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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hereditare Spastische Paraplegien

1.1.1  Uberblick

Die Hereditaren Spastischen Paraplegien (HSP) bilden eine klinisch und genetisch
heterogene Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen. Neben anderen Synonymen
sind sie nach ihren Erstbeschreibern auch unter dem Begriff Strimpell-Lorrainsche
Erkrankung bekannt. Der Leipziger Neurologe Adolf Struimpell lieferte 1880 die
erste ausfuhrliche Darstellung des Krankheitsbildes.

Hauptkennzeichen ist eine progrediente spastische Tonuserhéhung mit
Hyperreflexie der unteren Extremitaten (Bruyn und Scheltens, 1991). Diese
Symptomatik findet ein neuropathologisches Korrelat in einer Degeneration der
kaudalen Pyramidenbahn und der Hinterstrange des Riickenmarks (Harding, 1984).
Die epidemiologische Datenlage zur HSP ist schwach und scheint regionale
Unterschiede zu zeigen. In West-Norwegen wird die Pravalenz auf 14/100 000
Einwohner geschatzt (Skre, 1974), wahrend sich in Déanemark eine Prévalenz von
0,9/100 000 Einwohner fand (Werdelin, 1986).

Da die Erkrankung einer kausalen Therapie noch nicht zuganglich ist, beschrankt sie
sich auf eine rein symptomatische Behandlung mit Physiotherapie und Antispastika
(Paulus et al., 2002).

1.1.2  Klinisches Bild

Die HSP zeigt zwei erkennbare zeitliche Krankheitsgipfel. Der erste liegt vor dem
sechsten Lebensjahr, der zweite zwischen dem zweiten und vierten Lebensjahrzehnt
(Paulus et al., 2002). Weitere Symptome neben einer Muskelschwache sind ein
positives Babinski-Zeichen, Blasenentleerungsstorungen und ein reduziertes
Vibrationsempfinden in den unteren Extremitaten (Bruyn und Scheltens, 1991).

Man unterscheidet zwischen einer unkomplizierten bzw. reinen und einer

komplizierten Form der HSP. Bei letzterer treten zusatzliche neurologische
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Symptome in Erscheinung. Dazu zadhlen Taubheit, Optikusatrophie, Demenz und
mentale Retardierung (Fink, 2002).

Harding (1981) unterteilte die unkomplizierte autosomal-dominante HSP klinisch
anhand des Alters bei Symptomauftreten in einen vor dem 35. Lebensjahr
auftretenden Typ 1 und einen nach dem 35. Lebensjahr auftretenden Typ 2. Neben
dem unterschiedlich starken Hervortreten von Spastik und Muskelschwéche
unterscheiden sich diese durch eine raschere Progredienz und vermehrte
Begleitsymptomatik beim Typ 2. Allerdings ist Auftreten und Auspragung der
Symptomatik einer inter- und intrafamiliaren Variabilitat unterworfen (Sauter et al.,
2002).

1.1.3 Genetik

Das Vererbungsmuster der HSP folgt, sowohl fur die reinen als auch die
komplizierten Formen, autosomal-dominanten, autosomal-rezessiven und X-
chromosomal-rezessiven Erbgangen.

Die haufigste Form ist mit bis zu 80 % die autosomal-dominante HSP (Tallaksen et
al., 2001). Wéhrend auf die autosomal-rezessive Form etwa 20 % entfallen, ist die
X-chromosomale HSP selten und nur in einzelnen Familien anzutreffen. Insgesamt
konnten bis dato 39 Loci mit HSP assoziiert und 16 Genprodukte identifiziert
werden (Tab. 1.1). Das zum Locus 2p21-24 gehorige SPG4-Gen konnte 1999 von
Hazan et al. isoliert und Mutationen in diesem bei Patienten mit autosomal-
dominanter HSP gezeigt werden. Das aus 17 Exons bestehende Gen erstreckt sich
dabei Uber einen Bereich von etwa 90 kb und kodiert fir das Genprodukt Spastin.
Mutationen in diesem Gen sind fur ungefahr 40 % der gesicherten autosomal-

dominanten HSP verantwortlich (Sauter et al., 2002).
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Genlocus | Genprodukt Vererbung HSP-Form
rein und
SPG1 |Xq28 L1-CAM X-chromosomal kompliziert
rein und
SPG2 |Xqg22 PLP X-chromosomal kompliziert
SPG3A |14g11-g21 Atlastin autosomal-dominant |rein
rein und
SPG4 |2p21-p24 Spastin autosomal-dominant |kompliziert
SPG5 [8g12-g13 noch unbekannt [autosomal-rezessiv  |rein
SPG6 |15g11 NIPA 1 autosomal-dominant |rein
rein und
SPG7 |16024.3 Paraplegin autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG8 [8g24.13 KIAA0196 autosomal-dominant |rein
SPGY9 |10023.3-024.2 |unbekannt autosomal-dominant |kompliziert
SPG10 |12g13 KIF5A autosomal-dominant |rein
SPG11 |2¢933.1 Spatacsin autosomal-rezessiv  |rein
SPG12 |19g13 unbekannt autosomal-dominant |rein
SPG13 |2g24-q34 HSP60 autosomal-dominant |rein
SPG14 |3927-928 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG15 |14922-024 Spastizin autosomal-rezessiv  |kompliziert
rein und
SPG16 |Xqgl1l.2 unbekannt X-chromosomal kompliziert
SPG17 |11g12-q14 Seipin (BSCL?2) [autosomal-dominant |[kompliziert
SPG18 |[Reserviert el T
SPG19 [9g33-934 unbekannt autosomal-dominant _|rein
SPG20 |13g12.3 Spartin autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG21 |15922.31 Maspardin autosomal-rezessiv  |rein
SPG22 |Reserviert el T
SPG23 |1g24-q932 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG24 |13g14 unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
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SPG25 [6023.3-q24.1 |unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
SPG26 |12p11.1-12g14 |unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG27 [10022.1-g24.1 |unbekannt autosomal-rezessiv  [rein
SPG28 |14921.3-022.3 |unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
SPG29 |1p31.1-1p21.1 |unbekannt autosomal-dominant |kompliziert
SPG30 |2937.3 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG31 [2pll.2 REEP1 autosomal-dominant |rein
SPG32 |14q9.12-g21 unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
SPG33 (10924.2 ZFYVE27 autosomal-dominant |rein
SPG34 |Xqg25 unbekannt X-chromosomal rein
SPG35 |16021-023.1  |unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG36 (12023-24 unbekannt autosomal-dominant |rein
SPG37 |8p21.1-q13.3 |unbekannt autosomal-dominant |rein
SPG38 |Reserviert —  [-----m-meemememee- | |-
SPG39 [19p13 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert

Tab. 1.1: Ubersicht der Genloci und der entsprechenden Genprodukte im Zusammenhang mit
der Spastischen Paraplegie. SPG = Spastische Paraplegie.

1.2 Spastin

Das 616 Aminoséure lange Genprodukt Spastin gehdrt zu den Proteinen der AAA-
Familie (Hazan et al., 1999). Diese auch AAA-Kassette (ATPase associated with
diverse cellular activity) genannte Region stellt eine hochkonservierte ATPase-
Doméne da. Mitglieder dieser Familie zeichnen sich durch eine Beteiligung an
zelluldaren  Prozessen  wie  Zellzyklusregulation, Proteolyse im  26S-
Proteasomensystem und Vesikeltransport aus (Patel und Latterich, 1998).
Mittlerweile sind Ober 100 Spastinmutationen beschrieben, darunter eine Vielzahl

von Missensemutationen, Nonsensemutationen, Leserahmenverschiebungen und
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Spleimutationen, sowie weniger haufig Deletionen (Reid, 2003). Die Mutationen
liegen verteilt Uber das gesamte Gen, wobei die am héaufigsten auftretenden
Missensemutationen eine Akkumulation in dem fir die AAA-Kasette kodierenden
Bereich zeigen (Blrger et al., 2000; Fonknechten et al., 2000; Lindsey et al., 2000;
Sauter et al., 2002). Eine Ausnahme bildet hier das Exon 4 des SPG4-Gens, in dem
bisher keine Mutationen identifiziert werden konnten. Im Blut und Gehirn konnten
alternativ gespleifite Varianten des SPG4-Transkriptes nachgewiesen werden.
Insbesondere im Rickenmark finden sich SPGA4-Transkripte ohne das Exon 4
(Svenson et al., 2001; Proukakis et al., 2002).

Die subzelluldre Lokalisation des Spastins ist ebenso wie seine Funktion noch
Diskussionsgegenstand. Wahrend eine Studie die Lokalisation von Spastin im
Nukleus postulierte (Charvin et al., 2003), demonstrierten Beetz et al. (2004) eine
Expression auch im Zytoplasma. Zusétzlich fand sich eine komplexe subzellulére
Lokalisation in Abh&ngigkeit vom Zellzyklus (Errico et al., 2004). Studien zeigten,
dass Spastin an der Dynamik des Zytoskeletts beteiligt ist. Durch die in der N-
terminalen Region gelegene MIT (Microtubule Interacting and Trafficking)-
Doméne interagiert Spastin mit den Mikrotubuli des Zytoskeletts (Errico et al.,
2002). Demgegeniiber wird auch auf eine mdgliche Rolle des Spastins im

intrazellularen Membranverkehr verwiesen (Reid et al., 2005).

1.3 Mutationen in putativen Interaktionspartnern des Spastins als Ursache
einer HSP

Die autosomal-dominant vererbte Form der HSP ist mit Abstand die haufigste.
Innerhalb dieser Gruppe wiederum haben Mutationen im SPG4-Gen einen Anteil
von 40 %, Mutationen im SPG3A-Gen von 10 % (Zhao et al., 2001). Das bedeutet,
eine molekulargenetische Analyse dieser beiden Gene in klinisch diagnostizierten
Patienten mit HSP deckt etwa die Hélfte der ursachlichen Mutationen auf. Jedoch
lasst sich bei den anderen Patienten so die zugrunde liegende Mutation nicht finden.
Hier besteht die Mdglichkeit, dass andere mit HSP assoziierte Gene urséchlich sind,
ein als genetische Heterogenitét bezeichnetes Prinzip.

Heterogenitat findet sich auch bei der Retinitis pigmentosa (RP), einer Erkrankung

mit Nachtblindheit und fortschreitender Einschrankung des Gesichtsfeldes
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(Heckenlively, 1988). Sie beruht auf einer progressiven Degeneration von
Photorezeptorzellen durch Apoptose (Portera-Cailliau et al., 1994). Ahnlich wie bei
der HSP ist das Vererbungsmuster in den meisten Féllen autosomal-dominant,
autosomal-rezessiv oder X-chromosomal. Inzwischen sind 45 Genorte und eine
Vielzahl von Genprodukten bekannt (Hamel, 2006). Meindl et al. konnten 1996 das
RP3-Gen identifizieren, das ein RPGR (Retinitis-pigmentosa-GTPase-Regulator)
genanntes Protein codiert. Mittels des Yeast-Two-Hybrid-Systems konnte ein
Interaktionspartner von RPGR, ein folglich RPGR-interacting protein 1 genanntes
Genprodukt, identifiziert werden. Dieses verursacht im Falle von Mutationen
ebenfalls eine RP (Roepman et al., 2000).

Ableitend aus dieser Tatsache lie} sich postulieren, dass auch Interaktionspartner
des Spastins Kandidaten einer HSP sein konnten. Unter Verwendung des Yeast-
Two-Hybrid-Systems konnten im Rahmen einer Diplomarbeit vier putative
Interaktionspartner des Spastins als mogliche Kandidatengene fir die HSP
identifiziert werden (Béhm, 2003). Auffallig ist, dass diese vier Loci in Bereichen
lokalisierten, die direkt oder in der Nachbarschaft von HSP-assoziierten Loci liegen.
Diese sind in Tabelle 1.2 aufgefuhrt.

Putativer Interaktionspartner ~ Genlocus  Assoziierter HSP-Locus

COPS5 8912.3 SPG5
FLJ40626 10qg23.3-24.2 SPG9
Reticulonl 14922 SPG15
Reticulon3 11913 SPG17

Tab. 1.2: Lokalisation der vier Gene der putativen Interaktionspartner des Spastins und ihr
assoziierter HSP-Loci (nach B6hm 2003).
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Zu den bisher bekannten HSP-Loci sind bis dato nur weniger als die Hélfte der
entsprechenden Genprodukte identifiziert. Daher kommen Mutationen in Genen fur
putative Interaktionspartner des Spastins, wie COPS5, als genetische Ursache flr
eine HSP in Frage. Wirde sich diese Hypothese als richtig erweisen, kdnnte eine
molekulargenetische Analyse dieser Gene etabliert werden und so einem weiteren
Teil der HSP-Patienten helfen, ihre Krankheitsursache zu definieren. Daher waren
die Ziele dieser Arbeit:

1. Transkriptanalyse des murinen Cops5 in verschiedenen Organen von
Wildtyp-Mé&usen mittels RT-PCR.

2. Co-Lokalisationsstudien und Interaktionsstudien von Cops5 mit Spastin
mittels Immunfluoreszenz und Co-Immunoprazipitation zur Verifikation der
Interaktion.

3. Sequenzierung des COPS5-Gens von Patienten mit klinisch diagnostizierter
HSP, bei denen Mutationen im SPG4- und SPG3A-Gen nicht detektiert

werden konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Bioreagenzien

Nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt)

in p.A.-Qualitat bezogen.

[a-32P]dCTP
1kb DNA ladder
Agar

Agarose
Ampicillin
Ampuwa
Aprotinin

BCIP

Blocking Reagenz
Bromphenolblau
BSA (Faktor V)
Chloroform
Coomassie-Brilliant-Blau R250
DEPC

DMEM

DMSO

dNTPs

DPBS

DTT

EDTA
Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid
FKS

Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Fresenius AG, Bad Homburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Boehringer, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Gibco/BRL, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PAN Biotech GmbH

Biomol GmbH, Hamburg

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Gibco/BRL, Karlsruhe
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Glycerin ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

IPTG Biomol GmbH, Hamburg

Kanamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Lachsspermien-DNA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
MOPS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
NBT Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Restriktionsendonukleasen Invitrogen GmbH, Karlsruhe

RNase A Gibco/BRL, Karlsruhe

RNase-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden

RNase-Inhibitor QIAGEN GmbH, Hilden

SDS ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
T4-DNA-Ligase Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Triton X-100 Serva, Heidelberg

Tris Base Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Tween-20 Fluka, Deisenhofen

Vectashield Mounting® Medium  Paesel & Lorei GmbH & Co., Hanau
X-BGal Biomol GmbH, Hamburg

2.1.2  Gebrauchsfertige Reaktionssysteme (,,Kits*)

DYEnamic ET-Terminator Mix Amersham Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg

Hexalabel™ DNA Labeling Kit MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

HotStar Tag-Mastermix QIAGEN GmbH, Hilden

Lipofectamin2000™ Transfection Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Reagenz

pGEM®-T Easy Vector System Promega GmbH, Mannheim

QIAEX Il Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN GmbH, Hilden

QIAGEN EndoFree Plasmid Maxi Kit QIAGEN GmbH, Hilden

ROCHE® One Step RT-PCR Kit Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim
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2.1.3 Gebrauchswaren

Nicht gesondert aufgefiihrte Gebrauchswaren stammten von den Firmen Krannich
GmbH & Co. KG (Gottingen) und Schiitt Labortechnik GmbH (Gottingen).

Blottingpapier GB001-004 Schleicher & Schiill GmbH, Dassel

Centrisart I-Zentrifugationsréhrchen Sartorius AG, Gottingen

Hybond™-XL Nitrocellulose Amersham Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg

MicroSpin™ S-200 H Amersham Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg

Montage®PCR filter devices Millipore GmbH, Schwalbach

Plastikwaren Greiner,  Solingen und  Falkon,
Heidelberg

Rontgenfilm Hyperfilm™ MP Amersham Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg

Sterilfilter Sartorius AG, Gottingen

Zellkulturflaschen Greiner, Nurtingen

2.1.4  Geréate

Entwicklungsgerat Gevamatic 110 U Agfa Gevaert, Munchen

Kihlzentrifuge, 5417R Eppendorf, Hamburg

Magnetrihrer Schiitt Labortechnik, Goéttingen

Megafugel.0 R Heraeus GmbH, Hanau

Mikroskop BX60 Olympus, Miinchen

Tischzentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg

Thermocycler Perkin Elmer Applied Biosystems, Weiterstadt

Thermocycler Primus MWG-Biotech, Ebersberg

Transilluminator, UVT-28M Herolab GmbH, Wiesloch

TurboBlotter™ Schleicher & Schiill GmbH, Dassel
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2.15 Vektoren

pGEM-T Easy
pDsRed2-N1
pEGFP-C1

pQM-NTag/A intron

Promega, Mannheim

BD Clontech, Heidelberg
BD Clontech, Heidelberg
Abcam, Cambridgeshire, UK

2.1.6  Oligonukleotide

Die folgend aufgefiihrten Primer (L&nge in Basenpaaren) wurden durch die Firma

Qiagen (Hilden) synthetisiert und nach Erhalt mit dH,O auf eine Konzentration von

100 pmol/ul geldst. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Sequenz 5’ -3’

Cop-1F CGT CAT GTC CCG GAAAGGTCCCTGTCT TC 29
Cop-1R GTC GGT GAAAGCTCTTCACCCCTTTCAC 28
Cop-2F GTAGTCTACACTCCCTTTCCATCGCICT 28
Cop-2R CAGGCTTTT AATCTCGTACATTTT ACATAT 30
Cop-3F GCC CAT AGATTT CGC ATC TGG GCT GAG 27
Cop-3R GTCCCAGCTTCT AAGAGATGGAATTCAC 28
Cop-4F CTGTGAGACACT TAT ATTACCCTCTTACTG 30
Cop-4R GAG TTG GCT TGA GCC TAG GCG ATG AAG GCT 31
G
Cop-5F GCCTCC GAA AGT TAATAATCCTAT TAT TAG 30
Cop-5R GGACTGGTT GAT ATCTAAGGT TTCTTT AGG 30
Cop-6F GTA GGA GAT TTG GAT CCACAACCCTTG AAG 30
Cop-6R GGC CAA GTC AGG TAT AGC CTT TCT GTG 27
Cop-7F CCT CACTGACTATTC ACT CAGATT TTA CAG 30
Cop-7R CAG GTACCATTICTAAGTT GTAACT AACTTG 30
Cop-8F GGA GTT ACATGG ATG GAT TGG GGC TGA TC 29
Cop-8R CCGTAATGG ATACTAGAAAAATATTGCG 28
F1-copsS GGA AGG TCC AAAGCCCGCACGCTGAGGC 28
F2-copsS TCTTGATTG TGG AGC GACAGCTTC TCC GGT 30
R1-cops5 TTT TAT TAC AGT GCT AAT ACT CAG GACA 28
R2-copsS TTCCTT CCACACACCAGCTTTGAGAAGT 28
R3-cops5 CCG AGCATCAAACCCATCACTTCCAAGT 28
R4-copsS AGC AACGTT AAT CTG ATT AAACAGTTT AT 29
F1-COPS5 ATAATTTTC CGA GACAAGATGTTCTCATIT 30
F2-COPS5 TCC CGT GGT GCG GAG GGT CAAGGC CCACAC 30
R1-COPS5 GGA CAC TTC AGA GCA CCT TAT ACT TCT AAT 30
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R2-COPS5 CTG TCT TTC AGG TAA AGT ACT TCT CAG AGA 30
F-Redhuman | CAA GCT TTC GGC GAT GGC GGC GTC CGG G 28
R-Redhuman | GGG ATC CGG AGA GAT GTT AAT TTG ATT 27
(F)-EGFP CAA GCT TCC GCA GCT TCC GGG AGT GGT ATG 30
(R)-EGFP GAG ATC TCT AAG CAACGT TAATCTGATT 28
(F)-pQM- CAA GCT TGC AGC TTC CGG GAG TGG TAT G 28
NTag

(R)DsRed2- CAC GGT GCC CTC CAT GCG CAC CTT GAA 27
N1

(F)pPEGFP-C1 | CGA TCA CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT 27
(F)pQM- TCT AGA GCC ATG GGT TCA AGT ACT TCT 27
NTag/A-l.

2.1.7  Antikorper

Die folgenden Antikdrper wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Taufkirchen) bezogen:

monoklonales Kaninchen-Anti-Myc-1gG
Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-Cy3-Konjugat
Ziege-Anti-Maus-1gG-FITC-Konjugat

Ziege-Anti-Kaninchen-1gG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat

Der folgende Antikérper wurde von der Firma Acris GmbH (Hiddenhausen)

bezogen:

monoklonales Maus-Anti-E2-1gG

2.1.8 Bakterienstamme

Zur Amplifikation von Plasmiden wurden kompetente Bakterien vom Stamm

Escherichia coli K12 DH 5a der Firma Invitrogen, Karlsruhe verwendet.

Genotyp: F~ ¢80d lacZAM15 endAl recAl hsdR17 (r., m.’) sup E44 thi-1 d-
gyrA96A(lacZY A-arg)
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2.1.9 Bakterienkulturmedien und LB-Platten

2.1.9.1 Bakterienkulturmedien

LB (Luria Bertani) -Medium (pH 7,5) 1 % (w/v) Pepton
0.5 % (w/v) Hefe Extrakt
0.5 % (w/v) NaCl

Das Medium wurde mit dH,0 angesetzt. Nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf
etwa 50°C wurden optional Antibiotika aus einer Stammldsung nach u.g. Schema

zur selektiven Anzucht hinzugegeben.

Ampicillin Medium 50 mg/ml Stammlésung auf eine Endkonzentration
von 50 pg/ml

Kanamycin Medium 25 mg/ml Stammldsung auf eine Endkonzentration
von 25 pg/ml

2.1.9.2 LB-Platten

Fur die Herstellung von LB-Platten wurde entsprechendes LB-Medium vor dem
Autoklavieren mit 1,5 % (w/v) Agar versetzt und zusammen mit 1mM IPTG und 2
% X-Gal in Petrischalen gegossen. Nach dem Ausharten wurden die Platten, ebenso
wie das Flissigmedium, bei 4°C gelagert.

2.1.10 Zelllinien und Zellkulturmedien

2.1.10.1 Zelllinien

Bei der zur Transfektion genutzten Zelllinie handelt es sich um embryonale
Mausfibroblasten (NIH3T3-Zellen).
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[Swiss 3T3, American Type Culture Collection, Rockville, USA “NIH Swiss

Mouse”]

2.1.10.2 Zellkulturmedien

Als Medium wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 % fetalem
Kélberserum (FKS), 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Sodium Pyruvat, sowie 2

mM L-Glutamin versetzt.

2.1.11 Puffer und Ldsungen

Die verwendeten Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, je
nach Bedarf mit deionisiertem Wasser (dH,O) oder Ampuwa (pyrogenfreies Wasser
fir molekularbiologisches Arbeiten) hergestellt. Sie sind, sofern nicht vom
Hersteller stammend, in ihrer Zusammensetzung direkt mit der jeweiligen Methode
beschrieben.

2.1.12 Sterilisation

Gebrauchswaren, Ldsungen und Kulturmedien wurden je nach Eignung, in der
Regel bei 121°C und 10° Pa fur mindestens 20 min im Dampfdruckautoklaven
(Webco, Bad Schwartau) autoklaviert oder fur 8 - 12 Stunden bei 180°C
hitzesterilisiert. Hitzeempfindliche Losungen wurde sterifiltirert (Sterilfilter mit
PorengroRe 0,2-0,45 pum).

2.1.13 Datenbanken

Nukleotid- und Proteinsequenzen wurden mit der Sequenzdatenbank Genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) mit Hilfe des BLAST-Programms (Altschul et al.,
1990) analysiert.
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2.2 Methoden

2.2.1  Isolierung von Nukleinsduren

2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Mal3stab

Die sog. Miniprap erlaubt die schnelle Isolierung einer geringen Menge von
Plasmid-DNA zum Zwecke ihrer Analyse.

Hierfir wurden 5 ml LB-Medium, mit Zusatz des entsprechenden Antibiotikums
(zumeist Ampicillin oder Kanamycin), mit einer E. coli Kolonie beimpft und tber
Nacht bei 37°C in einem Schuttler bei 160 rpm inkubiert. Nach Abnahme von 500
ul der Ubernachtkultur zur Herstellung eines Glycerinstocks wurde der Rest der
Bakterienkultur in einem E-Cup bei 4000 x g fir 10 min pelletiert und der
Uberstand dekantiert. Resuspendiert und gevortext in 200 pl P1-Lésung wurden die
Bakterienzellen mittels 200 pl P2-Ldsung unter kurzem vorsichtigem Schwenken
und Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Lyse wurde anschlielend
durch Zugabe von 200 ul P3-Ldsung gestoppt. Zentrifugation bei 14.000 x g fir 20
min bewirkte eine Abtrennung von Proteinen, Membranbestandteilen und
bakterieller genomischer DNA, wihrend die Plasmid-DNA im klaren Uberstand in
Losung blieb. Uberfiihrt in ein neues E-Cup wurde aus dem Uberstand die DNA
durch 700 pl kaltes Isopropanol, sowie nochmaliger Zentrifugation bei 14000 x g
fir 20 min prazipitiert. Nach erneutem Verwurf des Uberstandes wurde das Pellet
mit 200 pl 70% Ethanol gewaschen. Nach der letztmaligen Zentrifugation bei 14000
x g fir 10 min und Trocknen des Pellets wurde die Plasmid-DNA in 20 pl Ampuwa
Wasser gelost und konnte nach Testung der Prdparationseffizienz mittels

gelelektrophoretischer Auftrennung bei -20°C gelagert werden.

P1-L0Osung: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
P2-L6sung: 200 mM NaOH
1% SDS

P3-L0Osung: 2,55 M Kaliumacetat, pH 4,8
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2.2.1.2 lIsolierung von Plasmid-DNA im praparativen Mal3stab

Mittels der sog. Midiprdp wurden grollere Mengen Plasmid-DNA unter
Verwendung des Qiagen Midi Plasmid Kits in Anlehnung an das Protokoll des
Herstellers prapariert. Die Methode beruht auf einer Modifikation der alkalischen
Lyse (Birnboim und Doly, 1979) und anschlieBender Aufreinigung uber eine
Anionenaustauscherséule.

Eine E.coli Kolonie wurde in 200 ml LB-Medium, versetzt mit einem
entsprechenden Selektionsantibiotikum, inokuliert und Uber Nacht bei 37°C in
einem Schttler inkubiert. Die Bakterienzellen der Ubernachtkultur wurden bei 5000
x g fur 20 min und 4°C abzentrifugiert und das Pellet nach Verwerfen des
Uberstandes in 4 ml RNase-haltiger P1-Losung aufgenommen. Im Anschluss an
eine Uberfiihrung der Suspension in ein Zentrifugenréhrchen wurden zur Lyse der
Zellen 4 ml P2-Losung zugegeben und nach kurzem Invertieren 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml P3-Lésung zur Neutralisation
wurde der Ansatz 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation der
Zelltrimmer bei 10000 x g fir 20 min bei 4°C. Zeitgleich wurde eine
Anionenaustauschersaule mit 4 ml QBT-L6sung &quilibriert. Diese wurde mit dem
plasmidhaltigen Zentrifugationsiberstand beladen, so dass die Plasmid-DNA nach
Durchlaufen der Losung an das Sdulenmaterial gebunden hatte. Nach zweimaligem
Waschen mit 10 ml QC-Losung wurde die Plasmid-DNA mit 5 ml QF-L&sung
eluiert. Eine Zugabe von 3,5 ml Isopropanol und anschliefende Zentrifugation bei
10000 x g fir 20 min bei 4°C bewirkte eine Fallung und Sedimentierung der DNA.
AbschlieBend wurde das Pellet mit 2 ml 70 % Ethanol gewaschen und bei 10000 x g
fur 10 min bei 4°C letztmalig zentrifugiert. Nach Trocknen des Pellets wurde dieses
in 200 pl Ampuwa Wasser aufgenommen und konnte nach photometrischer

Messung der DNA-Konzentration bei -20°C gelagert werden.

QBT-L6sung (Aquilibrierungspuffer): 750 mM NaCl
50 mM Mops, pH 7
15 % (v/v) Ethanol
0,15 % (v/v) Triton X-100
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QC-Losung (Waschpuffer): 1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7
15 % (v/v) Isopropanol

QF-Losung (Elutionspuffer): 1,25 M NaCl
50 mM Tris/HCI pH 8,5
15 % (v/v) Isopropanol

2.2.1.3 Endotoxin-freie Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung Endotoxin-freier Plasmid-DNA wurde das EndoFree Plasmid Maxi
Kit der Firma Qiagen benutzt. Hierbei ist ein Schritt zur Entfernung der Endotoxine
enthalten, ansonsten entspricht das Protokoll der Gewinnung von Plasmid-DNA im
praparativen Malstab.

Zur Transfektion kultivierter Zellen ist es notwendig, Endotoxine nahezu restlos aus
der DNA-L6sung zu entfernen. Als Endotoxine werden Lipopolysaccharide (LPS)
aus der Zellwand gramnegativer Bakterien (wie E. coli) bezeichnet. Wahrend des
Lyseprozesses gelangen diese in das Lysat und konnten spater die Transfektion
sensitiver eukaryontischer Zellen beeinflussen. Ein erhohter Gehalt an LPS senkt
dabei die Transfektionsrate erheblich.

Anzucht und Lyse der Bakterienzellen erfolgte wie unter 2.2.1.2 beschrieben, nur
wurde das Lysat jetzt nach Zugabe des Neutralisierungspuffers (P3-Ldsung) in eine
QIAfilter-Kartusche uberfihrt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Abtrennung des sich dabei sammelnden Prazipitats aus Proteinen, genomischer
DNA und Detergens wurde dann der Verschluss der Kartusche entfernt und die
Probe unter stdndigem Druck durch die Filtrationseinheit in ein Zentrifugenréhrchen
filtriert. Nach Zugabe von 2,5 ml ER-L6sung, eines Puffers zur Entfernung von
Endotoxinen, wurde fir 30 min auf Eis inkubiert. Der Inkubation folgend wurde die
Probe auf eine, zwischenzeitlich mit 10 ml QBT-L&sung aquibrilierte Qiagen-tip-
500-Saule, gegeben. Die ER-L6sung verhinderte hierbei die Bindung der LPS an
das Material der Saule. Nach zweimaligem Waschen mit 30 ml QC-Ldsung wurde
die nun Endotoxin-freie DNA mit 15 ml QN-L6sung eluiert. 10,5 ml Isopropanol

und 30 mindtige Zenrifugation bei 15000 x g und 4°C fiihrten zur Pelletierung der
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DNA, die abschlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen wurde. Nach Trocknung
wurde das Pellet in einem Endotoxin-freien Tragermedium resuspendiert und konnte

nach einer photometrischen Konzentrationsmessung bei -20°C gelagert werden.

ER-Ldsung: Zusammensetzung nicht bekannt

QN-Lo6sung (Elutionspuffer): 1,6 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7
15 % (v/v) Isopropanol

2.2.1.4 Herstellung von Bakterien-Glycerinstocks

Zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden Glycerinstocks
angelegt. 500 pl einer Bakteriensuspension wurden mit 500 ul sterilem Glycerin

versetzt und konnten nach Durchmischen bei -80°C gelagert werden.

2.2.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Um gewonnene DNA zu quantifizieren, wurden 2 pl der Probe mit 398 pl dH,O
verdunnt und in eine Prézisionsklvette aus Quarzglas (Hellma) pipettiert. Mit dem
auf Xenon-Spektrallinienbasis arbeitenden BioPhotometer der Firma Eppendorf
konnte anschliellend die Nukleinsdurekonzentration ermittelt werden. Diese basierte

auf einer Extinktionsmessung bei 260 nm.

2.2.2  Aufreinigung von Nukleinsauren

2.2.2.1 Ethanolfallung von DNA

Die Ethanolfédllung wurde als Reinigungsschritt eingesetzt um DNA von

niedermolekularen Kontaminationen zu befreien und so einer effizienten

enzymatischen Weiterverarbeitung zuganglich zu machen.
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Zugabe von 1/10 des Ansatzvolumens an 3 M Natriumacetat pH 4,8 sowie des
2,4fachen Volumens an 100 % Ethanol zur DNA mit anschliefender Inkubation von
20 min bei -80°C fiihrten zur Prazipitation. Nach Zentrifugation bei 12000 x g flr
10 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 70 % Ethanol einem
Waschschritt mit letztmaliger Zentrifugation unter gleichen Bedingungen,
unterzogen. Das getrocknete Pellet wurde abschlieBend in 20 pl dH,O

aufgenommen.

2.2.2.2 Aufreinigung von PCR-Produkten tiber Microcon-PCR-Saulen

Um PCR-Produkte von Enzymen, Salzen und Kontaminationen sowie
uberschussigen Primern abzuscheiden, wurden diese mittels eines Microcon-PCR-
Ultrazentrifugationsrohrchens (Millipore) gefiltert.

Zunachst wurde mittels Agarosegelelektrophorese an einem Aliquot des PCR-
Ansatzes Uberpriift, ob die Amplifikation erfolgreich war. AnschlieRend wurde der
restliche Ansatz auf die Membran einer in einem 1,5 ml Cup sitzende Sdule
gegeben, mit dH,0 auf 500 ul aufgefullt und fir 15 min bei 3500 x g zentrifugiert.
Die Sédule wurde gewendet, in ein neues Cup gestellt, mit dem gewinschten
Volumen dH,0 befillt und durch erneute Zentrifugation bei 2000 x g fur 5 min die
DNA eluiert.

2.2.2.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die vollstandige Aufreinigung von aus Agarosegelen isolierten DNA-Fragmenten
erfolgte mit Hilfe des QIAEX Il Gel Extraction Kits (Hilden). Zugrunde liegendes
Prinzip dieser Methode ist eine durch hohe Salzkonzentrationen reversible
Adsorption der DNA an eine Silikatsuspension, wahrend die Salze gleichzeitig die
Wasserstoffbriickenbindungen der Agarosepolymere l6sen. Am Ende flhrt ein
Absenken der Salzkonzentration wieder zur Elution der DNA.

Das nach elektrophoretischer Auftrennung mittels Skalpell isolierte Gelstiick wurde
in einem E-Cup gewogen, mit QX1-Ldsung sowie mit 10 pl einer Silikonsuspension

versetzt und gemischt. Dabei wurde pro 1 mg Gewicht 3 ul Lésung hinzugefiigt.
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Inkubation des Ansatzes bei 50°C fiir 10 min auf dem Thermoschttler bewirkte ein
Auflosen der Agarose und binden der DNA an die Silikatpartikel. Zentrifugation bei
10000 x g fur 30 sec fiihrte zur Pelletierung der Glasmilch. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde einmalig mit 500ul QXI gewaschen sowie zur Entfernung aller
Salze und Verunreinigungen zweimalig mit 500 pl ethanolhaltiger PE-L&sung.
AnschlieBend wurde das Pellet getrocknet und in 20ul Ampuwa Wasser
aufgenommen. Der Ansatz wurde nach 5 min Elution der DNA bei Raumtemperatur
letztmalig unter selbiger Kondition zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Cup
uberfuhrt. Zur Maximierung der Ausbeute konnte dieser Schritt wiederholt werden.
2 Ul des Eluats wurden abschlieBend zur Analyse auf ein Agarosegel aufgetragen

und getestet.

2.2.3  Enzymatische Modifikation von Nukleinsauren

2.2.3.1 Analytische Restriktion

Zur Analyse durch Plasmidpraparation gewonnener DNA kann diese mittels
geeigneter Restriktionsendonukleasen gespalten und die entstandenen DNA-
Fragmente nach  gelelektrophoretischer  Auftrennung  beurteilt  werden.
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die fiir das jeweilige Enzym spezifische, in
der Regel palindromische Nukleotidsequenzen erkennen und die doppelstrédngige
DNA spalten.

Fur analytische Restriktionen wurden ca. 1 pg DNA in  einem
Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl verwandt. Ein typischer Ansatz setzt sich dabei

Zusammen aus:

1-2pl DNA

2 ul 10 x Reaktionspuffer (vom Hersteller)
1-2ul Restriktionsenzym (10 U/pul)

ad 20 pl dH.0

Die Inkubation des Restriktionsansatzes erfolgte fur 2 — 3 h bei fur das jeweilige

Enzym optimaler Temperatur. Der 10 x Reaktionspuffer wird, nach Vorgabe des
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Herstellers, zur Optimierung der Reaktionsbedingungen hinzugefiigt und betrégt

1/10 Volumen im Ansatz.

2.2.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde benutzt, um restriktionsenzymatisch gespaltene und isolierte
DNA-Fragmente in linearisierte VVektoren zu integrieren.

Das zu klonierende Fragment sollte dabei in 3fachem molaren Uberschul im
Verhaltnis zum Vektor dem Ansatz beigefiigt werden. Dabei ergab sich folgender 10

ul Ligationsansatz:

50 ng Vektor-DNA

150 ng Insert-DNA

1l T4-DNA-Ligase

1yl 10 x Ligationspuffer (vom Hersteller)
ad 10 pl dH,0

Der Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.3.3 TA-Klonierung mit dem pGEM-T-Easy-Vektor-System

Zum Einbringen von PCR-Produkten in einen Vektor wurde auf das pGEM-T-Easy-
Vektor-System zuriickgegriffen. Ausgenutzt wird hierbei die matrizenunabhéngige
terminale Transferaseaktivitat, der fur die PCR eingesetzten Tag-Polymerase, die
am 3’-Ende ein einzelnes Nukleotid dATP anfiigt. Ein T-Uberhang am 5’-Ende des
pGEM-T Easy-Vektros ermdglicht so die Ligation eines PCR-Produkts zur
Klonierung, ohne das kompatible Enden mittels Restriktion erst generiert werden

mussen. Der Ansatz erfolgte dabei analog zu 2.2.3.2 .
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2.2.4  Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Als Transformation bezeichnet man die Ubertragung genetischer Information in
einen Organismus.

Fur die Transformation wurden 5 pl eines tber Nacht inkubierten Ligationsansatzes
vorsichtig in ein 50 ul Aliquot kompetenter DHS5a-Zellen pipettiert und fir 30 min
unter gelegentlichem Mixen auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir
45 sec einem Hitzeschock bei 37°C ausgesetzt und wiederum auf Eis fir 2 min
abgekuhlt. Nach Hinzufigen von 300 pl LB-Medium erfolgte eine 45 miniitige
Inkubation bei 37°C unter Schitteln auf dem Thermomixer. AbschlieRend wurden
200 ul des Ansatzes auf spezifisch mit Antibiotika versetzten Agarplatten, fur das
der Vektor eine Resistenz kodierte, ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

Wurde das pGEM-T-Easy-Vektor-System verwandt, wurde der Agarplatte neben
dem Antibiotikum noch IPTG und X-Gal zur Blau-WeilR-Selektion zugesetzt. Klone
mit Insert konnten kein funktionelles Enzym mehr bilden, welches X-Gal zu einem

blauen Farbstoff umsetzt, und konnten so selektiert werden.

2.2.5  Gelelektrophorese

2.2.5.1 Analytische Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von PCR-Produkten oder mit Restriktionsenzymen gespaltener
DNA diente die Gelelektrophorese mit in Abh&ngigkeit der L&nge der aufgetrennten
DNA-Fragmente verschieden konzentrierten Agarosegelen. Farbung mit
Ethidiumbromid erlaubte unter dem UV-Transilluminator eine spatere
Sichtbarmachung der DNA.

Gewohnlich wurde 1 g Agarose durch Aufkochen in der Mikrowelle in 100 ml 0,5
X g TBE-Puffer (1 %) gelost und nach Abkihlung auf 60°C mit 10 pl
Ethidiumbromid (5 mg/ml) versetzt. Die Agaroselésung wurde so in einen zuvor
abgedichteten Gelschlitten mit Probenkamm gegossen und, nach Ausharten zu
einem Gel, in eine horizontale Elektrophoresekammer gelegt. Nach Uberschichten
des Gels mit 0,5 x TBE-Puffer konnten die mit 1/3 Volumen Probenpuffer
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versetzten DNA-Proben in die Geltaschen auf Hohe der Kathode aufgetragen
werden. Zur Abschatzung der FragmentgroRe wurde gleichzeitig ein Marker als
Langenstandard (1Kb-Ladder) mit aufgetragen. Die eingesetzte Spannung variierte,
betrug aber zumeist um die 100 V. Die Zeitdauer belief sich abhangig von der
GroRe der DNA-Fragmente auf 30 bis 60 min.

Beruhend auf dem Prinzip der DNA-Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs
Ethidiumbromid, konnte die DNA durch Bestrahlung mittels UV-Licht (= 320 nm)
unter einem Transilluminator sichtbar gemacht werden. Im Anschluss erfolgte die

photographische Dokumentation.

Probenpuffer: 70 % (v/v) Glycerin
0,01 % (w/v) Bromphenolblau
0,01 % (w/v) Xylencyanol FF

2.2.5.2 Préaparative Gelelektrophorese

Die préparative Gelelektrophorese diente der Auftrennung und Isolierung mittels
restriktionsenzymatischer Prozesse gewonnener Plasmid-Inserts. Zumeist wurden 1
% Agarosegele verwandt. Nach Abschluss des Laufes wurden die gewtnschten
DNA-Fragmente unter UV-Licht mittels eines sterilen Skalpells aus dem
Agarosegel ausgetrennt, in ein E-Cup Uberfiihrt und das Gewicht des Gelstiicks
ermittelt. Die sich anschlieBende Aufreinigung erfolgte mit dem QIAEX Il
Gelextraktion Kit.
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2.2.6  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Mullis und Faloona, 1987)

Mittels der PCR (Polymerase Chain Reaction) kdnnen aus geringsten Mengen
genetischen Materials innerhalb weniger Stunden spezifische Abschnitte in vitro
exponentiell amplifiziert werden. Als Vorlage kommen z.B. genomische DNA,
Plasmid-DNA, cDNA usw. in Frage.

Die Reaktion beruht auf zwei synthetischen Oligonukleotiden, die den zu
amplifizierenden Bereich an beiden Enden flankieren und an den jeweiligen
komplementéren Strang nach vorheriger Denaturierung binden. Diese in
entgegengesetzter Richtung orientierten Strukturen dienen als Ausgangspunkt fir
die DNA-Synthese mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase (isoliert aus dem
Archaebakterium Thermus aquaticus), die den Bereich zwischen den
Oligonukleotiden neu bildet.

Das Prinzip ist die Wiederholung eines Zyklus von Denaturierung,
Primeranlagerung und Synthese des Zweitstranges. Da jeder neu gebildete Strang
als Matrize fir die Synthese eines weiteren dient, kommt es im theoretisch
optimalsten Fall zu einer Verdoppelung der Sequenz und damit im Verlauf zu einer

exponentiellen Vervielféaltigung des Materials.

2.2.6.1 PCR an humaner genomischer DNA

Vor der Sequenzierung der Exons sowie flankierender Bereiche des COPS5-Gens

mussten diese mittels spezifischer Primer amplifiziert werden. Nachstehender

Raktionsansatz kam dabei in einem 200 pl PCR-Tube zur Anwendung:

300 - 500 ng humane genomische DNA

1l »forward primer“ (10 pmol)
1l »reverse primer* (10 pmol)
25 ul Hotstart Tag-Polymerase Mix (Qiagen)

ad 50 pl dH,0
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Dieser wurde anschliefend gemischt, zentrifugiert und in einem Thermocycler

platziert. Folgendes Thermocycler-Programm wurde verwendet:

Initiale Denaturierung 96°C 15 min
Denaturierung 94°C 40 sec
Anlagerung 60°C 50 sec
Verlangerung 72°C  1min

letzter Verlangerungsschritt 72°C 10min.

Die initiale Denaturierung diente auch der Aktivierung der Tag-Polymerase. Der
letzte Verlangerungsschritt erfolgte zur Vervollstandigung der Synthese begonnener
PCR-Produkte nur einmal. Die Schritte Denaturierung, Anlagerung und
Verlangerung hingegen wurden in 35 Zyklen wiederholt.

Nach der Amplifikation wurden 5 pl des PCR-Produktes in einem 1 % Agarosegel
aufgetrennt und bezuglich der GroRe der Fragmente beurteilt. Die restlichen 45 pl
des PCR-Ansatzes wurden durch Aufreinigung einer anschlieBenden Sequenzierung

zuganglich gemacht.
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2.2.6.2 PCR an Plasmid-DNA

Die PCR an Plasmiden hatte entweder die Amplifikation des ganzen oder nur von
Teilen des Inserts zum Ziel. Ganze Inserts wurden mit Hilfe zweier auf beiden
Seiten flankierender vektorspezifischer Primer vervielfaltigt. Wurde nur ein Teil des
Inserts amplifiziert, geschah dies mit zwei fiir das Insert spezifischen Primern oder

aber mit einem fiir das Insert spezifischen und einem vektorspezifischen Primer.

Das Reaktionsschema sah dabei wie folgt aus:

3-5ng Plasmid-DNA

1l “forward primer” (10 pmol)

1l “reverse primer” (10 pmol)

25 ul Hotstart Tag-Polymerase Mix (vom Hersteller)
ad 50 pl dH,0

Nach 15 min initialer Denaturierung bei 96°C schlossen sich 35 Zyklen des

folgenden Thermocycler Programms an:

Denaturierung 94°C 40 sec
Anlagerung 60°C 50 sec
Verlangerung 72°C 45 — 90 sec.

Die Dauer der Verlangerung variierte je nach GroRe des erwarteten PCR-Produktes.
AbschlielRend erfolgte der letzte Elongationsschritt bei 72°C fir 10 min. Analog der
genomischen DNA wurde eine Kontrolle des Reaktionsproduktes durchgefihrt, der

sich eine Sequenzierung nach Aufreinigung oder Isolierung anschloss.
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2.2.6.3 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)
(Kogan et al., 1987)

Die RT-PCR-Technik ist eine Methode, die zum einen einen qualitativen Nachweis
einer Genexpression erlaubt, zum anderen ermdglicht sie die Generierung einer
cDNA-Sequenz zur weiteren Analyse.

Der RT-PCR dient als Ausgangsprodukt RNA, von der mittels einer Reversen
Transkriptase ein der mRNA komplementédrer Strang cDNA synthetisiert wird.
Daran anschlieend wird mittels spezifischer Primer und der cDNA als Matrize in
einer PCR das gewtinschte DNA-Fragment amplifiziert.

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten RT-PCR-Analysen und Erzeugung humaner
sowie muriner cDNA wurde das ROCHE® Titan OneStep RT-PCR Kit verwendet.
Dies bietet den Vorteil, dass sowohl Reverse Transkription als auch die PCR in

einem Ansatz erfolgen.

1 ug Gesamt-RNA

10 pl 5 x ROCHE® Titan OneStep RT-PCR Puffer
1l ,forward primer” (10 pmol)

1l “reverse primer” (10 pmol)

1l dNTP-Mix

1l ROCHE® Titan OneStep RT-PCR DTT

1ul ROCHE® Titan OneStep RT-PCR Enzym-Mix
ad 50 pl DEPC dH,0

Um mdogliche Kontaminationen zu erkennen, wurde bei Transkriptionsnachweis
eines Gens in Geweben stets eine Nullkontrolle mitgefiihrt, in der RNA durch
Wasser ersetzt wurde.

Das Programm der in einem Thermocycler Applied Biosystems von Perkin Elmer
ablaufenden RT-PCR gliederte sich wie folgt. Zundchst wurde die Reverse
Transkription bei 50°C fir 30 min mit Erzeugung einer einzelstrangigen cDNA
durchgefiihrt. AnschlieBend nach Aktivierung der Polymerase bei 94°C fir 2 min,

schlossen sich 10 Zyklen des folgenden Programms an:
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Denaturierung 94°C 10 sec
Anlagerung 60°C 30 sec
Verlangerung 68°C 60 sec.

Nach diesen 10 Zyklen schlossen sich noch einmal 25 Zyklen mit jeweils einer
Ausdehnung des Verlangerungsschrittes um 5 sec an, um den sukzessiven
Wirkungsverlust der Polymerase zu kompensieren. AbschlieBend erfolgte ein letzter
Verlangerungsschritt bei 68°C fir 7 min. Nach Reaktionsende wurden Aliquots der

PCR-Produkte im Agarosegel analysiert.

2.2.6.4 Nested-PCR

Ist die Ausgangsmenge an genetischem Material sehr gering, so existieren
grundsatzlich zwei Mdglichkeiten, eine ausreichende Amplifikatmenge zu erhalten:
erstens die Steigerung der Anzahl der Zyklen, hier besteht aber eine steigende
Wahrscheinlichkeit von Fehlhybridisierungen; zweitens eine Nested-PCR
durchzufihren.

Mittels dieser Methode ist es mdglich die Spezifitat und Effizienz einer PCR weiter
zu erhohen, da das PCR-Produkt einer ersten Amplifikation als Vorlage fur eine
zweite PCR verwendet wird. Diese zweite PCR wird mit neuen spezifischen
Primern durchgefiihrt, die innerhalb der Fragmente der ersten PCR liegen. Der

folgende Ansatz wurde verwendet:

1l PCR-Produkt

1l “forward primer 2” (10 pmol)

1l “reverse primer 2” (10 pmol)

25 ul Hotstart Tag-Polymerase Mix (vom Hersteller)

ad 50yl dH,0
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An 15 min initialer Denaturierung und Enzymaktivierung bei 96°C schlossen sich

35 Zyklen im Thermocycler des folgenden Programms an:

Denaturierung 94°C
Anlagerung 60°C
Verlangerung 72°C
letzter Verlangerungsschritt: 72°C

40 sec
50 sec

1 min

10 min.

Dem letzten zur Vervollstdndigung der Synthese begonnener PCR-Produkte nur
einmal durchgefiihrten Verlangerungsschritt folgte die Auftrennung von 5 pl des

PCR-Produktes in einem 1 % Agarosegel. Die restlichen 45 pl des PCR-Ansatzes

wurden durch Aufreinigung einer anschliefenden Sequenzierung zugénglich

gemacht.
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2.2.7 DNA-Sequenzierung

Modifiziert, nach dem Kettenabbruchverfahren von Sanger et al. (1977), ermdglicht
die Sequenzierung die Ermittlung der Basenabfolge eines DNA-Fragments.
Grundlegendes Prinzip ist der statistisch an jeder Stelle erfolgende Abbruch der
Strangsynthese durch die Zugabe fluoreszenzfarbstoffmarkierter
Didesoxynukleotide (ddNTPS).

Identisch einer PCR bindet ein sequenzspezifischer Primer an die denaturierte DNA,
um einer Polymerase als Startpunkt fur die Synthese eines komplementaren Stranges
unter Einbau der vier Desoxynukleotide (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) zu dienen.
Anders als bei der PCR bewirkt nun aber die limitierte Zugabe der ddNTPs einen
basenspezifischen Synthesestopp fir den Fall ihres Einbaus. Mittels der
Fluoreszenzmarkierung kdnnen an den resultierenden Fragmenten unterschiedlicher
Lange, im Anschluss an eine elektrophoretische Auftrennung, durch die
Fluorographie die Position des Kettenabbruchs sichtbar gemacht werden und so auf
die Sequenz geschlossen werden.

Nach Aufreinigung der DNA-Fragmente erfolgte die Sequenzanalyse mit Hilfe
eines auch fir die vorausgegangene PCR-Reaktion benutzten Primers. Folgender

Ansatz lag dabei der Reaktion zugrunde:

1ug Plasmid DNA

oder

0,5 ug aufgereinigtes PCR-Produkt

1yl spezifischer Primer (10 pmol)

4 ul DYEnamic ET-Terminator-Mix (vom Hersteller)
ad 20ul dH,0

Die Reaktion erfolgte nach 5 min initialer Denaturierung der DNA-Fragmente bei
95°C flr 25 Zyklen in einem Thermocycler nach folgendem Sequenzierprogramm:

Denaturierung 95°C 20 sec
Anlagerung 55°C 30 sec
Verlangerung 60°C 2 min.
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Einem letzten Verldngerungsschritt von 10 min bei 75°C folgte die Aufreinigung
der DNA-Fragmente in einer Sephadex-Sdule, bevor diese mit Hilfe eines
automatischen Sequenzierers vom Modell MegaBacel1000 (Amersham Bioscience,

Freiburg) ausgewertet wurden.

2.2.8  Transfer bakterieller Nukleinsduren auf Nylonfilter

Um maoglichst schnell und effektiv nach einer Transformation eine gréfiere Anzahl
von Bakterienkolonien auf eine Plasmidintegration hin zu Gberprifen, wurde die
Koloniehybridisierung eingesetzt.

Ein Optitran BA-S85 Nylonfilter wurde mit einem 9 x 9 Felder groflen Quadrat
beschriftet und auf eine, mit einem Antibiotikum der Bakterienresistenz
entsprechende, Agarplatte gelegt. Analog wurde eine zweite Platte ohne Nylonfilter
beschriftet. So konnten bis zu 81 Kolonien mit sterilen Zahnstochern erst auf dem
Filter, dann in dem korrespondierenden Quadrat auf der Agarplatte ohne Filter
ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert werden. Am néchsten Tag wurde

der Nylonfilter auf getranktem Blottingpapier wie folgt inkubiert:

5 min 10 % (w/v) SDS
3 min Denaturierungslosung:
0,5M NaOH
1,5 M NaCl
10 min Neutralisierungslosung:
1,5 M NaCl
0,5 M tris/HCI, pH 7,4
2 X5 min 2 X SSC.

Abschlielend wurde die DNA durch Bestrahlung mit UV-Licht im UV-Stratalinker
auf dem Filter fixiert. Der Filter konnte so direkt fiir eine Hybridisierung mittels 3P
radioaktiv markierter DNA-Sonden genutzt werden oder wurde luftgetrocknet bei

4°C gelagert.



Material und Methoden 32

2.2.9 Radioaktive Techniken

2.2.9.1 Radioaktive Markierung von Nukleinsduren

Mit %P radioaktiv markierte DNA-Sonden wurden fiir eine anschlieBende
Koloniehybridisierung generiert. Das Verfahren wurde gemaR dem Protokoll des
Herstellers mit dem Hexalabel™ DNA Labeling Kit durchgefihrt.

Grundlage des Verfahrens bildet das ,random priming“ nach Feinberg und
Vogelstein (1983). Kurze Oligonukleotide, die mit hoher Wahrscheinlichkeit in
jeder denaturierten DNA-Sequenz binden, dienen als zufélliger Startpunkt einer
Polymerase flr die Synthese des komplementaren DNA-Stranges. Der Einbau von
[a-*2P]dCTP (Desoxycytosintriphosphat mit dem a-standigen Phosphorisotop 32P)
bewirkt die Radioaktivitat der Sonde.

Zunéchst wurden etwa 30 — 50 ng der zu markierenden DNA und 10 pl 5 x
Hexanukleotid-Puffer mit dH,0 auf ein Gesamtvolumen von 40 pl aufgeftllt und fur
10 min im kochenden Wasserbad denaturiert. Nach 3 min Inkubation auf Eis
wurden 3 pl MixC (dNTPs ohne dCTP), 1 pl Klenow Fragment sowie 3 ul [a-
2p]dCTP hinzugegeben und bei 37°C fur 10 min inkubiert. Unter gleicher
Bedingung wurde die Synthese des komplementéren Stranges nach Zugabe von 4 pl
dNTP-Mix weitere 5 min fortgesetzt. Das Hinzufuigen von 150 ul dH,0 beendete die
Reaktion und der Ansatz konnte auf eine MicroSpin™-Aufreinigungssaule gegeben
werden, um vor allem nicht eingebautes radioaktives dCTP zu entfernen. Im
Anschluf? an die Zentrifugation bei 800 x g flr 2 min wurde das Eluat bei 95°C flr
10 min zur Erzeugung der einzelstrdngingen Sonden denaturiert und konnte nach

Abkuhlung fur 3 min auf Eis fur die Koloniehybridisierung genutzt werden.

2.2.9.2 Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden

Die Hybridisierung beschreibt einen Vorgang, bei dem sich an einen Einzelstrang
einer Nukleinsdure ein komplementdrer Nukleinséureeinzelstrang anlagert. Sie
erlaubt mit Hilfe einer zuvor markierten Sonde z. B. die spezifische Detektierung

membranfixierter Nukleinsauren.
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Vor der eigentlichen Hybridisierung wird zunédchst zur Verringerung unspezifischer
Bindungen der Sonde eine Prahybridisierung durchgefuhrt. Der Nitrocellulosefilter
wurde mit 2 x SSC dquilibriert und mit der nukleinsaurebehafteten Seite nach innen
in ein mit 2 x SSC gefulltes Hybridisierungsgefal eingebracht. Die Fllssigkeit
wurde dekantiert, so dass der Filter luftblasenfrei an der Wand des ReaktionsgeféalRes
zum Liegen kam und 10 ml ,rapid-hyb buffer* sowie 300 pl denaturierte
Lachsspermien-DNA zugegeben. Die Prahybridisierung erfolgte fir mindestens 2 h
bei 65°C.

Fiir die Hybridisierung wurde anschlieBend die mit 3P radioaktiv markierte Sonde
hinzugefiigt und Uber Nacht bei 65°C inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die
Membran fur 2 x 10 min in Waschlésung | bei 65°C im Wasserbad geschwenkt und
nachfolgend bei selbiger Temperatur in Waschlosung Il inkubiert bis die
Hintergrundaktivitdt ausreichend reduziert werden konnte. Der Filter wurde
nachfolgend luftgetrocknet und in Folie laminiert. Danach mit einem Réntgenfilm in
eine Autoradiographiekassette gelegt und bei -80°C je nach Aktivitat variierend von
Stunden bis Tage exponiert. Abschliefend wurde der Film in einem automatischen
Entwickler gegeben und positive Klone konnten lokalisiert werden. Die wéhrend
des Transfers der bakteriellen Nukleinsdure auf den Nylonfilter angelegte zweite
korrespondierende Agarplatte stellte die gewinschten rekombinanten Klone zur

weiteren Bearbeitung zur Verfligung.

Waschlosung | 0,2 % (w/v) SDS
in 2 x SSC
Waschlosung 11 0,2 % (w/v) SDS

in 0,2 x SSC
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2.2.10 Zellkulturtechniken

2.2.10.1 Kultivierung von NIH3T3-Zellen

Fur eine Transfektion wurden NIH3T3-Zellen in der Zellkultur gehalten. Die
gesamten Arbeiten mit Zellkulturen wurden in einer Umluft-Sterilbank der Firma
Heareus mit sterilen Glas- oder Plastikpipetten durchgefiihrt.

Bei NIH3T3-Zellen handelt es sich um adharent wachsende Mausfibroblasten, die in
Gewebekulturflaschen mit 10 ml Zellkulturmedium und 5 % CO,-Begasung bei
feuchter Atmosphére im 37°C warmen Brutschrank kultiviert wurden. In der Regel
wurden die proliferierenden Zellen alle 3 Tage geteilt und in neue Kulturflaschen
uberfiihrt. Dazu wurden nach Entnahme des verbrauchten Mediums die auf dem
Boden der Flasche haftenden Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und anschlie}end
mit 1,5 ml eines Trypsin/EDTA-Gemisches abgeldst. Zur Inaktivierung der
Trypsin/EDTA-L6sung wurden wiederum 5 ml Medium hinzugegeben. Jeweils 2 ml
dieser Zellsuspension wurden dann in neue Kulturflaschen tberfihrt und mit 10 ml
Medium aufgefllt sowie nach vorsichtigem Schwenken zur Verteilung in der

Flasche im Brutschrank unter obigen Bedingungen Kkultiviert.

2.2.10.2 Transfektion von NIH3T3-Zellen

Als Transfektion wird das Einbringen von Fremd-DNA in Zellkulturzellen
bezeichnet. Hierzu wurde die Methode der Lipofektion gewéhlt. Dabei werden die
Plasmide mittels Liposomen in die Zielzelle gebracht. Vorteil dieser auch als
transiente Transfektion bezeichneten Methode, bei der die Plasmid-DNA nicht in
das Genom integriert wird, ist ein Vorliegen dieser in hoher Kopienzahl, was zu
einer hohen Proteinexpression fuhrt.

Die vorgesehenen Mausfibroblasten wurden wie in 2.2.10.1 beschrieben kultiviert,
bis sie eine konfluente, zusammenhéangende Schicht von etwa 80 % der Flache der
Kulturflasche gebildet hatten. Fur die folgende Transfektion wurde Lipofectamin
2000 Transfection-Reagenz von Invitrogen benutzt. Es wurden zwei Ansétze
vorbereitet. Der erste enthielt 10 pl Lipofectamin und wurde mit OptiMEM-1-

Medium auf 100 pl Gesamtvolumen aufgefillt. Der zweite enthielt 3 pug Plasmid-
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DNA und wurde ebenfalls mit OptiMEM-1 auf 100 ul aufgefullt. Nach separater
Inkubation beider Ansatze fur 5 min bei RT wurden diese zligig in einem der
Reaktionsgefélie vermischt und noch einmal fir 20 min bei RT inkubiert. Wahrend
dieser Phase wurden die in DMEM kultivierten NIH3T3-Zellen mit 10 ml PBS
gewaschen sowie nach Entfernung des PBS mit 1 ml OptiMEM-1-Medium bedeckt.
Nach Ablauf der 20 min(tigen Inkubationsphase wurde das Transfektionsgemisch
Tropfen fir Tropfen auf die Zellen in den Flaschen gegeben. Es folgte eine
Inkubationsphase bei 37°C im Brutschrank von 3 — 4 h Dauer. Nach dieser Zeit
wurde das Transfektionsgemisch in der Kulturflasche gegen DMEM-Medium, das
FKS und Antibiotika enthielt, ausgetauscht. Im Anschluf} an eine erneute Inkubation
im Brutschrank bei 37°C fir 24 — 48 h konnten die transfizierten Zellen zur

Isolierung der exprimierten Proteine herangezogen werden.

2.2.10.3 Isolierung von Zellkultur-Proteinen

Nach erfolgter Transfektion wurde die Zellkultur geerntet, mit dem Ziel die
exprimierten Proteine fir eine Co-Immunoprézipitation nutzbar zu machen.

Die kultivierten Zellen wurden etwa 48 h nach erfolgter Transfektion zwei Mal mit
10 ml kaltem PBS gewaschen und anschlieBend mit 150 pl Lysispuffer der
folgenden Zusammensetzung bedeck:

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCl

1% NP-40

1mM DTT

2,5mM EDTA

1uM Aprotinin

1uM Leupeptin

1 mM PMSF

Daraufhin wurden das Zellmaterial mit einem sterilen Plastik-Schaber vom Boden
der Kulturflasche gekratzt, in ein E-Cup Uberflihrt und unter mehrmaliger Inversion

30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin erfolgte ein Zentrifugation des Lysats fir 10
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min bei 4°C und Uberfiihrung der sich nun im Uberstand befundenen isolierten
Proteine in eine neues E-Cup. Nach Abnahme von 50 pl als spateren Proteinstandart

konnten die Lysate direkt verwendet oder bei -20°C gelagert werden.

2.2.11 Analyse von Fluoreszenzproteinen

Mit flr Fluoreszenzproteine codierenden Plasmiden zuvor transfizierte Zellen
wurden fur 48 h bei 37°C wie unter 2.2.10.1 beschrieben kultiviert. Statt
Zellkulturflaschen wurden Objekttrdger mit zwei kleinen Zellkammern verwendet.
Nach 10 min Fixierung auf dem Objekttrager mittels Methanol wurden diese fur 5
min in PBT inkubiert. Nach Betrdufeln mit DAPI enthaltenden Vectashield
Mounting® Medium, welches an DNA bindet und somit den Zellkern fluoreszieren
lasst, wurden die Trager noch mit einem Deckglaschen abgedeckt. Die Ergebnisse
der Transfektion konnten dann unter dem Mikroskop mit UV-Licht (Olympus
BX60) sichtbar gemacht und Uber eine angeschlossene Digitalkamera mit

entsprecheder bildbearbeitenden Software (SIS) archiviert werden.

2.2.12 Immunfluoreszenzfarbung von NIH3T3-Zellen

Die Uber Nacht auf Objektragern gewachsenen Zellen wurden fur 10 min bei RT
durch eine eiskalte Methanol/Acetonmischung (Verhdltnis 1:1) fixiert. Nach
einmaligem Waschen in PBS wurden unspezifische Bindungsstellen durch
Inkubation in Blocking-LOsung abgedeckt. Anschlielend wurde der erste in PBS
dilutierte Antikorper Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer hinzugefigt.
Nach 4 x Waschen mit PBS/0,2 % Tween-20 konnte mit dem zweiten Antikdrper,
an FITC oder Cy3 konjugiertes von der Ziege stammendes Anti-Kaninchen- oder
Anti-Maus-1gG fur 1 Stunde bei RT inkubiert werden. Nach 3 x Waschen mit
PBS/0,2 %1 Tween-20 wurde ein Tropfen DAPI enthaltendes Mounting Medium
auf die Slides gegeben und diese mit einem Deckgléaschen abgedeckt. Analog zur
Analyse von Fluoreszenzproteinen konnten die Ergebnisse mit einem Olympus
BX60 Mikroskop sichtbar gemacht und tber digitale Bildverarbeitung archiviert

werden.
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Blocking-Losung:  PBS mit
5% Ziegenserum
3% BSA
1x  Roti-Block-L6sung (vom Hersteller)

2.2.13 Co-Immunoprazipitation

Die  Co-Immunoprazipitation ist eine immunologische Technik zum
Interaktionsnachweis zweier Molekile. In der Regel handelt es sich um zwei
Proteine.

Gegen ein zu untersuchendes Protein (Antigen) wird ein spezifischer Antikorper
dem Zelllysat hinzugefigt. Uber eine vorherige Kopplung an magnetische Partikel
erfolgt eine Separierung der Antikdrper-Antigen-Komplexe vom restlichen
Zelllysat. Putative Interaktionspartner, die an das zu untersuchende Protein binden,
werden so zusammen mit diesem separiert. Anschliefend kann der vermutete
Interaktionspartner durch proteinchemische Techniken mit Hilfe eines nun fir
diesen spezifischen zweiten Antikorpers nachgewiesen und damit eine Interaktion
gezeigt werden.

NIH3T3-Zellen wurden mit zwei Expressionsvektoren codierend fiir Proteine deren
Interaktion untersucht werden sollte co-transfiziert und die Gesamtproteine nach 48
h Wachstum, wie unter 2.2.10.3 beschrieben, isoliert. Flr die Immunoprazipitation
mussten zuerst 100 pl Dynabeads gemal? dem Protokoll des Herstellers 3 x mit 500
pl 0,1 M Natirumphosphat-Puffer (PB) gewaschen werden. Dynabeads sind
magnetische Teilchen, die Uber einen Magneten eine wiederholte Pelletierung
erlauben und an Protein A oder G kovalent gebunden sind. Beide Proteine besitzen
eine Bindungsstelle fur die Fc-Region von Immunglobulinen, sie weisen aber eine
unterschiedliche Affinitdt zu den Immunglobulinen und Subtypen verschiedener
Spezies auf. Die Bindung der Dynabead-Protein-Komplexe an 5 pl des ersten
Antikorpers erfolgte mittels Inkubation fiir 1 h bei RT. Es wurde dann 1 ml Cross-
Linking-L6sung hinzugefiigt und weitere 30 min bei RT unter Bewegung inkubiert.
Die Reaktion wurde durch abschlieBende Inkubation mit 1 ml Tris/HCI (pH 7,5) fur
15 min bei RT gestoppt. Nach 3 x Waschen in 500 pl PB konnten die jetzt fest

verbundenen Antikdrper-Dynabead-Protein-Komplexe fiir die Immunprazipitation
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verwandt werden. Dazu wurden diese mit 400 ul Zelllysat Gber Nacht bei 4°C auf
dem Schiittler inkubiert. Die mittels Magneten pelletierten, an das Antigen
gebundenen Dynabead-Antikorper-Einheiten wurden 3 x mit 500 ul PB gewaschen.
Bevor sie als reine Antigen-Antikdrper-Komplexe der SDS-PAGE zugefihrt werden
konnten, mussten die magnetischen Partikel durch Kochen fur 10 min bei 95°C in

50 pl 1 x SDS-Auftragspuffer wieder von den Komplexen separiert werden.

Cross-Linking-Losung: 0,2 M Triethanolamin, pH 8,0
54 mg Dimethylpimelimidatdihydrochlorid
(DMP)

2.2.14 Proteinchemische Techniken

2.2.14.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE nach Laemmli et al. (1970) ist eine Methode Proteine abhéngig von
ihrem molekularen Gewicht aufzutrennen. Acrylamid und Bisacrylamid bilden
dabei als Polymer ein molekulares Sieb. Dies fuhrt dazu, dass durch SDS
denaturierte und mit einer negativen Ladung versehene Proteine unter Anlage einer
elektrischen Spannung ein von ihrer Masse abhdngiges Laufverhalten zeigen. Fir
alle Experimente wurden Trenngele der Firma Invitrogen mit einem
Acrylamidgehalt von 12 % verwendet.

Fur die Elektrophorese wurde das Gel in der Elektrophoresekammer fixiert und die
Kammer mit Glycin-Puffer befullt. Die Proteinproben wurden fur 10 min bei 95°C
zusammen mit SDS-Auftragspuffer gekocht, bevor 20 pl der préparierten Proben
und 10 pl des Protein-Markers in die Geltaschen geladen wurden. Zur Separierung
der Proteine lief das Gel zu Beginn mit 70 Volt und wurde nach einer halben Stunde
auf 120 Volt hoch reguliert. Anschlieend konnten die im Gel aufgetrennten

Proteine zur Immundetektion mittels eines Western-Blots verwandt werden.

Glycin-Puffer: 1,44 % (w/v) Glycin
0,3 % (w/v) Tris-Base
0,1 % (w/v) SDS
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2 x SDS-Auftragspuffer: 4,8 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerin
10 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
100 mM Tris/HCI pH7,8

2.2.14.2 Western-Blot (Semi-dry Blot)

Nach Separation in einem SDS-Polyacrylamidgel konnen Proteine auf eine
Membran transferiert und dadurch immobilisiert werden. Anschliessend kann ein
Nachweis der Proteine mittels eines spezifischen Antikdrpers gefuhrt werden. Als
geeignete Tragermatrix dient eine PVDF-Membran, auf der die Proteine durch
lipophile Wechselwirkungen binden. Der elektrophoretische Transfer erfolgt hier
durch eine senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung angelegten Spannung.

Zunachst wurden die Elektrodenplatten des Blotters mit dH,0 angefeuchtet und 9
Whatman GBO004 Blottingpapiere auf die GroRe eines Gels passend geschnitten. 3
Papiere wurden in Anode-I-Puffer getrankt und 3 wurden in Anode-11-Puffer
getrankt, bevor sie auf die Anode des Semidry-Blotters gelegt wurden. Auf diese
folgten die mit Methanol angefeuchtete PVDF-Membran und das Trenngel. Als
abschlieRende Schicht wurden 3 in Kathoden-Puffer getrénkte Papiere aufgelegt und
mit der Graphit-Kathodenplatte die Kammer geschlossen. Luftblasen wurden vorher
vorsichtig mit einem Handroller herausgewalzt. Nach einem Transfer von 1 h mit
3,5 mA pro cm? Membranflache konnte die PVDF-Membran der immunologischen

Detektion zugefiihrt werden.

Anode-I-Puffer: 0,3 M Tris/HCI, pH 10,4

20 % (v/v) Methanol

Anode-11-Puffer: 25 mM Tris/HCI, pH 10,4
20 % (v/v) Methanol
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Kathoden-Puffer: 40 mM e-Aminocapronséure
25 mM Tris/HCI, pH 9,4
20 % Methanol

2.2.14.3 Immunologische Detektion membrangebundener Proteine

Prinzip der Nachweismethode ist eine Antikorper vermittelte Enzymreaktion. Nach
Bindung eines spezifischen Antikorpers an das membranfixierte Zielprotein, erfolgt
die Visualisierung des Antigen-Antikérper-Komplexes mittels eines zweiten
Enzym-gekoppelten Antikdrpers unter Zusatz eines Farbstoffgemisches.

Nach erfolgtem Western-Blot wurde der Proteinmarker von der PVDF-Membran
abgetrennt. Zur Untersuchung mit verschieden Antikérpern wurde die Membran in
Streifen getrennt. Dann wurden die unspezifischen Proteinbindungsstellen der
Membran mit Block-Puffer unter Schwenken auf dem Schattler fir 1 h bei RT
abgeséttigt. Luftblasenfrei eingeschweillt in einem Plastikbeutel wurde die
Membran bei 4°C Uber Nacht zusammen mit dem ersten Antikorper in einer
Verdinnung von 1:500 unter Bewegung inkubiert. Am néchsten Tag wurde 3 x 5
min mit Wasch-Puffer gewaschen um ungebundene Antikérper zu entfernen. Es
folgte die Inkubation mit dem in 10 ml Wasch-Puffer auf 1:10000 verdinnten
zweiten Antikorper fur 1 h bei RT auf einem Schuttler. Dieser 1gG-Antikdrper ist
mit dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt. Die Membran wurde erneut fur 3
X 5 min in Wasch-Puffer bewegt, sowie anschlieBend einmalig 5 min mit P3-Puffer.
Fir die Farbreaktion wurde das Substrat-Chromogengemisch, bestehend aus 45 pl
NBT- und 35 pl BCIP-L6sung in 10 ml P3-Puffer, zusammen mit der Membran in
einem luftblasenfrei eingeschweildten Plastikbeutel inkubiert. Die Farbstoffe bilden
die Substrate fur die alkalische Phosphatase, die katalytische Aktivitat bewirkt eine
Reduzierung des NBT und eine Abspaltung der Phosphatgruppe des BCIP, beides
bewirkt einen bandenférmigen, blauvioletten Niederschlag der vorher schwach
gelben EntwicklerfliRigkeit an den Stellen der Membran, an denen der zweite
Antikdrper gebunden ist. Die Farbreaktion wurde nach 2 — 3 min durch kurzes
Waschen in dH,O gestoppt und die Membran auf Filterpapier an der Luft
getrocknet. Zur Konservierung wurde diese abschlieBend in einen Plastikbeutel

eingeschweif3t und konnte mit dem Proteinmarker verglichen werden.
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10 x Wasch-Stammldsung:

Block-Puffer:

Wasch-Puffer:

P3-Puffer:

NBT-L6sung:

BCIP-L0Osung:

1,4M NaCl

100 mM Tris/HCI, pH 7,5
0,5% (v/iv) Tween 20

5 % (w/v) Magermilchpulver in

1 x Wasch-Stammldsung

2 % (wiv)

1 x Wasch-Stammldsung

Magermilchpulver in

100 mM NaCl

50 mM MgC|2

100 mM Tris/HCI, pH 9,5

75 mg/ml NBT

70 % Dimethylformamid (DMF)
50 mg/ml BCIP in

Dimethylformamid (DMF)
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3 Ergebnisse

3.1 Expressionsanalyse von Cops5 in der Maus durch RT-PCR

Zundchst sollte die organspezifische Expression von Cops5 untersucht werden.
Dazu wurde Gesamt-RNA von Organen aus Wildtyp-Mausen mittels RT-PCR auf
eine Cops5-Expression untersucht. Mutationen im fur Spastin codierenden SPG4-
Gen, dem putativen COPS5-Interaktionspartner, fllhren vorzugsweise zu einer
gestorten Funktion der langerv -Motorneuronenfunktion. Daher bildete RNA aus
neuronalem Gewebe einen Schwerpunkt der Analyse. Zusatzlich wurden
embryonale RNA’s verwendet. Im Rahmen einer OneStep RT-PCR-Reaktion wurde
die RNA in cDNA umgeschrieben und mit den Primern F1 bzw. R3 die Cops5-
cDNA anschlieBend amplifiziert. Der R3 Primer wurde in den Ubergang von Exon 2
zu Exon 3 gelegt (Abb. 3.1), um eine Kontamination des Ansatzes mit DNA

ausschlieRen zu kénnen. Das gewahlte Primerpaar umfasste so einen Bereich von

insgesamt 334 bp.
F1-cops5
| Cops5 TAG
iz fvenffs fresfisale
ATG G
R3-cops5

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der murinen Cops5-Exonstruktur. Das vom Cops5-Gen
abgeleitete Transkript besteht aus 8 Exons. Die fiir die RT-PCR verwendeten Primer F1-cops5 und
R3-cops5 lokalisieren in der 5’UTR bzw. im Ubergang von Exon 2 zu 3. Das erwartete Fragment hat

damit eine Grolze von 334 bp.

Zur Kontrolle wurde ein 438 bp GAPDH-Fragment amplifiziert. Die PCR-Produkte
wurden in einem 0,8 %igen Agarosegel ektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3.2). In
allen untersuchten murinen Organen wurde das erwartete 334 bp grofRe Cops5-
Fragment nachgewiesen. Gleiches galt fur die untersuchten Embryonalstadien.
Insbesondere auch in den aufgrund des oben genannten Sachverhaltes ausgewahlten



Ergebnisse 43

neuronalen Geweben — Hippokampus, Kleinhirn, Rickenmark und Resthirn -
konnten die Fragmente und damit die Expression von Cops5 nachgewiesen werden.
Vor dem Hintergrund der somit demonstrierten Expression in vivo konnten
nachfolgend Experimente zur subzellularen Cops5-Lokalisation und einer etwaigen

Interaktion mit Spastin begonnen werden.

KB Kolon Gehirn Leber Eileiter Herz Lunge Ovar Auge Plazenta K

1,0 kb
q

GAPDH
h

Cops5
h

KB 10.5 115 13.5 14.5 155 K

GAPDH
h

Cops5
h
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1,0 kb

q

0,5 kb GAPDH
q h
0,4 kb

q

0,34 kb Copsb
q h

Abb. 3.2: RT-PCR-Produkt von Cops5 in murinen Organen und embryonalem Gewebe
aufgetrennt in 0,8 %igem Agarosegel. KB = 1Kb-Langenstandard, K = 0-Kontrolle, GAPDH =
Positiv-Kontrolle A: Analyse von RNA aus adultem Gewebe. B: RNA aus murinen embryonalen
Geweben zu verschiedenen Tagen der embryonalen Entwicklung. C: RNA aus neuronalem Gewebe.
1 = Hippokampus, 2 = Kleinhirn, 3 = Riickenmark, 4 = Resthirn

3.2 Charakterisierung von Copsb als Interaktionspartner des Spastins in
NIH3T3-Zellen

Im Rahmen einer Diplomarbeit wurden mittels des Yeast-Two-Hybrid (Y2H)-
Systems vier Proteine als putative Interaktionspartner des vom SPG4-Gen kodierten
Spastins identifiziert. Eines dieser interagierenden Proteine ist COPS5. In vitro
Experimente sollten daher nun COPS5 auf subzellulérer Ebene charakterisieren und
die im Y2H-System gefundene Interaktion zwischen COPS5 und Spastin in
Séugerzellen unabhangig verifizieren. Da es mit Ausnahme des pDsRed-N1-Vektors
(3.2.2.3) nicht gelang, humane COPS5-Fusionskonstrukte zu generieren, wurden fur
diese Arbeit murine Cops5-Fusionskonstrukte untersucht. Mensch und Maus zeigen
jedoch auf Peptidebene eine nahezu 100 %ige Ubereinstimmung ihrer Sequenz

(siehe Anhang).
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3.2.1  Synthese der kodierenden Sequenz von Cops5 und Klonierung in den
pGEM-T-Easy-Vektor

Ausgehend von muriner Gesamt-RNA (Gehirn) konnte mittels OneStep RT-PCR
und darauf folgender Nested-PCR die kodierende Sequenz von Cops5 synthetisiert
werden. Die dabei verwendeten Primer befanden sich jeweils in der untranslatierten
Region der RNA und cDNA-Sequenz. Das generierte PCR-Produkt wurde
anschlieBend gelelektrophoretisch uberprift (Abb. 3.3).

F2-copsb5
— 1084 bp TAG
UTR Copss UTR
ATG A
R2-cops5

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der 1084 bp grofRen kodierenden Sequenz von Cops5.
UTR = Untranslatierte Region. ATG = Startcodon. TAG = Stoppcodon. Fir die RT-PCR-Reaktion
wurden die Primer Fl-cops5 und R1-cops5 verwendet (hier nicht mit dargestellt), fir die

anschliefende Amplifikation mittels Nested-PCR die Primer F2-cops5 und R2-cops5.

Die Cops5-Sequenz wurde nach Aufreinigung mit dem pGEM-T-Easy-Vektor
ligiert und der Ligationsansatz in kompetente DH5a-Zellen transformiert. Eine
Minipraparation erlaubte groRere Mengen dieser erzeugten Cops5-pGEM-T-Easy-
Konstrukte zu gewinnen, um deren Sequenz und Orientierung zu kontrollieren.
AbschlieRend wurde ein so verifizierter Klon fir weitere Experimente ausgewéhlt

und zusétzlich als Glycerinstock konserviert.

3.22 Generierung von  Cops5-Konstrukten — mithilfe  bakterieller

Expressionssysteme

Zur Charakterisierung des Cops5-Proteins und seiner moglichen Interaktion mit
Spastin wurde die Cops5-cDNA aus dem Copsb5-pGEM-T-Easy-Konstrukt (3.2.1) in

andere Vektoren kloniert, die eine Expression in Sdugetierzellen ermoglichen
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sollten. Die gewahlten Vektoren besalen zusatzlich so genannte ,tags“ (kurze
Erkennungssequenzen) am C-terminalen oder N-terminalen Ende. Je nach Art
erlaubten diese Erkennungssequenzen mittels UV-Anregung eine direkte
Detektierung des exprimierten Proteins oder eine indirekte bei zusétzlicher
Unterstitzung durch einen Antikorper. Vorraussetzung war jeweils die Klonierung

der Cops5-Sequenz in den korrekten Leserahmen.

3.2.2.1 Klonierung von Cops5 aus pGEM-T-Easy in pQM-NTag/A-Intron

Der pQM-NTag/A-Intron-Vektor verfiigt Gber eine E2-Erkennungssequenz, die eine
Detektion des exprimierten Proteins durch einen monoklonalen Maus-Anti-E2-1gG-
Antikorper ermdglichen sollte. Das generierte Cops5-E2-Konstrukt steht unter
Kontrolle des CMV-Promotors. Es enthélt die E2-Erkennungssequenz an seinem N-
terminalen Ende im korrekten Leserahmen. Das Startcodon wurde zuvor aus der
sonst vollstandigen Cops5-cDNA entfernt (Abb. 3.4).

Ausgangspunkt der Generierung des Copsb-Inserts fir den Vektor war eine PCR mit
DNA des Cops5-pGEM-T-Easy-Konstrukts (3.2.1). Die dabei zur Synthese
benutzten  Primer verfugten Uber eine Hindlll- bzw. eine Bglll-
Restriktionsschnittstelle, so dass eine spétere Klonierung in die korrespondierenden
Restriktionsseiten des pQM-Vektors erfolgen konnte. Das erwartete Fragment
wurde aufgereinigt und mit dem pGEM-T-Easy-Vektor ligiert. Zur Erzeugung einer
groReren Menge dieser Konstrukte wurden diese in kompetentee DH5 -Zellen
transformiert. Eine Minipraparation ermdglichte die Sequenzierung zur Kontrolle
des Cops5-pGEM-T-Easy-Konstrukts mit den nun vorhandenen
Restriktionsschnittstellen. Ein geeigneter Klon wurde daraufhin mit den
Restriktionsendonukleasen Hindlll bzw. Bglll geschnitten und gelelektrophoretisch
aufgetrennt, sowie das Insert aus dem Agarosegel isoliert.

Zur Herstellung des pQM-Vektors wurden Escherichia coli (E. coli) Zellen mit dem
Vektor transformiert und nach Minipraparation ebenfalls mit Hindlll und Bglll
restringiert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung konnte der jetzt linearisierte
Vektor aus dem Agarose-Gel extrahiert werden.

Das aufgereinigte Copsb-Insert und der aufgereinigte pQM-NTag/A-Intron-Vektor

wurden ligiert und der Ligationsansatz in kompetente Zellen transformiert. Durch
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Koloniehybridisierung konnte schnell und effektiv eine groRere Anzahl von
Bakterienkolonien auf Plasmidintegration tberprift und Klone identifiziert werden,
bei denen eine Klonierung der Cops5-cDNA in den pQM-Vektor erfolgreich war.
Die Plasmid-DNA der rekombinanten Klone musste nach einer Minipréparation
daraufhin noch durch Sequenzierung auf den richtigen Leserahmen und
Basenaustausche getestet werden. VVon einem als geeignet getesteten Klon wurde
Endotoxin-freie Plasmid-DNA gewonnen, die flr Interaktionsstudien von Copsb

und Spastin in NIH3T3-Zellen genutzt werden konnte.

EZTag
KhalMeol — R ZHM - BamME ML Smal Pl pnl
HATHENFROM

EZTan

pOM-NTag/ A intron
5055 bps

E2Tag
Xbal Meol 1 Seal !
FCT AGA GOC ATG GOT TCA AGT ACT TCT TCT GAT TTT AGA GAT CGC
Met Gly Ser Ser Thr Ser Ser Asp Phe Arg Asp Arg

Sl Himaiff Sernaf il Apnl
pOQM-NTag/A intron GGA TOC AAG CTT OCC GGG CTG CAG GGT ACC
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Abb. 3.4: Klonierung von Cops5 in pQM-NTag/A-Intron. A: Vektorkarte des pQM-NTag/A-
Intron-Vektors mit Restriktionsschnittstellen und Position des E2-Epitops (abcam 2009). B:
Schematische Darstellung des generierten Cops5-E2-Konstrukts mit  N-terminaler E2-
Erkennungssequenz. Das 1008 bp grofRe Cops5-Insert wurde tber Hindll1- und Bglll-Schnittstellen in
den Vektor ligiert.

3.2.2.2 Klonierung von Cops5 aus pPGEM-T-Easy in pEGFP-C1

Der pEGFP-C1-Vektor verfugt tber die EGFP-Erkennungssequenz. Diese erlaubt
als Fluorophor eine Antikorper-unabhéngige Lokalisation des exprimierten
Fusionsproteins unter UV-Anregung. Das generierte Cops5-EGFP-Konstrukt steht
unter Kontrolle des CMV-Promotors und enthdlt das EGFP-Polypeptid an seinem
N-terminalen Ende. Das Startcodon wurde zuvor aus der sonst vollstandigen
kodierenden Cops5-cDNA entfernt (Abb. 3.5).

Unter Verwendung von Primern mit Restriktionsschnittstellen fur Hindlll bzw.
Bglll wurde die Cops5-cDNA eines Cops5-pGEM-T-Easy-Konstrukts (3.2.1)
amplifiziert. Die gewdhlte Hindlll-Restriktionsschnittstelle erlaubte eine spétere
Subklonierung in die korrespondierende HindllI-Schnittstelle des pEGFP-C1-
Vektors. Die Bglll-Schnittstelle konnte hingegen aufgrund der resultierenden
kompatiblen Enden durch Restriktion mit dem Uberhdngenden Ende der BamHI-
Schnittstelle des Vektors ligiert werden. Nach Aufreinigung der amplifizierten
Cops5-Inserts wurden diese mit pGEM-T-Easy-Vektoren ligiert und in kompetente
DH5a-Zellen transformiert. Die Minipréparation erlaubte die Gewinnung von DNA
der neuen Cops5-pGEM-T-Easy-Konstrukte. Ein flr die neuen Schnittstellen
positiver Klon wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und Bglll
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restringiert. Die préaparative Gelektrophorese diente der Auftrennung und Isolierung
der gewonnenen Plasmid-Inserts.

Der pEGFP-C1-Vektor wurde ebenfalls in kompetente E. coli Zellen transformiert
und nach Gewinnung der Plasmid-DNA im analytischen Malistab mit den
geeigneten Restriktionsendonukleasen Hindlll und BamHI behandelt. Der
linearisierte Vektor wurde analog den Inserts nach elektrophoretischer Auftrennung
aus dem Agarosegel extrahiert. Cops5-Insert und pEGFP-C1-Vektor wurden
aufgereinigt und ligiert, sowie in DHS5a-Zellen transformiert. Mittels
Koloniehybridsierung wurde auf eine erfolgreiche Klonierung gescannt. Mehrere
rekombinante Klone wurden nach Plasmidgewinnung im analytischen Malstab
abschlieBend durch Sequenzierung auf den richtigen Leserahmen und die korrekte
Sequenz gestestet. Fir Co-Lokalisationsstudien von Cops5 mit Spastin in der
Zellkultur wurde ein so getesteter Klon ausgewahlt und Endotoxin-freie Plasmid-

DNA gewonnen.
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Abb. 3.5: Klonierung von Cops5 in pEGFP-C1. A: Vektorkarte des pEGFP-C1-Vektors mit
Restriktionsschnittstellen und Position des EGFP-Epitops (ClonTech 2002). B: Schematische
Darstellung des generierten Cops5-EGFP-Konstrukts mit N-terminalem EGFP-Polypeptid. Das 1008
bp grofle Cops5-Insert wurde tber Hindll1- und BamHI-Schnittstellen in den Vektor ligiert.

3.2.2.3 Klonierung von COPS5 aus pGEM-T-Easy in pDsRed2-N1

Der pDsRed2-N1-Vektor enthalt als Erkennungssequenz die codierende Sequenz fur
ein Fluorophor. Nach Klonierung der COPS5-cDNA in den Vektor konnte das rot
fluoreszierende Fusionsprotein durch optische Anregung nachgewiesen werden. Das
entstandene Konstrukt umfasste die gesamte kodierende COPS5-cDNA, kloniert in
den korrekten Leserahmen, und trug die Erkennungssequenz C-terminal. Das
COPS5-Stopcodon wurde, um einen vorzeitigen Translationsabbruch und die
Expression zweier getrennter Proteine zu vermeiden, entfernt (Abb. 3.6).

Um die COPS5-Sequenz in den pDsRed2-Vektor klonieren zu konnen, wurde
COPS5-pGEM-T-Easy-Plasmid-DNA (3.2.1) mit Primern, die eine Hindlll- bzw.
BamHI-Restriktionsschnittstelle enthielten, amplifiziert. Nach Aufreinigung wurde
das Fragment mit pGEM-T-Easy-Vektoren ligiert und in E. coli Zellen
transformiert. Einer Isolierung von COPS5-cDNA schloss sich die enzymatische
Spaltung mit Hindlll bzw. BamHI an. Die Ansédtze wurden elektrophoretisch
aufgetrennt und die Inserts aus dem Agarosegel eluiert.

Analog dem Vorgehen mit der COPS5-Sequenz wurde der pDsRed2-N1-Vektor

nach  Vervielfédltigung inoa DH5 -Zellen und Plasmidgewinnung mittels
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Restriktionsendonukleasen gespalten. Durch Gelextraktion wurde der linearisierte
Vektor im Anschluss an die Gelelektrophorese aus dem Trennmedium isoliert.

Die aufgereinigten COPS5-Inserts wurden in den Transfer-Vektor ligiert und mittels
Transformation in kompetente DH5a-Zellen eingebracht. Positive Klone wurden
durch Koloniehybridiserung selektiert und deren Plasmid-DNA isoliert. Die
abschlieBende Sequenzierung erlaubte die Kontrolle der Basenfolge und des
korrekten Leserahmens. Ein so getesteter Klon mit COPS5-Red-Konstrukt wurde
fir die Isolierung Endotoxin-freier Plasmid-DNA ausgewéhlt und fir Co-

Lokalisationsexperimente mit Spastin in S&dugerzellen verwandt.
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Abb. 3.6: Klonierung von COPS5 in pDsRed2-N1. A: Vektorkarte des pDsRed2-N1-Vektors mit
Restriktionsschnittstellen (Clontech 2003). B: Schematische Darstellung des generierten COPS5-
Red-Konstrukts mit C-terminaler Red-Erkennungssequenz. Das 1008 bp groRe COPS5-Insert wurde
Uber Hindll1- und BamHI-Schnittstellen in den Vektor ligiert.

3.2.3 Generierung von  Spastin-Konstrukten  mithilfe  bakterieller

Expressionssysteme

Im Y2H war die Isoform Il des humanen Spastins verwendet wurden. Bei dieser
Analyse war COPS5 als moglicher Interaktionspartner identifiziert worden. In der
weiteren Arbeit wurde ebenfalls die Isoform Il des Spastins (65kDa) verwendet.
Wenn im Folgenden SPG4 genannt wird, handelt es sich um diese Form der
Polypeptidsequenz ohne die Bereiche, die durch das Exon 4 kodiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ferner zur Expression von Spastin in S&ugerzellen
die Vektoren pCS2-3 und pEGFP-C1 eingesetzt. Der zuerst genannte Vektor besitzt
eine c-myc-Erkennungssequenz. Diese ermdglicht die Detektierung des
Expressionsproteins durch einen monoklonalen Kaninchen-Anti-Myc-Antikorper.
Der pEGFP-C1-Vektor enthélt hingegen eine EGFP-Erkennungssequenz und erlaubt
so eine Antikorper-unabhéngige Detektierung.

Die SPG4-cDNA war in die EcoRI-Restriktionsschnittstelle des pEGFP-C1-Vektors
Kloniert worden. Die Klonierung in den pCS2-3-Vektor war ebenfalls Uber die
EcoRI-Schnittstelle des Vektors erfolgt. Das unter dem CMV-Promotor stehende
SPG4-EGFP-Konstrukt enthielt den Tag C-terminal des Inserts. Dieses musste zur
erfolgreichen Expression des Fusionsproteins in den korrekten Leserahmen
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eingefigt werden. Das unter einem CMV-Promotor stehende SPG4-c-myc-
Konstrukt enthielt den Tag hingegen N-terminal des Inserts und wurde ebenfalls in
den passenden Leserahmen kloniert. Beide Konstrukte wurden durch enzymatische
Spaltung getestet und fir die weiteren Experimente in der Zellkultur DNA

Endotoxin-frei isoliert.

3.24  Subzelluléare Lokalisation des Cops5-Proteins in NIH3T3-Zellen mittels

direkter Fluoreszenzanalyse

Zur Charakterisierung der subzelluléaren Lokalisation von Cops5 in Saugetierzellen
wurden NIH3T3-Zellen mit dem Cops5-EGFP-Fusionskonstrukt (3.2.2.2)
transfiziert und unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht (Abb. 3.7).
Herangezogene NIH3T3-Zellen wurden mit 1 pg Cops5-EGFP-Plasmiden
transfiziert. Nach 48 h Kultivierung wurden die Zellen mit Methanol auf dem
Objekttrager fixiert und mit DAPI behandelt. Diese Behandlung erlaubt es, den
Zellkern mittels DAPI-Filter des Mikroskops zu erkennen. Die anschlielende
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zeigte, dass Cops5-Fusionsprotein
Uberwiegend vesikular im Zytoplasma der transfizierten NIH3T3-Zellen lokalisiert.
Der grin fluoreszierende EGFP-Anhang des Konstrukts verdeutlicht dariiber hinaus
ein vorwiegend perinukledres Verteilungsmuster der zytoplasmatischen Expression
des Cops5-EGFP-Fusionskonstrukts.
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Cops5-EGFP DAPI Overlay

Abb. 3.7: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellularen Lokalisation von Cops5
in NIH3T3-Zellen. Filter: FITC = 450 — 490 nm fur Cops5-EGFP-Fusionsproteine (griines Signal),
DAPI = 355 — 360 nm fur DAPI gefarbte Nuklei (blaues Signal). A,D: Lokalisation des Cops5-
EGFP-Fusionsproteins im Zytoplasma der NIH3T3-Zellen, 600fache VergroRerung. B,E: Anférbung
der nukledren DNA, 600fache VergroRerung. C,F: Digitale Ubereinanderlagerung von FITC- (A +
D) und DAPI-Signalen (B + E), 600fache Vergréfierung.

3.25  Subzellulare Lokalisation des Spastin-Proteins in NIH3T3-Zellen

mittels immunzytochemischer Fluoreszenzanalyse

Um die subzellulare Lokalisation des Spastins in S&ugetierzellen zu
charakterisieren, wurden NIH3T3-Zellen mit einem SPG4-c-myc-Konstrukt (3.2.3)
transfiziert und nach Immunférbung unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert
(Abb. 3.8).

NIH3T3-Zellen wurden auf einem Zweikammerobjektrager kultiviert und mit 1 pg
Plasmid-DNA des SPG4-c-myc-Fusionskonstrukts transfiziert. Nach 48 h
Wachstum wurden die Zellen mit Methanol auf dem Objekttrager fixiert. Zur
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Lokalisationsuntersuchung war eine immunzytochemische Markierung der c-myc-
Erkennungssequenz notwendig, daher wurden die Zellen mit monoklonalem
Kaninchen-Anti-Myc-IgG und wiederum gegen dies gerichtetem Ziege-Anti-
Kaninchen-1gG-Cy3-Konjugat immunfluoreszenzgefarbt. Nach Zugabe des
priméaren und sekundaren Antikorpers sowie DAPI-Behandlung konnten die
entstandenen Immunkomplexe fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht und
analysiert werden. Die Untersuchung zeigte, vermittelt durch den rot
fluoreszierenden sekundéaren Antikorper, eine groRflachige zytoplasmatische und
vesikulare Lokalisation des Spastins in den transfizierten NIH3T3-Zellen.

.
.

SPG4-c-myc DAPI Overlay

Abb. 3.8: Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellularen Lokalisation von
Spastin in NIH3T3-Zellen. Filter; TRITC = 552 — 570 nm fiir SPG4-c-myc-Fusionsproteine (rotes
Signal), DAPI = 355 — 360 nm fiir DAPI gefarbte Nuklei (blaues Signal). A,D: Lokalisation des
SPG4-c-myc-Fusionsproteins im Zytoplasma der NIH3T3-Zellen, 600fache VergroRerung. B,E:
Anfarbung der nukledaren DNA, 600fache VergroBerung. C,F: Digitale Ubereinanderlagerung von
TRITC- (A + D) und DAPI-Signalen (B + E), 600fache VergréRerung.
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3.2.6 Interaktionsstudien

Nach Charakterisierung der subzelluldren Lokalisation von Cops5 (3.2.4) und
Spastin (3.2.5) in NIH3T3-Zellen sollte die putative Interaktion der beiden Proteine
in Saugetierzellen mittels zweier biochemischer Experimente untersucht werden.
Um die durch YH2-Versuche in vitro gezeigte Interaktion zu verifizieren, sollte
diese zunéchst durch Co-Lokalisationsstudien untersucht und anschlieBend durch

eine Co-Immunoprézipitation bestatigt werden.

3.2.6.1 Co-Lokalisation von Cops5 und Spastin in NIH3T3-Zellen mittels

direkter und immunzytochemischer Fluoreszenzanalyse

Die subzelluldre Co-Lokalisation von Cops5 und Spastin wurde sowohl mittels
direkter als auch mittels immunzytochemischer Fluoreszenz tberprift. Die jeweils
C-terminale bzw. N-terminale Lokalisation der mit den Proteinen fusionierten
Erkennungssequenzen beinhaltete jedoch die Mdglichkeit einer Co-Lokalisation, die
letztlich nur auf Interaktion dieser Sequenzen beruhte. Zusétzlich sollte untersucht
werden, ob die jeweilige Lage der Erkennungssequenz am C-terminalen oder N-
terminalen Ende des Cops5 oder Spastin einen Einfluss auf deren subzellulére
Lokalisation hat (Abb. 3.9 und 3.10). Um diese Aspekte unwahrscheinlich werden
zu lassen, wurde eine doppelte Studie durchgefuhrt. NIH3T3-Zellen wurden zum
einen mit einem COPS5-Red- (3.2.2.3) und einem SPG4-EGFP-Konstrukt (3.2.3)
co-transfiziert. In einer zweiten Studie wurde die Co-Transfektion hingegen mit
einem Cops5-E2- (3.2.2.1) und einem SPG4-c-myc-Konstrukt (3.2.3) durchgefiihrt.

Fur die erste Studie wurden NIH3T3-Zellen auf einem Zweikammerobjekttrager
kultiviert und sowohl mit 1 pg Plasmid-DNA des COPS5-Red-Konstrukts als auch
des SPG4-EGFP-Konstrukts co-transfiziert. Nach 48 h konnten diese auf dem
Objekttréager fixiert und analysiert werden. Die Untersuchung zeigte durch die
unterschiedlichen Filter fir FITC, TRITC und DAPI eine Uber das gesamte
Zytoplasma verteilte vesikuldre Lokalisation der rot fluoreszierenden COPS5- und
grin fluoreszierenden Spastin-Fusionsproteine. Das Expressionsmuster des COPS5
ist dabei grof3enteils Gberlappend zu dem des Spastins, was auf eine mogliche Co-

Lokalisation beider Fusionsproteine hindeutet.
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COPS5-Red Spastin-EGFP Overlay

Abb. 3.9: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzellularen Co-Lokalisation von
COPS5 mit Spastin in NIH3T3-Zellen. Filter: TRITC = 546 nm fur COPS5-Red-Fusionsproteine
(rotes Signal), FITC = 450 — 490 nm fiir Spastin-EGFP-Fusionsproteine (griines Signal), DAPI = 355
— 360 nm fiir DAPI-gefarbte Nuklei (blaues Signal) A: Lokalisation des COPS5-Fusionsproteins im
Zytoplasma der NIH3T3-Zellen, 600fache Vergrolierung. B Lokalisation des Spastin-Fusionsproteins
im Zytoplasma der NIH3T3-Zellen, 600fache VergroRerung. C: Digitale Ubereinanderlagerung der
Signale mit Co-Lokalisation von COPS5 und Spastin, 600fache Vergréierung.

Die zweite Co-Lokalisationsstudie erfolgte mit durch Cops5-E2- und SPG4-c-myc-
Konstrukte transfizierten Zellen. Die subzelluldre Lokalisation musste daher
immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht werden. Zur Detektierung mussten fiir
die E2- und c-myc-Erkennungssequenz spezifische Antikorper verwendet werden.
Der E2-Antikorper konnte anschliefend durch einen FITC-konjugierten zweiten
Antikorper, der Myc-Antikorper durch einen Cy3-konjugierten Antikérper unter
dem Mikroskop visualisiert werden. Um eine gleichzeitige Prézipitation beider
primarer AntikOrper durch den sekundédren Antikorper zu vermeiden, wurde ein
Maus-Antikorperpaar (Maus-Anti-E2-1gG und Ziege-Anti-Maus-1gG-FITC) und ein
Kaninchen-Antikorperpaar gewéhlt (Kaninchen-Anti-Myc-1gG und Ziege-Anti-
Kaninchen-1gG-Cy3). Die nukledre DNA wurde wieder durch DAPI sichtbar
gemacht. Die so 48 h nach Co-Transfektion und Kultivierung behandelten Zellen
zeigten ebenfalls das vesikuldre Verteilungsmuster der Cops5- und Spastin-
Fusionsproteine im Zytoplasma der Zellen. Analog der Transfektion mit den
Fluorophorfusionsproteinen der ersten Co-Lokalisationsstudie deutet auch hier das
groRteils Gberlappende Expressionsmuster auf eine Interaktion beider Proteine.
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Cops5-E2 Spastin-c-myc Overlay

Abb. 3.10: Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung der subzelluldren Co-Lokalisation
von Cpos5 mit Spastin in NIH3T3-Zellen. Filter: FITC = 450 - 490 nm fiir Cops5-Fusionsproteine
(griines Signal), TRITC = 552 — 570 nm flr Spastin-c-myc-Fusionsproteine (rotes Signal), DAPI =
355 — 360 nm fir DAPI gefarbte Nuklei (blaues Signal). A: Lokalisation des Cops5-E2-
Fusionsproteins im Zytoplasma der NIH3T3-Zellen, 600fache VergroRerung. B Lokalisation des
Spastin-c-myc-Fusionsproteins im Zytoplasma der NIH3T3-Zellen, 600fache VergroRerung. C:
Digitale Ubereinanderlagerung der Signale mit Co-Lokalisation von Cops5-E2-Fusionsprotein und

Spastin-c-myc-Fusionsprotein, 600fache Vergréfierung.

3.2.6.2 Co-Immunoprazipitation von Cops5 und Spastin nach Isolierung aus
NIH3T3-Zellen

Nach Demonstration der Co-Lokalisation von Cops5 und Spastin sollte mittels Co-
Immunoprézipitation die putative Interaktion beider Proteine in Sdugetierzellen
verifiziert werden. Dazu wurden die generierten Fusionsproteine Cops5-E2 (3.2.2.1)
und Spastin-c-myc (3.2.3) in einem gemeinsamen Ansatz verwand. Das Prinzip
bestand in der Isolierung eines Fusionsproteins mit Hilfe eines an magnetische
Partikel gekoppelten Antikorpers aus dem Gesamtproteinextrakt (Abb. 3.11), der
aus co-transfizierten NIH3T3-Zellen gewonnen wurde. Der mitisolierte putative
Interaktionspartner konnte dann in einem weiteren Schritt durch einen zweiten

gegen ihn gerichteten Antikdrper nachgewiesen und visualisiert werden.
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung der Co-Immunopréazipitation.
Das Fusionsprotein wird durch sein Epitop mittels eines spezifischen, an einen magnetischen Partikel
gekoppelten Antikorper prézipitiert. Im Falle einer Interaktion mit dem zweiten Fusionsprotein wird

dieses mit prézipitiert und kann durch einen zweiten Antikorper anschlielend visualisiert werden.

Kultivierte NIH3T3-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit jeweils 3 ug DNA der
pQM-NTag/A-Intron-Cops5- und pCS2-3-SPG4-Vektoren co-transfiziert und nach
48 h die Proteine extrahiert. AnschlieBend erfolgte die eigentliche Co-
Immunoprézipitation. Die pelletierten Fusionsprotein-Antikorperkomplexe wurden
durch die SDS-PAGE aufgetrennt und konnten nach einem Western-Blot
membrangebunden immunologisch detektiert werden. Die eingesetzten Konstrukte
Cops5-E2 und SPG4-c-myc enthielten eine Sequenz fir die antikorperspezifischen
Epitope E2 bzw. c-myc. Mit einem monoklonalen Maus-Anti-E2-Antikorper wurde
zuerst Cops5 prazipitiert und anschlieend auf der Membran Spastin mittels
Kaninchen-Anti-Myc-Antikorper in Verbindung mit monoklonalem Ziege-Anti-
Kaninchen-1gG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat detektiert (Abb. 3.12). Der so
angeféarbte Komplex hatte die erwartete GréRRe von 68 kDa. Das Ergebnis bestatigt

die Interaktion von Cops5 mit Spastin in NIH3T3-Zellen.
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Abb. 3.12: Co-Immunoprazipitation von Cops5 und Spastin nach Isolierung aus NIH3T3-
Zellen. Cops5-E2 wurde mittels spezifischen E2-Antikorper prézipitiert und das interagierende
Spastin-c-myc anschlieBend durch einen spezifischen myc-Antikérper detektiert. PM =
Proteinmarker. 1. Positivkontrolle: Anhand des zur Detektion benutzten zweiten Antikérpers gegen
die myc-Erkennungsequenz wurde Spastin-c-myc im Zelllysat co-transfizierter Zellen ohne vorherige
Prézipitation nachgewiesen. 2. + 4. Interaktion von Cops5 + Spastin: Prézipitation im Zelllysat der
co-transfizierten NIH3T3-Zellen durch den ersten Antikérper gegen die E2-Erkennungssequenz des
Cops5 und anschlieBende Detektion von Spastin mittels eines zweiten Antikdrpers gegen die myc-
Erkennungssequenz. 3. Negativkontrolle: Keine Detektion von Spastin im Zelllysat nicht
transfizierter Zellen.

3.3 Sequenzierung des COPS5-Gens von Patienten mit klinisch
diagnostizierter HSP

Die HSP bilden eine genetisch heterogene Gruppe neurodegenerativer
Erkrankungen. Klinisch lassen sich diese noch in eine reine und in eine komplizierte
Form mit zusatzlichen neurologischen Symptomen klassifizieren. Flr beide Formen
kann die Vererbung autosomal-dominanten, autosomal-rezessiven oder X-

chromosomal-rezessiven Erbgangen folgen. Dabei entfallen nahezu 80 % der Félle
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auf die autosomal-dominante und etwa 20 % auf die autosomal-rezessive Form. Zu
den bis dato 39 bekannten chromosomalen Loci sind erst 16 Genprodukte
identifiziert worden. So besteht die Mdoglichkeit, dass ein Interaktionspartner des
Spastins ebenfalls kausal fur eine HSP sein kann. Im Rahmen der Charakterisierung
von Cops5 durch diese Arbeit (3.2) konnte die Interaktion mit Spastin validiert
werden. Auffallig ist, dass der chromosomale Locus von COPS5 in der Nahe des
HSP-Locus SPG5 liegt. Fir diesen Locus wurde bisher kein Genprodukt
identifiziert. Daher wurden mittels Sequenzanalyse die DNA-Proben von 20
Patienten mit einer Klinisch diagnostizierten HSP und AusschluB von
Veranderungen in den fir SPG3A und SPG4 kodierenden Genen auf Mutationen im
Gen fiir COPS5 untersucht.

3.3.1 Identifizierung der Exon/Intron-Ubergiange und Amplifizierung der
Exons von COPS5

Die Exon/Intron-Ubergange der COPS5-DNA-Sequenz auf genomischer Ebene
wurden mithilfe des NCBI-Programms (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ermittelt.
COPS5 besteht aus 8 Exons, das Startcodon lokalisiert im ersten Exon, das
Stopcodon im letzten Exon. Um auch die Exon/Intron-Ubergange sequenzieren zu
konnen, wurden spezifische, die Exons flankierende Primer generiert. Nach
Etablierung eines PCR-Programms an genomischer DNA zur Amplifizierung aller
Exons mit ihren Intron-Ubergiangen unter Verwendung der generierten Primer
konnten die 8 Exons sequenziert werden. Daflir kamen die gleichen spezifischen
Primer zum Einsatz. Zundchst wurde mit einem Forward-Primer sequenziert und im
Falle einer Veranderung auf DNA-Ebene ebenfalls mit einem Reverse-Primer. Das
Ergebnis ist jeweils durch eine wiederholte Amplifizierung und Sequenzierung des

betreffenden Exons verifiziert worden.

3.3.2  Veranderungen der COPS5-Sequenz auf DNA-Ebene

Durch Sequenzierung der Exon-Bereiche einschlieflich der angrenzenden

intronischen Uberginge von 20 Patienten konnten 3 Veranderungen (Tab 3.1) im
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COPS5-Gen gefunden werden. Die Veranderungen betreffen zum einen die 5’-UTR,
zum anderen aber auch den exonischen und intronischen Bereich (Abb. 3.13).
Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes bedingt die gefundene
Verénderung im Bereich des zweiten Exons an der letzten Stelle eines Tripletts

jedoch keinen Austausch einer Aminosaure.

Veranderung Aminosaure
5'UTR 5’UTR-49A>G -
Exon 2 c.371A>G Al124A
Intron 3 IVS3+75T>C -

Tab. 3.1: Ubersicht der Verdnderungen im COPS5-Gen bei Patienten mit klinisch

diagnostizierter Hereditarer Spastischer Paraplegie.

A 1 B [ c 1
GGT - GTI[ATGCGCGAAAC|AGAANAGTG
s > T

Abb. 3.13: Basenaustausch im COPS5-Gen bei Patienten mit klinisch diagnostizierter HSP. A:
Verénderung in der 5’UTR. An Position -49 unterscheiden sich bei 6 Patienten beide DNA-Strange
in einer Base und fiihren so zu einem Ubereinander gelagerten Signal. B: Basenaustausch an Pos. 371
im Exon 2. Bei einem Patienten fand sich ein heterozygoter Tausch A>G. Da es die letzte Base des
Tripletts GCA ist, kodiert das veranderte Triplett GCG ebenfalls fur die Aminoséure Alanin. C:
Verénderung im intronischen Bereich 3. Ein heterozygoter Basentausch im Intron 3 an Pos. +75 von

Thymin zu Cytosin konnte bei 11 Patienten demonstriert werden.
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4 Diskussion

4.1 Problemstellung

Die Hereditdren Spastischen Paraplegien als neurodegenerative Erkrankungen
bilden eine heterogene Gruppe mit derzeit weit ber 30 identifizierten Genloci. Die
urséchlichen Gene und Genprodukte sind jedoch nur fiir 16 Loci bekannt. Mit der
Hypothese, dass mittels direkter Wechselwirkung die intrazellulare Funktion des
Spastins durch Interaktionspartner beeinflusst wird und diese Partner damit selbst
eine pathophysiologische Relevanz als Kandidaten fur eine HSP besitzen, wurde mit
einem Yeast-Two-Hybrid-System nach mdglichen interagierenden Proteinen
gesucht. Vier putative Partner als mogliche Kandidaten konnten mittels dieser
Methode identifiziert werden: COPS5, RTN1, RTN3 und FLJ40626 (Bohm, 2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine molekulare Charakterisierung des COPS5-
Gens und seines Genproduktes als Kandidatengen fiir die Hereditire Spastische

Paraplegie.

In einem ersten Schritt sollte das COPS5-Genprodukt auf subzelluldrer Ebene
charakterisiert sowie die zuvor in vitro gefundene Interaktion mit Spastin verifiziert
werden. Unabhdngig von diesen Studien wurden in einem zweiten Schritt
Mutationsanalysen in Bezug auf das COPS5-Gen bei HSP-Patienten durchgefiihrt,
bei denen keine Mutation im SPG3A- und SPG4-Gen nachgewiesen werden konnte.
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4.2 COPS5 als Interaktionspartner des Spastins

4.2.1  Struktur, Isoformen und subzellulare Lokalisation von Spastin

Spastin wird in die Subgruppe 7 der AAA-ATPasen (ATPases associated with
various cellular activities) eingeteilt (Frickey und Lupas, 2004). Die AAA-
Proteinfamilie zeichnet sich durch die Beteiligung an verschiedenen zelluléaren
Prozessen aus. Neben der Genese von Zellorganellen und der Funktion in
Proteasomen zéhlen hierzu auch der Transport an Membranen und die Regulation
von Mikrotubuli (Vale, 2000).

Spastin enthélt mehrere grole Domanen (Abb. 4.1), neben der am C-Terminus
lokalisierten AAA-Doméne findet sich N-terminal eine MIT- (microtubule-
interacting and endosomal trafficking) Domane. Ebenfalls am N-terminalen Ende
des Spastins liegt zusatzlich noch eine mogliche Transmembrandoménne (Salinas et
al., 2007). Daruiber hinaus konnten NLS- (nuclear localization signals) und NES-
(nuclear export signals) Motive in der Polypeptidkette identifiziert werden (Beetz et
al., 2004; Claudiani et al., 2005).

1st 2nd
ATG (aal) ATG (aa87)

NLS1 NES NLS2

Exon4
197-228

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Spastin-Struktur. Spastin enthalt 3 Hauptdomanen sowie
drei funktionelle Lokalisationssignale. TM = Transmembrandomane (aa 57-79). MIT = microtubule-
interacting and endosomal trafficking domain (aa 116-194). AAA = ATPase associated with various
cellular acitivities (aa 374-510). NLS = nuclear localization signal: NLS1 (aa 4-11), NLS2 (aa 309-
312). NES = nuclear export signal (aa 50-87). Adaptiert nach Salinas et al. (2007).
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Zur subzelluldren Lokalisation des Spastins gibt es verschiedene, z.T.
widersprichliche Angaben. Erste Studien beschrieben es in neuronalen Zellen als
ein nukleares Protein (Charvin et al., 2003). Uber eine zytoplasmatische und/oder
eine nukledre Lokalisation in Abh&ngigkeit von der neuronalen Zellpopulation
wurde jedoch ebenso berichtet (Wharton et al., 2003; Beetz et al., 2004). Dabei ist
zu beachten, dass bei den Experimenten verschiedene Isoformen des Spastins
eingesetzt wurden (Tab. 4.1). Claudiani et al. publizierten hierzu 2005 eine Studie,
die zeigte, dass von der SPG4-mRNA zwei Isoformen translatiert werden kdnnen
mit etwa 60 bzw. 68 kDa GroRe. Im Gegensatz zur langeren Isoform mit Translation
beginnend am ersten ATG-Startcodon, lasst die kiirzere Isoform ohne die ersten 86
Aminosauren mit Translationsbeginn am zweiten ATG-Startcodon die postulierte
Transmembrandomane und das NES vermissen. Beide Varianten werden in den
Nukleus importiert, aber die das NES enthaltende grofiere 68-kDA-Isoform wird
aktiv wieder exportiert. Wahrend die kirzere Isoform in relevanten Mengen sowohl
im Nukleus als auch im Zytoplasma prasent ist, scheint die gréRRere 68-kDA-Isoform
wieder aus dem Nukleus transportiert zu werden und lokalisiert zytoplasmatisch.
Mit Blick auf die Hereditdre Spastische Paraplegie erscheint weiterhin
bemerkenswert, dass die langere, mehrheitlich zytoplasmatische Isoform zwar
absolut betrachtet in geringerer Menge translatiert wird, aber im Gehirn und im
Rickenmark von Mé&usen und damit zweier im Rahmen der HSP histopatholgisch
besonders relevanter Gewebe stérker angereichert ist als in anderen Geweben.
Innerhalb des Zytoplasmas wiederum ist Spastin im Bereich der Spindelpole und
den Mittelkorpern ebenso vermehrt angereichert wie in den distalen Axonen von
Motorneuronen (Errico et al., 2004). In Drosophila melanogaster lokalisiert Spastin
ebenfalls in den Axonen und Synapsengebieten (Trotta et al., 2004).
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Spastin

Isoform
1st ATG; +Ex4 67.2
2nd ATG; +Ex4 58.0
1st ATG; AEx4 63.6
2nd ATG; AEx4 54.4

Tab. 4.1: Ubersicht der Spastinisoformen und ihrer Molekulargewichte. Es wurde iber
verschiedene Isoformen berichtet, abhéngig vom Gebrauch des ersten oder zweiten ATG-Startcodons
und der An- oder Abwesenheit von Exon 4 (aa 197-228).

Claudiani et al. haben ebenfalls darauf hingewiesen, dass die Regulation des
praferierten ATG-Startcodons und damit folglich der translatierten Isoform durch
die 5’-untranslatierte Region kontrolliert wird. Ein Fehlen dieser Region in fir
Spastin kodierenden Plasmiden flhrt daher zu einer verstarkten Expression der
groReren Isoform mit zytoplasmatischem Verteilungsmuster.

Das Verteilungsmuster fur Plasmide ohne die 5’UTR bestétigte sich in dieser Arbeit
(3.2.5). Single Transfection von Sdugetierzellen mit Spastin-Konstrukten, die mittels
Antikorper sichtbar gemacht werden konnten, zeigten ein zytoplasmatisches

Verteilungsmuster.

422 COPS5

COPS5 (homo sapiens cop9 constitutive morphogenic homolog subunit 5) stellt die
finfte Untereinheit des COP9(CSN)-Signalosom-Komplexes dar und firmiert
ebenfalls unter der Bezeichnung CSN5 bzw. JAB1 (Zhang et al., 2007). Der
urspringlich in Arabidopsis (Wei und Deng, 1992) identifizierte CSN-Komplex
konnte 1998 von Seeger et al. auch in menschlichen Zellen nachgewiesen werden.
Der an diversen zelluldren und entwicklungsbiologischen Prozessen partizipierende
Komplex setzt sich aus insgesamt 8 Untereinheiten (CSN1 — 8) zusammen, die
ausgehend von Arabidopsis Uber Drosophila bis zum Menschen, durch eine hohe

evolutiondre Konservierung imponieren. Den gesamten Komplex betrachtend, zeigt
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hierbei die fiinfte Untereinheit (CSN5/COPS5) die groRte Ubereinstimmung in der
Identitat der Aminosauren. Die homologen COPS5-Proteine von Arabidopsis und
Mensch weisen dabei in ihrer Aminosaurensequenz eine Ubereinstimmung von etwa
60 % auf. Auch mit dem 19S-Proteasomen-lid-Komplex und dem eukaryotischen
Initiationsfaktor elF3 teilt der CSN-Komplex eine hohe strukturelle Ahnlichkeit.
Hauptséchlich bedingt wird sie durch die vorherrschenden Domaéanen seiner
Untereinheiten, PCI (proteasome, COP9 signalosome, initiation factor 3) und MPN
(Mprl-Padl-N-terminal) (Wei und Deng, 2003). Das COPS5-Protein wurde
urspriinglich im Rahmen seiner Interaktion mit Transkriptionsfaktoren identifiziert
(Claret et al., 1996). Strukturell findet sich an seinem N-terminalen Ende ein als
MPN-Doméne bekannter Abschnitt (Hofmann und Bucher, 1998). Eingebettet in
diese ist ein Metalloprotease-Motiv, das als JAMM-Motiv bezeichnet wird (Cope et
al., 2002). Es bildet ein katalytisches Zentrum zur Entfernung von Ubiquitin oder
Ubiquitin-&hnlichen Proteinen von Bestandteilen des Ubiquitin-Proteasomen-
Systems (Burger-Kentischer et al., 2005). Dariber hinaus findet sich zwischen den
Aminosduren 233 und 242 ein speziesubergreifend konserviertes Leucin-reiches
nukleéres Exportsignal (NES) (Abbildung 4.2) (Tomada et al., 2002).

1 53 143 233 242 334

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der COPS5-Struktur. COPS5 enthélt eine als MPN
bezeichnete Domédne mit einem hierin eingebetteten Metalloprotease-Motiv und ein nukleéres
Exportsignal. MPN = Mprl-Padl-N-terminal (aa 53-143). JAMM = Jabl/MPN domain

metalloenzyme. NES = nuclear export signal (aa 233-242).
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Neben der Integration in den CSN-Gesamtkomplex findet sich COPS5 in der Zelle
jedoch auch in einer zweiten, nicht in den Gesamtkomplex integrierten Form mit
zumeist geringerer molekularer Masse. Von einer monomerischen Form in
Arabidopsis (Kwok et al., 1998) und Sdugetierzellen (Yang et al., 2002) bis zu einer

etwa 200 kDa groRRen Form in Schizosaccharomyces pombe (Mundt et al., 2002).

4.2.3  Subzellulare Lokalisation von Cops5

Wahrend der CSN-Holokomplex mehrheitlich nukledr lokalisiert gefunden wird
(Staub et al., 1998; Schaefer et al., 1999), wird fir COPS5 in seiner freien Form
sowohl eine nukledre als auch eine zytoplasmastische Verteilung berichtet
(Bounpheng et al., 2000). Mini CSN-Komplexe, mit COPS5 und nur wenigen
anderen CSN-Untereinheiten, zeigen hingegen ein (berwiegend zytosolisches
Verteilungsmuster. Es verdichtet sich aber das Bild, dass die Verteilung von COPS5
komplex reguliert wird. Wie erwahnt besitzt COPS5 ein nukleédres Transportsignal.
Bei Punktmutationen in diesem Signal konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit
von COPS5 zum nukleédren Transfer und der anschlieRende Abbau des Inhibtors der
Cyclin-abhéngigen Kinase p27 reduziert ist (Tomoda et al., 2002). Tomoda et al.
weisen ebenfalls daraufhin, dass die ektopische Uberexpression von COPS5 mit
Erkennungssequenzen fiir Antikorper in kultivierten Zellen zu einer verminderten
Inkorporation in den CSN-Gesamtkomplex fiihrt. Eine groRe Fraktion wvon

uberexprimiertem COPSS5 findet sich in freier Form.

Vor Untersuchung der subzellularen Darstellung in dieser Arbeit wurde die
Lokalisation von COPS5 anhand einer Expression in embryonalen und adulten
Sdugetierzellen  analysiert.  Besonderes  Augenmerk galt dabei dem
Expressionsnachweis in neuronalen Geweben (3.1). Nach einer RT-PCR an
isolierter RNA der Zellen konnten die erwarteten Amplifikate in einer
gelelektrophoretischen Auftrennung demonstriert werden. Nach Demonstration der
zelluldren Expression folgte die Transfektion von Sdugetierzellen (NIH3T3) mit
Cops5-Konstrukten, die eine Erkennungssequenz an ihrem N-terminalen Ende
trugen. Fir diese Konstrukte konnte fluoreszenzmikroskopisch ein vesikuldr

zytoplasmatisches Verteilungsmuster gezeigt werden (3.2.4).
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424  Cops5 interagiert mit Spastin

Das COPS5-Genprodukt konnte in einem Y2H-System von unserer Gruppe als ein
putativer Interaktionspartner des Spastins identifiziert werden. Dabei ist aber zu
beachten, dass diese Methode zum einen nicht spezifisch ist und zum anderen flr
Saccharomyces cerevisiae andere Proteine das Ergebnis beinflussen konnen. Diese
Proteine kénnen mdglicherweise eine Interaktion in Hefezellen bewirken, wéhrend
sie in mehrzelligen eukaryotischen Organismen nicht vorkommen.

In dieser Studie konnte die Interaktion beider Proteine erstmals mittels Co-
Immunoprézipitation bestatigt werden (3.2.6.2). Da die Generierung von humanen
COPS5-Konstrukten mit Erkennungssequenz fur Antikdrper nicht gelang, wurde die
homologe Mausvariante eingesetzt. Humanes COPS5-Protein und murines Cops5-
Protein zeigen jedoch eine Sequenzibereinstimmung auf Peptidebene von nahezu
100 % (siehe Anhang). Die mit antikorperspezifischen Epitopen fusionierten
Proteine Cops5 und Spastin wurden durch an Antikdrper gekoppelte magnetische
Partikel aus einem eukaryotischen Zelllysat (NIH3T3) co-immunoprazipitiert und
Cops5 durch Western-Blot-Analyse anschliefend detektiert. Somit konnte neben
dem Y2H-System mit einer weiteren Methode gezeigt werden, dass Spastin in
Saugetierzellen spezifisch mit Cops5 interagiert. Unterstltzt wird dieses Ergebnis
durch immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der subzelluldren Co-
Lokalisation beider Proteine in NIH3T3-Zellen. Es konnte hier die zytoplasmatische
Co-Lokalisation von COPS5 bzw. Cops5 und Spastin belegt werde (3.2.6.1).

4.25  Physiologische Relevanz der COPS5 - Spastin Interaktion

Das flr Spastin kodierende SPG4-Gen stellt das am héaufigsten mutierte HSP-Gen
dar und ist fir ungefahr etwa 40 % der autosomal-dominanten Falle verantwortlich
(Hazan et al., 1999). Dabei konnte eine Vielzahl von Mutationen identifiziert
werden, Missense-, Nonsense- und Splei3sitemutationen, Deletionen und
Insertionen (Fonknechten et al., 2000). Die meisten dieser Mutationen fallen in die
oben beschriebene  AAA-Domdne des SPG4 (Lindsey et al., 2000). Die
Sequenzanalyse von Spastin ergab Homologien mit Katanin, ebenfalls ein AAA-

Protein. Katanin ist beteiligt am Zerlegen von Mikrotubuli (MT), es vermag mittels



Diskussion 70

einer Untereinheit MT zu binden, zu oligomerisieren und ATP-abhéngig zu
zerschneiden. Eine zweite Untereinheit heftet diesen Katanin-Komplex an das
Zentrosom (Baas et al., 2005). Zusammen mit der Beobachtung, dass Spastin die
MT-Dissoziation in Zellen unterstitzt, lieR dies an eine Beteiligung von Spastin in
der Regulation des MT-Umsatzes denken (Errico et al., 2002). MT sind fir
Zelltransport und Zellteilung sowie andere Funktionen essentielle Polymere. Lange
und Erscheinungsform hangen dabei von assoziierten Proteinen (MAP) sowie
stabilisierenden und destabilisierenden Faktoren ab, mit dem Ergebnis eines
prazisen raumlichen und zeitlichen Verteilungsmusters (Nogales, 2000). Das
Zerlegen von MT ist an die ATPase-Aktivitat des Spastins gekoppelt, da ATPase-
defiziente Spastinformen diese Fahigkeit nicht zeigen (Evans et al., 2005; Roll-
Mecak und Vale 2005). Neben dieser Funktion konnte flr Spastin und einige
Formen mit Mutationen in der AAA-Domdane aber auch gezeigt werden, dass
Spastin in der Lage ist, MT zu bilndeln (Salinas et al., 2007). Mittels dem
sogenannten NA14, einem Protein im Zentrosom von Saugetierzellen, wird die
Interaktion zwischen Spastin und MT vermittelt. Deletionen in der NA14-bindenden
Region des Spastins bewirken eine Behinderung der Interaktion mit MT, was
zusammen mit dem Anreicherungsmuster des Spastins an den Spindelpolen, dem
Zentrosom und den distalen Axonen, auf die Bedeutung des Spastins fiir die
Dynamik und das Rearrangement des Zytoskeletts hinweist (Errico et al., 2004). Die
Homdostase des axonalen Transports ist von grof3er Bedeutung in Bezug auf die
Entstehung von Krankheiten und ruht auf einem funktionierendem MT-Netzwerk
(Holzbaur, 2004). Ein gestorter mitochondrialer Transport konnte fur Zellen mit
Uberexpression ~ mutierten  Spastins  gezeigt und in  postmortalen
Ruckenmarksschnitten von SPG4-Patienten gefunden werden (McDermott et al.,
2003). Das histopathologische Korrelat der spastischen Paraplegien ist die distale
Degeneration der langen Motorneurone des Riickenmarks. Diese sind aufgrund ihrer
Lange und hohen Polaritdt in besonderer Weise von komplizierten und exakt
wirkenden Transportmechanismen abhéngig (Almenar-Queralt und Goldstein,
2001). Entsprechend kann den Mikrotubuli als einer Art Riickgrat der intrazelluldren

Transportmechanismen eine besondere Bedeutung zukommen.

Vom CSN-Komplex ist eine intrinsische Metalloproteaseaktivitdt bekannt, die

innerhalb des COPS5-Proteins lokalisiert ist (Cope et al., 2002). Diese enzymatische
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Aktivitat vermag das Ubiquitin-dhnliche Protein NEDD8 von Cullinen zu entfernen,
ein Prozess der als ,,Deneddylation* bezeichnet wird (Schwechheimer et al., 2001;
Lyapina et al., 2001). Culline wiederum dienen als eine Art Baugerist fir
Ubiquitinligasen (Willems et al., 2004; Petroski und Deshaies, 2005). Zyklen von
Neddylation und CSN-vermittelter Deneddylation regulieren dann diese Ligasen
(Wee et al., 2005). Neben dieser Eigenschaft ist der CSN-Komplex mit Kinasen
assoziiert (Uhle et al., 2003). Diese vermdgen Substrate des Ubiquitin-Proteasomen-
Systems zu modifiziieren und beeinflussen so ihre Stabilitat (Bech-Otschir et al.,
2005). SchlieBlich ist der CSN-Komplex noch mit dem Deubiquinase Enzym USP
15 assoziiert (Hetfeld et al., 2005). Die Protease reguliert Ubiquitinligasen sowie
andere Adaptorproteine des Komplexes und schitzt sie so vor Autoubiquination und
anschlieRender Degradation (Wee et al., 2005). Tatsachlich interagiert COPS5 selbst
mit unzadhligen Proteinen, die oft das Zielobjekt fir den CSN-Komplex darstellen. In
einigen Fallen wie p53, p27, rLHR precursor und Smad4 stimuliert die COPS5-
Bindung so den nachfolgenden Proteinabbau, wahrend in anderen Fallen wie HIF1-

a und c-Jun die Bindung einen stabilisierenden Effekt hat (Wei und Deng, 2003).

Auch eine funktionelle Beziehung zwischen dem CSN-UPS-Weg und dem
Mikrotubulinetzwerk konnte durch Peth et al. 2007 hergestellt werden. Das
Mikrotubulibindungsprotein EBL1 interagiert mit dem CSN-Komplex. Die Bindung
des Komplexes an das EB1 Protein wird uUber COPS5 vermittelt. Folge der
Interaktion und einer folgenden damit assoziierten Phosphorylierung ist eine
Stabilisierung des EB1 gegenuber einer Degradation durch das Ubiquitin-
Proteasomen-System. Wie oben bereits erwéhnt, kommt einem funktionierenden
Mikrotubulinetzwerk eine zentrale Rolle im intrazellularem Vesikeltransport, dem
Aufrechterhalten der Zellform oder der Chromosomensegregation zu. EB1
wiederum kommt eine wichtige Rolle im dynamischen Auf- und Abbau des MT-
Netzwerkes zu, es bindet an die Enden von MT und fordert deren Polymerisation. In
ihrer Studie konnnten Peth et al. so zeigen, dass der CSN-Komplex und dem damit
verbunden UPS eine wesentliche Regulatorfunktion in der Dynamik und Funktion
des Zytoskeletts zukommt. Ein zukinftiges Experiment sollte daher die COPS5 —
Spastin Interaktion im Hinblick auf eine mdgliche Kooperation beider Proteine /
Proteinkomplexe in der Regulation der MT-Dynamik und damit einem
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wahrscheinlichen Schlisselelement in der Pathophysiologie der Hereditaren

Spastischen Paraplegien untersuchen.

4.3 DNA-Analyse von Patienten mit klinisch diagnostizierter HSP

Hereditare Spastische Paraplegien (HSP) zeigen sowohl eine klinische als auch eine
genetische Heterogenitat. Ihr charakteristisches klinisches Merkmal ist die
fortschreitende Spastizitat der unteren Extremitéten. Genetisch folgen die einzelnen
Formen autosomal-dominanten, autosomal-rezessiven oder X-chromosomalen
Vererbungsmustern. Bis heute konnten 39 Loci (SPG) kartiert und dazu 16
verantwortliche Gene identifiziert werden. Die chromosomale Lokalisation 8gq12.3
von COPS5 stimmte zu Beginn dieser Arbeit mit dem SPG5-Locus Uberein, eine
autosomal-rezessive Form der HSP (ARHSP). Wéhrend tber 40 % der autosomal-
dominanten Félle an die beiden Hauptloci SPG3A und SPG4 gekoppelt sind, ist
weniger Uber die autosomal-rezessiven Formen der HSP bekannt, da die kartierten
Loci nur in wenigen Familien, oft nur in einer identifiziert wurden, und nur fir einen
geringen Prozentsatz der gesamten HSP-Félle verantwortlich sind (Klebe et al.
2007). COPS5-Mutationen im Hinblick auf SPG5 sollten entsprechend mdglich

sein, wenn auch nicht von einem hochfrequenten Auftreten auszugehen war.

Wie die Gesamtheit der HSP so bilden auch die ARHSP in sich eine genetisch und
klinisch sehr heterogene Gruppe. Viele der Entitaten wurden oft nur in einer Familie
gefunden. Bisher wurden 17 Loci beschrieben (Tabelle 4.2), es konnten mit
Paraplegin (SPG7), Spatacsin (SPG11), Spastizin (SPG15), Spartin (SPG20) und
Maspardin (SPG21) aber erst funf Gene identifiziert werden. Der SPG5-Locus
wurde zuerst als eine 32.8 cM groRe Region auf Chromosom 8 beschrieben (Hentati
et al., 1994), in der Folge bestatigt sowie weiter eingegrenzt (Coutinho et al., 1999).
Klinische und genetische Untersuchungen an einer konsanguinen Familie konnten
den Locus zwischen den polymorphen Markern D8S1833 und D8S285 erfassen, ein
23 cM groles Referenzintervall (Wilkinson et al., 2003). Innerhalb dieses Intervalls
auf Chromosom 8 lokalisiert mit 8q12.3 auch COPS5. Entsprechend konnte COPS5
und sein Genprodukt als bestatigter Interaktionspartner des Spastins als Kandidat fur

die Ursache einer HSP gelten.
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Genlocus | Genprodukt Vererbung HSP-Form |
SPG5 [8q12-(q13 unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
SPG7 (16024.3 Paraplegin autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG11 |2¢g33.1 Spatacsin autosomal-rezessiv  |rein
SPG14 |3g27 — 28 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG15 (14922 - 24  [Spastizin autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG20 |13g12.3 Spartin autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG21 |15g22.31 Maspardin autosomal-rezessiv  |rein
SPG23 (1924 —q 32 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG24 |13g14 unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
SPG25 [6(23.3 —g24.1 |unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
12p11.1 -
SPG26 |12q14 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG27 [10g22.1 — g24.1|unbekannt autosomal-rezessiv  [rein
SPG28 |14921.3 — g22.3|unbekannt autosomal-rezessiv  |rein
SPG30 |2¢g37.3 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG32 (14912 — g21 unbekannt autosomal-rezessiv  [rein
SPG35 |16021 —g23.1 |unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert
SPG39 |19p13 unbekannt autosomal-rezessiv  |kompliziert

Tab. 4.2: Ubersicht der autosomal-rezessiven Genloci und der entsprechenden Genprodukte im

Zusammenhang mit der Spastischen Paraplegie. SPG = Spastische Paraplegie.

Es wurden daher die aus Leukozyten gewonnen DNA-Proben von insgesamt 20

Patienten mit AusschluR von Verdnderungen im SPG3A- und SPG4-Gen in Bezug

auf Mutationen im COPS5-Gen analysiert. Es konnte ein Basenaustausch im

codierenden Bereich des COPS5-Gens gefunden werden. Im Exon 2 wurde die

Veranderung ¢.371A>G bei einem Patienten detektiert. Da der genetische Code

degeneriert ist, hat dieser Basenaustausch an der dritten Position des Tripletts keine
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Auswirkung auf die dem Codon entsprechende Aminosédure (3.3). Sowohl das
Basentriplett GCA, als auch das Triplett GCG kodiert flr die Aminosaure Alanin.
Eine weitere VVeranderung, die bei sechs Patienten gefunden werden konnte, betraf
die 5’-untranslatierte Region. Dort fand der heterozygote Basenaustausch -49A>G
statt. Die dritte gefundene Verdnderung betraf die intronische Sequenz
(IVS3+75T>C) und konnte bei 11 Patienten des Untersuchungskollektivs
demonstriert werden. Grundsatzlich kénnen Veranderungen in untranslatierten und
intronischen Bereichen Regulationssequenzen der Genexpression oder fur die
Prozessierung der RNA essentielle Sequenz betreffen, wozu eine genauere Analyse
der identifizierten Veranderungen vorgenommen werden mdisste. Damit kénnen
Mutationen in solchen Bereichen auch die Ursache flir Erkrankungen sein.
Aufgrund der Haufigkeit mit der die beiden letztgenannten Verdnderungen
detektiert wurden, diirfte es sich aber vermutlich um Polymorphismen handeln. Zur
Bestatigung dieser Interpretation musste eine statistisch signifikante Anzahl von
Kontrollpersonen Antwort liefern. Nach Abschlul der Sequenzierungsarbeiten
gelang es, den SPG5-Locus zwar weiter einzugrenzen, auf ein zuerst 11 cM (Muglia
et al., 2004) und schlieRlich 3.8 cM grolies Intervall (Klebe et al., 2007), in welches
COPS5 nicht mehr direkt lokalisiert. Mutationen in COPS5 kdnnten jedoch auch
einen ganzlich neuen Locus im Rahmen der genetisch heterogenen HSP dastellen.
Wie Tab 4.2 zu entnehmen ist, liegen auch die autosomal-rezessiven Spastischen
Paraplegien 15, 28 und 32 chromosomal eng beieinander. Hierbei wére dann auch
eine autosomal-dominante Variante zu berucksichtigen, da die in dieser Arbeit
untersuchten 20 Patienten mit einer Klinisch diagnostizierten HSP nur durch
Ausschluss von Veranderungen in den fur SPG3A und SPG4 kodierenden Genen

selektiert wurden.
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5 Zusammenfassung

Die Hereditdren Spastischen Paraplegien (HSP) bilden eine klinisch und genetisch
heterogene Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen. Gekennzeichnet sind diese
insbesondere durch eine progrediente spastische Tonuserhéhung und Hyperreflexie
der unteren Extremitaten. Das Vererbungsmuster der HSP folgt autosomal-
dominanten, autosomal-rezessiven und X-chromosomalen Erbgéngen. Bis dato
konnten zwar 39 Loci identifiziert werden, doch die ursachlichen Gene sind in tber
der Halfte der Félle noch unbekannt. Eine besondere Bedeutung kommt dem SPG4-
Gen zu. Veranderungen in diesem sind fir ungefdhr 40 % der autosomal-
dominanten HSP verantwortlich. In einem Y2H konnte gezeigt werden, dass sein
Genprodukt Spastin mit COPS5 interagiert. Ziel dieser Arbeit war deshalb eine
molekulare Charakterisierung des COPS5-Gens und seines Genproduktes als

mdogliches Kandidatengen fur die HSP.

Zuerst wurde die Transkription von Cosp5 in Wildtyp-Mausen untersucht. Das
Transkript wurde sowohl in Geweben adulter als auch in Geweben embryonaler
Méuse nachgewiesen. Das Cops5-Transkript konnte ebenfalls in allen untersuchten

neuronalen Geweben detektiert werden.

Mittels Immunfluoreszenz wurde eine zytoplasmatische Co-Lokalisation von Cops5
und Spastin in  S&ugetierzellen demonstriert. Die anschlielende Co-
Immunoprézipitation konnte die Interaktion beider Genprodukte bestatigen. Somit
konnte mit verschiedenen Methoden gezeigt werden, dass Spastin mit Cops5

spezifisch interagiert.

Die chromosomale Lokalisation von COPS5 stimmte zu Beginn der Arbeit mit dem
ARHSP-Locus SPG5 uberein und war damit Kandidat fir dieses noch nicht
identifizierte Gen. Entsprechend wurden bei insgesamt 20 Patienten mit einer
Klinisch diagnostizierten HSP sowie Ausschluss von Veranderungen in den fir
SPG3A und SPG4 kodierenden Genen Analysen in Bezug auf eventuelle Mutationen
in COPS5 vorgenommen. Es konnten drei Verdnderungen - alle vermutlich

Polymorphismen — in intronischen und exonischen Bereichen dedektiert werden.
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6 Anhang
6.1 Spastin (Homo sapiens) — Kodierende Sequenz fur die Isoform Il
1 atgaattctc cgggtggacg agggaagaag aaaggctccg gcggcgccag caacccggtg
A Exonl
61 cctcccaggc ctccgecccc ttgecctggec cccgecccte ccgecgecgg geccggeccct
121 ccgcccgagt cgccgcataa gcggaacctg tactatttct cctacccgct gtttgtagge
181 ttcgcgectge tgcgtttggt cgccttccac ctggggctcc tcttcgtgtg gctctgccag
241 cgcttctccc gcgccctcat ggcagccaag aggagctccg gggccgcgcc agcacctgcc
301 tcggectcgg ccccggegec ggtgccggge ggcgaggccg agcgcgtccg agtcttccac
361 aaacaggcct tcgagtacat ctccattgcc ctgcgcatcg atgaggatga gaaagCagga
Exon2 A
421 cagaaggagc aagctgtgga atggtataag aaaggtattg aagaactgga aaaaggaata
481 gctgttatag ttacaggaca aggtgaacag tgtgaaagag ctagacgcct tcaagctaaa
A Exon3
541 atgatgacta atttggttat ggccaaggac cgcttacaac ttctagaaag tggagctgtt
A Exon5
601 ccaaaaagaa aagacccctt aacacacact agtaattcac tgcctcgttc aaaaacagtt
661 atgaaaactg gatctgcagg cctttcaggc caccatagag cacctagtta cagtggttta
721 tccatggttt ctggagtgaa acagggatct ggtcctgctc ctaccactca taagggtact
A Exon6
781 ccgaaaacaa ataggacaaa taaaccttct acccctacaa ctgctactcg taagaaaaaa
841 gacttgaaga attttaggaa tgtggacagc aaccttgcta accttataat gaatgaaatt
901 gtggacaatg gaacagctgt taaatttgat gatatagctg gtcaagactt ggcaaaacaa
A Exon7
961 gcattgcaag aaattgttat tcttccttct ctgaggcctg agttgttcac agggcttaga
A Exon8
1021 gctcctgcca gagggctgtt actctttggt ccacctggga atgggaagac aatgctggct
Exon9 A
1081 aaagcagtag ctgcagaatc gaatgcaacc ttctttaata taagtgctgc aagtttaact
1141 tcaaaatacg tgggagaagg agagaaattg gtgagggctc tttttgctgt ggctcgagaa
A Exonl0
1201 cttcaacctt ctataatttt tatagatgaa gttgatagcc ttttgtgtga aagaagagaa
A Exonll
1261 ggggagcacg atgctagtag acgcctaaaa actgaatttc taatagaatt tgatggtgta
Exonl2 A
1321 cagtctgctg gagatgacag agtacttgta atgggtgcaa ctaataggcc acaagagctt
1381 gatgaggctg ttctcaggcg tttcatcaaa cgggtatatg tgtctttacc aaatgaggag
A Exonl3
1441 acaagactac ttttgcttaa aaatctgtta tgtaaacaag gaagtccatt gacccaaaaa

A Exonl4
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1501 gaactagcac aacttgctag aatgactgat ggatactcag gaagtgacct aacagctttg
A Exonl5
1561 gcaaaagatg cagcactggg tcctatccga gaactaaaac cagaacaggt gaagaatatg
A Exonl6
1621 tctgccagtg agatgagaaa tattcgatta tctgacttca ctgaatcctt gaaaaaaata
A Exonl7
1681 aaacgcagcg tcagccctca aactttagaa gcgtacatac gttggaacaa ggactttgga

1741 gataccactg tttaa
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6.2

61

121
181
241
301
361
421
481

541

mnspggrgkk
fallrlvafth
kgafeyisia
mmtnlvmakd
smvsgvkqgs
vdngtavkfd
kavaaesnat
gehdasrrik
trilliknll

sasemrnirl

kgsggasnpv
Iglifvwicq
Iridedekag
rigllesgav
gpaptthkgt
diagqdlakqg
ffnisaaslt
tefliefdgv
ckqgspltgk

sdfteslkki

pprppppcla

rfsralmaak
gkegavewyk
pkrkdpltht
pktnrtnkps
alqgeivilps
skyvgegekl
gsagddrviv
elaglarmtd

krsvspqtle

pappaagpap
rssgaapapa
kgieelekgi
snslprsktv
tpttatrkkk
Irpelftglr
vralfavare
mgatnrpgel
gysgsdltal

ayirwnkdfg

ppesphkrnl
sasapapvpg
avivtgggeq
mktgsaglsg
dlknfrnvds
aparglllfg
Igpsiifide
deavlrrfik
akdaalgpir

dttv

Spastin (Homo sapiens) — Aminosauresequenz fur die Isoform 11

yyfsyplfvg
geaervrvth
cerarrlgak
hhrapsysgl
nlanlimnei
ppgngktmla
vdsllcerre
rvyvslpnee

elkpegvknm
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6.3 COPS5 (Homo sapiens) — Kodierende Sequenz

1 atggcggcgt ccgggagcgg tatggcccag aaaacctggg aactggccaa caacatgcag

A Exonil
61 gaagctcaga gtatcgatga aatctacaaa tacgacaaga aacagcagca agaaatcctg
121 gcggcgaagc cctggactaa ggatcaccat tactttaagt actgcaaaat ctcagcattg
A Exon2

181 gctctgctga agatggtgat gcatgccaga tcgggaggca acttggaagt gatgggtctg

241 atgctaggaa aggtggatgg tgaaaccatg atcattatgg acagttttgc tttgcctgtg

301 gagggcactg aaacccgagt aaatgctcag gctgctgcat atgaatacat ggctgcatac

361 atagaaaatg caaaacaggt tggccgcctt gaaaatgcaa tcgggtggta tcatagccac

A Exon3
421 cctggctatg gctgctggct ttctgggatt gatgttagta ctcagatgct caatcagcag
481 ttccaggaac catttgtagc agtggtgatt gatccaacaa gaacaatatc cgcagggaaa
A Exon4
541 gtgaatcttg gcgcctttag gacataccca aagggctaca aacctcctga tgaaggacct
A Exon5

601 tctgagtacc agactattcc acttaataaa atagaagatt ttggtgtaca ctgcaaacaa
Exon6 A

661 tattatgcct tagaagtctc atatttcaaa tcctctttgg atcgcaaatt gcttgagctg

721 ttgtggaata aatactgggt gaatacgttg agttcttcta gcttgcttac taatgcagac

A Exon7

781 tataccactg gtcaggtctt tgatttgtct gaaaagttag agcagtcaga agcccagctg

841 ggacgaggga gtttcatgtt gggtttagaa acgcatgacc gaaaatcaga agacaaactt

901 gccaaagcta caagagacag ctgtaaaact accatagaag ctatccatgg attgatgtct

A Exon8
961 caggttatta aggataaact gtttaatcaa attaacatct cttaa
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6.4

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

961

atggcagctt

A Exonl

gaagcgcaga
gcggcgaaac
gctctactga
atgctcggga
gagggcacag
atagaaaatg
cctggttatg
tttcaagaac
gtgaatcttg
tctgagtacc
tattatgcct
ttgtggaata
tacaccacag
ggacgtggca
gccaaagcta

caggttatta

ccgggagtgg
gtatcgatga
cctggactaa
aaatggtgat
aagtcgacgg
aaactcgagt

ccaaacaggt

tatggcccag
aatctacaaa
ggatcaccac

A Exon2
gcatgccagg
cgagaccatg

aaatgctcaa

tggccgectt

A Exon3

gctgctggcet
catttgtagc
gcgectttag
agactatccc
tagaagtctc
aatactgggt
gccaggtgtt
gtttcatgtt
ctagagacag

aggataaact

ctccgggatt

agtggtgatt

Cops5 (Mus musculus) — Kodierende Sequenz

aaaacctggg
tatgacaaaa
tactttaaat
tcaggaggca
atcatcatgg
gctgctgcegt
gagaatgcaa
gatgttagta

gatccaacca

A Exon4

gacatatcca
acttaataaa
atatttcaaa
gaataccctg
tgatttgtct
gggcttagaa
ctgtaaaacc

A Exon8
gtttaatcag

aagggctaca

A Exon5
atagaagatt
tcatctttgg
agttcctcta
gagaagttag
acacatgacc

accatagaag

attaacgttg

aattggccaa
aacaacaaca
actgcaaaat
acttggaagt
acagtttcgc
atgagtatat
tcggttggta
cacagatgct
gaacaatctc
aacctcctga
ttggcgtgca
atcgtaaact
gcttgcttac
agcagtcgga
gcaagtcgga
ccatccatgg

cttag

caacatgcag
agaaatcctg
ctcagcattg
gatgggtttg
tttgcctgta
ggctgcatac
tcatagccac
gaaccagcag
tgcaggaaaa
tgaaggacct
ctgcaaacaa
Exon6 A
acttgagctt
taatgcagac
A Exon7
agcccaactg

agacaaactt

actgatgtct
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61

121
181
241

301

6.6

61

121
181
241

301

COPS5 (Homo sapiens) — Aminosauresequenz

maasgsgmaq
allkmvmhar
ienakqvgrl
vnlgafrtyp
Iwnkywvntl

akatrdsckt

ktwelannmq
sggnlevmgl
enaigwyhsh
kgykppdegp
sssslitnad

tieaihglms

eagsideiyk
mlgkvdgetm
pgygcwlsgi
seyqtiplnk
yttgqvfdls

qvikdklfng

ydkkqqgqgeil
iimdsfalpv
dvstgmlnqq
iedfgvhckqg
eklegseaql

inis

Cops5 (Mus musculus) — Aminosauresequenz

maasgsgmaq
allkmvmhar
ienakqvgrl
vnlgafrtyp
Iwnkywvntl

akatrdsckt

ktwelannmq
sggnlevmgl
enaigwyhsh
kgykppdegp
sssslitnad

tieaihglms

eagsideiyk
mlgkvdgetm
pgygcwlsgi
seyqtiplnk
yttgqvfdls

qvikdklfng

ydkkqqgqgeil
iimdsfalpv
dvstgmlnqq
iedfgvhckq
eklegseaql

inva

aakpwtkdhh
egtetrvnaqg
fgepfvavvi
yyalevsyfk

grgsfmlgle

aakpwtkdhh
egtetrvnaq
fgepfvavvi
yyalevsyfk

grgsfmlgle

yfkyckisal
aaayeymaay
dptrtisagk
sslidrkllel

thdrksedkl

yfkyckisal
aaayeymaay
dptrtisagk
ssldrkllel

thdrksedkl
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6.7

Aminosauren-Alignement

Sequenz 1: COPS5 (Homo sapiens)

Sequenz 2: Cops5 (Mus musculus)

Identities = 332/334 (99%), Positives = 334/334 (100%), Gaps = 0/334 (0%)

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1

1

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

MAASGSGMAQKTWELANNMQEAQS IDE 1'YKYDKKQQQE I LAAKPWTKDHHYFKYCKISAL
MAASGSGMAQKTWELANNMQEAQS IDE 1 YKYDKKQQQE I LAAKPWTKDHHYFKYCK 1SAL

MAASGSGMAQKTWELANNMQEAQS IDE1'YKYDKKQQQE I LAAKPWTKDHHYFKYCK 1 SAL

ALLKMVMHARSGGNLEVMGLMLGKVDGETMI IMDSFALPVEGTETRVNAQAAAYEYMAAY
ALLKMVMHARSGGNLEVMGLMLGKVDGETMI1 IMDSFALPVEGTETRVNAQAAAYEYMAAY

ALLKMVMHARSGGNLEVMGLMLGKVDGETMI IMDSFALPVEGTETRVNAQAAAYEYMAAY

IENAKQVGRLENAIGWYHSHPGYGCWLSG IDVSTQMLNQQFQEPFVAVVIDPTRT I SAGK
1ENAKQVGRLENAIGWYHSHPGYGCWLSG IDVSTQMLNQQFQEPFVAVV IDPTRT I SAGK

IENAKQVGRLENAIGWYHSHPGYGCWLSG IDVSTQMLNQQFQEPFVAVVIDPTRT I SAGK

VNLGAFRTYPKGYKPPDEGPSEYQT IPLNKIEDFGVHCKQYYALEVSYFKSSLDRKLLEL
VNLGAFRTYPKGYKPPDEGPSEYQT IPLNKIEDFGVHCKQYYALEVSYFKSSLDRKLLEL

VNLGAFRTYPKGYKPPDEGPSEYQT IPLNK1EDFGVHCKQYYALEVSYFKSSLDRKLLEL

LWNKYWVNTLSSSSLLTNADYTTGQVFDLSEKLEQSEAQLGRGSFMLGLETHDRKSEDKL
LWNKYWVNTLSSSSLLTNADYTTGQVFDLSEKLEQSEAQLGRGSFMLGLETHDRKSEDKL

LWNKYWVNTLSSSSLLTNADYTTGQVFDLSEKLEQSEAQLGRGSFMLGLETHDRKSEDKL

AKATRDSCKTTIEAIHGLMSQVIKDKLFNQINIS 334
AKATRDSCKTT IEAIHGLMSQV IKDKLFNQ IN++

AKATRDSCKTTIEAIHGLMSQVIKDKLFNQINVA 334

60

60

120

120

180

180

240

240

300

300
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