Protein 50 (MEP50) sowie pICIn
dar (Friesen et al. 2001b). PRMT5 katalysiert die symmetrische Methylierung von Arginin-Resten der
Sm B, D1 und D3 Proteine (Friesen et al. 2001b; Meister et al. 2001b). MEP50 enthalt wie Gemin5
WD-Wiederholungsdomanen und vermittelt die Bindung von Sm-Proteinen und vermutlich weiterer
Komponenten des Methylosoms (Friesen et al. 2002; Gubitz et al. 2002). pICIn konkurriert mit dem
SMN-Protein um die Bindung von Sm-Proteinen (B, D1, D2, D3 und E) und wurde als Inhibitor der
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UsnRNP Assemblierung beschrieben (Pu et al. 1999). Méglicherweise vermittelt pICin auch die
Speicherung bzw. Bereitstellung von Sm-Proteinen fir eine Prozessierung durch PRMT5 und das
SMN-Protein (Friesen et al. 2001b). Durch die Methylierung von Arginin-Glycin-Motiven steigt die
Affinitat der Sm-Proteine flir das SMN-Protein (Brahms et al. 2001; Friesen et al. 2001a). Das SMN-
Protein interagiert mit einigen Sm-Proteinen direkt (Buhler et al. 1999; Pellizzoni et al. 1999; Friesen
und Dreyfuss 2000) sowie mit anderen indirekt tber die verschiedenen Gemine und Unrip (Charroux
et al. 1999; Charroux et al. 2000; Baccon et al. 2002; Gubitz et al. 2002; Pellizzoni et al. 2002a;
Carissimi et al. 2005). Unter Bildung einer heptameren Ringstruktur und spezifischer Bindung an die
Sm-Sequenz werden die Sm-Proteine unter ATP-Verbrauch auf die snRNA Ubertragen (Raker et al.
1996; Raker et al. 1999; Meister et al. 2001a). Dabei wird die ATP-Hydrolyse mdglicherweise tber
Gemin3 vermittelt (Grundhoff et al. 1999). Die selektive Bindung einzelner snRNAs erfolgt Uber die
spezifische Interaktion bestimmter RNA-Sekundarstrukturen mit dem SMN-Komplex (Yong et al. 2002;
Yong et al. 2004; Golembe et al. 2005) und Interaktion mit Gemin5 (U1, U2, U4 und U5 — nicht U6,
U7snRNA oder rRNA) (Battle et al. 2006). Durch eine Methyltransferase wird der monomethylierte
Guanosin-Rest (m7G) der RNA-CAP-Struktur zu 2,2,7-Trimethylguanosin (TMG-CAP, m;G-CAP)
methyliert (Plessel et al. 1994). In der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae wurde nukleolar die
Trimethylguanosin Synthase 1 (TGS1) identifiziert, die die CAP-Strukturen von snRNA und snoRNA
hypermethyliert (Mouaikel et al. 2002). Das homologe Enzym tritt im Menschen direkt mit dem SMN-
Protein in Wechselwirkung (siehe 1.3) und co-lokalisiert in Hela-Zellen zytoplasmatisch sowie
intranuklear mit SMN-positiven Strukturen (Mouaikel et al. 2003). Die Bildung der m;G-CAP-Struktur
fuhrt zur spezifischen Translokation des UsnRNPs in den Kern (Massenet et al. 2002; Strasser et al.
2005). Das TMG-CAP wird zunachst durch Snurportin 1 (SPN1) gebunden, welches in vivo und in
vitro direkt mit dem SMN-Protein in Wechselwirkung treten kann (Narayanan et al. 2002). SPN1
besitzt eine IBB-Domane, die die Interaktion mit dem unidirektionalen Kerntransporter Importin-8
vermittelt (Strasser et al. 2005). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass rekombinantes Importin-f3
auch direkt an das SMN-Protein binden kann (Narayanan et al. 2002). Darlber hinaus co-
immunprazipitiert das SMN-Protein mit dem Zink-Finger Protein ZRP1, welches ebenfalls mit
Snurportin 1 in Wechselwirkung treten kann (Gangwani et al. 2001). Unter Assoziation von ZRP1,
Importin-a/Importin-B und Snurportin 1 wird ein  UsnRNP/SMN-Importkomplex gebildet, der die
Translokation in den Zellkern vermittelt (Massenet et al. 2002; Narayanan et al. 2002). SMN, RNA und
Importin-B sind im Gegensatz zu ZPR-1 essentiell fir den snRNP Import (s. Abb. 2) (Narayanan et al.
2004). Intranuklear akkumulieren die UsnRNPs temporéar in den Cajal-Kérpern und werden unter
Interaktion mit snoRNPs (syn. scaRNPs speziell in Cajal-Kdrpern) zu spleilosomalen snRNPs weiter
prozessiert (Gall 2000; Cioce und Lamond 2005; Stanek und Neugebauer 2006), wahrend das SMN-
Protein recyclet wird (Pellizzoni et al. 1998; Hebert et al. 2001).
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Nukleus Cytoplasma
Gems
UsnRNP-Aufbau
Cajal-Korper Q
Importin-p,
Snurportin 1

UsnRNA

MEP50 pICin

@CHa E

Gemin2 - Geming, O @

: Unrip, FGF-22%, etc. C
: ..O . Sm-Proteine
v TTeL

pra-mRNA T N

Spleilprozess

Abb. 2 Assemblierung spleifosomaler UsnRNPs am SMN-Komplex. Das SMN-Protein bildet im Zytoplasma Dimere bzw.
Oligomere und dient als Plattform fiir den Aufbau von RNA-Proteinkomplexen, die am Aufbau des SpleiRosoms beteiligt sind.
Uridin-reiche kleine nukledre RNA-Molekile (small nuclear RNAs) werden im Kern transkribiert und anschlieBend in das
Zytoplasma exportiert. Im Zytoplasma methyliert die Proteinmethyltransferase PRMT5 einige Sm-Proteinen (SmB, SmD1 und
SmD3) und steigert dadurch deren Affinitat fur das SMN-Protein. Wahrend MEP50 weitere Komponenten des Methylosoms
bindet, kann pICIn durch Bindung von Sm-Proteinen die Wechselwirkung mit SMN stéren. SMN bildet im Zytoplasma einen
Multiproteinkomplex aus den Geminen 2-8 sowie weiteren Proteinen und katalysiert unter Assoziation mit den Sm-Proteinen die
Ubertragung eines heterogenen, ringférmigen Sm-Heptamers auf die UsnRNA. Unter Bindung von Importin-B und Snurportin 1
wird der UsnRNP/SMN-Komplex in den Kern transloziert. Die UsnRNPs werden in Cajal-Kdrpern weiter prozessiert und gehen
in das SpleiBosom ein, wahrend SMN und die Gemine in Gems recyclet werden.

Die nukleozentrische Sicht auf das SMN-Protein und dessen Beteiligung am SpleiRprozess hat lange
Zeit die SMA-Forschung bestimmt. Sie lie} jedoch die Frage offen, aus welchem Grund es zum
spezifischen Absterben von Motoneuronen im Rickenmark und im Hirnstamm kommt. Auf welche Art
und Weise verursacht ein nahezu ubiquitar exprimiertes Gen die spezifische Degeneration einer
Zellpopulation? Das SMN"-Protein férdert im Gegensatz zu den in SMA-Patienten beobachteten
mutierten Formen des Proteins in vitro die pra&-mRNA Prozessierung, so dass als mogliche Ursache
fur das selektive Absterben SpleiRdefekte Motoneuronen-spezifischer pra&-mRNA angenommen wurde
(Pellizzoni et al. 1998). In einem einfachen Experiment untersuchte die Gruppe um M. Sendtner das
SpleiBverhalten von Caspase-2 (Ich-1) in einem SMA-Typ | (Hsieh-Li et al. 2000; Monani et al. 2000)
und -Typlll Mausmodell (Jablonka et al. 2000b). Das Ich-1-Gen wird wahrend der
Embryonalentwicklung von Motoneuronen hochreguliert und zeigt aufgrund alternativen SpleiRens
eine apoptotische wie auch eine anti-apoptotische Isoform. Beim Vergleich des Quotienten beider
Formen konnte jedoch weder beim konstitutiven noch beim alternativen SpleilRen der Caspase-2 pra-
mRNA ein Unterscheid zwischen Wildtyp- und SMA-Tieren beobachtet werden (Jablonka et al. 2000b;
Jablonka et al. 2004).

Arbeiten zu einer moglichen axonalen Funktion wurden lange Zeit in der SMA-Forschung
vernachlassigt. Bereits 1999 wurde eine Lokalisation des SMN-Proteins in Auslaufern von zervikalen
Ruckenmarksneuronen aus der Ratte elektronenmikroskopisch nachgewiesen (Bechade et al. 1999).

Spatere Arbeiten zeigten die Co-Lokalisation des SMN-Proteins mit GAP43 in Wachstumskegel-
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ahnlichen Strukturen von differenzierten P19-Teratocarcinoma-Zellen (Fan und Simard 2002).
Arbeiten an kultivierten Rickenmarks- und Vorderhirnneuronen aus der Ratte bzw. dem Huhn wiesen
auf eine Beteiligung des SMN-Proteins am axonalen Transport hin (Zhang et al. 2003). Mit der
Identifikation von hnRNP-R als neuem Interaktionspartner des SMN-Proteins (Rossoll et al. 2002)
wurde kurze Zeit spater der SMN-vermittelte axonale Transport von B-Actin-mRNA in Axonen und
Wachstumskegeln von embryonalen Motoneuronen aus der Maus nachgewiesen (Rossoll et al. 2003).
Die in embryonalen Vorderhirnneuronen aus dem Huhn beschriebene Co-Lokalisation des SMN-
Proteins mit poly(A)-RNA und PABP in neuronalen Auslaufern lassen vermuten, dass das SMN-
Protein den Transport weiterer mRNAs in Axonen vermittelt (Zhang et al. 2007). Eine axonale
Translation wurde fir zahlreiche Proteine beschrieben (Zheng et al. 2001; Willis et al. 2005; Twiss und
van Minnen 2006). Daruber hinaus konnte kilrzlich eine neue, axonale Isoform des SMN-Proteins
(a-SMN) identifiziert werden, die nur wahrend der Embryonalentwicklung von Motoneuronen
translatiert wird und sich aus den ersten drei Exonen sowie dem sich an Exon 3 anschlieRenden
Intron 3 zusammensetzt (Setola et al. 2007). Das ca. 22 kDa groRe Protein co-lokalisiert mit Actin-
Filamenten in HelLa-Zellen und férdert das Wachstum neuronaler Ausldufer in der Motoneuronen-
Zelllinie NSC34, die Bedeutung der Entdeckung fir die infantile Spinale Muskelatrophie ist aber noch
weitgehend unklar (Cashman et al. 1992; Setola et al. 2007).

Unabhéangig davon wird eine axonale Funktion des SMN-Proteins auch durch die bei der SMA
beobachtete Denervation der Muskeln und der Degeneration der Muskelendplatte gestiitzt (Crawford
und Pardo 1996; Cifuentes-Diaz et al. 2002; Chan et al. 2003). Im SMA-Typ | Mausmodell
(SMN"';hSMN2) wird bei zunehmender Lahmung der proximalen Muskulatur und dem Tod durch
respiratorisches Versagen eine Reduktion in der Anzahl an Motoneuronen-Zellkérpern um 35 %
beschrieben (Monani et al. 2000). Die infantile Spinale Muskelatrophie wird daher vermutlich nicht
alleine durch eine Abnahme der Anzahl an Motoneuronen, sondern moglicherweise auch durch SMN-
vermittelte, axonale Defekte und die dadurch induzierte Denervation der Muskeln verursacht. Im
Zebrafisch-Modellsystem konnte gezeigt werden, dass der SMN knock-down zur Degeneration und
verstarkten Verzweigung von ventral und dorsal projizierenden Motoneuronen wahrend der
Embryonalentwicklung fuhrt (McWhorter et al. 2003). Der reduziert SMN-Proteinspiegel fihrte dariiber
hinaus zu einer gestorten Innervierung der Zielorgane. Ein vermehrtes Zellsterben konnte jedoch nicht
beobachtet werden (McWhorter et al. 2003). Die verschiedenen Ergebnisse legen nahe, dass das
SMN-Protein nicht alleine zytoplasmatische bzw. nukledre, sondern auch axonale Funktionen
aufweisst.

1.5 Das SMN-Protein und das Zytoskelett

Das SMN-Protein scheint auf unterschiedliche Art und Weise mit dem Zytoskelett der Zelle in
Verbindung zu stehen. Untersuchungen an einem Cre-loxP-Mausmodell mit SMNA7-Expression in
neuronalem Gewebe zeigten, dass das mutierte SMN-Protein zu einer starken Aggregation von
Neurofilamenten inklusive phosphorylierter Isoformen fuhrt (Cifuentes-Diaz et al. 2002). In Neuronen
werden neben den drei Neurofilament-Isoformen NF-L, NF-M und NF-H die zwei weiteren wichtigen
Intermediarfilamente a-Internexin und Peripherin beobachtet (Lariviere und Julien 2004). Die

Akkumulation von NF-M und phosphoryliertem NF-H Neurofilamenten in den proximalen und
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terminalen Axonsegmenten bei unveranderter Genexpression kénnten dabei mit eine Ursache fir die
beobachtete Denervation der Muskelendplatte darstellen (Cifuentes-Diaz et al. 2002). Es konnte
gezeigt werden, dass das SMN-Protein in der neuromuskuldren Endplatte von neonatalen Mausen
angereichert ist und in Wachstumskegel-ahnlichen Strukturen von differenzierten P19-
Teratocarcinoma-Zellen mit NF-L co-lokalisiert (Fan und Simard 2002). Auch in SMA-Patienten wurde
die Denervation der Muskelfasern (Crawford und Pardo 1996) beobachtet und die Akkumulation von
phosphorylierten Neurofilamenten im Periplasma von Neuronen mehrfach beschrieben (Lippa und
Smith 1988; Kato und Hirano 1990; Murayama et al. 1991). Sowohl NF-M oder NF-H knock-out als
auch transgene Tiere zeigten jedoch bezlglich der Motoneurone nur einen milden Effekt und kaum
motorische Stérungen (Lariviere und Julien 2004; Liu et al. 2004). Eine moderate Uberexpression von
NF-L bewirkt dagegen im Mausmodell die Akkumulation von Neurofilamenten in Axonen und
Perikaryien sowie die Degeneration von Motoneuronen im Rickenmark und erzeugt einen der
Amyotrophen Lateralsklerose ahnlichen Phanotyp (Xu et al. 1993; Lee und Cleveland 1994). Das
SMN-Protein ist Uber hnRNP-R und die Assoziation mit PABP aktiv am axonalen Transport von
mRNA-Molekilen beteiligt (Rossoll et al. 2003; Zhang et al. 2007). Die mRNA-Molekule der drei
Neurofilament-Isoformen wurden in Axonen aus dem Nervus ischiadicus der Ratte nachgewiesen
(Sotelo-Silveira et al. 2000) und der axonale Transport und die Translation von Peripherin mRNA in
Spinalganglienneuronen (DRG) der Ratte beschrieben (Willis et al. 2005). Somit kénnte ein gestorter
mRNA-Transport eine moégliche Ursache fiir die Akkumulation von Neurofilamenten darstellen. Es ist
dabei aber unklar, wie die unterschiedlichen Beobachtungen zeitlich und rdumlich zu ordnen und wie

Ursache und Wirkung bei der infantilen Spinalen Muskelatrophie zu bewerten sind.

Mikrofilamente stellen neben den Intermediarfilamenten und Mikrotubuli einen integralen Bestandteil
des Zytoskeletts der Zelle dar. In einem Antikérper-Array wurde in humanen SMA-Typ-II-Muskelzellen
beim Vergleich mit Kontrollzellen eine Reduktion des VASP-Proteinspiegels (VASP: vasodilator
stimulated phosphoprotein) um ca. 50 % beobachtet (Anderson et al. 2003). VASP gehort mit Mena
und EVL (Ena/VASP like protein) zu den Ena-verwandten Genen aus Drosophila und ist an der
Stabilisierung von Actin-Filamenten beteiligt (Cramer 2002; Krause et al. 2002). Darliber hinaus wurde
die Co-Lokalisation des SMN-Proteins mit F-Actin in Wachstumskegeln von P19-Teratocarcinoma-
Zellen beschrieben (Fan und Simard 2002). Die zusatzlich in Drosophila melanogaster beobachtete
Co-Lokalisation und Co-Immunprazipitation des SMN-Proteins mit a-Actinin, welches Actin-Filamente
in der Z-Scheibe von Muskelfasern quervernetzt, lassen eine verstarkte Assoziation des SMN-Proteins
mit Mikrofilamenten vermuten (Rajendra et al. 2007). Unterstutzt wird die Hypothese durch die
Beobachtung, dass SMN-positive Granula mit einer Geschwindigkeit von 1 pm/s am schnellen
axonalen Transport (Hirokawa 1998) in embryonalen Vorderhirnneuronen aus dem Huhn beteiligt
waren und dieser bei der Depolymerisation von Actin-Filamenten um ca. 39 % zuriick ging (Zhang et
al. 2003). Uber die Interaktion mit Profilin kann das SMN—Protein indirekt mit dem Actin-Zytoskelett in
Wechselwirkung treten (Giesemann et al. 1999). Profilin ist ein regulatorisches Protein des Actin-
Zytoskeletts und kann sowohl einen inhibitorischen als auch einen stimulierenden Effekt auf die
Bildung von filamentdésem Actin zeigen (Yarmola und Bubb 2006). In Wirbeltieren liegt Profilin in zwei

Isoformen (Profilin1 und Profilin2) mit unterschiedlichen biophysikalischen Eigenschaften vor
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(Gieselmann et al. 1995; Lambrechts et al. 1997), die jedoch beide das SMN-Protein binden kénnen
(Giesemann et al. 1999). Neben dem SMN-Protein bindet auch VASP in vitro Gber eine Prolin-reiche
Sequenz spezifisch Profilin2. (Kang et al. 1997; Lambrechts et al. 1997). Daruber hinaus konkurrieren
Actin und Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (PIP,) um die Bindung an Profilin (Lassing und Lindberg
1985; Lambrechts et al. 1995), wobei Profilin2 fir PIP, eine niedrigere Affinitat als Profilin1 zeigt
(Lambrechts et al. 1997). Bei beiden Isoformen inhibiert die Bindung an PIP, die Wechselwirkung mit
Polyprolin-Motiven, wie sie bei dem SMN-Protein und VASP beobachtet werden (Lambrechts et al.
1997). Uber die Interaktion mit Profilin (Giesemann et al. 1999) ist das SMN-Protein mdglicherweise
am Aufbau und Uber Assoziation mit a-Actinin (Rajendra et al. 2007) an der Vernetzung von

filamentdsen Actin beteiligt.

1.6 Regulation des Actin-Zytoskeletts

Das Actin-Zytoskelett ist eine hochst dynamische Struktur und vermittelt die Mobilitat, Zellteilung,
Migration, Invasion und das neuronale Wachstum der Zelle (Huber et al. 2003; Wang et al. 2006).
Filamentdses Actin (F-Actin) ist helikal aus globularen Actin-Monomeren (G-Actin) aufgebaut, dessen
Enden mit (+) (barbed end) und (-) (pointed end) gekennzeichnet werden (Steinmetz et al. 1997).
Unter Gleichgewichtsbedingungen Uberwiegt am (+)-Ende die Addition von ATP-gebundenem G-Actin
und am (-)-Ende die Dissoziation von ADP-G-Actin (Carlier 1991; Pollard und Borisy 2003). Innerhalb
des Filaments findet eine Hydrolyse von ATP-Actin Gber ADP-(P;)-Actin zu ADP-Actin statt (Carlier
1992). Der simultane Auf- und Abbau bei insgesamt relativ konstanter Lange der Filamente wird als
treadmilling bezeichnet (Steinmetz et al. 1997). In vivo wird die Elongation von Filamenten und die
Dissoziation von Monomeren Uber zahlreiche Proteine moduliert (s. Abb. 3) (Krause et al. 2002;
Paavilainen et al. 2004; Siripala und Welch 2007). Regulatorische Proteine wie ADF/Cofilin und
Gelsolin binden an F-Actin und induzieren eine Konformationsanderung, die zum Bruch der Filamente
fuhren kann (McGough et al. 1997; McGough et al. 1998). Gelsolin bindet daraufhin das freie (+)-Ende
und verhindert damit eine weitere Elongation der Filamente, wahrend die Depolymerisation am neuen,
ungeschutzten (-)-Ende ermdglicht wird (Sun et al. 1999). Die ADF/Cofilin-Familie (im folgenden Text
als Cofilin bezeichnet) besteht aus drei Proteinen mit redundanten Funktionen (ADF, actin
depolymerizing factor; Cofilin1 und Cofilin2), von denen Cofilin1 in Sdugetieren die dominante Isoform
darstellt (Hotulainen et al. 2005). Cofilin schafft zunachst freie (+)-Enden, an denen eine weitere
Polymerisation stattfinden kann (Chan et al. 2000; Zebda et al. 2000; Ghosh et al. 2004;
Andrianantoandro und Pollard 2006). Uber Assoziation mit Arp2/3 férdert Cofilin die Verzweigung von
linearen Actin-Filamenten (lchetovkin et al. 2002). Zusatzlich kann es abhangig von der lokalen
Konzentration die Dissoziation von Actin-Filamenten induzieren und mit ADP-Actin-Monomeren
dimerisieren (Nishida et al. 1984; Andrianantoandro und Pollard 2006). Die Phosphorylierung von
Cofilin fihrt zur Inaktivierung und erfolgt durch eine der beiden Lim-Kinase Isoformen (LimK1, LimK2)
oder die testikulare Kinase (TesK), die jedoch lediglich fir die Spermatogenese von Bedeutung ist
(Toshima et al. 1995; Yang et al. 1998; Sumi et al. 2001; Toshima et al. 2001). Die Aktivitat der
Uberwiegend redundant exprimierten Lim-Kinasen (Mori et al. 1997) wird durch Isoformen der p21-
aktivierten Kinase (PAK) und der RhoA-bindenden Kinase (ROCK) reguliert (Edwards et al. 1999;
Maekawa et al. 1999; Dan et al. 2001). Phosphorylierung der Lim-Kinasen (LimK1: Thr508, LimK2:
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Thr505) fuhrt zur Aktivierung der Enzyme (Ohashi et al. 2000; Sumi et al. 2001). Die verschiedenen
Isoformen der Slingshot-Phosphatasen dephosphorylieren und deaktivieren Lim-Kinasen und
dephosphorylieren und aktivieren Cofilin (Soosairajah et al. 2005). Dariiber hinaus dephosphoryliert
Chronophin spezifisch Cofilin (Gohla et al. 2005).

NGF
/
PI3 MAPK
GAPs \I 1 GEFS \
RhoA CdC42
GEFs — _
PAK

Formine MLC «<— ROCK

(mDia) T \/ \ / .I. WAVE WASP

‘ MLP LimK —— Slingshot
’
[] Profilin \’Coﬁnn -

OBRRI)I)))))))
Arp2i3 @D
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CBBB) 'A'p“!‘i“‘nlnnl!

F-Actin Filamente

O T
i

7N % @ Cofilin
G-Actin-ADP

+

[ ] Profilin

Actin-ATP/Profilin

Abb. 3 Vereinfachte Darstellung zentraler Regulatoren des Actin-Zytoskeletts. Die Bindung des Nervenwachstumsfaktors NGF
an den p75-Neurotrophinrezeptor fihrt zur Inhibition der RhoA- und gleichzeitig Uber Dimerisierung von TrkA-
Rezeptortyrosinkinasen zur Aktivierung der Rac1- und Cdc42-Rho-GTPasen. Darliber hinaus wird Gber den MAP-Kinase-Weg
die Genexpression wahrend der neuronalen Differenzierung stimuliert. Durch das Wechselspiel der GTPasen wird eine
kontrollierte Polymerisation von G-Actin-Monomeren zu filamentdsen F-Actin sowie dessen Depolymerisation oder Verzweigung
reguliert (weitere Informationen im Text).

Abkirzungen: ROCK: RhoA-bindende Kinase, PAK: p21-aktivierte Kinase, LimK: Lim-Kinase; MAPK: MAP-Kinase, PI3K:
Phosphatidylinositol-3-kinase, MLC: myosin light chain; MLP myosin light chain phosphatase; WASP: Wiskott-Aldrich-Syndrom-
Protein, WAVE: WASP-family verprolin-homologous protein.

Die Lim-Kinasen bilden eine Schnittstelle bei der Signaltransduktion durch die kleinen GTPasen RhoA
(Ras-homologous member A), Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) und Cdc42 (cell
division cycle 42) (Sumi et al. 1999). Wahrend PAKs durch Rac1 und Cdc42 aktiviert werden (Abo et
al. 1998; Daniels et al. 1998), ist die Aktivitdt von ROCK RhoA-abhangig (Ishizaki et al. 1996; Matsui
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et al. 1996). Die RhoA-GTP vermittelte Aktivierung von ROCK und Forminen (mDia) sowie die
induzierte Phosphorylierung von Profilin2 und Cofilin, fihren zur Bildung von Actin-Filamenten
(Watanabe et al. 1997; Maekawa et al. 1999; Watanabe et al. 1999; Krebs et al. 2001; Da Silva et al.
2003).

Profilin férdert den Nukleotidaustausch an ADP-Actin (Gieselmann et al. 1995) und beschleunigt unter
Interaktion mit Forminen die Addition von ATP-Actin an das (+)-Ende von F-Actin (Kovar et al. 2006).
Die Gesamtmenge an freiem Actin wird in der Zelle durch Dimerisierung (ADP-Actin/Cofilin, ATP-
Actin/B4-Thymosin, ATP-Actin/Profilin) reduziert, um eine spontane Assemblierung von Actin-
Filamenten zu vermeiden (Blanchoin und Pollard 1998; Didry et al. 1998; Kang et al. 1999). Dariber
hinaus schirmen Proteine wie das Heterodimer CP (capping protein) am (+)-Ende und Tropomodulin
am (-)-Ende die terminalen Actin-Proteine von bestehenden Filamenten ab und verhindern so eine
unkontrollierte Addition von ATP-G-Actin oder Dissoziation von ADP-G-Actin (Wear et al. 2003;
Zigmond 2004). Die de novo Synthese von Actin-Filamenten wird Gber Formine und Arp2/3-Komplexe
vermittelt (Hotulainen und Lappalainen 2006), die die Bildung von ATP-Actin-Kondensationskeimen
katalysieren. Darlber hinaus ermdoglicht Arp2/3 die Verzweigung am (+)-Ende von bereits
bestehenden Filamenten (Mullins und Pollard 1999; Pollard und Beltzner 2002). Die Aktivitat von
Arp2/3 wird Uber WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) und WAVE (WASP-family verprolin-
homologous protein) reguliert, die ihrerseits Uber die Rho-GTPasen Cdc42 und Rac1 aktiviert werden
(Miki et al. 1998; Takenawa und Miki 2001).

Der Auf- und Abbau von Actin-Filamenten wird durch ein Wechselspiel der verschiedenen Rho-
GTPasen, die durch GTP-Bindung aktiviert und GTP-Hydrolyse deaktiviert werden, vermittelt (Hall
1998; Schwartz 2004). Katalysiert wird die Reaktion durch eine intrinsische GTPase-Aktivitat sowie
verschiedene GAPs (GTPase activating protein) und GEFs (Guanine nucleotide exchange factor), die

durch exogene Faktoren stimuliert werden kdnnen (Van Aelst und D'Souza-Schorey 1997).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die infantile Spinale Muskelatrophie ist durch die spezifische Degeneration von Motoneuronen im
Rickenmark sowie Hirnstamm charakterisiert und fuhrt aufgrund der Denervation von Muskeln zu
einer fortschreitenden peripheren Lahmung. Verursacht wird die Erkrankung durch den Verlust oder
die Mutation des survival of motoneuron 1 (SMN1)-Gens und die dadurch bedingte Reduktion des
SMN-Proteinspiegels. Der molekulare Mechanismus, der zu der axonalen Degeneration und zum
Absterben von Motoneuronen flhrt, ist noch unklar. In der Vergangenheit wurde der Ausloser in einer
gestorten Biosynthese von spleiRosomalen snRNPs am SMN-Komplex gesucht. Darliber hinaus gibt
es inzwischen Daten, die auf eine zusatzliche axonale Funktion des SMN-Proteins hinweisen.
Aufgrund der eingeschrankten Verfugbarkeit von primdren Motoneuronen aus der Maus oder Ratte
und dem hohen Bedarf an Zellen fiir biochemische Untersuchungen, soll in dieser Arbeit ein PC12-
Zellkulturmodell fir die Spinale Muskelatrophie entwickelt werden. In diesem soll dann der Einfluss
des SMN-Proteinspiegels auf das Wachstum neuronaler Auslaufer naher charakterisiert werden.
Dabei muss ermittelt werden, welche Relevanz der perinukleare snRNP/SMN-Komplex fiur das
Neuritenwachstum hat. Hierzu wird der Einfluss der Bindung einzelner Interaktionspartner, die fir die
Assemblierung des snRNP/SMN-Komplexes notwendig sind, auf die Funktion des SMN-Proteins
wahrend des Wachstums neuronaler Auslaufer zu bestimmen sein. Da Gemin2 von essentieller
Bedeutung fir die Aktivitdt des snRNP/SMN-Komplexes ist und nukledr mit dem SMN-Protein in
sogenannten gemini of Cajal bodies co-lokalisiert, soll mit Hilfe eines knock-downs und der
Uberexpression der Einfluss von Gemin2 auf die Bildung von Kernkérpern und auf das
Neuritenwachstum untersucht werden.

Darlber hinaus soll eine potenzielle Assoziation des SMN-Proteins mit Bestandteilen des Zytoskeletts
untersucht werden. Da das SMN-Protein Gber Profilin und a-Actinin indirekt mit Actin interagieren kann
und somit mdglicherweise den Aufbau von Mikrofilamenten beeinflusst, soll die Wechselwirkung mit
Actin naher betrachtet werden. Dabei wird zu prifen sein, ob das SMN-Protein eventuell einen
Einfluss auf die Bildung von Mikrofilamenten ausubt. Aufgrund der bekannten Interaktion mit Profilin
sollen auch potenzielle Veranderungen bei regulatorischen Proteinen des Zytoskeletts Uberprift
werden. Von besonderem Interesse ist dabei die NGF-vermittelte Signaltransduktion Gber die RhoA-
GTPase und deren Substrat ROCK, da in Zelllysaten aus Mausgehirnen gezeigt werden konnte, dass
Profilin2 und ROCK-II in einem gemeinsamen Komplex vorliegen. Unter Einsatz von primaren
Fibroblasten aus SMA-Typ-I-Patienten kénnen die Ergebnisse mdglicherweise anschlieRend leichter

auf die Situation im Menschen Ubertragen werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Kultivierung von PC12-Zellen

PC12-Zellen entstammen einem Tumor des Nebennierenmarks (Phaochromozytom) der Ratte und
zeigen unter Stimulation mit dem Nervenwachstumsfaktor (NGF) einen neuronalen Phanotyp (Greene
und Tischler 1976). Differenziert besitzen die Zellen Eigenschaften von adrenergen, sympathischen
Neuronen und bilden Auslaufer, die Charakteristika sowohl von Axonen als auch Dendriten zeigen
und in Anlehnung an die englischsprachige Literatur als Neuriten bezeichnet werden.

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in Poly-L-Lysin beschichteten Kulturflaschen in PC12-
Proliferationsmedium bei einer Temperatur von 37 °C unter 8,5 % Kohlendioxid-Atmosphéare in einem
befeuchteten Brutschrank. Fir die Beschichtung wird die Oberflache mit einer 0,5 mg/ml PLL-Lésung
(33 pg/cm?) fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschieBend zwei Mal mit zweifach destilliertem
Wasser (bidest. H,O) gewaschen. Zur Ernte werden die Zellen mit Dulbecco’s phosphate buffered
saline  (PBS) gewaschen und mit einer 0,05 % (w/v) Trypsin/ 0,83 mM  Natrium-
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Losung abgelost. Nach Abstoppen der Proteolyse durch Zugabe
einer aquivalenten Menge an Medium werden die Zellen fir 5 min. bei 235 x g zentrifugiert. Zur
mechanischen Desintegration von Zellverbanden wird das Pellet mit wenig Medium versetzt und mit
einer Uber dem Bunsenbrenner enggeschmolzenen Glas-Pasteurpipette trituriert. Die Bestimmung der
Lebendzellzahl erfolgt Uber die Trypanblau-Ausschlussfarbung mit einer Neubauer-Zahlkammer.
Hierzu wird eine Probe der Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit einer 0,4 % (w/v) Trypanblau-L&sung
versetzt und das Verhaltnis von toten (blau) zu lebenden (farblosen) Zellen bestimmt. Die PC12-Zellen

werden einmal pro Woche umgesetzt.

PC12-Proliferationsmedium (van Bergeijk et al. 2006):
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) high glucose

10 % (v/v) Pferde-Serum

5% (viv) Fetales Kalberserum
6 mM L-Glutamin

1mM Natriumpyruvat

100 1IU/ml / 0,1mg/ml Penicillin/Streptomycin

Dulbecco’s PBS: 136,9 mM NaCl; 8,1 mM NayHPOy; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,PO4

3.1.2 Differenzierung von PC12-Zellen

Die neuronale Differenzierung der PC12-Zellen erfolgt unter Serumreduktion und Zugabe von NGF
auf unterschiedlich beschichteten Oberflachen. Fir die Beschichtung mit Laminin und Poly-L-Ornithin
(PLO) wird die Oberflache mit einer Lésung aus 6 ug/ml Laminin und 100 ug/ml Poly-L-Ornithin-
Lésung Uber Nacht bei (Raumtemperatur) RT inkubiert und anschliefiend zwei Mal mit bidest. H,O
gewaschen (1 pg/cm2 Laminin und 16 pg/cm2 PLO). Fir die Inkubation mit Collagen wird auf
Polyethylen bzw. Polypropylen 1,8 pg/cm? auf Deckglasern 4 pg/cm? Collagen | aus der Ratte
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aufgetragen. Hierzu wird die Stammlésung (4 mg/ml in 0,1 M Essigsaure) in 30 % (v/v) Ethanol
entsprechend verdinnt und auf die Oberfliche gegeben. Nach Inkubation Uber Nacht und
Verdunstung der Flissigkeit wird das Gefald zwei Mal mit bidest. H,O gewaschen. Neben Collagen |
wird fur die Kultivierung von PC12-Zellen auf Deckglasern Matrigel (ECM-Gel) aus dem Engelberth-
Holm Swarm Sarcom der Maus verwendet, welches hauptsachlich aus Laminin, Collagen IV,
Heparansulphat-Proteoglycan, Entactin und Nidogen besteht (Carey et al. 1986). Zur Verflissigung
der 11,35 mg/ml Stammlésung wird diese bei 4 °C aufgetaut und anschlieBend mit gekulhlten
Pipettenspitzen in eiskaltem bidest. H,O auf 0,2 mg/ml verdinnt. Die Glas-Deckglaser werden Uber
Nacht inkubiert (30 pg/cm?), die Losung abgenommen und die Oberfldche ohne weitere Waschschritte
mit Zellen besiedelt. Fir immunzytochemische Untersuchungen und die Messung des
Neuritenwachstums werden die Zellen in Proliferationsmedium ausgesat und fur 24 £ 2 h kultiviert. Am
folgenden Tag wird das Proliferationsmedium durch Serum-reduziertes, NGF-haltiges

Differenzierungsmedium ersetzt und die Zellen fiir 72 + 2 h im Brutschrank inkubiert.

PC12-Differenzierungsmedium (van Bergeijk et al. 2006):
DMEM high glucose

1 % (v/v) Pferde-Serum

6 mM L-Glutamin

1mM Natriumpyruvat

100 IU/ml /0,1 mg/ml Penicillin/Streptomycin
100 ng/mi NGF-B 7S

3.1.3 Kultivierung von HEK293T-Zellen

HEK293-Zellen stellen eine humane Zelllinie dar, die aus primaren embryonalen Nierenzellen durch
Transformation mit Adenovirus Typ 5 DNA generiert wurde (Graham et al. 1977). HEK293T
(293tsA1609neo0) ist ein Derivat der Zelllinie und stammt urspriinglich aus dem Labor von M. Carlos
an der Stanford University (DuBridge et al. 1987). Die Zellen exprimieren konstitutiv das gro3e SV40
T-Antigen und lassen sich mit hoher Ausbeute transfizieren. HEK293T wurden dem Arbeitskreis von
Priv. Doz. Dr. med. K. Krampfl aus der Klinik fiir Neurologie der Medizinischen Hochschule Hannover
Uberlassen. Die Zellen werden zwei Mal pro Woche umgesetzt und auf unbeschichteten
Kulturflaschen bei 37 °C und 8,5 % Kohlendioxid-Atmosphare im befeuchteten Brutschrank kultiviert.
Fir immunzytochemische Untersuchungen werden die Zellen auf PLL-beschichteten Oberflachen
ausgesat.

Medium fir HEK293T-Zellen (Bruns et al. 2007):
DMEM high glucose

10 % (v/v) Fetales Kalberserum
6 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

100 1U/ml /0,1 mg/ml Penicillin/Streptomycin
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3.1.4 Kultivierung von primaren Fibroblasten aus Patienten

Die primaren humanen Fibroblasten wurden von Prof. Dr. Brunhilde Wirth der Universitat Kdln aus
Hautbiopsien von SMA-Patienten gewonnen, in Kultur genommen, genetisch charakterisiert und dem
Arbeitskreis zur Verfiigung gestellt. Die Ethikkommission der Medizinischen Hochschule hat keine
Bedenken gegen die molekularbiologischen Untersuchungen an den Patienten-Zellen in der
Arbeitsgruppe von Priv. Doz. Dr. P. Claus geaulert (Bescheid vom 26.02.2002, Nr. 2879).

ML35 stellt eine Zellpopulation von einem gesunden Patienten dar, wahrend ML63 und ML66
heterozygote SMA-Trager reprasentieren. Sie dienen als Kontrolle, wahrend die Kulturen von ML16,
ML17 und ML39 von SMA-Patienten Typ | stammen, die eine homozygote Deletion des SMN1-Gens
aufweisen. ML17 und ML39 haben zwei, ML16 hat drei SMN2-Gen Kopien (Brichta et al. 2003). Die
Kultivierung erfolgt im HEK293T-Medium auf unbeschichteten Zellkulturflaschen bei 37 °C und 8,5 %
Kohlendioxid-Atmosphare in einem befeuchteten Brutschrank. Die Zellen werden alle 14 bis 28 Tage

umgesetzt.

3.1.5 Kryokonservierung von Vertebraten-Zellen

Die Konservierung von Zellen in flissigem Stickstoff bei -192 °C dient zum Schutz vor
Kontaminationen und Veranderungen durch Kultivierung und Alterung. Beim Einfrierprozess
beobachtet man extrazellular und intrazellular Eiskristallbildung. Extrazellular fuhrt die veranderte
Osmolaritat des Mediums zur Dehydratation der Zelle und zur Veranderung des pH-Wertes, wahrend
intrazellular die Eiskristallbildung zur mechanischen Desintegration der Zelle fiihren kann (Meryman
1974). Die Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) dient als Frostschutzzusatz und minimiert Schaden
an den Zellen (Lovelock und Bishop 1959; Cavins et al. 1965; Anchordoguy et al. 1991).

Je nach Zelltyp werden 2 bis 4 Mio. Zellen in 1 ml Kulturmedium mit 10 % (v/v) DMSO aufgenommen
und in Cryo-Rdhrchen abgefillt. Diese werden zunédchst Uber Nacht in einem Isopropanol
ummantelten Behalter im -84 °C Tiefkihlschrank eingefroren und anschlieend in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt.

3.2 Plasmide und Bakterienkultur

3.2.1 Aufbau der Plasmide

Die cDNA fir das humane SMN"-Protein wurde mit entsprechenden Primern aus dem
entsprechenden pCMV-SPORT6 Vektor (Klon IMAGp998P0910174Q2, Deutsches Ressourcen
Zentrum fur Genomforschung - RZPD) amplifiziert. Die SMN-Deletionsmutanten wurden unter
Verwendung entsprechender Primer und unter Einfuhr je einer EcoRI und Sall Restriktionsschnittstelle
durch PCR erstellt. Nach Schneiden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen wurden die PCR-
Produkte in den pGEM-T Vektor eingesetzt, sequenziert und in einen pEGFP-N2 Vektor umkloniert
(Claus et al. 2004; van Bergeijk et al. 2007). Das EGFP (enhanced green fluorescent protein) stellt
eine photostabilere Mutation des monomeren griin fluoreszierenden Proteins aus der Seequalle
Aequorea victoria dar und zeigt ein Absorptionsmaximum von 484 nm und ein Emissionsmaximum bei
510 nm.
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Fir die rekombinante Darstellung des Glutathion-S-Transferase (GST) gekoppelten Wildtyp-SMN-
Proteins wurde die cDNA aus dem entsprechenden pGEM-T Vektor mit Hilfe der genannten

Restriktionsenzyme in einen pET41a-Expressionsvektor umkloniert (Claus et al. 2004).

Die Gemin2 cDNA wurde in einem pSPORT6-Vektor vom RZPD (Klon IRAVp968A05103D6) bezogen
(van Bergeijk et al. 2007). Fir Immunfluoreszenz-Anwendungen wird zur ldentifikation genetisch
veranderter Zellen der pDsRed2-Vektor co-transfiziert. Das tetramere, rot fluoreszierende DsRed2-
Protein, welches aus der Seeanemone Discosoma striata stammt, zeigt bei einer Absorption von

558 nm ein Emissionsmaximum bei 583 nm.

3.2.2 Darstellung von SMN-3xFlag-Fusionskonstrukten

Fir Immunprazipitationsversuche werden SMN-Deletionsmutanten mit einem dreifachen Flag-Anker
bestehend aus den Aminosaure-Resten (DYKDDDDK); versehen, der die Aufreinigung der
Fusionsproteine und assoziierter Interaktionspartner erméglicht. Zur Herstellung der pSMN-3xFlag-
Fusionskonstrukte werden mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und Smal die Inserts SMN1-294,
SMN1-239 und SMN235-294 aus den entsprechenden pSMN-EFGP-N2 Plasmiden geschnitten.
Hierzu werden 0,5 yg Plasmid-DNA zunachst mit 5 U Smal in Tango-Puffer (Fermentas GmbH) fir 3 h
bei 30 °C verdaut. AnschlieBend erfolgt nach Fallung der DNA (s. Ziff. 3.2.9) das Schneiden mit 5 U
EcoRlI in entsprechendem Puffer (s. unten) fiir 3 h bei 37 °C.

Die Lésungen werden in DNA-Probenpuffer aufgenommen und auf ein 1,5 % (w/v) Agarose-Gel in
TBE-Puffer mit 2x10™ % (v/v) Ethidiumbromid aufgetragen und die DNA-Fragmente fur ca. 45 min bei
einer Spannung von 120V elektrophoretisch nach ihrer GroRe aufgetrennt (Meyers et al. 1976).
Zusatzlich wird ein 100 bp Marker und als Kontrolle ungeschnittener Vektor aufgetragen. Durch
Interkalation des Chromophors Ethidiumbromid zwischen die Basen-Paare der DNA I3sst sich mit
Hilfe von UV-Licht und eines Geldokumentationssystems das aus dem Vektor geschnittene Insert
identifizieren. Mit einer Minelute-Gelelution der Firma Qiagen wird die DNA, wie im folgenden
schematisch dargestellt, aufgereinigt. Die gewiinschten DNA-Fragmente werden unter UV-Licht mit
einem Skalpell aus dem Agarose-Gel geschnitten, gewogen und mit entsprechenden Volumina an
Puffer nach Herstellerangaben (Qiagen GmbH) versetzt und bei 50 °C fir 10 min. inkubiert. Es wird
ein  Gelvolumen an Isopropanol zugegeben und die Lésung auf die entsprechenden
Zentrifugationssaulen gegeben. Nach dem Saulenauftrag und einem Waschschritt erfolgt die Elution
der DNA-Fragmente mit bidest. H,O.

Ebenso wird 0,5 ug des p3xFlagCMV-14 Vektors mit 5 U Bglll in Puffer-O (Fermentas GmbH) fir 3 h
bei 37 °C verdaut und Uber eine Gelelektrophorese und Gelextraktion aufgereinigt. AnschlieRend
werden die 5’ Uberhange mit Hilfe der 5'-3’-Polymerase-Aktivitat des Klenow-Fragmentes aufgefillt.
Hierzu werden 1 pg geschnittener Vektor in Klenow-Puffer (Fermentas GmbH) mit 5 U Klenow-
Fragment versetzt und fir 10 min. bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch Inkubation bei 70 °C
far 10 min. beendet.

Fir die Ligation werden linearisiertes Plasmid und Insert im Verhaltnis 1:3 mit 5 U T4-DNA-Ligase in
Ligase-Puffer (Promega GmbH) gegeben und tber Nacht bei 15 °C inkubiert (Ferretti und Sgaramella
1981). Durch Erhitzen auf 65°C fir 10 min. im Wasserbad wird die Reaktion beendet. Nach
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Transformation von E. coli DH5a und Plasmid-Praparation erfolgt eine DNA-Fallung und

Sequenzierung.

EcoRI-Puffer (Fermentas GmbH): 100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH7,5; 10 mM MgCly; 0,1 mg/ml
BSA; 0,02 % Triton-X-100

Klenow-Puffer (Fermentas GmbH): 50 mM Tris-HCI pH8,0; 5 mM MgCly; 1 mM DTT, 2 mM dNTP-Mix
Probenpuffer: 1,17 M D-(+)-Saccharose; 100 mM EDTA,; 0,05 % (w/v) Bromphenolblau

Puffer-O (Fermentas GmbH): 100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH7,5; 10 mM MgCl,; 0,1 mg/ml BSA

T4 Ligase-Puffer (Promega GmbH): 30 mM Tris-HCI pH7,8; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 1 mM ATP
Tango-Puffer (Fermentas GmbH): 33 mM Tris-Acetat pH7,9; 10 mM Magnesiumacetat; 60 mM
Kaliumacetat; 0,1 mg/ml BSA

TBE-Puffer: 89 mM Tris; 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA

3.2.3 Design der siRNA und shRNA

Bei dem RNA-Interferenz vermittelten knock-down der mRNA-Translation eines Proteins wird durch
die Einfuhr kleiner RNA-Molekdile (siRNA: small interfering RNA) der Abbau einer spezifischen mRNA
Population in der Zelle induziert und so der Spiegel eines einzelnen Proteins herabgesetzt (Fire et al.
1998; Elbashir et al. 2001). Die 24 Nukleotid grof3e doppelstrédngige siRNA fiir den knock-down von
Gemin2 wurde gegen die Nukleotide 351-375 der Gemin2 mRNA (Genbank Nr. NM_053389.1) aus
Rattus norvegicus generiert (Sequenz des sense-Stranges: 5-
GGCCGACACACAAGUGACAUAAGAGUU-3’) (van Bergeijk et al. 2007). Eine willkurliche Sequenz,
generiert aus den Nukleotiden des sense-Stranges, die keine Homologie zu bekannten Sequenzen
zeigt, wird als Kontrolle verwendet (Sequenz des sense-Stranges: 5-
GGCCGACACAAGUGACAUAAGAGUU-3). Nach Synthese der jeweiligen komplementaren Strange
und Hybridisierung werden die Zellen mit dem liposomalen Reagenz Lipofectamine® 2000 transfiziert
(s. Ziff. 3.3.1) (van Bergeijk et al. 2007).

Fir den SMN knock-down wird der pSuppressor-Vektor (Imgenex) verwendet, der ein
doppelstrangiges RNA Fragment mit einer zusatzlichen Haarnadelschlaufe (shRNA: short-hairpin
RNA) unter Kontrolle des U6 Promoters kodiert. Es wurden zwei komplementare Oligonukleotide
synthetisiert, die Uber eine Lange von 20 Nukleotiden der kodierenden Sequenz des SMN-Gens aus
R. norvegicus entsprechen (Genbank-Nr.: NM_022509). Die verwendeten Oligonukleotide fir den
sense-Strang (PC127-F) und den anti-sense-Strang (PC128-R) sind unten aufgeflihrt, wobei die das
SMN-Gen im Bereich der Nukleotide 353-371 kodierende Sequenz in Grol3-, die Haarnadelschleife
kodierende Sequenz in kursiven Kleinbuchstaben gekennzeichnet ist:

PC127-F: 5’-tcg agG AGA AAC CTG TGT CGT GGT Tga gta ctg AAC CAC GAC ACA GGT TTC TCt ttt t-3’
PC128-R: 5'-cta gaa aaa GAG AAA CCT GTG TCG TGG TTc agt act cAA CGA CAC AGG TTT CTC c-3’
Zusatzlich wurden flr die Klonierung mit den Restriktionsenzymen Xhol und Xbal Sequenzen mit den
entsprechenden Schnittstellen eingefuhrt, die durch Kleinbuchstaben markiert sind. Die
Haarnadelschleife enthalt aulRerdem eine Restriktionsschnittstelle fiir Scal, um Klone mit Plasmid und
entsprechendem SMN-Konstrukt identifizieren zu koénnen. Der fertige pSuppressor-Vektor

(pSupp.SMN) wurde anschlieend zur Kontrolle sequenziert (van Bergeijk et al. 2007).
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3.2.4 Erzeugung kompetenter Escherichia coli (E. coli) Zellen

Durch den Einsatz von divalenten Kalziumionen wird temporar die Permeabilitat der Membran flr
Plasmid-DNA erhéht, so dass die Transformation dieser als kompetente Zellen beschriebenen
Bakterien erleichtert wird (Mandel und Higa 1970). 4 ml LB-Medium werden mit E. coli DH5a oder
BL21(DE3) angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubiert (U/N-Kultur). AnschlieRend
werden 40 ml LB-Medium im Verhaltnis 10:1 mit 0,4 ml der U/N-Kultur angeimpft und bei 37°C fur
2-3 h inkubiert. Bei einer ODs5y von 0,3 wird die Suspension fur 10 min. bei 3000 x g zentrifugiert, das
Pellet mit 20 ml 50 mM CaCl, resuspendiert und 30 min. auf Eis gelagert. Es wird erneut fur 10 min.
bei 3000 x g zentrifugiert, das Pellet in 4 ml 50 mM CaCl, aufgenommen und mit 800 pl Glycerin
versetzt. Aliquots a 200 yl werden abgefiillt und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung erfolgt bei -84°C.

3.2.5 Transformation von E. coli Stammen

Fir die Transformation von E. coli DH5a und BL23(DE3) Zellen werden diese auf Eis aufgetaut, mit
1 ug Plasmid-DNA versetzt und fir 20 min. auf Eis gelagert. AnschlieBend wird fir 1 min. bei 42 °C
und fir 2 min. auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wird die Lésung fir eine Stunde
bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 22000 x g wird der Uberstand bis auf ca. 200 pl
abgenommen, das Pellet resuspendiert und auf einer LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum
ausplattiert. Nach der Inkubation Uber Nacht wird die Platte Uber Tag im Kuhlschrank gelagert.
Abends wird eine einzelne Kolonie gepickt und zum Animpfen von 4 ml LB-Medium mit

entsprechendem Antibiotikum verwendet.

Antibotika-Konzentrationen:

Resistenz ~ pEGFP  pDsRed2 pSuppressor Pox\ @9 pSPORT6  pET4la  pGEM-T
Kanamycin
30 pg/ml X X X X
Ampicillin
100 pg/ml X X X

Gentyp der Stamme

DH5a: F* endA1 hsdR17(rc m",) ginV44 thi-1 recA1 gyrA(Nal) relA1 A(lacZIZYA-argF) U169 deoR
L®P80 dlacA(lacZ)M15

BL23(DE3): F  ompT hsdS,(r, my,) gal decm (DE3)

3.2.6 Plasmid-Isolation aus E. coli DH5a

Die transformierten E. coli DH5a Stamme werden fur die Lagerung bei —84 °C 1:1 mit Glycerin
versetzt. Abhéangig von der bendtigten Menge an Plasmid-DNA und der damit verbundenen Art der
Praparation (Mini- oder Maxi-Praparation) werden zwischen 5 ml und 100 ml 2 x LB-Medium mit
Bakterien angeimpft, Uber Nacht im Schittler bei 37 °C inkubiert und entsprechend der
Herstellerangaben aufgearbeitet (Qiagen). Die Isolation und Reinigung der Plasmid-DNA erfolgt nach
dem Prinzip der alkalischen Lyse und wird hier nur skizziert (Birnboim 1983).
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Die Ernte erfolgt bei einer optischen Dichte der Bakterien-Suspension von ODgy ~ 0,4 durch
Zentrifugation. Der Uberstand wird entfernt und das Pellet in einem RNase-haltigen Tris-EDTA-Puffer
resuspendiert. Anschlieend erfolgt die Lyse der Zellen mit einem alkalischen SDS-Puffer, wobei die
Lésung nach wenigen Minuten durch Zugabe eines Essigsaure-Puffers neutralisiert wird. Bei der Mini-
Praparation erfolgt die Trennung der I6slichen Plasmid-DNA von Zelltrimmern und chromosomaler
durch Zentrifugation. Bei der Maxi-Praparation wird die Losung Uber eine Filtersaule aufgereinigt. Die
geklarte Lésung wird anschlieflend auf eine aquilibrierte Anionen-Austauscher-Saule auf Kieselgel-
Basis gegeben. Nach zwei Waschschritten erfolgt bei der Mini-Praparation die Elution tber Zugabe
von 10 mM Tris-HCI pH8,0; 1 mM EDTA-Puffer und erneuter Zentrifugation. Fur die Maxi-Praparation
wird die Plasmid-DNA durch Zugabe eines Puffers mit hoher NaCl-Konzentration von der Saule
gewaschen. Fir die Fallung der Nukleinsdure wird die Lésung mit 2/3 Aquivalenten Isopropanol
versetzt und bei 4 °C zentrifugiert. Die pelletierte DNA wird zum Ldsen des Salzes mit 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand verworfen und das
Plasmid-DNA-Pellet an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet. Die Losung und spatere Lagerung
der Plasmid-DNA erfolgt in 10 mM Tris-HCI pH8,0 mit 1 mM EDTA.

3.2.7 Proteinextraktion aus E. coli BL21(DE3)

Es wird zunachst eine U/N-Kultur mit pET41a bzw. pET41a-SMN1-294 transformierten E. coli
BL21(DE3) Stammen angelegt und zum Animpfen von 40 ml LB-Medium mit 30 ug/ml Kanamycin
verwendet. Bei einer ODs50= 0,5 erfolgt die Induktion der Genexpression mit 0,4 mM Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) und eine weitere Inkubation fiir 3 h. Anschliefiend werden die Zellen fiir
10 min. bei 7600 x g zentrifugiert und ber Nacht bei -20 °C eingefroren, um die folgende Lyse zu
erleichtern. Das Pellet wird gewogen, im Gewicht/Volumen-Verhaltnis 3:1 mit BugBuster-Lésung
(Novagen) resuspendiert und fir 30 min. bei RT auf dem Schittler inkubiert. Anschliellend wird die
Lésung bei 4 °C und 22000 x g fir 30 min. zentrifugiert und das Pellet verworfen. Der Uberstand wird
auf 100 pl Glutathion-gekoppelte Beads gegeben, die zuvor zwei Mal mit Wasch-Puffer gespult
worden sind. Es folgt die Inkubation der Beads mit den rekombinanten GST-Fusionsproteinen fiir
30 min. bei RT auf dem Uberkopf-Schiittler. Nach Zentrifugation bei 500 x g fiir 2 min. wird jeweils drei
Mal mit Wasch-Puffer und PBS gewaschen und die Beads in PBS mit 2 % (v/v) Protease-Inhibitor
Cocktail aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Fir eine grobe Proteinbestimmung der Beads wird eine
serielle Verdinnungsreihe mit Rinderserumalbumin (BSA) in PBS aufgestellt und 10 pl Beads-
Suspension 1:1 mit 2xLaemmli-Puffer versetzt. Nach Denaturierung bei 96 °C fur 5 min. werden die
Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen (s. Ziff. 3.5.3), dieses nach der Elektrophorese mit
Coomassie G250 gefarbt (s. Ziff. 3.5.5) und die Bandenintensitdt der Beads-Proben mit denen der

seriellen Verdunnungsreihe verglichen.

BugBuster-Lésung : 5000 U Lysozym/ g Pellet; 25 U/ml Benzonase, 2 % Protease Inhibitor Cocktail
(EDTA-frei) in 1x BugBuster der Firma Novagen

Wasch-Puffer (pH7,3): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,4 mM Na,HPOQOy; 1,47 mM KH,PO,,
2xLaemmli-Puffer: 125 mM Tris-HCI pH6,8; 20 % (v/v) Glycerin; 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol;
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
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3.2.8 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration erfolgt photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm in Quarzkuvetten. Da in einer 10 mm starken Quarzkivette eine Lésung mit 50 ug/ml dsDNA
einen ODgg-Wert von 1 besitzt, kann ohne weitere Berlicksichtigung der molaren
Absorptionskoeffizienten einzelner Nukleotide die Konzentration hinreichend genau bestimmt werden
(Sambrook et al. 1989). Die DNA-Konzentration wird wie folgt bestimmt, wobei F den
Verdlinnungsfaktor und K einen spezifischen Faktor fiur die Art der Nukleinsaure darstellt (Kpna: 50;

Krna: 40): ¢ionay = ODggonm X F X Kpna [Hg/ml]

3.2.9 DNA-Fallung

2 yg Plasmid-DNA werden in einem Gesamtvolumen von 20 yl mit 3 M Natriumacetat auf 300 mM
Natriumacetat verdiinnt, mit 2 Aquivalenten 96 % (v/v) Ethanol versetzt und fiir 15 min. bei 22000 x g
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird zwei Mal mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und bei

Raumtemperatur an der Luft getrocknet.

3.3 Transfektion von Vertebraten-Zellen

Die Transfektion von DNA oder auch siRNAs zur genetischen Modifizierung von Zellen wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, die bei der Wahl der Transfektionsmethode berucksichtigt
werden mussen. Neben der Prazipitation von DNA mit Kalziumphosphat oder dem Einschluss von
Nukleinsauren in Liposomen, gibt es die Mdglichkeit einer transienten Perforation der Zellmembran
durch einen elektrischen Puls bei der Elektroporation (Wong und Neumann 1982; Felgner et al. 1987;
Chen und Okayama 1988; Klenchin et al. 1991; Sukharev et al. 1992). Die Kombination von
Transfektionsreagenzien mit einem elektrischen Feld wird bei der Nukleofection eingesetzt (Gresch et
al. 2004).

3.3.1 Transfektion mit Metafectene® und Lipofectamine 2000®

Metafectene® und Lipofectamine 2000° basieren auf kationischen Lipiden. Fir die Transfektion mit
Metafectene® werden im 24-well zunachst 30000 Zellen ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank
gelagert. Dann werden 1 ug Plasmid-DNA und 3 pl Metafectene® jeweils in 30 yl serumfreiem Medium
verdinnt, die Ld&sungen zusammen gegeben und fir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieftend wird das Gemisch vorsichtig auf die Zellen pipettiert und diese zurlick in den Inkubator
Uberfuhrt. Bei der Co-Transfektion von zwei Plasmiden (z.B. pDsRed2 und pSuppressor) werden von
jedem Plasmid 1 uyg DNA zusammengegeben und anschlielend mit 4 pl Metafectene® vermengt.

Fir die Transfektion von Zellen mit siRNAs wird das Reagenz Lipofectamine 2000°® verwendet,
welches zu einer héheren Transfektionsausbeute fiihrt. Im 24-well Format werden 50 pmol dsRNA mit
1 ul Lipofectamine 2000° jeweils in 30 pyl serumfreien Medium angesetzt und fir 5 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend werden die Lésungen vorsichtig gemischt und fiir weitere

20 min. bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Bei der Co-Transfektion mit Fluorescein-markierten
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Oligonukleotiden bzw. pDsRed2-Vektor werden jeweils 50 pmol RNA bzw. 1,2 ug Plasmid-DNA

zusétzlich zugesetzt und insgesamt 2 pl Lipofectamine 2000° verwendet.

3.3.2 Transfektion mit Polyethylenimin

Die Transfektion mit Polyethylenimin (PEI) ist eine sehr kostengiinstige Methode und wird hier fiir die
Transfektion von HEK293T-Zellen zur Gewinnung von groRen Mengen an Zelllysat verwendet
(Ehrhardt et al. 2006). Es werden 300.000 Zellen in einer 60 mm Petri-Schale ausgesat und Uber
Nacht im Brutschrank gelagert. Dann werden 5,8 ug Plasmid-DNA und 17,3 pl Polyethylenimin-
Loésung (PEI, 1 mg/ml mit HCI auf pH7) jeweils in 350 pl serumfreiem Medium verdlnnt, vermischt und
anschlieBend far 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA/PEI-L6sung wird auf den Zellen
verteilt und diese im Brutschrank fur 24 + 2 h inkubiert.

3.3.3 Elektroporation

Die Transfektion der PC12-Zellen erfolgt in einer 4 mm Kivette mit einem Puls im EasyJecT
Elektroporator in der Abteilug fir Neurologie der Medizinischen Hochschule Hannover. Fir die
Optimierung werden die Zellzahl (1.000.000 vs. 3.000.000), die Menge an Plasmid-DNA sowie am
Gerat die Spannung (260, 300 oder 350 V) und die Kapazitat (750, 975, 1050 und 1500 uF) moduliert,
wahrend der Nebenwiderstand konstant bei 335 Q bleibt. Die Transfektionsrate wird nach Fixierung
der Zellen Uber das Verhaltnis von fluoreszierenden, transfizierten Zellen zur Gesamtzellzahl durch
4’ .6-Diaminphenylindol (DAPI)-Markierung bestimmt. Bei Transfektionsausbeuten von unter 20 % bzw.
einer Letalitdt von Uber 50 % wird der Versuch bei diesen Parametern nicht wiederholt. Unter
Berucksichtigung der Vitalitat stellen 3 Millionen Zellen und 90 uyg DNA sowie eine Spannung von
350V und Kapazitdt von 975 pF die idealen und spater verwendeten Bedingungen fir die
Elektroporation dar. Die Zellen werden direkt nach dem Puls je nach Anwendung in
Proliferationsmedium verdiinnt und Gber Nacht im Brutschrank inkubiert.

StandardmafRig werden fir die Elektroporation 1.000.000 Zellen in 500 ul Proliferationsmedium
aufgenommen, mit 30 ug Plasmid-DNA versetzt und auf ein Volumen von 600 pl aufgefillt. Bei der
Co-Transfektion von zwei oder drei Plasmiden werden von jedem Plasmid 30 ug DNA eingesetzt. Fur
proteinchemische Untersuchungen von PC12-Zellen bei SMN knock-down werden 3.000.000 Zellen
mit 90 ug pSuppressor-Plasmid elektroporiert und Uber Nacht unter Proliferationsbedingungen
kultiviert. Zur Anreicherung transfizierter Zellen wird anschlieBend mit 750 ug/ml Geniticin in

Differenzierungsmedium fur 72 £ 2 h selektioniert.

3.4 Immunzytochemie

Bei der Immunzytochemie (ICC) werden bestimmte intra- oder extrazellulare Antigene mit spezifischen
Antikdrpern markiert. Durch Verwendung unterschiedlich fluoreszierender Antikdrper kdénnen so

Verteilungsmuster von bestimmten Proteinen oder Strukturen in der Zelle ermittelt werden.
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3.4.1 Fixierung von Zellen

Vor der immunzytochemischen Markierung werden die Zellen entweder mit Paraformaldehyd (PFA)
oder —20 °C kaltem Methanol fixiert. Das polymere PFA wird bei 65 °C in PBS suspendiert und 16st
sich unter Bildung reaktiver Formaldehyd-Monomere. Zunachst wird eine 8 %ige (w/v) PFA-LOsung
mit einem 0,45 um Filter geklart und als Stock-Lésung bei -20 °C gelagert. Fur die Fixierung wird ein
Aliquot bei 37 °C aufgetaut, mit PBS 1:1 verdinnt und fir 15 min. auf die Zellen gegeben.
Anschlieltend werden diese in Abstanden von 5 min. dreimal mit PBS gewaschen.

Die Fixierung mit Methanol erfolgt nur bei nichttransfizierten Zellen, da es zu einer Abnahme des
Fluoreszenz-Signals durch Methanol kommt. Der -20 °C kalte Alkohol wird direkt auf die Zellen
gegeben. Die Dauer der Applikation und die Anzahl der Waschschritte werden wie bei der

Verwendung von PFA eingehalten.

3.4.2 Immunzytochemische Markierung

Die fixierten Zellen werden mit 5 % (w/v) BSA in PBS mit 0,3 % (v/v) Triton-X-100 fir 60 min.
vorinkubiert. Nach Blockieren unspezifischer Bindungsstellen und Permeabilisierung der Zelle erfolgt
die Inkubation mit dem ersten Primarantikdrper in 1 % (w/v) BSA in PBS und 0,3 % (v/v) Triton-X-100
fur 180 min. Nach dreimaligen Waschen in PBS erfolgt eine zweite Inkubation mit dem
Sekundarantikérper in 1 % (w/v) BSA in PBS fur 150 min. Es folgen erneut drei Waschschritte mit
PBS. Fur die Markierung eines weiteren Antigens im Rahmen einer Co-Lokalisationsuntersuchung
werden die Zellen erneut fir 1 h mit 5 % (w/v) BSA in PBS vorinkubiert und anschlielend mit dem
zweiten Primar- (120 min.) bzw. Sekundarantikérper (90 min.) in 1 % (w/v) BSA in PBS inkubiert. Die
Kernmarkierung speziell von Chromatin erfolgt mit 3 uM 4’,6-Diaminphenylindol (DAPI) in PBS fir
15 min.. Die Zellen werden mit PBS gespllt und an einem inversen IX70 Olympus Mikroskop
untersucht. Fur die Betrachtung an einem konfokalen Mikroskop werden die auf Deckgladsern
kultivierten Zellen nach der immunzytochemischen Markierung mit 30 pl ProLong Gold Antifade auf

Objekttragern eingebettet.

3.4.3 Bildverarbeitung

Die fixierten Zellen werden entweder unter einem inversen Olympus IX70-Epifluoreszenzmikroskop
mit CCD Digitalkamera (Colorview-Il) oder einem konfokalen Leica TCS SP2 Mikroskop untersucht
(Lichtman und Conchello 2005; Ehrhardt et al. 2006). Die Aufnahmen am Olympus IX70 werden mit
einem UPlan FI (10x, numerische Apertur 0,3) und zwei LCPlan FI (20x, numerische Apertur 0,4 und
40x, numerische Apertur 0,6) Objektiven sowie den Filtereinsatzen UMNU (360-370 nm,
Sperrfilter >420 nm), UMNB (470-490 nm, Sperrfilter >515 nm) und UMNG (530-550 nm,
Sperrfilter >590 nm) aufgenommen. Am Leica TCS SP2 werden die Ol-lmmersionsobjektive HCX PL
APO CS40 (40x, numerische Apertur 1,25) HCX PL APO BL (63x, numerische Apertur 1,4)
verwendet. Die Aufnahme von Fotos und die Fluoreszenzverarbeitung erfolgt mit Hilfe der Programme
analySIS3.0® bzw. LCS Lite® (Leica convocal software) und Adobe Photoshop CS2°.
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3.5 Proteinchemie
3.5.1 Proteinextraktion aus Zellkulturen zur Untersuchung der Genexpression

Zur semi-quantitativen Untersuchung der Genexpression in Zellen werden diese einmal mit PBS
gespiilt und fiir 10 min. mit Radioimmunprazipitationspuffer (RIPA-Puffer) auf Eis inkubiert (20 pl/cm?).
Die Zellen werden mit einer 25G Kanliile geschert und bei 15000 x g und 4 °C fir 30 min. zentrifugiert.
Das Pellet mit chromosomaler DNA und Zelltrimmern wird verworfen und die Proteinkonzentration im
Uberstand mit einem BCA-Assay bestimmt (s. Ziff. 3.5.2). Die Lagerung der Proben erfolgt bei -84 °C.
Die Proben werden anschlieBend normalisiert, so dass aquivalente Proteinmengen auf das Gel
aufgetragen werden kénnen. Die Verdinnungen werden 1:1 mit 2xLaemmli-Puffer versetzt (s. Ziff.
3.2.7), denaturiert und auf ein SDS-Gel gegeben (s. Ziff. 3.5.3). Es folgt der Transfer auf eine

Nitrocellulose-Membran (s. Ziff. 3.5.6) und die Inkubation mit entsprechenden Antikérpern.

RIPA-Puffer:

137 mM NaCl; 50 mM NaF; 20 mM Tris-HCI pH7,5; 25 mM B-Glycerophosphat; 2 mM EDTA;
1 mM Natrium-Orthovanadat; 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF); 2 % (v/v) Protease-Inhibitor
Cocktail (EDTA-frei); 1 % (v/v) Triton-X-100, 1 % (w/v) Natrium-Desoxycholat; 1 % (v/v) Phosphatase
Inhibitor Cocktail 1

3.5.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationen wird qualitativ Giber einen Bicinchoninsaure-Assay (BCA-Assay) bestimmt
(Smith et al. 1985). Grundlage bildet die Biuret-Reaktion, bei der es unter Verwendung von
Carbamoylharnstoff (Biuret) und Kupfersulphat zur Bildung eines Farbkomplexes aus Cu(ll) lonen und
zwei Amidbindungen kommt. Beim BCA-Assay wird das Reduktionspotential von Proteinen unter
alkalischen Bedingungen genutzt, um Cu(ll) zu Cu(l) zu reduzieren, welches dann mit dem Salz der
Bicinchoninsdure komplexiert (Wiechelman et al. 1988). Der dabei entstehende violette Farbkomplex
zeigt ein Absorptionsmaximum bei A = 562 nm.

Die Proteinbestimmung erfolgt mit Hilfe einer seriellen Verdiinnungsreihe eines BSA-Proteinstandards
zwischen 5 pg/ul und 0,04 pg/ul auf einer 96-well-Platte. Neben den Verdinnungsstufen und PBS als
Leerprobe werden alle Proben als Triplikate aufgetragen. Pro well werden 25 ul Probenlésung
vorgelegt, zlgig mit jeweils 200 pl BCA-Reaktionsreagenz (2 % (v/v) Pierce BCA-Reagenz B in BCA-
Reagenz A) versetzt und flr 15 min. bei 37 °C inkubiert. Es erfolgt die Absorptionsmessung bei

580 nm in einem BioTek-Multiplate Reader.

3.5.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche Gelelektrophorese in einem Natriumdodecylsulfat-haltigen Polyacrylamid-Gel
(SDS-PAGE) geht auf U.K. Laemmli und J.V. Maizel zuriick und wurde erstmals fir die Auftrennung
von Strukturproteinen des Bakteriophagen T4 verwendet (Laemmli 1970). Es werden zwei Gele
kombiniert, die sich in ihrem pH-Wert und ihrer Porengrofie unterscheiden. Im weitporigen Sammelgel
wird die Mobilitat durch die Ladung bestimmt und die Proteine werden in einer Bande fokussiert. Im
sich anschlieBenden Trenngel sinkt die PorengréfRe, wahrend der pH-Wert steigt, und es folgt eine
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Trennung der Proteine nach ihrer Masse.

Es wird je nach Anwendung zunadchst ein 10 — 15 % Trenngel gegossen und mit bidest. H,O
Uberschichtet. Nach der Polymerisation wird eine 5 %iges Sammelgel-Losung auf das Trenngel
gegossen und vor dem Ausharten mit einem 10er Kamm (Taschenvolumen von ca. 50 pl) versehen.
Die in 2xLaemmli-Puffer (s. Ziff. 3.2.7) aufgenommenen Proben werden fir 5 min. bei 96 °C
denaturiert und neben einem farbigen GroRenmarker mit Hilfe einer Hamilton-Spritze auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt in einer Bio-Rad Il Kammer bei konstanter Spannung von
100 V fur 10 min. und 180 V bis der Marker das Gel-Ende erreicht hat.

Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 3,5 mM SDS

Trenngelpuffer: 1,12 M Tris-HCI pH8,8; 10 mM SDS

Sammelgelpuffer: 274 mM Tris-HCI pH6,8; 20 mM SDS

Trenngel: 10 % 12,5 % 15%
Bidest. H,O [ml] 7,5 6,35 5,25
Trenngelpuffer [ml] 6 6 6
40 % Acrylamid-L6osung (Acrylamid-Bisacrylamid 29:1) [ml] 4,5 5,65 6,75
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) [pl] 9

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulphat (APS) [ul] 180
Gesamtvolumen [ml] 18,189

6 ml Sammelgel (5 %): 3,7 ml bidest. H,O + 1,3 ml 40 % Acrylamid-Losung (29:1) + 1 ml
Sammelgelpuffer + 3 yl TEMED + 60 pl 10 % APS.

3.5.4 2D-Gelelektrophorese

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese nach Klose und O’Farrell findet die Auftrennung eines
Proteingemisches nach Ladung bzw. pH-Wert und GroRe statt (Klose 1975; O'Farrell 1975). Nach der
isoelektrischen Fokussierung in einem Polyacrylamid-Gel mit immobilisierten pH-Gradienten durch
entsprechende Ampholyte findet eine Aufspaltung der Probe nach Gréfie durch eine SDS-PAGE statt
(Bjellgvist et al. 1982). Das Verfahren erhoht die Aufldsung und ermdglicht die Untersuchung von
posttranslationalen Modifizierungen, die den isoelektrischen Punkt des Proteins verandern.
Die Zelllysate (s. Ziff. 3.5.1) werden in Slide-A-Lyzer Dialyse-Rahmen mit einem Ausschlussvolumen
von 10kDa fir 24+2h gegen (3x) 600 ml bidest H,O dialysiert. Die Lésung wird durch
Gefriertrocknung bei —80 °C fiir 4 £ 1 h eingeengt und die Proteinmenge (ber einen BCA-Assay
bestimmt. Fir die 2D-Gelelektrophorese wird das ZOOMP®-IPGRunner System von Invitrogen
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Hierzu wird pro Ansatz ein ZOOM®-Streifen
(pH-Bereich 4 —7) mit 150 ug Protein 1:1 in Proben-Rehydratationspuffer aufgenommen und uber
Nacht in der IPGRunner-Kassette inkubiert. Am folgenden Tag wird die IPGRunner-Zelle
zusammengebaut und 650 ml bidest. H,O beflllt. Die isoelektrische Fokussierung erfolgt
diskontinuierlich Uber eine Spannung von 200-2000V fir2h (200V: 20 min.; 450 V: 15 min.:
750 V: 15 min.; 2000 V: 105 min.) bei konstanter Leistung von 1 W und einer Stromstarke von 1 mA.
AnschlieBend werden die ZOOM®-Streifen fir 15 min. in 5 ml 2 x-SDS-Puffer auf dem Schiittler
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inkubiert und mit Hilfe einer Pinzette auf ein 5 % Sammelgel mit 15 % Trenngel fir die SDS-PAGE
tberfiihrt. Durch Uberschichten mit 70 °C warmer 0,5 % (w/v) Agarose in Elektrophorese-Puffer wird
der Streifen fixiert. Es folgt die SDS-PAGE mit anschlieRendem Westernblot zur Analyse der Proben.
Rehydratationspuffer: 91 % (v/v) 1.1x ZOOM® 2D Protein-Solubilizer-1 (Invitrogen GmbH);
20 mM Dithiothreitol (DTT); 0,8 % (v/v) ZOOM® Carrier Ampholytes (pH4-7, Invirogen GmbH); 0,05 %
(w/v) Bromphenol-Blau

2x-SDS-Puffer: 125 mM Tris-HCI pH6,8; 140 mM SDS; 20 mM DTT; 0,03 mM Bromphenol-Blau;
20 % (v/v) Glycerin

3.5.5 Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen

Nach der SDS-PAGE wird das Gel in die Coomassie-Farbelésung gegeben und Uber Nacht in dieser
auf dem Schuittler inkubiert. Am nachsten Tag wird das Gel mit der Entfarberlésung gewaschen, bis
das gewiinschte Banden/Hintergrund-Verhaltnis erreicht ist. AnschlieRend erfolgt eine Rehydratation

in bidest. H,O fir 15 min. und eine Fixierung in der entsprechenden Lésung (s. unten) tber Nacht.

Coomassie-Lésung: 45 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure; 1,25 mg/ml (w/v) Coomassie Brilliant
Blue G250

Entfarberldsung: 45 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure

Fixierlésung: 20 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Glycerin

3.5.6 Westernblot

Mit dem Westernblot (WB)-Verfahren wird eine Replica einer Proteinprobe, die elektrophoretisch in
einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt wurde, erzeugt. AnschlieBend kénnen durch Verwendung
spezifischer Antikérper einzelne Banden markiert und analysiert werden (Towbin et al. 1979). Die
Proteine werden zuerst in einem SDS-haltigen Gel ein- oder zweidimensional aufgetrennt. Danach
erfolgt die elektrophoretische Ubertragung der Proben vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran.
Anhnlich wie bei der Immunzytochemie erfolgt der visuelle Nachweis einzelner Proteinproben Uber
Primar- und Sekundarantikdrper. Letztgenannte sind an eine Peroxidase gekoppelt, die die Oxidation
von Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid unter Emission von Lichtquanten katalysiert.
Durch Auflegen eines Rontgenfilms werden die Signale nachgewiesen.

Die Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran erfolgt durch ein von auf3en
angelegtes elektrisches Feld konstanter Spannung von 120 V fir 60 min. in Transfer Puffer. Zwei
Schwamme der Apparatur, zwei 3 mm Whatman Filterpapiere und die Nitrocellulose-Membran werden
in Transferpuffer eingeweicht und in diesem sandwichartig zusammengelegt.

Kathode: Schwamms-Whatmann-Filterpapieri;-Gel-Membran-Whatmann-Filterpapier.-Schwammy: Anode
Nach dem Elektroblotting wird die Nitrozellulose-Membran einmal in TBST-Lésung gewaschen. Die
Membran wird anschlielend mit einer 5 % (w/v) Proteinldsung in TBST inkubiert, die auch zur
Verdunnung der Antikérper verwendet wird. Je nach Herstellerangaben der Antikérper wird entweder
BSA oder Milchpulver eingesetzt. Nach einer Blockierung der Membran fur 60 min. bei
Raumtemperatur wird der Primarantikdrper zugegeben und die Membran mit diesem Uber Nacht
inkubiert. Nach drei Waschschritten fir jeweils 5min. in TBST erfolgt die Zugabe des
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Sekundarantikérpers fir 1 h. AnschlieRend wird die Membran sechs Mal mit TBST gespuilt und in der
Dunkelkammer auf Cellofan-Folie mit 2 ml Pierce ECL-Substrat-Lésung (Lésung A und Lésung B 1:1)
fur 1 min. inkubiert. Nach Einschlagen der Membran in die Folie wird ein Réntgenfilm aufgelegt und je
nach Signalintensitat zwischen 15 s und 5 h exponiert. Die Entwicklung des Films erfolgt fir 1 — 2 min.
im Entwicklerbad. Nach dem Spiilen mit entionisiertem Wasser wird der Film fir 10 min. im Fixierer
(Kodak) gebadet, erneut in dH,O gewaschen und an der Luft getrocknet.

Fir die Inkubation mit einem weiteren Antikdrper wird die Membran zunachst einmal mit TBST
gewaschen und anschlieBend fir 10 min. in 100 mM Glycin—-HCI pH2,5 inkubiert. Nach drei
Waschschritten fur 5 min. in TBST erfolgt die Reinkubation mit einer 5 % (w/v) Proteinldsung wie oben

beschrieben.

Transferpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol
TBST-Puffer: 137 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH7,6; 0,1 % (v/v) Tween-20

3.5.7 Densitometrie der Signale auf dem Rontgenfilm

Der Westernblot dient primdr dem Nachweis von bestimmten Proteinen in Lésungen. Aufgrund
zahlreicher Gleichgewichtsreaktionen sind Signalintensitdt und Proteinmenge nur eingeschrankt
linear, so dass nur semi-quantitative Aussagen uber Konzentrationsverdnderungen mdéglich sind. Die
entwickelten Rontgenfilme werden mit einem AGFA 1212u Scanner digitalisiert und die Banden mit
Hilfe des Programms Scionimage Vers. 4.032 und dem Makro Gelplot2 densitometriert. Die

Mittelwerte mit dem Fehler der Standardabweichung werden statistisch analysiert.

3.6 Molekularbiologische und funktionelle Assays
3.6.1 Co-Immunprazipitation

Die Co-Immunprazipitation dient dem Nachweis einer Bindung zweier Proteine in einer Zelle in vivo,
wobei die Interaktion nicht direkt erfolgen muss, sondern Uber Proteine, Nukleinsauren oder andere
Bindungspartner vermittelt werden kann.

Es werden 50 pl einer 50 % (w/v) Protein-G-gekoppelten Agarose-Beads Suspension in
Immunprazipitationspuffers (IP-Puffer) aufgenommen und fiir 5 min. auf einem Uberkopf-Schiittler
inkubiert. Die Aquilibrierung der Beads mit IP-Puffer erfolgt durch einmaliges Waschen mit Puffer,
Zentrifugation (700 x g, 30 sec.) und erneutes Spllen der Beads auf dem Schiittler Uber Nacht. Am
nachste Tag werden die Zellen (HEK293T bzw. PC12) in eiskaltem IP-Puffer suspendiert und mit einer
Ultraschall-Sonde (6 Pulse a 1 sec. mit ca. 17 % Energie) auf Eis aufgeschlossen. Nach Zentrifugation
bei 15000 x g und 4 °C fir 30 min. erfolgt eine BCA-Proteinbestimmung des Uberstandes (s. Ziff.
3.5.2).

Fir die Aufreinigung eines Proteins werden pro Ansatz ca. 600 ug Zellextrakt mit 2 ug Antikorper in
500 pl IP-Puffer verdinnt und in einem 0,5 ml Eppendorf-Gefal} fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieftend wird die Losung auf die aquilibrierten Agarose-Beads gegeben und fir 90 min. bei 4 °C
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geschittelt. Die Beads werden vier Mal mit Puffer und zwei Mal mit PBS gewaschen und danach in
50 pl 1xLaemmli-Puffer aufgekocht. Der Nachweis erfolgt Gber SDS-PAGE und Westernblot.

Fur die Optimierung der IP-Puffer-Bedingungen wurden Tris- und phosphatgepufferte Losungen sowie
der Zusatz verschiedener Konzentrationen von Natriumchlorid, BSA und Igepal-CA630 sowie die
Verwendung alternativer Beads (magnetische Dynabeads, Deutsche Dynal GmbH) getestet. Die
idealen Pufferbedingungen flir Protein-G-gekoppelte Agarose-Beads sind aufgefihrt.

IP-Puffer (pH7,4): 136,9 mM NaCl; 8,1 mM Na,HPOQO,4; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,PO4, 2 mM EDTA,
1 mM PMSF; 2 % (v/v) Protease-Inhibitor Cocktail (EDTA-frei); 1 % (v/v) Triton-X-100,

3.6.2 Pull-down von Actin mit dem Fusionsprotein SMN1-294-GST

Der pull-down dient zum Nachweis einer direkten Interaktion von zwei Proteinen in vitro. Es werden
hierzu ungefahr 10 ug SMN1-294-GST bzw. GST-Protein auf Beads (s. Ziff. 3.2.7) einmal fir 5 min.
mit Puffer-A versetzt, auf dem Uberkopf-Schiittler gewaschen und anschlieRend in Puffer-B fiir 30 min.
auf diesem bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Ansatz werden 5ug Actin in 700 pl Puffer-B
aufgenommen und fir 90 min. bei 4 °C zu den Beads auf den Schittler gegeben. Anschlieend
erfolgen sechs Waschschritte bei Raumtemperatur: 1 x fur 5 min. in Puffer-B, 2 x in Puffer-C fur
5 min., 1 x in Puffer-C fir 10 min. und 2 x in Puffer-A fir 5 min. Die Beads werden 2xLaemmli-Puffer
(s. Ziff. 3.2.7) aufgenommen, aufgekocht und auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel gegeben (s. Ziff. 3.5.3).

Der Nachweis von Actin erfolgt Gber einen Westernblot (s. Ziff. 3.5.6).

Puffer-A: 500 mM NacCl; 20 mm Tris-HCI pH7,5

Puffer-B: 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH7,5; 25 mM B-Glycerophosphat; 2 mM EDTA,;
1 mM Natrium-Orthovanadat; 5 % (w/v) Milchpulver; 2 % (v/v) Protease-Inhibitor Cocktail (EDTA-frei);
1 % (w/v) Natrium-Desoxycholat; 1 % (v/v) Triton-X-100; 0,1 (v/v) % Igepal-CA630

Puffer-C: 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH7,5; 25 mM B-Glycerophosphat; 2 mM EDTA,;
1 mM Natrium-Orthovanadat; 2 % (v/v) Protease-Inhibitor Cocktail (EDTA-frei); 1 % (w/v) Natrium-
Desoxycholat; 1 % (v/v) Triton-X-100; 0,1 % (v/v) Igepal-CA630

3.6.3 G-/F-Actin Assay

Mit Hilfe des G-/F-Actin Assays kann Uber Ultrazentrifugation und Fraktionierung des Zelllysates das
Verhaltnis von monomeren G-Actin (globulér) zu polymerisiertem F-Actin (filament6s) in der Zelle
bestimmt werden (Tu et al. 2003). Die Benutzung einer Sorvall-Ultrazentrifuge erfolgt nach
Ruckspreche mit Prof. Dr. med. Ingo Just und Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Ralf Gehard am Institut fir
Toxikologie der Medizinischen Hochschule Hannover.

Die Zellen aus zu 80 % konfluent bewachsenen 60 mm Petri-Schale werden hierzu einmal mit
vorgewarmten (37 °C) PBS gewaschen und anschlieRend in 500 pl temperierten (37 °C) LAS-Puffer
lysiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgt mechanisch mit Hilfe einer 25 G Kandile. Die Lésung wird far
maximal 10 min. bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle werden zusatzlich Zellen entweder mit 1 mM
Phalloidin in LAS-Puffer zur F-Actin Stabilisierung oder mit 10 mM Cytochalasin D in LAS-Puffer zur

Depolymerisation von F-Actin behandelt. Die Lysate werden anschlieRend im vorgewarmten (37 °C)
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Rotor bei 380 x g fiir 5 min. zentrifugiert. Der Uberstand wird in eine Ultrazentrifuge Gberfiihrt und bei
100.000 x g, 37 °C fiir 1 h in eine Pellet- und Uberstand-Fraktion getrennt. Der Uberstand enthalt das
monomere G-Actin und wird auf Eis gestellt, wahrend das Pellet mit der F-Actin Fraktion mit einem
Aquivalent des Probenvolumens in 10 mM Cytochalasin D mit 2 % (v/v) Protease-Inhibitor Cocktail
resuspendiert wird. Nach einer BCA-Proteinbestimmung (siehe Ziff. 3.5.2) der Pellet-Lésungen
werden gleiche Proteinmengen und &quivalente Volumina der Uberstandsfraktionen mit 2xLaemmli
Puffer aufgenommen, denaturiert und nach SDS-Gelelektrophorese auf Nitrocellulose transferiert (vgl.
Ziff. 3.5.3 und 3.5.6).

3.6.4 Bestimmung des Neuritenwachstums in PC12-Zellen unter verschiedenen

Stimuli

Die Messung des Neuritenwachstums erfolgt drei Tage nach Fixierung der Zellen mit Hilfe der
Funktion ,Polygonlange“ unter anaIySI83.0®. Um nur neuronal differenzierte Zellen zu untersuchen,
werden drei Selektionskriterien festgelegt (van Bergeijk et al. 2006). Von jeder Zelle wird nur der
langste neuronale Auslaufer (1) untersucht. Dieser darf nicht kleiner als der Zelldurchmesser sein (ll)
und muss mindestens eine Lange von 40 um aufweisen (lll). Da die Grenze zwichen Zellkérper und
Fortsatz nicht immer genau zu bestimmen ist, erfolgt die Messung vom Mittelpunkt der Zelle bis zur
aulersten Spitze des Ausldufers. Bei der Messung der Neuritenldnge in Differenzierungsmedium
ohne NGF in Anwesenheit des ROCK-Inhibitors Y27632 bzw. bidest. H,O wird aufgrund der relativ
kurzen Auslaufer auf das Kriterium Ill verzichtet. Der Ausgangspunkt fir jede Messung ist der obere
Scheitelpunkt im 24-well. Es werden pro Versuch und Ansatz fortlaufend ca. 50 positive Zellen
bestimmt. Das Experiment wird mindestens drei Mal wiederholt.

Bei der genetischen Manipulation von PC12-Zellen mit siRNAs oder Vektoren, die kein
fluoreszierendes Fusionsprotein kodieren (z. B. pSPORT6-Gemin2, pSuppressor etc.) erfolgt die Co-
Transfektion mit dem pDsRed2-Vektor zur Identifikation genetisch veranderter Zellen. Die Inkubation

in Differenzierungsmedium erfolgt anschlieRend fur 72 £ 2 h.

3.6.5 Bestimmung der Anzahl SMN-positiver Kernkérperchen

HEK293T-Zellen werden zunachst mit der Kontroll- bzw. gegen Gemin2 mRNA gerichteten siRNA und
Fluorescein-markierten Oligonukleotiden transfiziert, flr drei Tage inkubiert und anschlielend mit PFA
fixiert. Nach der immunzytochemischen Markierung von SMN mit dem entsprechenden
Primarantikérper aus der Maus und dem gegen Maus gerichteten IgG-Alexa555 Sekundarantikérper
aus der Ziege kdnnen in den grun fluoreszierenden, transfizierten Zellen die rot-fluoreszierenden SMN
Kern-Korperchen gezahlt werden. Das Experiment wird in drei unabhangigen Versuchen wiederholt

und anschlieend statistisch ausgewertet.

3.7 Statistische Auswertung:

Die gesammelten Messwerte (n) aus mindestens drei unabhangigen Experimenten (N) werden mit

dem Programm SigmaStat8.O® auf Normalverteilung nach D’Agostino und Pearson untersucht und mit
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einem fUr das Experiment entsprechenden, in der Abbildung angegeben Test analysiert. Signifikante
Unterschiede zwischen Wertepaaren werden durch p-Werte und Sterne (*) angegeben (p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Die Fehlerbalken reprasentieren jeweils die Fehler der

Standardabweichung des Mittelwertes.

3.8 Antikorper

Fir die Markierung von Antigenen werden flr die Immunzytochemie (ICC) und Westernblots (WB)

folgende Antikérper verwendet:

Antigen Herkunft  Spezifitat wB ICC

Actin AB-5 Maus monoklonal ~ 1:3000 Clontech, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

BlI-Tubulin Maus monoklonal 1:3500 1:400 Upstate/Millipore Corp., Billerica, MA 01821, U.S.A.
) . . Develop. Studies Hybridoma Bank, University of

B-Tubulin, E7 Maus monoklonal ~ 1:3000  1:300 lowa. IA. U.S.A.

Cofilin Kaninchen polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, U.S.A.

Cofilin, phosphoryliert Kaninchen polyklonal 1:1000 Clontech, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

Coilin Maus monoklonal  1:1000 Clontech, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

FLAG-M2 Maus monoklonal  1:3000 Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

GAPDH Maus monoklonal 1:3500 Chemicon/ Millipore Corp., Billerica, MA, U.S.A.

Gemin-2, Klon 2E17 Maus monoklonal  1:2000 Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

GFP (Klon 7.1 & 13.1) Maus monoklonal  1:2000 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

HSP90 Kaninchen polyklonal 1:1500 Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, U.S.A.

Immunglobuline Maus monoklonal Dako GmbH, Hamburg, D

LimK1 Kaninchen polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, U.S.A

Phospho-LimK1 / P-LimK2 Kaninchen polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA, U.S.A.

PRMT5-21 Maus monoklonal  1:1000 Abcam, Ltd., Cambridge, UK

Profilin2 Huhn, IgY  polyklonal 1:600 Abcam, Ltd., Cambridge, UK

Sm-AB1, Y12 Maus monoklonal  1:800 Abcam, Ltd., Cambridge, UK

Neurofilament 68 (NF-68) Maus monoklonal  1:750 Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

SMN Maus monoklonal  1:4000 1:400 Clontech, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

anti-Maus Alexa555 Ziege monoklonal 1:500 Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

anti-Maus Alexa633 Ziege monoklonal 1:400 Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

anti-Maus Peroxidase Schaf 1:4000 Amersham plc, Little Chalfont, GB

anti-Kanninchen Peroxidase Ziege 1:4000 Pierce Chemical Company, Rockford, U.S.A

anti-Huhn Peroxidase Kaninchen 1:8000 Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

DNasel-Alexa488 Enzym Enzym 1:500 Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Phalloidin-Alexa546 Aman(ta Toxin 1:40  Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

phalloides

3.9 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

0,05 % (w/v) Trypsin / 0,83 mM EDTA PAA GmbH, Pasching, Osterreich

1.1x ZOOM® 2D Protein-Solubilizer-1 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

30 %ige Salzsaure (HCI) Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

4',6-Diaminphenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

40 %-Acrylamid-Lésung (29:1) Roth GmbH, Karlsruhe, D

Actin, Kaninchenmuskel Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

Adenosintriphosphat, (Na,ATP) Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

Agarose Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

Antifoam-C Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D

BCA-200 Protein Assay Kit Pierce Chemical Company, Rockford, U.S.A

Benzonase® Biomol GmbH, Hamburg, D
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Bilddokumentationssystem

Borsaure

Bromphenolblau
Bugbuster®-Proteinextraktion
Calciumchlorid (CaCl,)

Collagen |

Coomassie Brilliant Blue G250
Cryo-Roéhrchen

Cytochalasin D

D-(+)-Saccharose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Dithiothreitol (DTT)

DMEM High Glucose

Dulbecco's PBS
ECL-Substrat-Lésungen 1 + 2
ECM-Gel

EDTA (Natrium-Ethylendiamintetraacetat; Na,-EDTA)

EGTA (Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-tetraacetat)

Elektroporator, Equibio EasyJecT Optima
Elektroporationskiivetten, 4 mm
Ethanol

Ethidiumbromid
Fotoentwickler-Losung

fetales Kalberserum, FCS GOLD
Fotofixier-L6sung

fluorescent oligonucleotides
GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus
Geniticin

Glycerin

Glycin

IGEPAL-CAB30

Injektionskantle

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
IX70 Fluoreszenzmikroskop
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Laminin

LB Broth (fur Flussigkultur)

LB-Agar

Leica TCS2 SP2 convocal microscope
L-Glutamin 200 mM

Lipofectamine 2000°

Lysozym

Magnesiumacetat

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Metafectene®

Methanol

Milchpulver

Millex®-HA 0,22 pm

Millex®-HA 0,45 um

MinElute Gelextraktion

Biometra GmbH, Géttingen, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Novagen/EMD, Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Roth GmbH, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Biochrom AG, Berlin, D

Pierce Chemical Company, Rockford, U.S.A
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Roth GmbH, Karlsruhe, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Thermo Elektron Corp., Milford, U.S.A

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

JT Baker, Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, USA
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Eastman Kodak Comp., New York, U.S.A

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Eastman Kodak Comp., New York, U.S.A
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Roth GmbH, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Braun Melsungen AG, Melsungen, D

JT Baker, Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, USA
Roth GmbH, Karlsruhe, D

Olympus Europa GmbH, Hamburg, D

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
tebu-bio GmbH, Offenbach, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Leica Microsystems Heidelberg GmbH

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Biomol GmbH, Hamburg, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Biontex-Laboratories GmbH, Martinsried D

JT Baker, Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, USA
Heirler Canovis GmbH, Radolsfeld, D

Millipore GmbH, Schwallbach, D

Millipore GmbH, Schwallbach, D

Qiagen GmbH, Hilden, D
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Mini-/Maxi-Plasmid-Kit

Multiplate Reader
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Natrium-Orthovanadat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumpyruvat 100 mM

NGF-B 7S

Nitrocellulose-Membran Hyperbond™
Nunclon™ Kulturflaschen

p3xFlagCMV 14

Paraformaldehyd

pDsRed2-Vektor

pEGFP-N2-Vektor

pET41-Vektor

Penicillin (10000 U/ml) / Streptomycin (10 mg/ml)
Pferde-Serum

pGEM-T-Vektor

Phalloidin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
Photometer
Piperazin-N-N'-bis(ethansulfonsaure) (PIPES)
Polyethylenimin

Poly-L-Lysin

PowerPac 200 bzw. 300 Spannungsquelle
Primer

ProLong Gold Antifade

Protean-11® Kammer

Protease-Inhibitor Cocktail (EDTA-frei)
Protein G gekoppelte Agarose Beads
Protein G gekoppelte Dynabeads
pSuppressor

Rainbow-Multimark

Restriktionsenzyme + entsprechende Puffer
Rinderserumalbumin (BSA)
Réntgenfilm

SDS (sodium dodecylsulphate)
Slide-A-Lyzer® Dialyse-Rahmen

T4 Ligase + Puffer

TPP-Kulturflaschen
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base)
Triton®-X-100

Tween®-20

Wasser

Whatman Filterpapiere

Y27632 ROCK-Inhibitor

ZOOM® Carrier Ampholytes (pH4-7)
ZOOM® IPGRunner System
B-Glycerophosphat

B-Mercaptoethanol

Qiagen GmbH, Hilden, D

ELX-800, BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Amersham, Biosciences, Little Chalfont, GB
Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Clontech, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Clontech, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Novagen/EMD, Merck KGaA, Darmstadt, D

PAA GmbH, Pasching, Osterreich
GibcoBRL-Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Promega GmbH, Mannheim, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
DU520, Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D

MWG Biotech AG, Ebersberg, D

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

BioRad Laboratories GmbH, Minchen, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Amersham plc, Little Chalfont, GB

Deutsche Dynal GmbH, Hamburg, D

IMG-800, Imgenex, Biomol GmbH, Hamburg, D
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Eastman Kodak Comp., New York, U.S.A

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Pierce Chemical Company, Rockford, U.S.A
Promega GmbH, Mannheim, D

Techno Plastic Products AG, Trasadingen, CH
Roth GmbH, Karlsruhe, D

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Ampuwa®, Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, D
Whatman International Ltd, Kent, GB
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Schnelldorf, D
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4 Ergebnisse

4.1 Veranderung der Genexpression von SMN und assoziierten Proteinen wahrend

der neuronalen Differenzierung von PC12-Zellen

PC12-Zellen entstammen den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks, die sich embryonal aus
der Neuralleiste entwickeln. Nach Differenzierung mit dem Nervenwachstumsfaktor (NGF) zeigen die
Zellen einen Phanotyp, der sympathischen Neuronen ahnelt und bilden neuronale Auslaufer, die eine
Lange von 0,5 bis 1 mm erreichen kénnen (Greene und Tischler 1976)

Um die Regulation verschiedener SMN assoziierter Proteine wahrend der initialen Phase der
neuronalen Differenzierung zu untersuchen, wurden PC12-Zellen auf Collagen | beschichteten
Oberflachen fur 72 h mit NGF differenziert und die Expressionsveranderung einzelner Zielproteine
nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Westernblot densitometrisch evaluiert (Abb. 4, A).
Dabei wurden die Werte auf die Proteinspiegel vor einer neuronalen Differenzierung mit NGF (Tag 0)
normiert und in Relation zur konstitutiv exprimierten Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) der Glykolyse gesetzt. Als weitere Kontrolle wurde der Proteinspiegel des
Hitzeschockproteins-90 (HSP90) untersucht. HSP90 ist an der korrekten Faltung von Proteinen
beteiligt, wie am Beispiel des Glucocorticoid-Rezeptors gezeigt werden konnte (Dittmar et al. 1996).
Verschiedene Stress-Stimuli fihren zu einem Anstieg der Transkription der konstitutiv exprimierten a-
und B-Isoformen von HSP9O0 (Sreedhar et al. 2004).

Simultan mit der Ausbildung von ersten neuronalen Fortsdtzen 24 h nach NGF-Zugabe stieg die
Expression von SMN signifikant um Faktor 1,7 + 0,1 an (p<0,05) und war auch nach 72 h unter
Differenzierungsbedingungen um Faktor 1,6 + 0,2 erh6ht (p<0,05, vgl. Abb. 4, B). Zu diesem Zeitpunkt
zeigen auf Poly-L-Ornithin/Laminin  kultivierte PC12-Zellen neuronale Auslaufer mit einer
durchschnittlichen Lange von 71,1 £ 1,4 um (N=3, n=438 Zellen) (van Bergeijk et al. 2006). Parallel
nahm der Proteinspiegel der 68 kDa Isoform der Neurofilamente (NF-68) deutlich zu. Eine
Hochregulation der NF-68 mRNA Transkription wahrend der neuronalen Differenzierung mit NGF
wurde bereits beschrieben (Lindenbaum et al. 1988) und hier auf translationaler Ebene bestatigt.
Wahrend der neuronalen Differenzierung mit NGF blieben die Proteinspiegel von Gemin2, SmB und
der Proteinmethyltransferase-5 (PRMTS) konstant (s. Abb. 4, A und B). SMN interagiert direkt Gber
unterschiedliche Domanen mit Gemin2 (Liu et al. 1997; Young et al. 2000) und SmB (Buhler et al.
1999; Pellizzoni et al. 1999), einem von sieben Sm-Proteinen, die einen heptameren Ring zur Bindung
von snRNA an den SMN-Komplex bilden (Raker et al. 1996; Meister et al. 2001a). Die Aktivierung der
Sm-Proteine und folgende Bindung an den SMN-Komplex wird durch eine PRMTS katalysierte
Methylierung Arginin-reicher Motive vermittelt (Meister et al. 2002). Die Bindung von Gemin2 und der
Sm-Proteine (Buhler et al. 1999) an den SMN-Komplex ist fur die Assemblierung von snRNPs von
essentieller Bedeutung (Fischer et al. 1997; Feng et al. 2005). Die alternative Regulation von SMN
weist auf eine mdgliche, vom snRNP-Komplex unabhangige Funktion des SMN-Proteins bei der

neuronalen Differenzierung hin.
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Abb. 4 Veranderung der SMN-Genexpression und assoziierter Proteine wahrend der neuronalen Differenzierung von PC12-
Zellen. (A) PC12-Zellen wurden auf Collagen | beschichteten Oberflachen ausgesat und entweder nach Kultivierung fir 24 h
unter Proliferationsbedingungen (0 h NGF) oder nach zusatzlicher Kultivierung unter Serum-Reduktion und Anwesenheit von
100 ng/ml NGF fiir 24 h bzw. 72 h lysiert. Nach SDS-PAGE gleicher Proteinmengen und Westernblot wurde die Membranen mit
den entsprechenden Antikdrpern inkubiert. (B) Die Bandenintensitat wurde densitometrisch quantifiziert und die Proteinspiegel
ins Verhaltnis zu GAPDH gesetzt. Die statistische Auswertung von jeweils mindestens drei unabhangigen Versuchen (N=3)
erfolgte mit Hilfe eines zweiseitigen Mann-Whitney Tests (*, p<0,05). Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte mit den
entsprechenden Fehlern der Standardabweichung angegeben.

Die Expression von Coilin, einem ausschlief3lich nukledren Interaktionspartner des SMN-Proteins,
verhielt sich antagonistisch zu SMN. Nach dreitagiger Inkubation mit NGF sank der Proteinspiegel
signifikant um 60,6 + 6,2 % auf den Wert 0,4 £ 0,1 (p<0,05, vgl. Abb. 4, B). Cailin ist ein Markerprotein
fur Kernstrukturen, die als Cajal-Kdrper bezeichnet werden (Andrade et al. 1991; Hebert et al. 2001).
Es wurde ferner gezeigt, dass wahrend der Embryonalentwicklung die Anzahl an SMN-positiven

Kernkdrpern, die mit Cajal-Korpern co-lokalisieren deutlich ansteigt (Young et al. 2001).

4.2 SMN knock-down fiihrt zu vermindertem Wachstum neuronaler Ausldufer in
PC12-Zellen

Bei SMA-Patienten besteht ein direkter Zusammenhang zwischen dem SMN-Proteinspiegel und dem
Schweregrad der Erkrankung, wie exemplarisch an fotalen Gewebe aus der Leber und dem
Ruckenmark gezeigt wurde (Lefebvre et al. 1997). Aufgrund von Mutation oder Deletion des SMN1-
Gens beobachtet man bei einer erhéhten SMN2-Genkopienzahl eine Kompensation der Defekte, da
zumindest 10 % der SMN2-Gen Translationsprodukte in natives SMN-Protein miinden (Campbell et
al. 1997; Lorson et al. 1998; Schmalbruch und Haase 2001). Um die funktionelle Bedeutung des
endogenen SMN-Proteinspiegels auf das Wachstum neuronaler Ausldufern wahrend der
Differenzierung zu untersuchen, wurde ein SMA-Zellkulturmodell mit Hilfe von PC12-Zellen entwickelt.
Die Zellen wurden hierzu mit einem pSuppressor-Plasmid elektroporiert, welches eine shRNA kodiert,
die eine 19 Nukleotid grofRe, zur SMN-mRNA komplementare Sequenz aufweist (pSupp.SMN). Nach
Transfektion und Translation wird die shRNA intrazellular zu einer siRNA prozessiert.
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Zunachst wurden flur die Optimierung der Transfektionsrate PC12-Zellen mit dem pDsRed2-Vektor
transfiziert, der fir eine Geneticin-Resistenz und das rot-fluoreszierende DsRed2 Tetramer (Wall et al.
2000) kodiert. In Einzelversuchen wurden die Gerateparameter Spannung und Kondensatorkapazitat
bei konstanter Zellzahl und DNA-Menge variiert, um bei einer Vitalitdt nach
Lebendzellzahlbestimmung von mindestens 50 % eine Transfektionsrate von tber 20 % zu erzielen.
Anschlieftend wurde die Zellzahl und DNA-Menge angepasst und der Anteil transfizierter Zellen durch
dreitédgige Geniticin-Selektion in NGF-haltigem Differenzierungsmedium auf insgesamt 49,4 + 0,2 %
(N=2, n>660 Zellen) gesteigert (Abb. 5).

B vitalitat
O Transfektionseffizienz
O Transfektionseffizienz (Geniticin-Selektion)

80 %

60 %

40 %

20 % H
X

1050 yF, | 975 uF, 975 uF, | 9754F,

15 ug DNA 15 ug DNA 45 yg DNA 90 ug DNA
1 Mio. Zellen 3 Mio. Zellen

Abb. 5 Optimierung der Elektroporationsbedingungen fiir PC12-Zellen. Unterschiedliche Zellzahlen wurden bei konstantem
Volumen mit verschiedenen Mengen an pDsRed2-Plasmid-DNA versetzt und mit einem einzigen Puls elektroporiert. Die
Spannung (350 V) und der Nebenwiderstand (335 Q) wurden konstant gehalten. Die Vitalitdt wurde in zwei unabhangigen
Experimenten (N=2) nach der Elektroporation mit Hilfe einer Trypanblau-Ausschlussfarbung anhand von jeweils n=300 Zellen
durchgefiihrt. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen fir drei Tage in An- oder Abwesenheit von 750 pg/ml Geniticin auf
Poly-L-Ornithin/Laminin unter Serum-Reduktion und 100 ng/ml NGF kultiviert. Die Transfektionsrate wurde anhand von
DsRed2-positiven Zellen im Verhaltnis zu DAPI-markierten Zellen (n>660) bestimmt. Aufgrund der geringeren Transfektionsrate
und Vitalitét bei einer Kapazitat von 1050 pF erfolgte hier keine Quantifizierung einer Geniticin-Selektion. Im Balkendiagramm
sind die Mittelwerte mit den entsprechenden Fehlern der Standardabweichung angegeben.

Um den Einfluss eines SMN knock-downs auf Proteinebene zu untersuchen, wurden die PC12-Zellen
zundchst elektroporiert und Uber Nacht unter Proliferationsbedingungen auf Collagen | kultiviert.
AnschlielRend erfolgte die neuronale Differenzierung mit NGF in Anwesenheit von Geniticin fur 24 bis
72 h. Die Reduktion des SMN-Proteinspiegels wurde alle 24 h durch SDS-PAGE/Westernblot und
anschlieRender Densitometrie der Banden Uberprift (Abb. 6, A, B). Als Kontrolle dienten Zellen, die
mit dem leeren pSuppressor-Plasmid (pSupp.control) transfiziert wurden. BllI-Tubulin ist ein
neuronaler Marker (Fanarraga et al. 1999), diente als Auftragskontrolle und wurde zur Normalisierung
der Daten verwendet.
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Abb. 6 ShRNA-vermittelte Reduktion des endogenen SMN-Proteinspiegels und Folgen fiir das Wachstum neuronaler Auslaufer
in PC12-Zellen. (A) PC12-Zellen wurden entweder mit dem leeren Vektor (pSupp.control) oder shRNA-kodierenden
pSupp.SMN-Plasmid transfiziert, fir 24 h unter Proliferationsbedingungen (NGF 0 h) auf Collagen | kultiviert und anschlieend
fur die jeweils angegebene Zeit in Anwesenheit von 750 pg/ml Geniticin und 100 ng/ml NGF unter Serumreduktion differenziert.
Nach der Lyse wurden gleiche Proteinmengen mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran
transferiert. Der Nachweis von SMN und neuronalem BllI-Tubulin erfolgte mit entsprechenden Antikérpern. (B) In drei
unabhangigen Versuchen (N=3) wurde die Bandenintensitdt densitometrisch quantifiziert und der SMN-Proteinspiegel in
Relation zu BlII-Tubulin bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Mann-Whitney-Tests (*, p<0,05, einseitig).
Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte mit den entsprechenden Fehlern der Standardabweichung angegeben. (C) Um die
Neuritenldnge genetisch veranderter Zellen zu bestimmen, erfolgte eine Co-Transfektion mit pDsRed2 neben den
entsprechenden pSuppressor-Vektoren. Nach 24 h in Proliferationsmedium und neuronaler Differenzierung fir 72 h wurden die
Zellen fixiert. Dargestellt sind reprasentative, DsRed2-positive PC12-Zellen (Messbalken: 25 ym). (D) Die Quantifizierung des
veranderten Wachstums neuronaler Auslaufer bei SMN knock-down erfolgte durch die Bestimmung des jeweils langsten
Neuriten einer pDsRed-positiven Zelle. Der Fortsatz musste mindest einen Zelldurchmesser und >40 pm lang sein. In drei
voneinander unabhangigen Experimenten (N=3) wurden je Ansatz mindestens n=140 Neuriten vermessen. Dargestellt ist die
relative Veranderung der Neuritenlange. Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe eines Mann-Whitney-Tests bestimmt und
mit ** (p<0,01, zweiseitig) gekennzeichnet (Mittelwerte + Fehler der Standardabweichung).

Durch einen shRNA vermittelten SMN knock-down und Geniticin-Selektion konnte ein SMA-
Zellkulturmodell erfolgreich etabliert werden. Nach dreitagiger neuronaler Differenzierung wurde in der
gesamten Kultur eine signifikante Reduktion (p<0,05) des SMN-Proteinspiegels auf 47,6 + 8,5 %
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verglichen mit Blll-Tubulin (siehe Abb. 6, B) nachgewiesen, wobei eine durch NGF induzierte
Steigerung der SMN-Genexpression (siehe Abb. 4, B) zusétzlich kompensiert werden musste. Das
Proteinniveau in den PC12-Zellen entsprach nach 72 h dem Proteinspiegel in SMA-I Patienten, wie
aus den Daten von humanen SMA-I Fibroblasten hervorgeht (vgl. Abb. 16, B).

Bei SMA-Patienten kommt es zu der Denervation der Muskelendplatte und einem deutlichen Verlust
von Motoneuronen (Crawford und Pardo 1996). Im Tiermodell konnte bei einer ausgepragten
axonalen Degeneration der Motoneurone ein moderates Zellsterben beobachtet werden (Crawford
und Pardo 1996). Um die Auswirkung eines reduzierten SMN-Proteinspiegels auf das
Neuritenwachstum wahrend der neuronalen Differenzierung zu untersuchen, wurden auf Collagen |
kultivierte PC12-Zellen mit den entsprechenden pSuppressor-Vektoren (pSupp.SMN bzw.
pSupp.control) und pDsRed2 co-transfiziert (Abb. 6, C). Es konnte bereits im Vorfeld gezeigt werden,
dass bei liposomaler Transfektion von PC12-Zellen mit pEGFP-N2 und pDsRed2 93,6 + 5,7 % der
DsRed2-positiven Zellen auch EGFP-positiv sind (van Bergeijk et al. 2007). Wahrend der neuronalen
Differenzierung fiihrte der simultane knock-down von SMN zu einer signifikanten Inhibition (p<0,01)
des Neuritenwachstums. Die deutliche Reduktion des SMN-Proteinspiegels simuliert die Situation in
SMA-Patienten (Abb. 16, B) und flihrte bereits nach 72 h zu 11,0 + 2,5 % klrzeren Neuriten verglichen
mit der Kontrollgruppe (Abb. 6, D).

4.3 Lokalisation verschiedener SMN-Deletionsmutanten in PC12-Zellen

Um den Einfluss einzelner SMN-Domanen auf die intrazellulare Lokalisation des SMN-Proteins zu
untersuchen, wurden auf Collagen | kultivierte PC12-Zellen mit verschiedenen humanen SMN-
Deletionsmutanten, die mit EGFP fusioniert waren, liposomal transfiziert. Die Konstrukte sind mit den
Aminosaure-Resten des humanen SMN-Proteins angegeben (vgl. Abb. 7). Die Zellen wurden nach
24 h unter Proliferationsbedingungen fiir drei Tage mit NGF differenziert. Nach Fixierung erfolgte eine
immunzytochemische Markierung von B-Tubulin mit dem entsprechenden Primar- und einem
Alexa555-gekoppelten Sekundarantikérper. Zur Visualisierung wurde ein konfokales Mikroskop
verwendet (siehe Abb. 8).

SMN1-294 EEIENIE N NN <+

SMN1-239 _EGFP
SMN235-294 |6 | 7 B
-EGFP

Abb. 7 Schematische Darstellung der verwendeten SMN-EGFP-Fusionskonstrukte. Die Zahlen geben die kodierenden Exone
(Kastchen) und die Aminosaurereste des humanen SMN-Proteins wieder, wobei SMN1-294 dem Wildtyp entspricht. Daneben
reprasentieren SMN1-239-EGFP und SMN235-294-EGFP N- bzw. C-terminale Deletionsmutanten, die wie SMN1-294 mit dem
griin-fluoreszierenden Protein EGFP fusioniert wurden. Die Nummern in den Kastchen spiegeln die entsprechenden Exone auf
DNA-Ebene wider.

Das endogene SMN-Protein wurde sowohl nukledr in Gems und Cajal-Kérpern als auch
zytoplasmatisch in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen (Liu und Dreyfuss 1996; Coovert et al.

1997). Darlber hinaus wurden SMN-positive Granula in Axonen und Wachstumskegeln von P19-
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Teratocarcinoma-Zellen (Fan und Simard 2002), Rickenmarks- und Vorderhirnneuronen aus der
Ratte und dem Huhn sowie in Motoneuronen, die aus Stammzellen generiert wurden, beschrieben
(Zhang et al. 2003; Zhang et al. 2006a).

pEGFP pEGFP-SMN1-294 pEGFP-SMN1-239 pEGFP-SMN235-294

B-Tubulin
C

Uberlagerung

\Wachstumskegel

Abb. 8 Lokalisation verschiedener SMN-EGFP Deletionsmutanten in PC12-Zellen. PC12-Zellen wurden auf Collagen |
beschichteten Deckglasern kultiviert, mit den entsprechenden pSMN-EGFP-Fusionskonstrukten und mit dem Kontrollvektor
pEGFP liposomal transfiziert und nach 24 h fir drei Tage mit 100 ng/ml NGF differenziert. Nach Fixierung wurde die
immunzytochemische Markierung von B-Tubulin mit entsprechendem Priméarantikérper und einem gegen Maus gerichteten,
Alexa555-konjugierten Sekundarantikérper durchgefihrt. Die Visualisierung erfolgte mit einem konfokalen Leica TCS SP2
Mikroskop, die Kanale sind in A und B dargestellt. Die Bilderreihen C-E reprasentieren VergroRerungen von Wachstumskegeln
(D) und Kernen (E) und wurden durch Uberlagerung beider Farbkanale erstellt (Messbalken A-C: 25 um; D, E: 5 ym).

N
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Nach Uberexpression des SMN1-294-EGFP-Fusionskonstrukts und neuronaler Differenzierung
konnten zahlreiche SMN-positive Kernkdrper nachgewiesen werden (Abb. 8, A). Dartber hinaus
wurde eine punktférmige Verteilung im Zytoplasma sowie in den neuronalen Ausldufern und
Wachstumskegeln beobachtet (Abb. 8, A und D). Die distinkten Strukturen unterschieden sich deutlich
von der diffusen EGFP-Verteilung in den mit Kontrollvektor transfizierten Zellen (Abb. 8, A, D und E).
Die pSMN1-239-EGFP Deletionsmutante kodiert die ersten 239 N-terminalen Aminosaure-Reste des
humanen SMN-Proteins und zeigte eine diffuse zytoplasmatische Lokalisation und eine verstarkte
Aggregation SMN-positiver Kernkorper (Abb. 8, C und E). Das Signal in den Wachstumskegeln war
deutlich schwéacher als bei den anderen beiden Fusionsproteinen und insgesamt diffus (Abb. 8, A und
D). Die Uberexpression der C-terminalen 59 Aminosaure-Reste (SMN235-294-EGFP), die durch
Exon 6 und 7 kodiert werden, flihrte zu einer deutlichen Abnahme an SMN-positiven Kernkérpern
(Abb. 8, E). Wahrend 93 % (n=44) der SMN1-294-EGFP und 89 % (n=46) der SMN1-239-EGFP
transfizierten Zellen SMN-positive Kernkorper zeigten, betrug der Anteil bei SMN235-294-EGFP
exprimierenden Zellen nur 31 % (n=85) (van Bergeijk et al. 2007). In den Wachstumskegeln
lokalisierte SMN235-294-EGFP &hnlich granular wie das endogene SMN (Vergleich Abb. 8, D mit
Abb. 12, A-Il).

4.4 Uberexpression einer C-terminalen SMN-Deletionsmutante unter SMN knock-
down Bedingungen fiihrt zu einer funktionellen Wiederherstellung des

Neuritenwachstums in PC12-Zellen

Die Uberexpression des murinen SMN-Gens filhrt in PC12-Zellen zu einer Stimulation des
Neuritenwachstums (Rossoll et al. 2003). Um die Funktion des humanen SMN-Proteins in den
neuronalen Auslaufern zu untersuchen, wurden auf Collagen | kultivierte PC12-Zellen mit den
verschiedenen  humanen  SMN-EGFP-Fusionskonstrukten  transfiziert. ~ Nach  neuronaler
Differenzierung mit NGF fir 72 h und immunzytochemischer Markierung von B-Tubulin erfolgte eine
Bestimmung der Neuritenlédnge. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression des humanen
SMN1-Gens (pSMN1-294-EGFP) im Vergleich zum Kontrollplasmid (pEGFP) zu hoch signifikant
(p<0,0001) langeren neuronalen Auslaufern fihrt (s. Abb. 9, A). Die Lange der Fortsatze nahm dabei
im Mittel um 13,4 +4,0% zu. Die Uberexpression des C-terminalen SMN-Fusionskonstruktes
(SMN235-294) fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten (p<0,05) Steigerung des Langenwachstums um
10,5+ 3,2 %. Umgekehrt hatten die Aminosdure-Reste 1 bis 239 des SMN-Proteins bei
Uberexpression (pSMN1-239-EGFP), verglichen mit dem Kontrollvektor, keinen Einfluss auf das
Auswachsen neuronaler Auslaufer. Auch andere N-terminale SMN-Deletionsmutanten zeigten keinen
Einfluss auf das Langenwachstum von Neuriten (van Bergeijk et al. 2007). Der stimulierende Effekt
des humanen SMN-Proteins auf das Auswachsen neuronaler Auslaufer wird daher mdglicherweise
Uber den C-Terminus (SMN235-294) des Proteins vermittelt.
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Abb. 9 Wiederherstellung des Neuritenwachstums unter SMN knock-down Bedingungen in PC12-Zellen. (A) Auf Collagen |
kultivierte PC12-Zellen wurden mit unterschiedlichen SMN-EGFP-Fusionskonstrukten liposomal transfiziert, 24 h inkubiert und
fur 72 h mit 100 ng/ml NGF differenziert. Zur Identifikation der neuronalen Auslaufer wurden die Zellen mit B-Tubulin und einem
gegen Maus gerichteten, Alexa555-konjugierten Sekundarantikdrper markiert. Die Langenbestimmung erfolgte in drei von
einander unabhangigen Experimenten (N=3) an n=100 Neuriten pro Bedingung. Es wurden die relativen Neuritenlange
angegeben. Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe eines zweiseitigen Mann-Whitney-Tests (***, p<0,0001 bzw. *, p<0,05)
bestimmt (Mittelwerte + Fehler der Standardabweichung). (B) PC12-Zellen wurden (ber Elektroporation mit pDsRed2,
pSupp.control oder pSupp.SMN und pEGFP, pSMN1-239- oder pSMN235-294-EGFP co-transfiziert, auf Collagen | kultiviert
und nach 24 h fir drei Tage neuronal differenziert. Der erfolgreiche SMN knock-down (pSupp.control vs. pSupp.SMN) und die
simultane Uberexpression der verschiedenen Deletionsmutanten wurden (iber SDS-PAGE/Westernblot mit den entsprechenden
Antikdrpern nachgewiesen. Dargestellt wurden die reprasentativen Blots. GAPDH diente dabei als Referenz und
Auftragskontrolle. Die entsprechenden Molekulargewichte eines Proteinmarkers sind auf der linken Seite abgebildet. (C) In drei
voneinander unabhangigen Experimenten (N=3) wurde die Lange von n=200 neuronalen Auslaufer DsRed- sowie zusatzlich
SMN-EGFP-positiver Zellen bestimmt. Die Mittelwerte (+ Fehler der Standardabweichung) der relativen Neuritenlange wurden
mit Hilfe eines zweiseitigen Mann-Whitney-Tests auf signifikante Unterschiede untersucht (***, p<0,0001 bzw. *, p<0,05).
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Die stimulierende Wirkung der C-terminalen Bereiches auf das Neuritenwachstum kann eine
unabhangige Funktion des SMN-Proteins darstellen oder auf einer Oligomerisierung der
Deletionsmutante mit endogenem Protein hinweisen, da das SMN zwei Selbstbindungsdoménen, die
N- und C-Terminal liegen, besitzt (Lorson et al. 1998; Young et al. 2000). Um die Effekte einer
mogliche Heterodimerisierung von endogenem SMN mit humanem SMN235-294 zu bestimmen,
wurden in PC12-Zellen unter SMN knock-down Bedingungen SMN-EGFP-Fusionskonstrukte und
pDsRed2 (berexprimiert. Uber die Messung der Neuritenlange DsRed2- und SMN-EGFP-
Fusionskonstrukt-positiver PC12-Zellen sollte untersucht werden, ob durch Uberexpression des
C-Terminus eine funktionelle Wiederherstellung der durch SMN knock-down vermittelten Defekte
moglich ist.

Die Reduktion des SMN-Proteinspiegels wurde mit Hilfe von SDS-PAGE und Westernblot verifiziert.
Der Nachweis des SMN235-294-EGFP Konstrukts erfolgte dabei durch einen GFP-Antikérper, da der
kommerziell erworbene SMN-Antikérper eine N-terminale Erkennungssequenz aufweist.

Unter SMN knock-down Bedingungen und simultaner Uberexpression des pEGFP-Kontrollvektors
nahm die Neuritenlange erwartungsgemalf signifikant (p<0,05) ab (vgl. Abb. 9, C und Abb. 6). Die
Uberexpression des C-terminalen Fusionskonstrukts SMN235-294-EGFP fiihrte trotz deutlicher
Reduktion des endogenen SMN-Proteinspiegels (s. Abb. 9, A und Abb. 6) zu einer funktionellen
Wiederherstellung des Neuritenwachstums. Darliber hinaus konnte eine Uberkompensation der durch
SMN knock-down verursachten Inhibition des Neuritenwachstums beobachtet werden, da die
Uberexpression des C-Terminus (pSupp.SMN + pSMN235-294-EGFP) zu einem signifikanten
(p<0,05) Anstieg der Neuritenlange verglichen mit der Kontrollgruppe (pSupp.control + pEGFP) flihrte
(Abb. 9, C). Die Uberexpression der N-terminalen SMN-Deletionsmutante (pSupp.SMN + pSMN1-239-
EGFP) zeigte im Vergleich zum Kontrollvektor (pSupp.SMN + EGFP) keinen positiven Effekt auf das
Neuritenwachstum. Eine funktionelle Rekonstitution konnte hier nicht beobachtet werden. Da die
Uberexpression von humanen SMN1-239-EGFP trotz méglicher Heterodimerisierung mit endogenem
SMN keinen Einfluss auf das Wachstum neuronaler Auslaufer zeigt, scheint dieser Bereich mit den
entsprechenden Bindungspartner nicht essentiell fir den wachstumsvermittelten Effekt von SMN zu

sein.

4.5 Die Veranderung des Gemin2-Proteinspiegels zeigen im Vergleich mit SMN

antagonistische Effekte auf das Neuritenwachstum in PC12-Zellen

Gemin2 bindet an den N-Terminus des SMN-Proteins und ist ein fester Bestandteil des snRNP/SMN-
Komplexes (Liu et al. 1997; Young et al. 2000). Dartber hinaus konnten in Axonen von Motoneuronen
aus der Ratte Gemin2-positive SMN-Komplexe nachgewiesen werden (Zhang et al. 2006a). Um die
funktionelle Bedeutung des SMN-Gemin2-Komplexes auf das Auswachsen neuronaler Auslaufer zu
untersuchen, wurde die Expression von Gemin2 wahrend der neuronalen Differenzierung moduliert.
Zunachst wurde ein siRNA-vermittelter Gemin2 knock-down durchgefihrt. Die Transfektionsrate mit
Fluorescein-markierten Oligonukleotiden betrug nach 24 h unter Proliferationsbedingungen 35,5 + 6,1
% (N=4, insgesamt n=2553 DAPI-pos. Zellen). Aufgrund eines raschen Abbaus der Oligonukleotide in
den PC12-Zellen war die Markierung aber nur bedingt auswertbar. Die erfolgreiche Reduktion des

Gemin2-Proteinspiegels wurde mittels SDS-PAGE und Westernblot durch Vergleich mit B-Tubulin
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densitometrisch verifiziert. Nach drei Tagen war der Gemin2-Proteinspiegel um 78,6 £4,5 % im

Vergleich zu einer Kontroll-siRNA transfizierten Gruppe signifikant (p<0,05) gesunken.
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Abb. 10 Bedeutung des Gemin2-Proteinspiegels fir das Langenwachstum neuronaler Auslaufer in PC12-Zellen. (A) PC12-
Zellen wurden liposomal mit einer gegen Gemin2 mRNA gerichteten siRNA oder mit einer Kontroll-siRNA transfiziert und nach
24 h fur 72 h mit 100 ng/ml NGF neuronal differenziert. Die Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet. Der Nachweis von Gemin2 und der Auftragskontrolle B-Tubulin erfolgte mit den
entsprechenden Antikdrpern. (B) Fir die Quantifizierung des Gemin2 knock-downs wurde in vier unabhéangigen Experimenten
(N=4) die Bandenintensitat densitometrisch bestimmt und in Relation zu B-Tubulin gesetzt (Mittelwerte + Fehler der
Standardabweichung). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests (*, p<0,05; zweiseitig). (C) Um
den Einfluss eines Gemin2 knock-downs auf das Auswachsen neuronaler Auslaufer zu untersuchen wurden auf Collagen |
kultivierte PC12-Zellen liposomal mit der entsprechenden siRNA und dem pDsRd2-Vektor transfiziert. 24 h nach der
Transfektion erfolgte die Differenzierung mit NGF fir 72 h. Der Mittelwert (+ Fehler der Standardabweichung) der relativen
Neuritenldnge ist angegeben (N=3, n=150 Zellen, Mann-Whitney-Test, zweiseitig: **, p<0,01). (D) Die Uberexpression von
Gemin2 erfolgte mit Hilfe des pSPORT6-Gemin2 Plasmids bzw. dem Kontrollvektor und Co-Transfektion mit pDsRed2, wie
bereits beschrieben. In drei unabhangigen Experimenten (N=3) wurden pro Gruppe n=160 Zellen analysiert (Mittelwert + Fehler
der Standardabweichung; Mann-Whitney-Test, zweiseitig: ***, p<0,0001).

Um die Folgen eines veranderten Gemin2-Proteinspiegels auf das Neuritenwachstum zu untersuchen,

wurden in drei unabhangigen Experimenten auf Collagen | kultivierte PC12-Zellen liposomal entweder
mit den entsprechenden siRNAs (Abb. 10, C) oder einem Gemin2-kodierenden Plasmid (Abb. 10, D)
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sowie mit dem pDsRed2-Vektor co-transfiziert, um genetisch veranderte Zellen zu identifizieren. Nach
neuronaler Differenzierung fur 72 h wurden die Zellen fixiert und die Neuritenlange bestimmt.

Die Reduktion des Gemin2-Proteinspiegels filhrte zu einem signifikanten (p<0,01) Anstieg des
Langenwachstums neuronaler Ausléaufer (Abb. 10, C). Umgekehrt wirkte sich eine Uberexpression von
Gemin2 inhibitorisch auf die Ausbildung neuronaler Auslaufer aus. Drei Tage nach der Transfektion
zeigten die genetisch veranderten PC12-Zellen signifikant (p<0,0001) kiirzere Neuriten, deren Lange
um 16,8 + 2,7 % reduziert verglichen mit Kontrollvektor transfizierten Zellen war (Abb. 10, D). Damit
wirkt sich der Gemin2- wie auch SMN-Proteinspiegel direkt auf die Ausbildung neuronaler Auslaufer
aus, induziert jedoch funktionell einen antagonistischen Effekt (vgl. Abb. 10, C und D mit Abb. 6, D
bzw. Abb. 9, A).

4.6 Gemin2 knock-down fiihrt zu einer Abnahme von SMN-positiven Kernkdérpern in
HEK293T-Zellen

SMN und Gemin2 treten bei der Assemblierung spleiBosomaler snRNPs am SMN-Komplex in
Wechselwirkung (Fischer et al. 1997). Als Bestandteil des Multimers wird Gemin2 vermutlich mit dem
snRNP/SMN-Komplex in den Kern transloziert und co-lokalisiert anschliefend mit SMN in Gems (Liu
und Dreyfuss 1996; Liu et al. 1997). In humanen Fibroblasten aus SMA Typ-| Patienten konnte eine
direkte Korrelation zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und einer verringerten Anzahl an
SMN-positiven Kernkdrpern beobachtet werden (Coovert et al. 1997). Es konnte in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass es bei Uberexpression von Gemin2 und der 23 kDa Isoform des
Fibroblastenwachstumsfaktors 2 (FGF-2%°) zu einer Verdrangung von Gemin2 am SMN-Komplex und
zu einer Abnahme an SMN-positiven Kernstrukturen kommt (Bruns et al. 2007).

Um die Konsequenzen eines Gemin2 knock-downs auf die Haufigkeitsverteilung von SMN-positiven
Strukturen im Kern zu untersuchen, wurden zunachst HEK293T-Zellen mit der entsprechenden
siRNAs transfiziert und die Veranderung des Gemin2-Proteinspiegels 48 h und 72 h nach Transfektion
bestimmt (Abb. 11, A). Die Transfektionsausbeute mit Fluorescein-markierten Oligonukleotiden, die
sich zufallig in der Zelle verteilten (Abb. 11, C | und Il), betrug nach 72 h 57,3 £ 8,3 % (N=3, n=2659
DAPI-pos. Zellen). Nach drei Tagen konnte eine Reduktion des Proteinspiegels um 55,2 +6,0 %
beobachtet werden, die zu einer Veranderung in der Haufigkeitsverteilung von SMN-positiven
Kernkorpern flihrte. HEK293T-Zellen wurden hierzu mit den entsprechenden siRNAs und Fluorescein-
markierten Oligonukleotiden co-transfiziert, um genetisch veranderte Zellen zu erkennen. Anders als
in den PC12-Zellen, blieb in den HEK293T-Zellen das Fluoreszenz-Signal Uber 72 h erhalten. Die
Identifikation der Kernkoérper erfolgte in Fluorescein-positiven Zellen nach immunzytochemischer
Markierung von SMN. SMN zeigte in HEK293T-Zellen eine diffuse Verteilung im Zytoplasma, wobei
eine perinukledre Anreicherung erkennbar war. Im Nukleus konnten punktférmige Strukturen
beobachtet werden (siehe Pfeile in Abb. 11, ClI). In den mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen zeigten
38,3 £ 5,7 % keinen und 35,9 + 1,5 % einen SMN-positiven Kernkdrper. Darliber hinaus konnten auch
Nuklei mit Uber sechs SMN-positiven Kernkorpern (6+, 1,7 % + 0,9 %) nachgewiesen werden (Abb.
11, D Kontrolle). Der Gemin2 knock-down fiihrte zu einer Abnahme der Gesamtanzahl und zu einer
hoch signifikanten (p<0,0001) Links-Verschiebung bei der Haufigkeitsverteilung SMN-positiver
Kernkdrper (Abb. 11, C und D). 51,3 £ 5,1 % bzw. 30,9 + 3,3 % der Nuklei zeigten keinen oder nur
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einen SMN-positiven Kernkorper (Abb. 11, D knock-down). Der Gemin2 knock-down in HEK293T-
Zellen und der reduzierte SMN-Proteinspiegel in SMA-Fibroblasten (Coovert et al. 1997) fihren

demnach zu einem ahnlichen nukledren Phanotyp.
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Abb. 11 Gemin2 knock-down fiihrt zu einer Veranderung in der Haufigkeitsverteilung SMN-positiver Kernkérper in HEK293T-
Zellen. (A) HEK293T-Zellen wurden mit einer gegen Gemin2-mRNA gerichteten siRNA oder mit einer Kontroll-siRNA transfiziert
und fir den angegebenen Zeitraum unter Proliferationsbedingungen kultiviert. Nach der Lyse und SDS-PAGE erfolgte ein
Westernblot mit den entsprechenden Antikdrpern, wobei B-Tubulin als Referenz verwendet wurde. (B) Die densitometrische
Auswertung der Bandenintensitat erfolgte in N=3 unabhangigen Versuchen und wurde mit den Mittelwerten und Fehlern der
Standardabweichung in Relation zu B-Tubulin angegeben (Mann-Whitney-Test, einseitig: *, p<0,05). (C) Fir die Bestimmung
der SMN-positiven Kernkérper wurden HEK293T-Zellen auf Poly-L-Lysin kultiviert, mit den entsprechenden siRNAs sowie zur
Identifikation mit Fluorescein-markierten Oligonukleotiden co-transfiziert und nach drei Tagen unter Proliferationsbedingungen
fixiert. Die immunzytochemische Markierung erfolgte mit einem SMN-Antikérper und einem gegen Maus gerichteten, Alexa555-
konjugierten Sekundarantikorper. Der Kern wurde mit 4’,6-Diaminphenylindol (DAPI) gefarbt (Messbalken: 25 ym). (D) Die
statistische Auswertung der Haufigkeitsverteilung SMN-positiver Strukturen, dargestellt als Mittelwerte mit den Fehlern der
Standardabweichung, von N=3 unabhangigen Experimenten an insgesamt n=800 Zellen pro Ansatz, erfolgte mit dem x’-Test
(***, p<0,0001).
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4.7 Das SMN-Protein interagiert mit dem Actin-Zytoskelett

Verschiedene Arbeiten weisen auf eine mdgliche Wechselwirkung zwischen dem SMN-Protein und
dem Actin-Zytoskelett hin. SMN interagiert mit den Actin-bindenden Proteinen (ABP) Profilin
(Giesemann et al. 1999) und a-Actinin (Rajendra et al. 2007). Dariber hinaus wurde der Actin-
abhangige Transport von SMN-positiven Strukturen in Axonen von embryonalen Vorderhirnneuronen
aus dem Huhn beschrieben (Zhang et al. 2003). In embryonalen Motoneuronen aus der Maus konnte
gezeigt werden, dass SMN Uber hnRNP-R den Transfer von B-Actin-mRNA in den Wachstumskegel
vermittelt (Rossoll et al. 2003). Zusétzlich wurde kirzlich die Interaktion von SMN mit PABP in
neuronalen Auslaufern beschrieben, so dass SMN vermutlich an der Assemblierung von mRNPs und
am Transport weiterer mMRNA-Molekile beteiligt ist (Zhang et al. 2007).

4.7.1 SMN co-lokalisiert mit G-Actin in Lamellipodien von humanen Fibroblasten und

in Wachstumskegeln von PC12-Zellen

In P19-Teratocarcinoma-Zellen wurden eine Co-Lokalisation von SMN mit filamentésem Actin
(F-Actin) beschrieben (Fan und Simard 2002) und in embryonalen Fibroblasten aus dem Huhn die
Freisetzung SMN-positiver Granula unter Dissoziation F-Actin gezeigt (Zhang et al. 2003). Um die
intrazellulare Verteilung des endogenen SMN-Proteins in PC12-Zellen zu untersuchen, wurden diese
auf Matrigel-beschichteten Deckglasern kultiviert und fir drei Tage mit NGF differenziert. Die
Markierung von G-Actin erfolgte Uber Assoziation mit Alexa488-konjugierter DNasel, die mit hoher
Spezifitdt monomeres G-Actin bindet (Podolski und Steck 1988). Darlber hinaus fuhrte das mit DNA-
interagierende Enzym zu einer deutlichen Markierung des Kerns. F-Actin wurde Uber Assoziation von
Alexa546-konjugiertem Phalloidin aus dem Knollenblatterpilz (Amanita phalloides) nachgewiesen
(Estes et al. 1981). SMN wurde ber immunzytochemische Markierung mit dem Fluorophor Alexa633
markiert und lokalisierte ahnlich wie das Gberexprimierte SMN1-294-EGFP Fusionskonstrukt (vgl. Abb.
12 mit Abb. 8). Die Anzahl an nukledren SMN-positiven Kernkdrpern war deutlich geringer (Abb. 12,
A-1ll). In den Wachstumskegeln konnte eine granulare Verteilung beobachtet werden, wobei einzelne
SMN-positive Strukturen verstarkt mit monomerem G-Actin co-lokalisierten (Abb. 12, A-Il). SMN war
dartber hinaus nicht unmittelbar am Leitsaum, sondern eher im zentralen Bereich des
Wachstumskegels angereichert. Die Phalloidin-Farbung zeigte insbesondere in den aufersten
Filopodien sowie im Zytoplasma filamentése, SMN-negative F-Actin-Strukturen.

In primaren, humanen Fibroblasten verteilte sich das endogene SMN-Protein ahnlich wie in den
HEK293T-Zellen (vgl. Abb. 11 mit Abb. 12). Neben SMN-positiven Kernkérpern konnten granulare
Strukturen in den Lamellipodien und Filopodien in unmittelbarer Nahe zum Leitsaum nachgewiesen
werden (Abb. 12, B-Il). In diesem Bereich konnte wie zuvor in den Wachstumkegeln von PC12-Zellen
eine deutliche Co-Lokalisation von SMN und G-Actin beobachtet werden (vgl. Abb. 12, A-Il und B-II).
Dagegen zeigten die groBen Phalloidin-markierten Actin-Filamente im Zytoplasma keine Uberlagerung
mit SMN-positiven Strukturen (Abb. 12, B-1). Méglicherweise interagiert SMN in den Zellen direkt oder

indirekt mit monomerem G-Actin.
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Phalloidin-Alexa543 DNase-Alexa488 o-SMN + IgG-Alexa633 Uberlagerung

Phalloidin-Alexa543 DNase-Alexa488 o-SMN + 1gG-Alexa633 Uberlagerung

Abb. 12 Co-Lokalisation von endogenem SMN und monomerem G-Actin in Wachstumskegeln von PC12-Zellen und
Lamellipodien von human primaren Fibroblasten. (A) PC12-Zellen wurden auf Matrigel beschichteten Deckglasern kultiviert und
anschliefend mit 100 ng/ml NGF fiir 72 h neuronal differenziert. Nach Fixierung erfolgte die immunzytochemische Markierung
von SMN mit entsprechendem Antikorper und einem gegen Maus gerichteten, Alexa633-konjugierten Sekundarantikérper (hier
blau dargestellt). G-Actin wurde durch Bindung von Alexa488-gekoppelter DNasel und F-Actin Uber die Interaktion mit
Alexa546-konjugierten Phalloidin nachgewiesen. Die Visualisierung reprasentativer Zellen erfolgte mit einem konfokalen Leica
TCS SP2 Mikroskop. Eine Co-Lokalisation von G-Actin und SMN konnte insbesondere in den Wachstumskegeln beobachtet
werden (weiller Pfeil in A-ll) Darlber hinaus lokalisierte SMN in Kernkdrpern (weilRer Pfeil in A-lll). (B) Die humanen
Fibroblasten (ML35) wurden uber Nacht auf unbeschichteten Deckglasern kultiviert, fixiert und analog zu den PC12-Zellen
markiert. Die Messbalken in A-l , A-lll und B-I entsprechen 25 uym, die in A-ll sowie B-11 5 um.
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4.7.2 Die Interaktion von SMN mit Actin erfolgt in vivo nicht liber den C-Terminus

SMN co-lokalisiert mit G-Actin in humanen Fibroblasten sowie in neuronal differenzierten PC12-Zellen
und bindet Uber prolinreiche-Sequenzen im C-Terminus in vivo und in vitro an das Actin bindende
Protein Profilin (Giesemann et al. 1999; Sharma et al. 2005). Um eine potentielle Interaktion von SMN
und Actin in vivo nachzuweisen, wurde das endogene SMN-Protein oder Actin aus HEK293T-
Zelllysaten immunprazipitiert und die Bindung von Actin bzw. SMN Uber SDS-PAGE und Westernblot
untersucht. Sowohl der Zellaufschluss als auch die Pufferbedingungen mussten zunachst optimiert
werden. Aquimolare Proteinmengen von Zelllysaten wurden jeweils mit SMN- bzw. Actin-Antikérpern
versetzt, um in einem zweiten Schritt endogenes Protein mit Protein-G gekoppelten Agarose-Beads
zu prazipitieren. Als Negativkontrolle wurden Proteinextrakte zusatzlich mit Immunglobulinen aus der
Maus versetzt und auf die Beads gegeben, um unspezifische Bindungen von Actin oder SMN an
Protein-G, die Agarose-Beads oder die in der Maus generierten Antikérper allgemein auszuschlielRen.
Der Nachweis co-immunprazipitierter Proteine erfolgte mit den entsprechenden monoklonalen
Antikorpern in drei von einander unabhangigen Experimenten. Dabei konnte gezeigt werden, dass das
Actin teilweise mit dem SMN-Protein in einem Komplex vorliegt und mit diesem co-immunprazipitiert
werden kann (Abb. 13, A). Umgekehrt konnte auch am immobilisierten Actin das SMN-Protein
nachgewiesen werden. Eine Bindung von Actin oder SMN an die mit Immunglobulinen aus der Maus
inkubierten Beads konnte dagegen nicht beobachtet werden. Aufgrund der insgesamt schwachen
Signale von co-immunprazipitierten SMN bzw. Actin, bildet sich der Actin-SMN-Komplex jedoch
moglicherweise nur temporar oder verhaltnismafig selten in vivo (Abb. 13, A).

In vitro wurde die Interaktion von Profilin mit den Aminosaure-Resten 188-294 des SMN-Proteins
beschrieben (Giesemann et al. 1999). Dariber hinaus vermittelt der C-Terminus des SMN-Proteins
(SMN235-294) das Wachstum neuronaler Auslaufer in vivo (siehe 4.4). Um zu untersuchen, ob die
C-terminalen 59 Aminosaure-Reste (SMN235-294) die Assoziation mit dem Actin-Zytoskelett
vermitteln, wurden die verschiedenen humanen SMN-EGFP-Fusionskonstrukte jeweils in einen
p3xFlag-CMV14-Vektor umkloniert, um im Anschluss die SMN-3xFlag-Fusionsproteine Uber den
dreifachen Flag-Tag (insgesamt 24 Aminosaure-Reste) aufreinigen zu koénnen. HEK293T-Zellen
wurde mit Hilfe von Polyethylenimin mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und anschlielend
aufgeschlossen. Die Immunprazipitation der 3xFlag-Konstrukte erfolgte jeweils Uber einen
monoklonalen Flag-M2-Antikorper. Mit Kontrollvektor transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle,
um eine mogliche unspezifische Bindung von endogenem Actin oder SMN-Protein an die Beads

(s. oben) auszuschlieRen.
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Abb. 13 Darstellung reprasentativer Westernblots der Co-Immunprazipitation von SMN und Actin. (A) HEK293T-Zellen wurden
kultiviert, zur Lyse sonifiziert und ca. 600 ug Proteinextrakt fur die Immunprazipitation (IP) mit 2 uyg Maus-Immunglobulinen (lg),
a-Actin- oder a-SMN Antikdrper Giber Nacht inkubiert. Protein-G gekoppelte Agarose-Beads wurden mit den Lésungen inkubiert,
gewaschen und schlieflich mit 2xLaemmli-Puffer aufgekocht. Die Auftrennung der Proben erfolgte iber SDS-PAGE und
Westernblot (WB). Die immunpréazipitierten und assoziierten Proteine wurden mit den entsprechenden Antikdrpern
nachgewiesen (IP), wobei die Probe mit den Maus-Immunglobulinen als Negativkontrolle fiir unspezifische Bindungen diente.
Als Auftragskontrolle diente das Proteinrohextrakt vor jeglicher Prozessierung (Lysat). HC und LC bezeichnen die leichten bzw.
schweren Ketten der verwendeten Immunglobuline. (B) HEK293T-Zellen wurden lber Polyethylenimin mit verschiedenen SMN-
3xFlag-Fusionskonstrukten bzw. dem Kontrollvektor (3xFlag) transfiziert. Wie zuvor kennzeichnen die Zahlen die Aminosaure-
Reste des humanen SMN-Proteins. 24 h nach der Transfektion erfolgte die Lyse durch Sonifizierung. Das Proteinrohextrakt
wurde mit 2 g a-Flag-M2 Antikérper versetzt, wie oben beschrieben weiter verarbeitet und Flag-konjugierte sowie assoziierte
Proteine auf den Beads immobilisiert. Nach SDS-PAGE/Westernblot erfolgte zunachst der Nachweis der immunprazipitierten
SMN-3xFlag-Fusionsproteine Uber einen Flag-M2 Antikorper. (C) Der Nachweis von endogenem SMN, welches Uber eine
N- und C-terminale Bindungsstelle mit den SMN-3xFlag-Fusionskontrukten di- bzw. oligomerisieren kann, erfolgte mit dem
entsprechenden Antikérper. (D) Die Assoziation von Actin an das SMN-Protein (SMN1-294-3xFlag) wurde tber den N-Terminus
vermittelt, wie der Nachweis von co-immunprazipitierten Actin mit der Deletionsmutante (SMN1-239-3xFlag) zeigte.

Die Prazipitation von SMN235-294-3xFlag erwies sich aufgrund der Gréflie (84 Aminosaure-Reste mit
einem Molekulargewicht von ca. 9,2 kDa) als schwierig und der Nachweis erfolgte erst bei
Anreicherung auf den Beads und nicht im Lysat (s. Abb. 13, B). Die unterschiedlich groRen SMN1-294
und SMN1-239xFlag-Fusionsproteine konnten dagegen gut prazipitiert werden. Mit jedem der drei
Konstrukte (SMN1-294, SMN1-239 und SMN235-294) konnte das endogene SMN-Protein aus dem
Lysat co-immunprazipitiert werden (s. Abb. 13, C). Vermittelt wird die Interaktion vermutlich Gber die
N-terminale (AS-Reste 13-44 (Liu et al. 1997) bzw. 51-90 (Young et al. 2000)) sowie C-terminale (AS-
Reste 240-277 (Lorson et al. 1998)) Selbstassoziationsdoméane. Eine unspezifische Bindung an die
Beads oder den o-Flag-M2-Antikérper erfolgte nicht. Die in dieser Arbeit neu beschriebene
Assoziation von SMN mit Actin konnte ferner auf die Aminosaure-Reste 1-239 des SMN-Proteins

eingeschrankt werden. Eine Co-Immunprazipitation von Actin war nur mit dem vollstandigen
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SMN1-294-3xFlag-Fusionskonstrukt und der Deletionsmutante SMN1-239-3xFlag, jedoch nicht mit
SMN235-294-3xFlag moglich (Abb. 13, D).

4.7.3 Das SMN-Protein bindet in vitro direkt an Actin

Die beschriebene Co-Lokalisation von SMN und Actin in Wachstumskegeln von PC12-Zellen und in
Lamellipodien von humanen Fibroblasten (Abb. 12) sowie die erfolgreiche Co-Immunprazipitation
(Abb. 13, A und D) deuteten auf eine direkte oder indirekte Interaktion beider Proteine hin. Um eine
mogliche direkte Bindung von Actin und SMN zu untersuchen, wurde humanes, Glutathion-S-
Transferase konjugiertes SMN-Protein rekombinant in E. coli erzeugt (SMN1-294-GST), auf
Glutathion-gekoppelten Beads immobilisiert und im Verhaltnis 2:1 mit kommerziell erworbenem Actin
aus dem Muskel von Kaninchen versetzt. Die entsprechende Negativkontrolle bestehend aus
immobilisierter Glutathion-S-Transferase auf Glutathion-Beads wurde unter gleichen Bedingungen mit
Actin versetzt, um eine unspezifische Actin Bindung an die Glutathion-S-Transferase oder die Beads
auszuschliefden. In drei von einander unabhangigen Experimenten konnte die direkte Bindung von
Actin an das rekombinante humane SMN-Protein nachgewiesen werden. Eine unspezifische Bindung
von Actin an die Beads oder Glutathion-S-Transferase wurde dabei nicht beobachtet (s. Abb. 14).

Damit konnte erstmals eine direkte Verbindung zwischen dem Actin-Zytoskelett und dem SMN-Protein
gezeigt werden. (I) Das SMN-Protein und Actin interagieren direkt miteinander in vitro, (lI) kbnnen in
vivo aus HEK293T-Zelllysaten co-immunprazipitiert werden und (lll) co-lokalisieren in humanen

Fibroblasten und in den neuronalen Auslaufern von PC12-Zellen.

a-Actin WB
60 kDa -
o - Actin
42 kDa -
Coomassie
- SMN1-294-GST
60 kDa -
- Actin
42 kDa - _GST
A b S
7t O{@/}) /7,0(/( /W/V ; GS Vel
" .
ef'('@f q\GS}

Pull-Down

Abb. 14 Rekombinantes SMN-Protein bindet Actin in vitro. Mit Hilfe eines pET41a-Vektors und entsprechend transformierten
E. coli BL21(DE3) wurde Glutathion-S-Transferase gekoppeltes, humanes SMN1-Protein (SMN1-294-GST) Uber Glutathion-
Beads aufgereinigt. Als Negativkontrolle wurden Beads mit immobilisierter Glutathion-S-Transferase verwendet. Der pull-down
erfolgte bei einem SMN zu Actin Verhaltnis von 2:1 und in Anwesenheit von 0,5 M NaCl und 5 % Milchpulver in RIPA-Puffer mit
0,1 % IGEPAL-CA630. Die Bindung wurde Uber SDS-PAGE/Westernblot nachgewiesen. Als Auftragskontrolle diente das
Coomassie-gefarbte Polyacrylamid-Gel.

4.7.4 SMN knock-down fiihrt zu einer Veranderung des G- zu F-Actin Verhaltnisses in

neuronal differenzierten PC12-Zellen

Die Regulation des Actin-Zytoskeletts und dessen Dynamik nimmt mafRgeblichen Einfluss auf die

Ausbildung neuronaler Auslaufer (Kuhn et al. 2000; Da Silva et al. 2003). Arbeiten an embryonalen
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hippocampalen Neuronen aus der Ratte belegen, dass die Uberexpression von dominant aktiven
RhoA (V14RhoA) zu kirzeren Neuriten und einer Hyperstabilisierung von F-Actin fihrt (Da Silva et al.
2003). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion des endogenen SMN-
Proteinspiegels zu einer signifikanten Inhibition des Neuritenwachstums in PC12-Zellen fiihrt (Abb.
6 D). Ferner wurde nachgewiesen, dass das SMN-Protein mit Actin in vitro (s. Abb. 14) und in vivo (s.
Abb. 13, A und D) interagiert.

Um den Einfluss eines reduzierten SMN-Proteinspiegels auf das G-/F-Actin-Gleichgewicht wahrend
der neuronalen Differenzierung in PC12-Zellen zu untersuchen, wurden diese wie zuvor Uber
Elektroporation mit dem Kontrollvektor pSupp.control bzw. dem shRNA kodierenden Plasmid
(pSupp.-SMN) transfiziert, auf Collagen | kultiviert und fir 72 h mit NGF neuronal differenziert.
Zunachst wurde tber SDS-PAGE und Westernblot die Veranderung des Actin-Proteinspiegels unter
SMN knock-down Bedingungen untersucht (Abb. 15, A). Um auszuschliel3en, dass die Reduktion des
SMN-Proteinspiegels direkt oder indirekt zu einer Veranderung der Actin-Genexpression flhrt, wurden
in voneinander unabhangigen Experimenten die Proteinspiegel von SMN und Actin in Relation zur
konstitutiv exprimierten GAPDH gesetzt. Dabei konnte unter SMN knock-down Bedingungen keine
Veranderung der Actin-Proteinspiegel im Vergleich zu den mit Kontrollvektor transfizierten Zellen
beobachtet werden (Abb. 15, B).

Die Veranderung im Aufbau des Actin-Zytoskeletts wurde anschlielRend Uber eine differentielle
Sedimentation des Lysats wahrend der Ultrazentrifugation bestimmt. Wahrend das monomere G-Actin
im Uberstand in Lésung blieb, wurde das filamentése und quervernetzte F-Actin im Pellet konzentriert.
Die Depolymerisation der F-Actin Filamente im Pellet flir den anschlieBenden Westernblot erfolgte
nach der Zentrifugation durch Zugabe von Cytochalasin D (Lin und Lin 1979; Flanagan und Lin 1980).
Nach Auftrag aquimolarer Proteinmengen auf ein SDS-Polyacrylamidgel und anschlielendem
Westernblot, erfolgte der Actin-Nachweis Uber den entsprechenden Antikdrper (Abb. 15, C). Als
Positivkontrolle flr F-Actin-Filamente wurden Zellen in Anwesenheit von Phalloidin, welches die
F-Actin Filamente stabilisiert, lysiert und wie beschrieben aufgearbeitet (Dancker et al. 1975; Cooper
1987). Als Negativkontrolle und als Nachweis flr die erfolgreiche Depolymerisation von F-Actin im
Pellet durch Cytochalasin D wurden zusatzlich Zellen in Anwesenheit dieses Pilzgifts aufgeschlossen
und analysiert. Nach SDS-PAGE/Westernblot konnte eine Stabilisierung der Filamente durch
Phalloidin bzw. eine Depolymerisation durch Cytochalasin D in den Kontrollen bestatigt werden (Abb.
15, C). Es wurde erkennbar, dass entsprechend der Kontrolle jeweils nahezu das gesamte Actin
entweder im Uberstand oder im Pellet nachgewiesen werden konnte. Die Quantifizierung der Actin-
Verteilung bei SMN knock-down im Vergleich zu den mit Kontrollvektor behandelten Zellen zeigte,
dass die Reduktion des SMN-Proteinspiegels wahrend der neuronalen Differenzierung mit einem
signifikanten (p<0,05) Anstieg von F-Actin in PC12-Zellen verbunden war (s. Abb. 15, D). Die
Veranderung des G- zu F-Actin Verhéltnisses wurde dabei nicht durch Actin-Uberexpression
verursacht (Abb. 15, B). Somit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion des SMN-Proteinspiegels
neben einem verminderten Neuritenwachstum auch die Hyperstabilisierung von Actin-Filamenten
induziert (s. Abb. 6, D und Abb. 15, D).
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Abb. 15 SMN knock-down flihrt zu einer Veranderung im Aufbau des Actin-Zytoskeletts in PC12-Zellen. (A) PC12-Zellen
wurden mittels Elektroporation mit dem Kontrollvektor (pSupp.control) bzw. dem shRNA kodierenden-Plasmid (pSupp.SMN)
transfiziert und wie zuvor beschrieben auf Collagen | kultiviert und fir 72 h mit 100 ng/ml NGF neuronal differenziert. Die
Reduktion des SMN-Proteinspiegels und die Actin-Genexpression wurden mit Hilfe von SDS-PAGE/Westernblot mit den
entsprechenden Antikdrpern nachgewiesen. Dargestellt wurde ein reprasentatives Abbild der Réntgenfiime. (B) In funf
unabhangigen Versuchen (N=5) wurde der Actin-Proteinspiegel im Verhaltnis zu GAPDH uber Densitometrie der
Bandenintensitat bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen Mann-Whitney-Test (Mittelwerte + Fehler der
Standardabweichung; n.s., nicht signifikant). (C) Die Veranderung im Aufbau des Actin-Zytoskeletts erfolgte mit Hilfe eines
Sedimentationsassays. Die PC12-Zellen wurden hierzu unter SMN knock-down Bedingungen kultiviert (s. A und B), neuronal
differenziert, aufgeschlossen und die Lysate mittels Ultrazentrifugation jeweils in Uberstande (U) mit monomerem G-Actin und in
Pellets bestehend aus F-Actin Filamenten fraktioniert. Zur Desintegration der Actin-Filamente wurde das Pellet mit einem
aquivalenten Volumen einer 10 yM Cytochalasin D-Lésung resuspendiert und aquimolare Proteinmengen der Pellet- und
Uberstand-Fraktion auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Veranderung der Actin-Verteilung wurde Uber einen
Westernblot nachgewiesen. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurden Zellen direkt in Anwesenheit von 1 uM Phalloidin bzw.
10 yM Cytochalasin D lysiert und entsprechend aufgearbeitet. Das Alkaloid Phalloidin stabilisiert Mikrofilamente und fiihrt zu
einer Verschiebung des G- zu F-Actin-Verhaltnisses zu filamentdsen F-Actin. (D) Die densitometrische Auswertung erfolgte an
drei unabhangigen Versuchen (N=3) und wurde mit Hilfe eines Mann-Whitney-Test auf statistische Unterschiede untersucht
(*, p<0,05; einseitig). Dargestellt sind die Verteilung in G- und F-Actin des nachgewiesenen Actins (Mittelwerte + Fehler der
Standardabweichung).
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4.7.5 In humanen Fibroblasten aus SMA-I Patienten ist das G- zu F-Actin Verhaltnis

nicht verandert

Primare Fibroblasten von SMA-Patienten bilden eine wichtige Grundlage fir molekularbiologische
Arbeiten im Bereich der Spinalen Muskelatrophie (Coovert et al. 1997; Lorson et al. 1999; Helmken et
al. 2003) und werden haufig fur die Entwicklung und erste Evaluierung mdglicher Medikamente
verwendet (Jablonka et al. 2000a; Brichta et al. 2003; Wolstencroft et al. 2005; Riessland et al. 2006).
Um mogliche Veranderungen im zellularen G-/F-Actin-Gleichgewicht bei SMA-Patienten zu
untersuchen, wurde bei Fibroblasten von SMA-Typ | Patienten das Verhaltnis von G- zu F-Actin
bestimmt. Die primaren Fibroblasten wurden aus Hautbiopsien gewonnen, genetisch charakterisiert
(Brichta et al. 2003) und dem Arbeitskreis durch Frau Prof. Dr. Brunhilde Wirth der Universitat KéIn zur
Verfugung gestellt. Die Patienten wiesen eine homozygote Deletion des SMN1-Gens auf und besalien
eine unterschiedliche Anzahl an SMN2-Genkopien (ML16: 3 x SMN2, ML17: 2 x SMN2, ML39:
2 x SMN2) (Brichta et al. 2003). Bei den Kontrollen handelte es sich bei ML35 um eine Kultur aus
einem gesunden Patienten ohne Deletion sowie bei ML63 und ML66 um Zellen aus symptomfreien
Patienten mit einer heterozygoten Deletion des SMN1-Gens.

Zunachst wurde der SMN-Proteinspiegel bei den SMA-Typ | Fibroblasten im Vergleich zu den
Kontrollzellen verglichen. Nach Westernblot und Densitometrie der Bandenintensitat konnte eine
signifikante Reduktion (p<0,05) des SMN-Proteinspiegels in allen Proben verglichen mit den
Kontrollen nachgewiesen werden, wobei eine direkte Korrelation zwischen SMN2-Kopien Anzahl und
SMN-Proteinspiegel deutlich wurde (Abb. 16, A und B). Wahrend ML17 (2 x SMN2) ein SMN-Niveau
von 45,2 + 10,7 % und ML39 (2 x SMN2) von 36,0 + 3,6 % verglichen zu den Kontrollen zeigten,
wurde in ML16 mit drei SMN2-Kopien nur eine Verminderung des SMN-Proteinspiegels auf
57,9 + 6,4 % nachgewiesen. Um auszuschlieRen, dass eine Veranderung im G- zu F-Actin-Verhaltnis
durch eine unterschiedliche Actin-Genexpression in den SMA-I Fibroblasten im Vergleich zu den
Kontrollzellen verursacht wird, wurde auch die Veranderung des Actin-Proteinspiegels quantifiziert. Im
Vergleich konnte bei den verschiedenen Patientengruppen keine Korrelation zwischen der SMN-
Genexpression und dem Actin-Proteinspiegel beobachtet werden. Das reduzierte SMN-Niveau flihrte

zu keiner Veranderung der Actin-Genexpression (Abb. 16, B).
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Abb. 16 Der reduzierte SMN-Proteinspiegel in primaren Fibroblasten aus SMA-I-Patienten fihrt nicht zu einer Veranderung des
G-/F-Actin Verhaltnisses. Zur Untersuchung wurden drei unterschiedliche primare Fibroblasten-Kulturen aus Patienten des
SMA-Typs | herangezogen, die nach Genotypisierung eine SMN1 Deletion (SMN17") und unterschiedliche SMN2-Genkopien
aufwiesen (ML17, ML39: 2 SMN2 Kopien, ML16: 3 SMN2 Kopien). Als Negativ-Kontrolle dienten Zellen aus den Patienten, die
entweder keine (ML35) oder nur eine heterozygote Deletion (ML63 und ML66) aufwiesen und symptomfrei waren. (A) Nach
Kultivierung und 80 % Konfluenz wurden die Zellen aufgeschlossen und die Veranderung der Actin- und SMN-Proteinspiegel in
den Lysaten mittels SDS-PAGE/Westernblot analysiert. Es wurden exemplarische Réntgenbilder abgebildet. (B) Die Filme
wurden densitometrisch vermessen und die Verdnderung der Proteinspiegel in Relation zu GAPDH angegeben
(Mittelwerte + Fehler der Standardabweichung). Die statistische Auswertung von drei unabhangigen Versuchen (N=3) erfolgte
mit dem Mann-Whitney Test (*, p<0,05; einseitig). (C) Fur die Bestimmung des G-/F-Actin Verhaltnisses wurden Fibroblasten
wie oben kultiviert und die Lysate durch Ultrazentrifugation fraktioniert. Die Actin-Verteilung wurde nach Auftrag aquivalenter
Proteinmengen uber SDS-PAGE/ Westernblots mit Actin-Antikdrper analysiert. Als Kontrollen fir die erfolgreiche Desintegration
von Actin-Filamenten durch Cytochalasin D bzw. fur deren Stabilisierung wurden ML63-Fibroblasten in Anwesenheit von 10 uM
Cytochalasin D bzw. 1 uM Phalloidin aufgearbeitet und entsprechend analysiert (U, Uberstand; P, Pellet). (D) Die
densitometrische Auswertung der Bandenintensitat wurde als Verteilung des zelluldren Actins in monomeres G-Actin und
filamentéses F-Actin dargestellt. Der Versuch wurde fir jedes der in C aufgefiihrten Paare mindestens vier Mal unabhangig
voneinander wiederholt (N=4, Mittelwerte + Fehler der Standardabweichung). Die statistische Auswertung erfolgte mit einem
einseitigen Mann-Whitney-Test unter Vergleich der SMA-I Patienten-Population mit der Kontroll-Gruppe (n.s., nicht signifikant).

Um den Einfluss des konstitutiv reduzierten SMN-Proteinspiegels auf das G- zu F-Actin-Gleichgewicht

zu untersuchen, wurden die verschiedenen Fibroblasten-Kulturen, wie zuvor die neuronal
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differenzierten PC12-Zellen (siehe 4.7.4), einem Sedimentationsassy unterworfen (Abb. 16, C). Die
Auftrennung der unterschiedlichen Lysate in jeweils eine Fraktion mit monomerem G-Actin im
Uberstand bzw. filamentésem F-Actin im Pellet zeigte beim Vergleich von Zellen aus Kontroll- und
SMA-I Patienten nach SDS-PAGE und Westernblot eine heterogene Verteilung des G-/F-Actin
Verhaltnisses (Abb. 16, D). Tendenziell konnte in den Kulturen aus SMA-I Patienten ein erhdhter
F-Actin Anteil nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Fibroblasten ML63 und ML35 (Kontrollen)
mit ML16 und ML39 (SMA-I) konnte ein Anstieg des F-Actin Anteils von 29,9 + 3,8 % (ML63, N=5) auf
39,6 +4,6 % (ML16, N=5) bzw. von 32,9+9,4 % (ML35, N=6) auf 454 +6,2% (ML39, N=7)
beobachtet werden (Abb. 16, D). ML17 (SMA-I) zeigte mit 35,2 £ 1,9 % (N=4) F-Actin jedoch keinen
deutlichen Unterschied zu den Kontrollen ML63 und ML35. Fir die Kontrolle ML66 wurde ein F-Actin
Anteil von 44,9 +1,5% (N=4) nachgewiesen, der grolRer als bei den SMA-I Fibroblasten ML16
(39,6 £4,6 %) und ML17 (35,2+1,9 %) war. Aufgrund dieser Heterogenitdt konnte unter
Berucksichtigung aller Proben einer Gruppe im Vergleich der Kontroll- mit der SMA-I Zellen kein

signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

4.7.6 SMN knock-down fiihrt zu Hypophosphorylierung der Lim-Kinase und deren

Substrat Cofilin in neuronal differenzierten PC12-Zellen

Der dynamische Auf- und Abbau des Actin-Zytoskelettes vermittelt das Wachstum neuronaler
Auslaufer (Da Silva und Dotti 2002; Dent und Gertler 2003). Die Regulation erfolgt basal durch die
Rho-GTPasen Rho, Rac und Cdc42, die ein Netzwerk von modulatorischen Proteinen beeinflussen
(Hall 1998; Schwartz 2004; Zigmond 2004). Dabei kommt der RhoA-bindenden Kinase (ROCK), im
Zentralen Nervensystem insbesondere der Isoform ROCK-II, eine zentrale Bedeutung zu (Ishizaki et
al. 1996; Nakagawa et al. 1996). Zielproteine dieser Serin/Threonin-Kinase sind speziell in
neuronalem Gewebe Profilin2 (Da Silva et al. 2003) und die Lim-Kinase 1 (LimK1), die speziell in
einigen motorischen Kernen gegeniber der LimK2 Isoform dominiert (Mori et al. 1997; Maekawa et al.
1999; Ohashi et al. 2000). Phosphorylierung der Lim-Kinase fihrt zur Aktivierung des Enzyms,
welches im Anschluss den Umsatz von Cofilin zu Phospho-Cofilin katalysiert (Maekawa et al. 1999;
Ohashi et al. 2000; Sumi et al. 2001). Cofilin bindet an F-Actin und ermdglicht sowohl ein Schneiden
der Filamente unter Generierung freier (+)-Enden als auch die direkte Depolymerisation der Filamente
am (-)-Ende (Nishida et al. 1984; Andrianantoandro und Pollard 2006) und wird durch
Phosphorylierung inaktiviert (Yang et al. 1998; Sumi et al. 2001).

Da das SMN-Protein moglicherweise Uber Profilin2, welches in einem Komplex mit ROCK-II
nachgewiesen werden konnte (Witke et al. 1998), mit der RhoA-ROCK-Kaskade in Wechselwirkung
treten kann, wurden in neuronal differenzierten PC12-Zellen unter SMN knock-down Bedingungen die
Phosphorylierungsmuster der Lim-Kinasen und deren Substrat Cofilin untersucht. PC12-Zellen
wurden wie zuvor transfiziert (pSupp.control vs. pSupp.SMN), auf Collagen | kultiviert und fiir 72 h
neuronal differenziert. Nach Aufarbeitung der Lysate und SDS-PAGE/Westernblot wurde zunachst der
erfolgreiche SMN knock-down und anschlielend die Expressionsniveaus von Cofilin und Lim-Kinase 1
im Vergleich mit der konstitutiv exprimierten GAPDH kontrolliert, um unspezifische Effekte der
Elektroporation oder RNA-Interferenz auszuschlieBen (Abb. 17, A). Auf einer zweiten Membran

wurden ferner die Proteinspiegel der phosphorylierten Proteine Uber die entsprechenden Antikérper

59



Ergebnisse

nachgewiesen und die Veranderung im Verhaltnis zu GAPDH auf derselben Membran verglichen. Der
verwendete Phospho-Lim-Kinase Antikorper liefd dabei keine Aussagen uber den Anteil der beteiligten
Isoformen zu, da beide Kinasen ein identisches Phospho-Epitop aufweisen. Nach Quantifizierung der
Bandenintensitaten und Normalisierung der Proteinspiegel gegen GAPDH, konnte unter SMN knock-
down Bedingungen eine deutliche Abnahme der Lim-Kinase Phosphorylierung beobachtet werden.
Der Quotient aus phosphoryliertem Enzym zu Gesamtmenge an Enzym sank auf einen Wert von
62,2 + 25,4 % (N=3) verglichen mit der Kontrolle (Abb. 17, B). Die verminderte Phosphorylierung der
Kinase flhrte zu einem Aktivitatsverlust des Enzyms. Dies ist moglicherweise die Ursache flir eine
gleichzeitig beobachtete Abnahme der Cofilin Phosphorylierung (Abb. 17, A und B). Die Reduktion
des SMN Proteinspiegels flhrte zu einer signifikanten (p<0,05) Abnahme an Phospho-Cofilin, wobei
die Cofilin-Genexpression insgesamt unverandert blieb. Beim Vergleich der Kontrolle mit den SMN
knock-down Zellen zeigte sich eine massive Abnahme des p-Cofilin/Cofilin-Quotienten um
69,8 + 7,8 % (N=4, Abb. 17, B).
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Abb. 17 Reduktion des SMN Proteinspiegels fiihrt zu einer verminderten Phosphorylierung von Lim-Kinasen und deren
Zielprotein Cofilin. (A) PC12-Zellen wurden wie bereits beschrieben uber Elektroporation transfiziert (pSupp.control vs.
pSupp.SMN) auf Collagen | kultiviert, und mit Hilfe von NGF fiir 72 h neuronal differenziert. Die Lysate wurden in Anwesenheit
von Phosphatase-Inhibitoren aufgearbeitet und aquivalente Proteinmengen liber SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocellulose
geblottet. Der Nachweis von phosphorylierten Proteinen (p-Cofilin und p-LimK1/2) und Gesamtprotein (Cofilin und LimK1)
erfolgte auf zwei unterschiedlichen Membranen. Der Phospho-Lim-Kinase Antikérper detektierte dabei aufgrund des homologen
Epitops sowohl p-LimK1 als auch p-LimK2. (B) Die Bandenintensitat einzelner Proteine wurde in mindestens drei voneinander
unabhangigen Experimenten (N=3) densitometrisch quantifiziert und jeweils auf der entsprechenden Membran gegen GAPDH
normalisiert. Um die Veranderung des Phosphorylierungsmusters zu analysieren, wurde die GAPDH-normalisierten Quotienten
von phosphoryliertem Protein zu Gesamtprotein fir die einzelnen Proben gebildet und als Mittelwerte mit den Fehlern der
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte Uiber einen zweiseitigen Mann-Whitney-Test (*, p<0,05;
n.s., nicht signifikant). Aufgrund eines schlechten Signal:Hintergrund-Verhaltnisses bei den verwendeten Lim-Kinase
Antikérpern traten hier grofRere Schwankungen auf, so dass trotz eines deutlichen Trends kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontroll- und den SMN knock-down Zellen beobachtet werden konnte.
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4.7.7 Reduktion des SMN-Proteinspiegels wiahrend der neuronalen Differenzierung

fithrt in PC12-Zellen zu einer Hyperphosphorylierung von Profilin2

Die RhoA-bindende Kinase Il (ROCK-II) phosphoryliert Profilin2 (PFN2) (Da Silva et al. 2003). Profilin2
ist ein Actin-bindendes Protein, welches die Polymerisation von G-Actin zu F-Actin Filamenten sowohl
inhibieren (Gieselmann et al. 1995; Lambrechts et al. 1995) als auch stimulieren kann (Da Silva et al.
2003; Yarmola und Bubb 2006). Profilin2 wird alternativ gespleif3t, wobei Profilin2a (PFN2a) in
neuronalem Gewebe die dominante Isoform dargestellt (Lambrechts et al. 2000). Neben einer
Domane fiir Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (PIP,) (Lassing und Lindberg 1985) weist das Protein eine
Polyprolin-Bindungsstelle auf, die die Interaktion mit dem C-Terminus des SMN-Proteins (Aminosaure-
Reste 188—-294) ermdglicht (Giesemann et al. 1999).

Um den Einfluss eines verringerten SMN-Proteinspiegels auf die Phosphorylierung von Profilin2 zu
untersuchen, wurde wie zuvor in PC12-Zellen ein SMN knock-down durchgeflhrt und die Zellen flr
72 h neuronal differenziert. Zunachst erfolgte die Bestimmung der Profilin2- und ROCK-II-
Genexpression unter SMN knock-down Bedingungen und die Kontrolle einer erfolgreichen Reduktion
des SMN-Proteinspiegels (Abb. 18, A). Die densitometrische Quantifizierung der Bandenintensitaten
zeigte nach Normalisierung gegen GAPDH, dass SMN keinen Einfluss auf die Genexpression von
Profilin2 oder ROCK-II auslibte. Die mit gegen SMN mRNA gerichteten shRNA behandelten Zellen
zeigten im Verhaltnis zu den mit Kontrollvektor transfizierten Zellen keine Unterschiede der ROCK-II
oder Profilin2-Proteinspiegel. Um die Veranderung im Profilin2-Phosphorylierungsmuster unter SMN
knock-down Bedingungen zu bestimmen, wurde eine isoelektrische Fokussierung der Lysate in einem
Polyacrylamid-Gel mit immobilisierten Ampholyten (Klose 1975; O'Farrell 1975; Bjellgvist et al. 1982)
und die Trennung nach GréRe durch SDS-PAGE durchgefiihrt. Nach Transfer der Proben auf
Nitrocellulose Uber Westernblot erfolgte der Nachweis von Profilin2 mit dem entsprechenden
Antikorper (Abb. 18, B).

Humanes Profilin2 besitzt einen vorausberechneten isoelektrischen Punkt von 5,91 (Honore et al.
1993). Der in silico ermittelte isoelektrische Punkt fir humanes Profilin2a bzw. PFN2a aus der Rattus
norvegicus betragt 6,55 (ExPASy-Server, (Bjellgvist et al. 1993)). Untersuchungen an neuronal
differenzierten N1E115-Neuroblastoma-Zellen haben jedoch gezeigt, dass der rechnerisch bestimmte
isoeletrische Punkt fur Profilin2 (pl=6,78) aus der Maus deutlich von dem in vitro beobachteten Wert
(pl=5,9) nach 2D-Gelelektrophorese abweichen kann (Oh et al. 2006). Rechnerisch liel3 sich ferner
eine Vorhersage Uber mogliche Serin-/Threonin- bzw. Tyrosin-Reste flir eine Phosphorylierung treffen
((Blom et al. 1999), NetPhos2.0 Server, Technical University of Denmark). Demnach gabe es finf
potentielle Serin-, aber keine Threonin-Reste, die durch eine Serin/Threonin-Kinase, z.B. ROCK

phosphoryliert werden kdnnten.
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Abb. 18 SMN knock-down fiihrt zu einer Hyperphosphorylierung von Profilin2 in PC12-Zellen. (A) PC12-Zellen wurden
elektroporiert (pSupp.control vs. pSupp.SMN), auf Collagen | kultiviert und nach 24 h fir 72 h mit 100 ng/ml NGF neuronal
differenziert. Nach SDS-PAGE/Westernblot wurde die Veranderung der Proteinspiegel von Profilin2 und der RhoA bindenden
Kinase 2 (ROCK2) im Vergleich zu GAPDH mit den entsprechenden Antikérpern bestimmt. Der Nachweis von SMN diente als
Kontrolle fir einen erfolgreichen knock-down. (B) In drei unabhangigen Experimenten (N=3) wurde die Bandenintensitaten
densitometrisch bestimmt, gegen GAPDH normalisiet und die Mittelwerte mit den entsprechenden Fehlern der
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte Uber einen Mann-Whitney-Test (n.s., nicht signifikant).
(C) Die Lysate wurden dialysiert und Uber 2D-Gelelektrophorese ihrem isoelektrischen Punkt (pH 4.0 — 7.0) sowie ihrer GroRe
nach entsprechend aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet. Der Nachweis erfolgte tber einen ROCK-Il bzw. Profilin2-
Antikorper. Dargestellt sind zwei reprasentative Rontgenfilme, die bei SMN knock-down bzw. der Kontrolle unterschiedliche
Profilin2-Phosphorylierungsmuster zeigen. (D) Die densitometrische Auswertung aus jeweils drei unabhangigen Versuchen
(N=3) wurde als relative Profilin2-Verteilung je Spot im Verhaltnis zur Gesamt-Profilin2-Proteinmenge unter Kontroll- bzw. SMN
knock-down Bedingungen dargestellt (Mittelwerte £ Fehler der Standardabweichung). Der statistische Vergleich der
Verteilungen erfolgte tiber einen x*-Test fiir einen Trend (*, p<0,05).

Die IEF-Fokussierung zeigte fur die Kontrollvektor behandelten Zellen drei unterschiedlich grofl3e
PFN2-Signale, wobei das grofite mit einem isoelektrischen Punkt (pl) von ca. 5,7 nicht-
phosphoryliertem Profilin2 entsprechen sollte. Unter SMN knock-down Bedingungen konnte ein
zusatzliches, viertes PFN2-Signal bei einem sehr niedrigen pH-Wert (pH 4,1 bis 4,5) sowie eine
Signalzunahme des dritten Spots bei ca. pH 5,1 beobachtet werden (Abb. 18, C). Die Quantifizierung
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der veranderten relativen Signalintensitaten zeigte eine signifikante (p<0,05) Rechts-Verschiebung in
der Profilin2-Verteilung (Abb. 18, D). Der Anteil an nicht- bzw. gering phosphorylietem PFN2 nahm
beim Vergleich von Kontrolle zu SMN knock-down von 73,7 + 4,1 auf 65,4 + 3,3 % (nicht-phos., pl 5,7)
bzw. von 13,6 £2,3 auf 7,1+2,4 % (phos. 1, pl 5,5) ab. Dagegen stieg unter SMN knock-down
Bedingungen die Menge an mehrfach phosphoryliertem Profilin2 um Faktor 2 von 12,7 £ 2,0 auf
25,4 +1,7 % (phos. 2, pl 5,1) beim dritten Signal an. Darliber hinaus induzierte der reduzierte SMN-
Proteinspiegel eine Hyperphosphorylierung von Profilin2, welches mit einem pl von 4,1 bis 4,4

nachgewiesen wurde (Abb. 18, D).

4.7.8 Keine funktionelle Wiederherstellung des Neuritenwachstums durch ROCK

Inhibition unter SMN knock-down Bedingungen in PC12-Zellen

Die RhoA-bindende Kinase Il nimmt Uber die Lim-Kinase Einfluss auf die Phosphorylierung und
Aktivitat von Cofilin (Maekawa et al. 1999). Dariiber hinaus phosphoryliert ROCK-II Profilin2 (Da Silva
et al. 2003). Die ROCK-Inhibition mit dem kompetitiven Inhibitor Y27632 rief bei einer Konzentration
von 37 uM in embryonalen hippocampalen Neuronen der Ratte sowie bei 25 yM in PC12-Zellen einen
Anstieg des Wachstums neuronaler Auslaufer hervor (Da Silva et al. 2003; Zhang et al. 2006b).
Profilin2 bildet einen Komplex mit ROCK-II (Witke et al. 1998) und ist in der Lage das SMN-Protein zu
binden (Giesemann et al. 1999). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der SMN knock-down in
PC12-Zellen zu einer Veranderung der Profilin2-, LimK- und Cofilin-Phosphorylierung (s. Ziff. 4.7.6,
Abb. 17 B und 4.7.7, Abb. 18 D) flhrte sowie eine Stabilisierung von F-Actin (s. Ziff. 4.7.4, Abb. 15)
und eine Hemmung des Neuritenwachstums induzierte (s. Ziff. 4.4, Abb. 9).

Um zu untersuchen, ob die Behandlung von PC12-Zellen mit Y27632 unter SMN knock-down
Bedingungen eine funktionelle Wiederherstellung des Neuritenwachstums induziert, wurden die Zellen
wie zuvor beschrieben transfiziert (pDsRed2 + pSupp.control vs. pSupp. SMN) und auf Collagen |
kultiviert. Die neuronale Differenzierung erfolgte zunachst mit NGF in Serum-reduziertem Medium in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit von 37 uM Y27632 fir 72h (Abb. 19, A). Die Identifikation
transfizierter Zellen erfolgte Uber das rot-fluoreszierende DsRed2. Die Zugabe des ROCK-Inhibitors
fuhrte sowohl bei den mit Kontrollvektor als auch bei den mit shRNA kodierenden Plasmid
behandelten Zellen zu einer verstarkten Verzweigung und einer héheren Anzahl von neuronalen
Fortsatzen (Abb. 19, A). Zusatzlich zeigte die quantitative Auswertung der Kontrolle tendenziell ein
verstarktes Langenwachstum des grofiten neuronalen Fortsatzes von durchschnittlich 106,8 + 7,8 auf
118,4 £ 8,5 ym in Anwesenheit des Inhibitors, wobei die Anderung statistisch nicht signifikant war.
Unter SMN knock-down Bedingungen in Abwesenheit von Y27632 konnte wie bereits zuvor eine
signifikante Abnahme des Neuritenwachstums im Mittel um 14,9 £ 6,1 % beobachtet werden (Abb. 6,
D und Abb. 19, B). Die Zugabe des ROCK-Inhibitors zeigte wahrend des SMN knock-downs keinen
positiven Effekt auf das Langenwachstum. Mit einer durchschnittlichen Neuritenlange von
86,9 + 6,5 ym waren die Auslaufer 18,6 + 5,7 % kurzer als die Kontrollvektor transfizierten Zellen
(Abb. 19, D).
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Abb. 19 Der ROCK-Inhibitor Y27632 fiihrt unter SMN knock-down Bedingungen zu keiner funktionellen Wiederherstellung des
Neuritenwachstums in PC12-Zellen. (A) PC12 Zellen wurden wie bereits beschrieben uber Elektroporation mit dem pDsRed2-
Vektor zur Identifikation transfizierter Zellen und pSupp.control bzw. pSupp.SMN transfiziert und auf Collagen | kultiviert. Die
Differenzierung mit 100 ng/ml NGF fir 72 h erfolgte entweder in Ab— oder Anwesenheit von 37 pyM Y27632 ROCK:-Inhibitor.
Dargestellt sind DsRed2-positive Zellen, wobei der Messbalken 25 ym entspricht. (B) In drei unabhangigen Versuchen wurden
jeweils die neuronalen Auslaufer DsRed2-positiver PC12-Zellen (n>180 Zellen pro Bedingung) wie zuvor bestimmt und die
Mittelwerte der absoluten (in ym) und relativen Lange mit den Fehlern der Standardabweichung angegeben. Die statistische
Auswertung erfolgte Uber einen zweiseitigen Mann-Whitney-Test (***, P<0,0001). (C) PC12-Zellen wurden wie oben
beschrieben transfiziert, allerdings erfolgte keine neuronale Differenzierung Uber NGF. Stattdessen erfolgte eine Kultivierung fur
72 h unter Serum-Reduktion in An- bzw. Abwesenheit von 37 uM Y27632. Reprasentative DsRed2-positive Zellen sind in
Grauwerten dargestellt (Messbalken: 25 ym). (D) Die Quantifizierung der Neuritenlange unter Anwesenheit von 37 yM ROCK-
Inhibitor Y27632 in Abwesenheit von NGF erfolgte an jeweils n>145 Zellen pro Bedingung in drei unabhangigen Experimenten
(N=3). In Abwesenheit von NGF und Y27632 konnten keine neuronalen Fortsatze identifiziert werden. Bei den mit Inhibitor
behandelten Zellen konnte aufgrund der kurzen Auslaufer nur unter Ausschluss des zuvor definierten Kriteriums 3 ,Neuriten
sind langer als 40 ym*“ eine Langenbestimmung durchgefiuhrt werden. Dargestellt wurden wie oben beschrieben die Mittelwerte
der relativen und absoluten Neuritenlange. Signifikante Unterschiede konnten aufgrund der Abwesenheit von Neuriten in der
bidest. H,O Kontrolle nur fiir die ROCK-Inhibitor behandelten Zellen angegeben werden und wurden Uber einen zweiseitigen
Mann-Whitney-Test ermittelt (***, p<0,0001).

64



Ergebnisse

Die Signaltransduktion des neurotrophen Faktors NGF erfolgt hauptsachlich tber den Rezeptor p75
sowie Uber Dimerisierung und Transphosphorylierung der Rezeptortyrosinkinase TrkA (Huber et al.
2003). p75 fuhrt zur Inhibition von RhoA und ROCK (Yamashita et al. 1999), wahrend die Aktivierung
von TrkA in PC12-Zellen sowohl auf transkriptioneller als auch auf post-translationaler Ebene regulativ
in die neuronale Differenzierung eingreift (Vaudry et al. 2002). So kommt es Uber Ras, B-Raf, Mek und
Erk zu einer differentiellen Aktivierung des MAPK-Weges (MAPK: Mitogen-aktivierte-Proteinkinase)
(Vaudry et al. 2002). Darliber hinaus aktiviert TrkA in PC12-Zellen die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K), die unter anderem Uber Rac1 RhoA inhibiert (Nusser et al. 2002).

Um den Einfluss des ROCK-Inhibitors auf das Neuritenwachstum frei von NGF-vermittelten Effekten
zu untersuchen, wurden PC12-Zellen nach der Transfektion (pDsRed2, pSupp.control vs.
pSupp.SMN) fir drei Tage in serumreduziertem Medium auf Collagen | kultiviert und anschlieend
fixiert. In Abwesenheit von NGF zeigten sowohl die Kontrollvektor-behandelten als auch die SMN
knock-down Zellen keine neuronalen Auslaufer (s. Abb. 19, C). An sehr wenigen Zellen konnten
Fortsatze mit einer Lange von ca. 5 um beobachtet werden (s. Abb. 19, D), diese erfiillten aber nicht
die zuvor festgelegten Kriterien (s. Ziff. 3.6.4) flr neuronale Auslaufer (GréRe von mindestens einem
Zelldurchmessern und eine Lange von mehr als 40 um). Es wurde daher auf die Ausschlussgrenze
von 40 ym verzichtet, jedoch an einer Auslauferlange von mindestens einem Zelldurchmesser
festgehalten, damit Fortsatze als solche zweifelsfrei identifiziert werden konnten. In Abwesenheit von
NGF konnten unter Beriicksichtigung der Kriterien keine Auslaufer nachgewiesen werden. Die Zugabe
von 37 pM ROCK-Inhibitor in das serumreduzierte Medium fiihrte zur Ausbildung von Fortsatzen, die
morphologisch denen von NGF stimulierten Zellen entsprachen. Der Anteil an Zellen mit Auslaufern
nahm unter Y27632 Behandlung deutlich zu. Nach 72 h konnte bei den Kontrollvektor-behandelten
Zellen eine durchschnittliche Lange der Auslaufer von 46,9 £ 3,9 ym beobachtet werden (Abb. 19, D).
Unter SMN knock-down Bedingungen konnte in Anwesenheit des Inhibitors ebenfalls ein starker
Anstieg des Langenwachstums im Vergleich zu den mit bidest. H,O behandelten Zellen beobachtet
werden, allerdings war die durchschnittliche Neuritenldange mit 38,2 + 3,1 uym signifikant (p<0,0001)
niedriger als bei den mit Kontrollplasmid behandelten Zellen (Abb. 19, D). Damit veranderte die
Anwesenheit von NGF zwar die absolute Lange der Auslaufer nicht aber das Verhaltnis von
Kontrollvektor-behandelten zu SMN knock-down Zellen. In Anwesenheit von Y27632 betrug der
Quotient der Neuritenlange aus SMN knock-down zu Kontrolle mit NGF 0,81 + 0,06 und ohne NGF
0,82 £ 0,07 (vgl. Abb. 19, B und D). Y27632 stimuliert zwar in Abwesenheit neurotropher Faktoren das
Langenwachstum von Fortsatzen, der Inhibitor erméglicht jedoch bei reduziertem SMN-Proteinspiegel
und damit verbundenem vermindertem Neuritenwachstum nicht die funktionelle Kompensation des
SMN vermittelten Defekts. Somit scheint das SMN-Protein und die RhoA-ROCK-Signalkaskade in
einem gemeinsamen Weg zu miinden. Darlber hinaus liegt das SMN mdglicherweise unterhalb von
ROCK, da der Inhibitor auch unter SMN knock-down Bedingungen das Neuritenwachstum deutlich

steigerte.
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5 Diskussion
5.1 Das SMN-Protein und Wachstum neuronaler Auslaufer

Bei der infantilen Spinalen Muskelatrophie (SMA) kommt es zur Degeneration von Motoneuronen im
Rickenmark und Hirnstamm, die zur Denervation der Muskelendplatte und zur Atrophie der
betroffenen Muskeln fihrt (Crawford und Pardo 1996). Aufgrund der geringen Verfugbarkeit von
primaren Motoneuronen und der Schwierigkeit die Zellen zu transfizieren, wurde in dieser Arbeit ein
SMA-Zellkulturmodell in PC12-Zellen entwickelt, um die Funktion des SMN-Proteins in neuronalen
Auslaufern zu untersuchen.

Wahrend der NGF-vermittelten Differenzierung der PC12-Zellen konnte parallel zum
Neuritenwachstum ein Anstieg des SMN-Proteinspiegels beobachtet werden. Der shRNA-vermittelte
knock-down des endogenen SMN-Proteins flhrte wahrend der neuronalen Differenzierung zu einer
Abnahme des Proteinspiegels um ca. 53 % und zu einer Hemmung des Langenwachstums
neuronaler Auslaufer. Das reduzierte SMN-Protein Niveau in den PC12-Zellen ahnelte der Situation in
Patienten, da ein analoger SMN-Proteinspiegel in primaren Fibroblasten aus SMA-Typ 1 Patienten
beobachtet werden konnte (s. Abb. 16, B). Die Uberexpression des humanen SMN1-294-EGFP-
Proteins rief umgekehrt ein verstarktes Neuritenwachstum hervor. Eine Deletionsmutante aus den
ersten 239 Aminosaure-Resten des humanen SMN-Proteins zeigte im Vergleich zum Kontrollvektor
keinen, im Vergleich zu SMN1-294-EGFP einen inhibierenden Einfluss auf das Neuritenwachstum.
Das Fusionskonstrukt &hnelt einer in SMA-Patienten beobachteten Mutation des SMN-Gens, die zur
Translation eines defekten SMN-Proteins (SMNA7) bestehend aus den Aminosaure-Resten 1-278
fuhrt (Lorson et al. 1999).

Aufgrund der Beobachtung, dass die Reduktion des endogenen SMN-Proteinspiegels in neuronal
differenzierten PC12-Zellen eine Hemmung und die Uberexpression des humanen SMN-Proteins
eine Stimulation des Neuritenwachstums induzierte, besteht mdoglicherweise eine direkte Korrelation
zwischen der Lange der Ausldufer und dem SMN-Proteinspiegel. Dabei scheint das SMN-Protein
einen modulierenden Effekt auf das Neuritenwachstum auszulben, da der SMN-Proteinspiegel die
Neuritenldnge nur zu 10 bis 20 % beeinflusste. Es ist jedoch zu berlicksichtigen, dass trotz des SMN
knock-downs der verbleibende SMN-Proteinspiegel relativ hoch war. Méglicherweise kénnte bei einer
deutlicheren Reduktion des SMN-Proteins ein groRerer Effekt beobachtet werden. Darlber hinaus
wurde bei der Bestimmung der Neuritenlange eine Mindestgrofie von einem Zelldurchmesser und
einer Lange von 40 ym vorgegeben, so dass lediglich der Einfluss auf gréRere Auslaufer und nicht auf
kleine Zellfortsatze untersucht wurde. Aufgrund des Versuchsaufbaus, insbesondere bei der Co-
Transfektion mehrerer Vektoren, sind auflerdem System-inhdrente Fehler nicht auszuschlie3en.
Gleichwohl wurden bereits 72 h nach NGF Zugabe signifikante Unterschiede in der Neuritenlange
erkennbar. Diese Daten werden durch &hnliche Untersuchungen, bei denen eine stimulierende
Wirkung des murinen SMN-Proteins auf das Neuritenwachstum gezeigt wurde, gestitzt (Rossoll et al.
2003). Die Uberexpression von humanem hSMNA7-EGFP fiihrte im Vergleich zum hSMN"-EGFP-
Protein in Vorderhirn-Neuronen aus dem Huhn zu verkirzten neuronalen Auslaufern (Zhang et al.
2003). Die Ergebisse entsprechen den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen zu SMN1-294- und
SMN1-239-EGFP (s. oben).
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Durch einen SMN knock-down und simultane Uberexpression des C-terminalen SMN-Konstrukts
konnte darlUber hinaus erstmals gezeigt werden, das die Aminosaure-Reste 235-294 des humanen
SMN-Proteins unabhangig vom endogenen SMN-Proteinspiegel eine funktionelle Wiederherstellung
des Neuritenwachstums ermoglichen (s. Abb. 9). Dabei ist auffallig, dass eine Oligomerisierung von
SMN1-239-EGFP Uber die durch Exon 2b kodierte Doméane (Young et al. 2000) mit dem endogenem
SMN-Protein, die auch bei der Co-Immunprazipitation von SMN1-239-3xFlag und dem SMN"-Protein
in HEK293T-Zelllysaten beobachtet wurde (s. Abb. 13, C), keinen positiven Effekt auf das
Auswachsen neuronaler Fortsatze zeigte. Eine vom zytoplasmatischen SMN-Oligomer unabhangige
Funktion wird durch die Beobachtung gestitzt, dass das SMN235-294-EGFP auch unter SMN knock-
down Bedingungen das Wachstum neuronaler Ausldufer wiederherstellen konnte. Aufgrund des
basalen SMN-Proteinspiegels unter SMN knock-down Bedingungen in den PC12-Zellen kann eine
Heterodimerisierung der C-terminalen Deletionsmutante (SMN235-294) mit dem verbliebenen
endogenen SMN-Protein nicht ausgeschlossen werden. Da jedoch bei einem reduzierten SMN-
Proteinspiegel nur die Uberexpression von SMN235-294- und nicht von SMN1-239-EGFP das
Neuritenwachstum  wiederherstellen  konnte, gleichwohl beide Mutanten eine  SMN-
Oligomerisierungsdomane aufwiesen, ist eine Heterodimerisierung mit endogenem SMN-Protein als
Ursache fur die Stimulation unwahrscheinlich.

Dieser durch Exon 6 und 7 kodierte C-Terminus ist mit verschiedenen Punktmutationen assoziiert, die
bei SMA-Patienten beobachtet wurden (Lefebvre et al. 1995; Hahnen et al. 1997; Rochette et al.
1997; Talbot 1997; Wang et al. 1998). Der C-Terminus vermittelt die Bindung insbesondere von
Profilin (Giesemann et al. 1999), hnRNP-R und hnRNP-Q (Rossoll et al. 2002), Gemin3 (Charroux et
al. 1999), Gemin7 (Baccon et al. 2002) und enthélt jeweils eine der beiden Sm-Protein- und
Oligomerisierungsdomanen (Liu et al. 1997; Lorson et al. 1998). Sowohl die Uber die Tudor-Doméane
(AS-Reste 91-144) vermittelte direkte Wechselwirkung mit den SmD1 und SmD3-Proteinen (Ponting
1997; Selenko et al. 2001), als auch die N-terminale Interaktion (As-Reste 13-90) mit Gemin2 (Liu et
al. 1997; Young et al. 2000) sind jedoch aufgrund der Abwesenheit entsprechender
Bindungsdomanen gestort. Auch die beschriebene indirekte Assoziation von Gemin5 Gber Gemin2 an
das SMN-Protein (Otter et al. 2007) ist unter diesen Umstanden erschwert oder ausgeschlossen.

Es wurde in einem in vitro SpleiR-Assay gezeigt, dass die SMNAN27-Deletionsmutante, bei der
N-terminal die ersten 27 Aminosaure-Reste fehlen, im Vergleich zum natirlichen SMN, Defekte bei
der Assemblierung von spleilosomalen UsnRNPs bewirkte (Pellizzoni et al. 1998). Daruber hinaus
fuhrte in Oozyten aus dem afrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) eine Antikdrper-vermittelte
Inhibition der Gemin2-Bindung an das SMN-Protein zur Stérung der Assemblierung spleillosomaler
UsnRNPs (Fischer et al. 1997). Aktuelle Untersuchungen bestatigen die Ergebnisse und beschreiben
bei einem Gemin2 knock-down die eingeschrankte Assemblierung des Sm-Heptamers und des
spleiBosomalen UsnRNP-Komplexes in HelLa-Zellextrakten (Feng et al. 2005; Shpargel und Matera
2005). Der Gemin5 knock-down ruft ebenfalls einen Aktivitatsverlust des SMN-Komplexes bei der
Assemblierung von UsnRNPs hervor und flihrt zu einer verminderten Bindung von U4snRNA an den
SMN-Komplex in Zellextrakten (Battle et al. 2006). Eine gestorte Assemblierung von UsnRNPs am
SMN-Komplex wurde auch bei der Antikdrper-vermittelten Inhibition einer Sm-Protein-Bindung an die

Tudor-Doméane beschrieben (Buhler et al. 1999). Dartber hinaus wurde kirzlich berichtet, dass in
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einem Zebrafisch-SMA-Modell die C-terminale Deletionsmutante (ExonA7-VDQNQKE) axonale
Defekte unabhangig von einer SMN-Oligomerisierung oder Sm-Protein-Bindung kompensiert (Carrel
et al. 2006). In dem Artikel fehlen jedoch die entsprechenden Abbildungen. Da die genannte Mutante
sowohl beide Sm-Protein-Bindungsdomanen (Exon 3 (Buhler et al. 1999), Exon 6 (Liu et al. 1997)),
als auch die Selbstassoziationsbereiche (Exon2b (Young et al. 2000), siehe auch Abb. 13 C: Co-
Immunprazipitation des endogenen SMN-Proteins mit SMN1-239-3xFlag in HEK293T-Lysaten) und
Exon 6 (Lorson et al. 1998)) kodiert, sind dieses Ergebnisse allerdings nicht eindeutig.

Gleichwohl fuhren die aufgefuhrten Befunde zu der Frage, welche Bedeutung die Assemblierung von
snRNPs bei der Vermittlung des Neuritenwachstums zukommt. Zahlreiche Hinweise lassen eine von
der snRNP-Assemblierung unabhangige Funktion des SMN-Proteins vermuten: (l) Verschiedene Sm-
Proteine (Buhler et al. 1999), Gemin2 (Fischer et al. 1997; Young et al. 2000) sowie wahrscheinlich
Gemin5 Uber Gemin2 (Otter et al. 2007) binden N-terminal an das SMN-Protein und wurden als
essentiell fur den Aufbau spleilosomaler snRNPs beschrieben (Feng et al. 2005; Battle et al. 2006),
kénnen jedoch nicht mit dem C-Terminus (AS-Reste: 235-294) in Wechselwirkung treten. Unter SMN
knock-down Bedingungen war die Uberexpression der C-terminalen Doméne jedoch hinreichend, um
das gestorte Neuritenwachstum wiederherzustellen. (II) Darliber hinaus wurde wahrend der
neuronalen Differenzierung von PC12-Zellen keine Co-Regulation der SMN-Genexpression mit
verschiedenen Interaktionspartnern des snRNP/SMN-Komplexes, wie z.B. Gemin2, SmB oder
PRMTS5, beobachtet. Obwohl der SMN-Proteinspiegel deutlich anstieg, blieb die Genexpression der
mit dem perinuklearen SMN-Komplex assoziierten Proteine unverandert. Eine gesteigerte
Assemblierung von snRNPs am SMN-Komplex sollte aufgrund des stéchiometrischen Bedarfs
entsprechend mit einem Anstieg des Gemin2- und SmB-Proteinspiegels verbunden sein. (lll)
Immunzytochemische Arbeiten an unterschiedlichen kultivierten Neuronen deuten darauf hin, dass ein
axonaler SMN-Komplex eine im Vergleich zum perinukledren UsnRNP/SMN-Komplex
unterschiedliche Zusammensetzung aufweisen muss. Quantitative Untersuchungen zur Verteilung des
SMN-Proteins, Gemin2 und Gemin3 in Axonen von hippocampalen Neuronen aus der Ratte belegen,
dass SMN-positive Strukturen nur zu 40 % mit Gemin2 und zu 48 % mit Gemin3 co-lokalisieren
(Zhang et al. 2006a). Zusatzlich konnte in PC12-Zellen eine Co-Lokalisation von SMN mit Gemin2,
Gemin6 und Gemin7, nicht jedoch mit Sm-Proteinen beobachtet werden (Sharma et al. 2005). In
Motoneuronen, die aus Stammzellen generiert wurden, konnten in Axonen nur sehr vereinzelt Sm-
Proteine nachgewiesen werden (Zhang et al. 2006a). Die alternative Zusammensetzung deutet

ebenfalls auf eine von der snRNP-Assemblierung unabhangige Funktion in neuronalen Auslaufern hin.

5.2 Das SMN-Protein und Gemin2 zeigen einen gegensitzlichen Einfluss auf das

Neuritenwachstum und eine Synergie bei der Assemblierung von Kernkorpern

Um den potentiellen Einfluss der Gemin2-SMN-Wechselwirkung auf das Neuritenwachstums in PC12-
Zellen zu untersuchen, wurde ein Gemin2 knock-down durchgefiihrt und Gemin2 Gberexprimiert. Die
Gemin2-Uberexpression hemmte, der knock-down férderte das Wachstum neuronaler Auslaufer in
PC12-Zellen. Damit zeigte der Gemin2-Proteinspiegel einen zum SMN-Protein antagonistischen Effekt
auf das Neuritenwachstum. Méglicherweise fuhrte der Gemin2 knock-down zur Freisetzung des SMN-

Proteins aus dem zytoplasmatischen UsnRNP/SMN-Komplex, so dass eine ,axonale“ SMN-Funktion
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verstarkt unterstiitzt wurde. Umgekehrt kénnte die Uberexpression von Gemin2 eine Komplexierung
von SMN und Gemin2 induziert und somit die Menge an freiem SMN reduziert haben. Die Hypothese
wird durch die in unserer Arbeitsgruppe gemachte Beobachtung gestitzt, dass in vitro Gemin2 am
SMN-Protein durch FGF-2? ab einem Verhaltnis von 2:1 kompetitiv verdrangt wird (Bruns et al. 2007).
In vivo fiihrte die Co-Transfektion von SMN1-294 und FGF-2*° im Vergleich zu SMN1-294 zu einer
Inhibition des Neuritenwachstum in neuronal differenzierten PC12-Zellen (van Bergeijk 2004). Dariber
hinaus wurde kirzlich gezeigt, dass der Gemin2 knock-down die N-terminale Oligomerisierung von
SMN-Proteinen hemmt und den snRNP/SMN-Komplex destabilisiert (Ogawa et al. 2007).

SMN und Gemin2 knock-down zeigen einen gegensatzlichen Effekt auf das Neuritenwachstum, rufen
jedoch in bezug auf die Bildung von Kernkdrper (nuclear bodies) einen ahnlichen Phanotyp hervor. In
HEK293T-Zellen verursachte die Reduktion des Gemin2-Proteinspiegels eine Veranderung in der
Haufigkeitsverteilung SMN-positiver Kernkorper und eine Abnahme in der Anzahl.

In diesem Zelltyp co-lokalisieren 86 % der SMN-positiven Kernkdrpern mit dem Markerprotein fur
Cajal-Korper Coilin und nur 14 % stellen SMN-positive, Coilin-negative Gems dar (Bruns et al. 2007).
Die Destabilisierung des SMN/snRNP-Komplexes durch einen Gemin2 knock-down zeigt somit einen
direkten Einfluss auf die Ausbildung von Gems und Cajal-Korper. Die Daten werden durch
immunhistochemische Untersuchungen an Rickenmarksquerschnitten von FGF-2 transgenen
Mausen aus unserem Arbeitskreis gestltzt, die eine Abnahme in der Haufigkeitsverteilung SMN-
positiver Kernkorper in lumbalen Motoneuronen belegen (Bruns et al. 2007). In ihrer nuklearen
Funktion konvergieren Gemin2 und das SMN-Protein. Ein Rickgang der Anzahl SMN-positiver
Kernkorper wurde bei primaren Fibroblasten aus SMA-Patienten beschrieben (Coovert et al. 1997). Es
kann dabei eine direkte Korrelation zwischen der Abnahme SMN-positiver Kernkdrper und dem
Schweregrad der Erkrankung (Coovert et al. 1997) sowie dem SMN-Proteinspiegel beobachtet
werden (Lefebvre et al. 1997). In den SMA-Fibroblasten kdnnen im Gegensatz zu den Kontrollzellen
keine SMN-positiven, Coilin-negativen Gems (gemini of Cajal bodies) detektiert werden, stattdessen
co-lokalisiert das verbliebene SMN mit Coilin in Cajal-Kdrpern (Renvoise et al. 2006). Das SMN-
Protein interagiert Uber die Tudor-Doméane mit Coilin (Hebert et al. 2001). Untersuchungen an Hela-
Zellen, in denen das SMN-Protein tGberwiegend mit Coilin in Cajal-Korpern tberlagert (Carvalho et al.
1999), haben gezeigt, dass der SMN knock-down nicht nur zur Abnahme der Gem-Anzahl, sondern
auch zur Desintegration von Cajal-Korpern fuhrt (Girard et al. 2006). Demnach geht bei Reduktion des
SMN-Proteinspiegels vermutlich zunachst die Anzahl der Gems und schlieBlich die der Cajal-Korper
zurtck. Da in primaren Neuronen aus dem Ganglion trigeminale sowie Nukleus supraopticus des
Hypothalamus der Ratte eine vollstandige Co-Lokalisation von SMN und Coilin in Cajal-Kérpern
berichtet wird (Carvalho et al. 1999), wirkt sich in neuronalen Zellen die Reduktion des Gemin2- oder
SMN-Proteinspiegels vermutlich direkt auf die Anzahl von Cajal-Koérpern aus.

Einen Zuwachs an Gems relativ zu Cajal-Kérpern kann dagegen bei der neuronalen Differenzierung
eines PC12-Zellderivats UR61 (Navascues et al. 2004), wie auch unter proliferativen Bedingungen bei
primaren Schwann-Zellen aus der Ratte (Carvalho et al. 1999) beobachtet werden. Die in dieser

Arbeit nachgewiesene Abnahme des Coilin-Proteinspiegels wahrend der neuronalen Differenzierung
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von PC12-Zellen deutet demnach auf eine Veranderung in der Zusammensetzung oder

Gesamtanzahl der Kernkoérper hin.

Die Lokalisation des SMN-Proteins in der Zelle wird durch verschiedene Domanen beeinflusst. Die
verwendete C-terminale Deletionsmutante SMN235-294-EGFP zeigte in neuronal differenzierten
PC12-Zellen deutlich weniger SMN-positive Kernkorper als das vollstandige SMN1-294- oder
deletierte SMN1-239-EGFP-Fusionskonstrukt. Demgegentiber konnte bei SMN235-294-EGFP im
Vergleich zu SMN1-239-EGFP eine verstarkte Lokalisation in den neuronalen Auslaufern beobachtet
werden.

Die Uberexpression von SMN1-278-EGFP (SMNA7) und SMN1-208/240-277-EGFP (SMNA5&7) fiihrt
in Vorderhirnneuronen aus dem Huhn zu einer ausschlieBlich nukledren Lokalisation. Die
Aminosaure-Sequenz VDQNQKE, kodiert durch die ersten Nukleotide des Exons 7, dient als ein
nukleares Exportsignal (NES) (Zhang et al. 2003). In der COS-Primatenzelllinie wird fir SMN1-254-
EGFP eine sowohl nukleoplasmatische als auch zytoplasmatische Lokalisation beschrieben
(Renvoise et al. 2006). Die in dieser Arbeit beobachtete sowohl nukleére als auch zytoplasmatische
Lokalisation von SMN1-239-EGFP sowie die hier nicht aufgeflhrte ausschliellich nukleare
Lokalisation von SMN1-90-EGFP, deuten auf ein alternatives NES im Bereich zwischen den

Aminosaure-Resten 91-208 (Exon 3 + Exon 4) hin.

5.3 Das SMN-Protein interagiert mit dem Actin-Zytoskelett

Eine punktférmige Verteilung des SMN-Proteins in neuronalen Auslaufern und Wachstumskegeln von
differenzierten PC12-Zellen konnte sowohl bei der Uberexpression des humanen SMN1-294-EGFP-
Fusionskonstrukts als auch bei der immunzytochemischen Markierung des endogenen SMN"-
Proteins beobachtet werden. Darlber hinaus co-lokalisierte das endogene SMN-Protein in den
Wachstumskegeln mit monomerem G-Actin. Auch im Leitsaum (leading edge) von humanen
Fibroblasten konnte eine direkte Uberlagerung des SMN-Proteins mit Actin-Monomeren beobachtet
werden. In beiden Strukturen wird die Mobilitdt durch ein dynamisches Actin-Zytoskelett vermittelt
(Abraham et al. 1999; Bradke und Dotti 1999; Da Silva und Dotti 2002). In der Vergangenheit wurde
die Co-Lokalisation des SMN-Proteins mit F-Actin in Wachstumskegel-ahnlichen Strukturen von P19-
Teratocarcinoma-Zellen beschrieben (Fan und Simard 2002). Die veréffentlichten Epifluoreszenz-
Aufnahmen zeigen jedoch nur eine geringe Tiefenscharfe und eine mdgliche Co-Lokalisation von
SMN und G-Actin wurde nicht untersucht. Die kiirzlich beobachtete Uberlagerung von F-Actin und der
axonalen SMN-Isoform in Filopodien von Hela-Zellen (Setola et al. 2007) kdnnte eine Isoform-
spezifische Funktion darstellen. Die reine Co-Lokalisation eines Proteins mit Bestandteilen des
Zytoskeletts ist aufgrund deren ubiquitérer Verteilung in der Zelle ohnehin mit Vorsicht zu
interpretieren. Die Interaktion des SMN-Proteins mit Actin wurde in dieser Arbeit daher iber einen pull-
down mit SMN1-294-GST und der Co-Immunprazipitation beider Proteine aus dem Zelllysat von
HEK293T-Zellen nachgewiesen. Darlber hinaus konnte durch den Einsatz von Deletionsmutanten
gezeigt werden, dass die Wechselwirkung nicht Gber den C-Termnius des SMN-Proteins
(SMN235-294-3xFlag) vermittelt wird. Ob die Wechselwirkung zwischen dem SMN-Protein und Actin

direkt oder indirekt erfolgt, I&sst sich jedoch trotz des pull-down-Experiments nicht zweifelsfrei klaren.
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Da das kommerziell erworbene Actin nicht rekombinant hergestellt, sondern aus dem
Kaninchenmuskel aufgereinigt wurde (Spudich und Watt 1971), sind Verunreinigungen mit anderen
Actin-bindenden Proteinen wie a-Actinin und Profilin méglich. Da das SMN-Protein mit a-Actinin co-
immunprazipitiert (Rajendra et al. 2007) und Uber die AS-Reste 188-294 direkt mit Profilin1 und
Profilin2 interagiert (Giesemann et al. 1999), ist eine indirekte Interaktion des SMN-Proteins mit Actin
nicht auszuschlief3en.

Dennoch wird die Hypothese zur Bildung eines Actin/fSMN-Komplexes durch verschiedene Arbeiten
unterstutzt. Es konnte an embryonalen Vorderhirn-Neuronen aus dem Huhn gezeigt werden, dass der
Transport von SMN-EGFP-Granula in neuronalen Auslaufern von einem intakten Actin- und Tubulin-
Zytoskelett abhangig ist (Zhang et al. 2003). Daruber hinaus wurde in derselben Arbeit an
embryonalen Fibroblasten aus dem Huhn gezeigt, dass die Applikation von Cytochalasin D 70 % der
SMN-EGFP-Granula freisetzt, wahrend die Depolymerisation von Mikrotubuli mit Colchicin nur 26 %
I6st (Zhang et al. 2003). Bereits 1999 wurde nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen an
zervikalen Rickenmarksquerschnitten aus der Ratte, eine Beteiligung des SMN-Proteins an
Mikrotubuli-vermittelten Transportvorgangen in Dendriten von Motoneuronen vermutet (Bechade et al.
1999). Spater konnte nach der Identifikation des neuen Interaktionspartners hnRNP-R (Rossoll et al.
2002) der SMN-Protein-vermittelte Transport von [(-Actin-mRNA in Axonen von embryonalen
Motoneuronen aus der Maus nachgewiesen werden (Rossoll et al. 2003). An embryonalen
Fibroblasten aus dem Huhn wurde gezeigt, dass die gestorte Lokalisation der B-Actin-mRNA zum
Leitsaum zu einer Abnahme in der zielgerichteten Bewegung fiihrt, die Mobilitédt insgesamt jedoch
nicht eingeschrankt ist (Shestakova et al. 2001). Aufgrund der Co-Lokalisation des SMN-Proteins mit
poly(A)-mRNA und dem poly(A)-bindenden Protein (PABP) in embryonalen Vorderhirn-Neuronen aus
dem Huhn, wurde die Hypothese aufgestellt, dass das SMN-Protein auch an der Assemblierung von
mRNA-Ribonukleoproteinen (mRNP) und deren axonalem Transport beteiligt ist (Zhang et al. 2007).
Der Verlust des FMR-Proteins (FMRP: fragile X mental retardation protein), welches am dendritischen
Transport unterschiedlicher mRNA-Moleklle beteiligt ist, fuhrt zu Defekten bei der synaptischen
Plastizitdt und verursacht bei Patienten mit dem sogenannten Fragilen-X-Syndrom kognitive
Storungen (Irwin et al. 2001; Miyashiro et al. 2003). Aufgrund der Bedeutung der axonalen Translation
fur das zielgerichtete Auswachsen neuronaler Auslaufer (Wu et al. 2005; van Kesteren et al. 2006),
ware eine SMN-Protein-vermittelte Stérung dieser Transportvorgange eine mogliche Erklarung fir das
Absterben der Auslaufer und die Denervation der Muskelendplatte.

Berechnungen zur lokalen Translation von B-Actin-mRNA am Leitsaum (leading edge) von
beweglichen Zellen deuten allerdings darauf hin, dass im Bereich der stimulierten Actin-
Polymerisation die Gesamtmenge an mobilisierten Actin vermutlich nur zu 1 bis 7 % durch die
Translation von B-Actin mRNA gespeist wird (Shestakova et al. 2001). Grundlage zu dieser Hypothese
bilden Arbeiten zur Gesamtmenge an B-Actin-mRNA (2500 Moleklle pro Zelle) sowie der
Translationsgeschwindigkeit einzelner B-Actin-mRNA-Molekiile (3900 (-Actin-Proteine pro Sekunde,
entsprechend 2,34x10° min'1) (Kislauskis et al. 1997) und der Beobachtung, dass in der MTL3n-
Mammakarzinomzelllinie eine Minute nach Stimulation mit dem Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)
die Anzahl an Actin-Monomeren um 2,4x10’ ansteigt (Chan et al. 1998). In einer anderen Arbeit wird

ein Anstieg von 6x10* bis 6x10° Actin-Monomeren pro Sekunde (3,6x106 bis 3,6x10’ min'1) am
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Leitsaum approximiert (Kislauskis et al. 1997), so dass auf Grundlage dieser Daten eine induzierte
Translation der B-Actin-mRNA nur zu ca. 1 bis 7 % zu der Gesamtmenge an polymerisierenden Actin

beitragen wirde .

Verschiedene Arbeiten deuten unabhangig von diesen Transportvorgangen auf eine direkte
Wechselwirkung zwischen dem SMN-Protein und dem Actin-Zytoskelett hin (Giesemann et al. 1999;
Sharma et al. 2005; Rajendra et al. 2007). Das SMN-Protein bindet tiber den C-Terminus an die beide
Profilin-lsormen (Profilin1 und Profilin2), besitzt aber im Vergleich fir Profilin2 eine hdhere Affinitat
(Giesemann et al. 1999). Profilin2 ist zwischen den Spezies Mensch, Maus und Rind stark konserviert
(ca. 95 % Sequenzidentitat) und zeigt nur eine ca. 65 %ige Ubereinstimmung zur Profilin1-Sequenz
(Honore et al. 1993). Mit Hilfe eines Actin-Polymerisationsassays konnte gezeigte werden, dass
Profilin1 und Profilin2 aufgrund einer Profilin/Actin-Dimerisierung und der damit verbundenen
Reduktion an freien Actin-Monomeren die spontane Actin-Polymerisation in vitro hemmen
(Lambrechts et al. 1995; Sharma et al. 2005). Erstaunlicherweise wurde durch Zugabe des SMN-
Proteins, die Profilin2-vermittelte Inhibition der spontanen Actin-Polymerisation teilweise aufgehoben
(Sharma et al. 2005). Vermutlich hemmt die Bindung des SMN-Proteins an Profilin2 dessen
Interaktion mit Actin-Monomeren. In neuronalem Gewebe stellt die Splei3form Profilin2a gegeniber
Profilin2b und Profilin1 die dominante Isoform dar (Honore et al. 1993; Lambrechts et al. 2000). Die
Uberexpression von Profilin2a induziert in embryonalen Neuronen aus dem Hippocampus der Ratte
eine Hyperstabilisierung des filamentdsen Actins und verursacht eine Reduktion des
Langenwachstums neuronaler Auslaufer (Da Silva et al. 2003). Umgekehrt konnte gezeigt werden,
dass der Profilin2 knock-down zu einem Anstieg an Actin-Monomeren und zu einem verstarkten
Neuritenwachstum verglichen mit der Kontrolle fiihrt (Da Silva et al. 2003).

Der Phanotyp einer Profilin2-Uberexpression dhnelt der in dieser Arbeit beschriebenen Situation unter
SMN knock-down Bedingungen: Wahrend der neuronalen Differenzierung von PC12-Zellen fuhrte die
Reduktion des SMN-Proteinspiegels zu einem vermindertem Wachstum neuronaler Fortsatze und zu
einem Anstieg von F-Actin. Der Effekt beruhte dabei nicht auf einer Veranderung der Actin-
Genexpression, sondern wurde durch eine Verschiebung des G- zu F-Actin-Verhaltnisses verursacht.
Die Bedeutung des G-/F-Actin-Gleichgewichts fiir die Ausbildung neuronaler Auslaufer konnte an
embryonalen Neuronen aus dem Hippocampus der Ratte gezeigt werden (Bradke und Dotti 1999). Bei
den kultivivierten Nervenzellen bilden sich zunachst mehrere unpolarisierte Fortsatze. Der Auslaufer
mit dem groflten Wachstumskegel und dem dynamischsten Actin-Zytoskelett entwickelt sich
schlie3lich zum Axon. Die Differenzierung der Fortsatze in Dendriten und Axone kann jedoch durch
eine Cytochalsain D induzierte, unkontrollierte Depolymerisation von filamentdsem Actin aufgehoben
werden, so dass sich mehrere Tau-positive axonale Auslaufer bilden (Bradke und Dotti 1999). Die
unter SMN knock-down beobachtete Stabilisierung von F-Actin in PC12-Zellen kénnte die Dynamik
des Wachstumskegels einschranken und einen Grund fir die beobachtete Hemmung des
Neuritenwachstums darstellen. Gegen eine mogliche Stérung der axonalen B-Actin mRNA-Translation
als Ursache fir eine Hyperstabilisierung von F-Actin sprechen Ergebnisse aus embryonalen Hihner-
Fibroblasten, die darauf hindeuten, dass die Delokalisation der 3-Actin mRNA nicht die Polymerisation

per se und die Bildung freier (+)-Enden an sich, sondern lediglich deren polare Lokalisation am
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Leitsaum beeinflusst (Shestakova et al. 2001). Demnach wiirde sich méglicherweise die Verteilung
des F-Actins, jedoch nicht der Anteil an G- und F-Actin in der Zelle verandern.

Bei den humanen SMA-Typ-1-Fibroblasten konnte beim Vergleich einzelner Kulturen mit den
Kontrollzellen zum Teil ebenfalls eine leichte Stabilisierung des F-Actins beobachtet werden, die
unabhangig von der Actin-Genexpression war. Unter Berlicksichtigung der gesamten Proben
unterschieden sich jedoch die SMA-Kulturen nicht signifikant von den Kontrollen. Ursachen hierfir
sind vermutlich die Heterogenitat der einzelnen Kulturen und damit verbundenen die kleine Fallzahl,
da letztlich nur drei SMA-Patienten mit drei Kontrollen verglichen wurden. Darlber hinaus ist die
infantile Spinale Muskelatrophie neurogenen Ursprungs und flhrt primar zur Degeneration von
Motoneuronen. Axonale Defekte, die durch Reduktion des SMN-Proteinspiegels induziert werden,
treten vielleicht in weniger polarisierten Zellen, wie z.B. Fibroblasten, nicht auf oder kénnen aufgrund
redundanter Funktionen anderer Proteinen eher kompensiert werden. In kultivierten Motoneuronen
aus SMN"';SMNZ-Mausembryonen konnte gezeigt werden, dass lediglich das Langenwachstum von

Axonen, nicht jedoch von Dendriten gestort ist (Rossoll et al. 2003).

5.4 Die RhoA-bindende Kinase-ll (ROCK-Il) und das SMN-Protein

Da in Mausgehirnen gezeigt werden konnte, dass Profilin2 in einem Komplex mit ROCK-Il und Actin
vorliegt (Witke et al. 1998) und die Kinase Profilin2 phosphoryliert (Da Silva et al. 2003), wurden in
dieser Arbeit in PC12-Zellen unter SMN knock-down Bedingungen neben den genannten Proteinen
auch die Lim-Kinase 1 (Ohashi et al. 2000) und deren Substrat Cofilin (Yang et al. 1998) als
Bestandteile der RhoA-ROCK-Signalkaskade naher betrachtet (s. Einleitung, Abb. 3). Wahrend der
neuronalen Differenzierung der PC12-Zellen rief die Reduktion des SMN-Proteinspiegels einen
leichten Rickgang in der Phosphorylierung der Lim-Kinase (LimK) hervor und induzierte damit eine
deutliche Abnahme des Phospho-Cofilin-Proteinspiegels sowie einen Anstieg an aktivem Cofilin. Da
die Proteinspiegel von ROCK-Il, LimK und Cofilin konstant blieben, kann eine Verdnderung der
Genexpression unter SMN knock-down Bedingungen als Ursache fir die Beobachtung
ausgeschlossen werden.

Aktives Cofilin schneidet Actin-Filamente, beschleunigt die Depolymerisation am (-)-Ende und
katalysiert einen schnellen Umsatz der Mikrofilamente. In einem Actin-Polymerisationsassay wurde
nachgewiesen, dass photoinduzierbares caged-Cofilin, welches unter kovalenter Bindung an a-Brom-
2-nitrophenylessigsaure inaktiv ist, durch UV-Licht aktiviert werden und in vitro die Polymerisation von
Actin-Monomeren zu F-Actin deutlich beschleunigen kann (Ghosh et al. 2004). Eine aktuelle Arbeit
zeigt, dass eine niedrige Cofilin-Konzentration in vitro die Depolymerisation von Actin-Filamenten
induziert, wahrend eine hohe Konzentration zur Heterodimerisierung mit G-Actin sowie zur Entstehung
von Cofilin/Actin-Kondensationskeimen fihrt und so die Bildung von F-Actin férdert (Andrianantoandro
und Pollard 2006). Dartiber hinaus wurde in vitro ein Synergieeffekt von Arp2/3 und Cofilin auf die
Bildung stark verzweigter Actin-Filamente beschrieben, da der stimulierende Effekt beider Proteine in
Kombination gréRRer als die Summe der Einzeleffekte war (Ichetovkin et al. 2002).

In vivo ruft der knock-down von Cofilin in der NIH-3T3-Fibroblasten- und B16F1-Melanomzelllinie
einen verstarkte Bildung von F-Actin hervor und fihrt zu Defekten bei der Zellteilung (NIH-3T3) und
Migration (B16F1) (Hotulainen et al. 2005). Umgekehrt konnte durch die direkte Injektion einer

73



Diskussion

konstitutiv aktiven S3A-Cofilin Mutante in MTLn3-Mammakarzinomzellen ein F-Actin Anstieg um 40 %
induziert werden, wahrend die inaktive Mutante S3E-Cofilin keinen Einfluss zeigt (Ghosh et al. 2004).
Die Abwesenheit von Cofilin sowie ein ubiquitarer Uberschuss an aktivem Cofilin fiihren demnach
auch in vivo zu einer verstarkten Polymerisation von G-Actin oder zur Hyperstabilisierung von F-Actin.
Eine partielle Aktivierung von caged-Cofilin induziert dagegen in MTLn3-Zellen eine lokale
Membranausstiilpung in diesem Bereich (Ghosh et al. 2004). Die gepulste Aktivierung Uber einen
langeren Zeitraum steuert die Bewegung der Melanom-Zellen in Richtung der lokalen Cofilin-
Aktivierung (Ghosh et al. 2004). Die Ergebnisse legen nahe, dass neben der Phosphorylierung von
Cofilin auch dessen lokale Konzentration einen Einfluss auf das G-/F-Actin-Gleichgewicht und die
Mobilitat der Zelle hat.

Eine aktuelle Arbeit an der Zelllinie zeigt, dass die Uberexpression einer enzymatisch inaktiven Lim-
Kinase 1-Mutante (LimK1"“) im Vergleich zur LimK1* und dem Kontrollvektor eine deutliche Abnahme
des Phospho-Cofilin-Proteinspiegels induziert, die Anzahl an freien (+)-Enden am Leitsaum erhéht
und die Beweglichkeit der Zellen insgesamt steigert (Wang et al. 2006). In Spinalganglienzellen aus
dem Huhn wurde demonstriert, dass die Uberexpression von LimK1* im Vergleich zur enzymatisch
inaktiven Mutante LimK1™ die Beweglichkeit der Wachstumskegels hemmt (Endo et al. 2003).
Demnach scheint das aktive Cofilin die Dynamik des Actin-Zytoskeletts lokal zu erhdhen. Die Bildung
von freien (+)-Enden fUhrt jedoch nicht zwangslaufig zu einer erneuten Actin-Polymerisation. Da die
Uberexpression von LimK1" oder einer enzymatisch inaktiven Mutante LimK1** in Neuronen aus der
granularen Schicht des Kleinhirns der Maus keinen Einfluss auf die Lange neuronaler Auslaufer zeigt,
scheinen, mdglicherweise abhangig vom Zelltyp, weitere Faktoren das Neuritenwachstum zu
beeinflussen (Bito et al. 2000). Ob der unter SMN knock-down Bedingungen beobachtete, ubiquitar in
der Zelle reduzierte Phospho-Cofilin-Proteinspiegel die Ursache fir das veranderte G-/F-Actin-
Gleichgewicht und das verminderte Neuritenwachstum oder eine zelluldre Antwort auf den Defekt
darstellt, ist nicht abzuschatzen (s. Abb. 20).

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass Profilin1 und Cofilin an den beiden Enden von F-Actin
komplementar arbeiten und so den treadmilling-Prozess erheblich beschleunigen (Didry et al. 1998).
Neben einem veranderten Phosphorylierungsmuster der Lim-Kinasen und Cofilin, konnten unter SMN
knock-down Bedingungen in dieser Arbeit auch fir Profilin2 post-translationale Modifikationen mit
unterschiedlicher Ladung beobachtet werden, die vermutlich durch eine Hyperphosphorylierung des
Proteins verursacht wurden. Der isoelektrische Punkt des Proteins verschob sich dabei von pl 5,7 zu
pl 4,1 bis 4,4, so dass vermutlich mehrere Serin- oder Threonin- mdglicherweise auch Tyrosin-Reste
phosphoryliert wurden. Dass in den Lysaten der Kontrollvektor-transfizierten PC12-Zellen drei
Profilin2-Signale nachgewiesen werden konnte, anstatt von zweien wie in der Arbeit von 2003 aus der
Gruppe um C.G. Dotti (Da Silva et al. 2003), lag vermutlich an einer héheren Auflésung bei der
isoelektrischen Fokussierung (pH 4-7) und den Unterschieden beider Zelltypen (PC12 vs. primare
Neurone). Die biophysikalischen Eigenschaften des hyperphosphorylierten Profilin2 wurden nicht
untersucht. Die Phosphorylierung von Profilin2 durch ROCK-II zeigt jedoch in den hippocampalen
Zelllysaten aus der Ratte keinen direkten Einfluss auf die Profilin2/ROCK-II-Bindung (Da Silva et al.
2003). Da die Phosphorylierung ROCK-lI-abhangig erfolgt und die Uberexpression von ROCK-II in
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embryonalen Neuronen aus dem Hippocampus der Ratte einen stabilisierenden Effekt auf
filamentdses Actin und einen inhibierenden Einfluss auf die Ausbildung neuronaler Fortsatze ausibt
(Da Silva et al. 2003), kénnte hyperphosphoryliertes Profilin2 mdglicherweise eher hemmend auf das
Neuritenwachstum wirken. Aus der Milz aufgereinigtes Profilin, welches héchstwahrscheinlich Profilin1
darstellt (Lambrechts et al. 1995; Witke et al. 1998; Lambrechts et al. 2000), wird in vitro an einem
konservierten Serin-Rest am C-Terminus des Profilin-Proteins durch die {-Isoform der Proteinkinase-C
(PKC-Q) phosphoryliert (Singh et al. 1996; Vemuri und Singh 2001) und zeigt eine erhdhte Affinitat fur
Polyprolin-Bindungspartner. Darlber hinaus hemmt das phosphorylierte Protein verstarkt die
spontane Actin-Polymerisation in vitro, da es verglichen zum nicht modifizierten Profilin vermehrt mit
Actin dimerisiert (Sathish et al. 2004).

Die Beobachtung, dass die Uberexpression von ROCK (s. oben), Profilin2a oder einer konstitutiv
aktiven V14-RhoA-Mutante in embryonalen Neuronen aus dem Hippocampus der Ratte zu einer
Verschiebung des G- zu F-Actin-Gleichgewichts und zu einer Stabilisierung von F-Actin sowie zu
verkurztem Neuritenwachstum fihrt, deutet auf die Notwendigkeit eines dynamischen Actin-
Zytoskeletts flir das Auswachsen neuronaler Auslaufer hin (Da Silva et al. 2003). Moglicherweise
stéren starre Actin-Filamente die fir das Auswachsen der Auslaufer notwendige Dynamik bei der
Depolymerisation von F- und Repolymerisation von G-Actin. Da die Uberexpression von ROCK unter
Profilin2 knock-down Bedingungen in den Neuronen einen deutlich milderen Phanotyp hervorruft (Da
Silva et al. 2003), kommt der Profilin2-Konzentration méglicherweise bei der RhoA-ROCK vermittelten
Signaltransduktion eine besondere Bedeutung zu.

In dieser Arbeit konnte nach einem SMN knock-down in den PC12-Zellen keine Veranderung des
Profilin2-Proteinspiegels beobachtet werden, dennoch wére eine Freisetzung von Profilin2 aus
madglichen ,inaktiven® Profilin2/SMN-Komplexen denkbar (s. Abb. 20, A und C). Es wurde am Beispiel
von VASP gezeigt, dass Profilin2 bei Uberschuss eines Polyprolin-Interaktionspartners unter Bildung
von Profilin-Dimeren an das Protein bindet (Lambrechts et al. 2000). Dartber hinaus wurde in einem
in vitro Actin-Polymerisationsassay nachgewiesen, dass die SMN-Bindung an Profilin2 dessen
Interaktion mit Actin moglicherweise hemmt (Sharma et al. 2005). Das SMN-Protein wirde demnach
ahnlich wie Phosphatidyl-4,5-bisphosphat die Menge an freiem Profilin2 begrenzen (Lassing und
Lindberg 1985; Lambrechts et al. 1995). Folglich wiirden unter SMN knock-down Bedingungen fir
jedes fehlende SMN-Protein zwei-Profilin2-Molekile frei, die daraufhin mit Actin-Monomeren in
Wechselwirkung treten konnten. Ein Anstieg an freien ATP-G-Actin/Profilin2-Dimeren kdnnte
potentiell, Uber die Interaktion von ATP-Actin/Profilin mit mDia1 (Watanabe et al. 1997; Krebs et al.
2001; Kovar et al. 2006) am (+)-Ende filamentdsen Actins, die Addition von Actin-Monomeren und die
Verlangerung bestehender Filamente verstarkt fordern (s. Abb. 20, C) und so das Neuritenwachstum
hemmen. Zusatzlich kdnnte es zu einer gesteigerten ROCK-II/Profilin2-Komplexbildung (Witke et al.
1998) kommen, die eine Interaktion mit LimK in Form einer kompetitiven Inhibition erschweren wirde.
Moglicherweise existiert in gesunden Zelle ein ternarer Profilin2/ROCK-1I/SMN-Komplexes, der unter
SMN knock-down Bedingungen gestort wird. Das SMN-Protein interagiert mit Profilin2 (Sharma et al.
2005) und die Anwesenheit von ROCK-II/Profilin2-Komplexen wurde in neuronalem Gewebe aus der
Maus nachgewiesen (Witke et al. 1998). Da es bei Reduktion des SMN-Proteinspiegels zu einer

Hyperphosphorylierung von Profilin2 und Hypophosphorylierung von LimK kommt, kénnte das SMN-
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Protein als ein Modulator die ROCK-vermittelte Phosphorylierung der beiden Substrate in der Zelle
beeinflussen. Der Verlust des SMN-Proteins wirde so modglicherweise zu einer einseitigen
Phosphorylierung von Profilin2 fihren. Da die Aktivitdt der Lim-Kinase sowohl tber RhoA-ROCK als
auch Uber Cdc42/Rac1-PAK reguliert wird, ware ein Riickkopplungsmechanismus tber Cdc42/Rac1
als Antwort auf eine erhohte F-Actin-Konzentration denkbar. RhoA und Cdc42/Rac1 wirken
antagonistisch auf das Actin-Zytoskelett ein (s. Einleitung, Abb. 3) (Dan et al. 2002; Huber et al. 2003).
Es gibt Hinweise auf eine mdgliche Rickkopplungsschleife von Rac1/Cdc42 uber das Actin-
Zytoskelett zur Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zu sogenannten GEFs (guanosine exchange
factors), die den Austausch von GDP zu GTP an den GTPasen katalysieren und so erneut Rac1 und
Cdc42 aktivieren (Aoki et al. 2005). Unabhangig von den GTPasen konnte gezeigt werden, dass die
Slingshot-Phosphatase hSSH-L F-Actin-abhangig LimK1/2 und Cofilin dephosphoryliert (Soosairajah
et al. 2005). Demnach koénnte der Anstieg filamentdsen Actins unter SMN knock-down Bedingungen
unabhangig von den Rho-GTPasen zu einer Inaktivierung von LimK und Aktivierung von Cofilin durch

Rekrutierung von der Slingshot-Phosphatasen fiihren.
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Abb. 20 Vereinfachte Darstellung zellularer Prozesse wahrend des Neuritenwachstums. (A) Die Inhibition der RhoA-GTPase
durch das clostridiale Toxin C3 oder die spezifische Hemmung von ROCK durch Y27632 fiihren zu einer Abnahme in der
Phosphorylierung von Cofilin sowie Profilin2 und induzieren Uber eine Verschiebung des G-/F-Actin-Gleichgewichts zu
monomerem G-Actin das Wachstum neuronaler Fortsatze. (B) Die Aktivierung der RhoA-Signaltransduktion durch
Uberexpression einer dominant-aktiven RhoA-Mutante fiihrt zur Phosphorylierung von Profilin2, der Lim-Kinase und Cofilin.
Filamentdses Actin wird daraufhin stabilisiert und die Depolymerisation gehemmt. Die verminderte Dynamik im Actin-Auf- und
Abbau flhrt zu einer Inhibition des Neuritenwachstums. (C) Wie in dieser Arbeit dargestellt werden konnte, bedingt der SMN
knock-down unabhéangig von einer ROCK-Inhibition (indirekt Uber die NGF-vermittelte Inhibition von RhoA sowie direkt Gber
Y27632) eine Hemmung des Langenwachstums neuronaler Fortsatze. Dabei kann eine Zunahme an F-Actin sowie eine
Hyperphosphorylierung von Profilin2 beobachtet werden. Gleichzeitig nimmt die Phorsphorylierung von LimK und Cofilin ab.
Méglicherweise fuhrt die Reduktion des SMN-Proteinspiegels zu einer verstarkten Freisetzung von Profilin2, so dass es ahnlich
wie bei einer Profilin2-Uberexpression, zu einer verstarkten Polymerisation von G- zu F-Actin kommt. Die Phosphorylierung von
LimK und Cofilin induziert in kultivierten Zellen haufig eine Steigerung der Actin-Dynamik, so dass es sich eventuell um einen
Ruckkopplungsmechansimus Uber die p21-aktivierte Kinase (PAK) handekt.

I:imK_; Lim-Kinase, C3: Clostridium botulinum Toxin, NGF: Nervenwachstumsfaktor, V14-RhoA: dominant-aktive RhoA-GTPase,
UE: Uberexpression, ROCK: RhoA-bindende Kinase, p-Profilin2-p: hyperphosphoryliertes Profilin2

Eine deaktivierende Wirkung des SMN-Proteins aufgrund passiver Bindung und die dadurch

verminderte Verfligbarkeit des Interaktionspartners, konnte auch bei der kiirzlich in der embryonalen
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S2-Zelllinie (Schneider-2, Drosophila melanogaster) und in Drosophila-Zelllysaten beobachteten
Wechselwirkung zwischen dem SMN-Protein und a-Actinin eine Rolle spielen (Rajendra et al. 2007).
a-Actinin bindet intramolekular an F-Actin und flhrt zu einer Quervernetzung sowie Blindelung von
Actin-Filamenten (Blanchard et al. 1989). Dariiber hinaus wird durch eine intermolekulare
Wechselwirkung innerhalb eines Filamentes die Assoziation mit anderen Actin-bindenden Proteinen
erschwert (Hampton et al. 2007). a-Actinin-lsoformen wurden aus der glatten sowie quergestreiften
Muskulatur und Hihner Gehirnen isoliert (Endo und Masaki 1982; Duhaiman und Bamburg 1984).
Andere Arbeiten machen deutlich, dass die Nichtmuskel-Isoformen, die auch in Fibroblasten und
Blutplattchen nachgewiesen wurden, Calcium-abhéngig F-Actin binden, wahrend die Muskel-
Isoformen Calcium-unabhangig sind (Blanchard et al. 1989). Bei dem SMN knock-down in neuronal
differenzierten PC12-Zellen kdénnte aufgrund eines reduzierten SMN-Proteinspiegels a-Actinin
vermehrt zur Verfigung stehen und eine verstarkte Quervernetzung filamentésen Actins induzieren.
Die F-Actin Depolymerisation ware unter diesen Bedingungen erschwert und das fir das

Neuritenwachstum wichtige, dynamische G-/F-Actin-Gleichgewicht gestort.

5.5 Das SMN-Protein befindet sich in der Signalkaskade unterhalb von RhoA-ROCK

Um den Einfluss des SMN-Proteins auf die RhoA-ROCK-Signalkaskade einzugrenzen, wurden PC12-
Zellen unter SMN knock-down Bedingungen mit dem spezifischen ROCK-Inhibitor Y27632 behandelt.
Das Dipeptid konkurriert mit ATP um die Bindung und zeigte im Vergleich zu ROCK-I (K;=0,22 uM)
und ROCK-II (K=0,30 uM) fir andere Proteinkinasen einen deutlichen héheren Wert (Citron kinase,
Ki=5,3 uM; PKN, Ki=3,1 uM; PKC-a, K=73 uM) fir die inhibitorische Konstante K; (Uehata et al. 1997;
Ishizaki et al. 2000). In hippocampalen Neuronen aus Rattenembryonen induziert die Hemmung von
ROCK (s. Abb. 20, A) eine Stimulation des Neuritenwachstums (Da Silva et al. 2003). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit von NGF der ROCK-Inhibitor nur einen schwachen
Einfluss auf die Lange neuronaler Auslaufer in PC12-Zellen ausubte. Eine bereits zuvor unter SMN
knock-down Bedingungen beobachtete Hemmung des Neuritenwachstums konnte auch durch
Y27632 nicht kompensiert werden. Bei einem reduzierten SMN-Proteinspiegel hatte die Anwesenheit
oder Abwesenheit des Inhibitors im Vergleich zu der Kontrolle keinen Effekt auf die Lange neuronaler
Auslaufer.

PC12-Zellen zeigten in Abwesenheit von NGF keine neuronalen Auslaufer. Durch die Applikation des
Inhibitors Y27632 konnte der Einfluss des ROCK-vermittelten Neuritenwachstums NGF-unabhangig
untersucht werden. Die Kultivierung in Anwesenheit des ROCK-Hemmers fuhrte im Vergleich zu den
NGF-Kontrollen zu einer deutlichen Reduktion des Langenwachstums, da in Abwesenheit von NGF
die Rac1- und Cdc42-vermittelten, wachstumsstimulierende Effekte nicht auftraten. Der ROCK-
Inhibitor induzierte auch unter SMN knock-down Bedingungen die Ausbildung neuronaler Fortsatze.
Der durch die Reduktion des SMN-Proteinspiegels bedingte hemmende Einfluss auf das
Neuritenwachstum war vom Stimulus (Y27632 oder NGF) der Differenzierung unabhangig. Dies
deutet auf eine SMN-Funktion unterhalb der RhoA-ROCK-Signalkaskade hin.

Der geringe Einfluss der ROCK-Inhibition auf das Neuritenwachstum wahrend der NGF vermittelten
Differenzierung in den Kontrollvektor-transfizierten Zellen wird vermutlich durch eine gleichzeitige,
durch NGF vermittelte Hemmung der RhoA-Aktivierung verursacht. NGF-Bindung an den
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Neurotrophinrezeptor p75 flihrt in embryonalen Ciliarganglienzellen aus dem Huhn zur Inaktivierung
von RhoA und zu verstarktem Wachstum neuronaler Ausldufer (Yamashita et al. 1999). Arbeiten zur
NGF-Signaltransduktion in PC12-Zellen zeigen, dass die TrkA-Rezeptortyrosinkinase-vermittelte
Stimulation der Phosphatidylinositol-3-Kinase und verschiedener GEFs (Sos, Vav2, Vav3) zur
Aktivierung von Rac1 und Cdc42 und zur Deaktivierung von RhoA fiihren (Nusser et al. 2002). Dabei
wurde eine temporare Relokalisation der RhoA-GTPase von der Membran in das Zytoplasma
beschrieben. Dass der SMN knock-down gleichwohl der Hemmung von RhoA durch NGF sowie von
ROCK durch Y27632 eine Inhibition des Neuritenwachstum induziert, deutet darauf hin, dass das
SMN-Protein mdglicherweise unabhangig von der RhoA-GTPase oder unterhalb des RhoA-ROCK-
Signalweges die Bildung neuronaler Auslaufer beeinflusst.

Es konnte in PC12-Zellen gezeigt werden, dass die ROCK-Inhibition durch Y27632 und einem
alternativen ROCK-Inhibitor H-1152 zu einem Rickgang von Phospho-Cofilin (s. Abb. 20, A) und
langeren Neuriten fihrt (Zhang et al. 2006b). Jene Arbeit bestatigt die Annahme, dass die Aktivierung
des endogenen Cofilins die Dynamik des Actin-Zytoskeletts erhéht. In embryonalen Neuronen aus
dem Hippocamous der Ratte bewirkt die Inhibition der RhoA-GTPase durch das clostridiale Toxin C3
sowie die Hemmung die Y27632-vermittelte Hemmung von ROCK eine Verschiebung des G-/F-Actin-
Gleichgewichts zu monomerem G-Actin und die Stimulation des Wachstums neuronaler Fortsatze (Da
Silva et al. 2003). Dariiber hinaus wurde in den Zelllysaten von hippocampalen Neuroen, die in
Anwesenheit von Y27632 kutiviert wurden, eine Abnahme in der Profilin2 Phosphorylierung
nachgewiesen. In murinen Neuronen aus der granuldren Schicht des Kleinhirns konnte nachgewiesen
werden, dass die C3-vermittelte Inhibition von RhoA zu gréReren Wachstumskegeln und zu einer
Stimulation des Neuritenwachstums fiihrt (Bito et al. 2000). Die Uberexpression der dominant-aktiven
V14-RhoA-GTPase sowie dominant-aktiven Detla3-RhoA-bindenden Kinase (Delta3-ROCK) fihrt
umgekehrt zu kleineren Wachstumskegeln, zeigt aber nur einen geringen Einflull auf die Lange der
Auslaufer. Aufgrund alternativer Substrate der RhoA-bindenden Kinase, sind die durch ROCK-
Inhibition evozierten Effekte jedoch nicht zwangslaufig auf Profilin2, Limk oder Cofilin zurtickzufiihren.
Unabhangig von den Lim-Kinasen und Profilin, aktiviert ROCK auch Myosin Il Gber Phosphorylierung
der leichten Kette des Myosins (MLC: myosin light chain) (Amano et al. 1996) und der Myosin
Phosphatase (MCP), die dadurch inaktiviert wird (s. Abb. 3, Einleitung) (Matsumura 2005). Es wurde
in der N1E115-Neuroblastoma-Zelllinie demonstriert, dass die Uberexpression dominant-aktiver MLC
sowie die Aktivierung von Myosin Il durch RhoA und ROCK zu einer Inhibition des Neuritenwachstums
fuhrt (Amano et al. 1998). Umgekehrt hemmt die Inaktivierung von Myosin Il durch Blebbistatin in
Aplysia Bag-cell-Neuronen den retrograden Fluf3 von F-Actin aus dem Leitsaum (periphere Zone) in
die Ubergangszone des Wachstumskegels (Medeiros et al. 2006). Der dadurch gesteigerte Actin-
Umsatz am auflersten Rand des Wachstumskegels erhéht deutlich die Mobilitdt des Leitsaums. Da
die Inhibition von ROCK zu einer verminderten Aktivitdt von Myosin-Il und zu einem mdglicherweise
gesteigerten Neuritenwachstum fiihren sollte, der inhibitorische Effekt des SMN knock-downs auf das
Neuritenwachstum jedoch von einer ROCK-Inhibition unabhangig war, scheint das SMN-Protein wenn

Uberhaupt unterhalb einer RhoA-ROCK-MLC-Myosin-Il Signalkaskade zu liegen.
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Obwohl in unterschiedlichen Neuronenkulturen die Inhibition von RhoA oder ROCK positive Effekte
auf das Neuritenwachstum zeigt, wurde in transgenen Cre-LoxP-Mausen, die die dominant-negative
RhoA-GTPase (RhoA DN) oder die dominant-negative RhoA-bindende Kinase (Rho-K DN)
ausschlieBlich in Neuronen exprimieren, die spezifische Degeneration von Motoneuronen im
Rickenmark von E10.5 Embryonen nachgewiesen (Kobayashi et al. 2004). Dabei nimmt die Anzahl
an Islet1-positiven Motoneuronen bei RhoA DN um 42-56 %, bei Rho-K DN um ca. 41 % ab. Die
Degeneration der Neurone liegt zeitlich deutlich vor dem natlirlichen progammierten Zelltod wahrend
der Entwicklung der Motoneurone und zeigt keinen Einfluss auf die Entwicklung der Schwann-Zellen
oder Muskeln (Kobayashi et al. 2004). Ubereinstimmend mit den Daten zur Expression von dominant-
negativem RhoA bzw. ROCK in murinen Neuronen, kann auch in SMA-Patienten die spezifische
Degeneration von Motoneuronen im Rickenmark und Hirnstamm beobachtet werden (Crawford und
Pardo 1996). In SMA-Typ 1 und insbesondere in SMA-Typ 0 Patienten kdnnen bereits pranatal
Defekte bei der fotalen Bewegung nachgewiesen werden (Dubowitz 1999). Die Betroffenen zeigen
nach der Geburt eine ausgepragte axonale Degeneration und Denervation der Muskeln sowie eine
extreme Muskelschwache (MacLeod et al. 1999). Méglicherweise ist auch bei der infantilen Spinalen
Muskelatrophie die Aktivitat der RhoA-bindenden Kinase wahrend der Embryonalentwicklung gestort.

ROCK phoshoryliert und deaktiviert die Lim Kinase (Maekawa et al. 1999). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass unter SMN knock-down Bedingungen die Phosphorylierung des Enzyms leicht
und die des Substrates Cofilin stark zurlick geht. Der Verlust der Lim-Kinase 1 ist mit dem Williams-
Beuren-Syndrom assoziiert und fihrt beim Menschen zu einer mentalen Retardierung (1Q: 55-60)
sowie zu Problemen bei der raumlichen Wahrnehmung (Frangiskakis et al. 1996). Im Drosophila-
Modell fiihrt die fast vollstandige, homozygote Deletion des LimK-Gens (Limk®>-Mutante) zu Defekten
an der neuromuskularen Endplatte und zu einem Anstieg in der Anzahl prasynaptischer Boutons (Ang
et al. 2006). Da die Uberexpression der konstitutiv aktiven Lim-Kinase unter einem Motoneuronen-
spezifischen Promoter (Limkkd) zu einer Abnahme an Boutons und zu einer verkleinerten Synapse
fuhrte, scheint sich die Grolle der Synapse umgekehrt proportional zur Aktivitdt der Lim-Kinase zu
verhalten. In einem Drosophila-SMA-Modell konnten an der neuromuskularen Endplatte im Vergleich
zu Kontrolltieren ebenfalls ein deutlicher Anstieg in der Anzahl an Boutons nachgewiesen werden
(Chan et al. 2003). Daruber hinaus wurde eine Abnahme von Glutamatrezeptor-Clustern (GIuR 1l1A) an
der postsynaptischen Membran der Muskelendplatte beschrieben. Die verringerte Rezeptordichte
bedingt nach Reizung eine verminderten Amplitude des erregenden postsynaptischen Stromflusses
(EPSC) und stort demnach die Reizweiterleitung (Chan et al. 2003). Somit flhrt der Verlust von LimK1
und SMN zu &hnlichen Defekten an der neuromuskuldren Endplatte. Da sowohl die verminderte
Aktivierung von ROCK (RhoA DN) als auch die enzymatisch inaktive Mutante von ROCK (Rho-K DN)
wahrend der Embryonalentwicklung zur Degeneration von Motoneuronen fiihrt und der Verlust der
Lim-Kinase bzw. die fehlende Aktivitdt des Enzyms eine gestorten Entwicklung der Muskelendplatte
verursacht, erscheint eine Assoziation des SMN-Proteins mit Funktionen der RhoA-bindenden Kinase
wahrscheinlich. Untersuchungen an einem Cre-loxP Mausmodell, bei dem es zur Expression einer
haufig in SMA-Patienten beobachteten C-terminalen SMN-Deletionsmutante (SMNA7) in neuronalem
Gewebe kommt (Frugier et al. 2000), weisen in eine ahnliche Richtung. Die SMNA7-Expression

verursacht massive Defekte an der neuromuskularen Endplatte. Darlber hinaus nimmt die Anzahl der
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Motoneuronen-Zellkérper um 30 % und die der Axone um 78 % ab (Cifuentes-Diaz et al. 2002).
Autopsiebefunde von SMA-Patienten deuten auf eine Korrelation zwischen dem Schweregrad der
Erkrankung und der Fahigkeit der verbliebenen Motoneurone, durch axonales Sprossen auf die
Denervation benachbarter Muskelfasern zu antworten, hin (Crawford und Pardo 1996). Die
Ergebnisse aus den Untersuchungen an den verschiedenen Tiermodellen sowie die in dieser Arbeit
gemachten Beobachtungen weisen auf eine neue, axonale Funktion des SMN-Proteins hin, die von
der Assemblierung spleiBosomaler snRNP/SMN-Komplexe unabhangig ist. Die Daten legen nahe,
dass das SMN-Protein Uber Profilin2, die Lim-Kinasen und Cofilin einen Einflul? auf die Dynamik des

Actin-Zytoskelett ausiibt und dadurch das Wachstum neuronaler Auslaufer hemmt.
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