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Abkurzungen

1 Abkurzungen und Fachbegriffe

Abkiirzung Erklarung

A Adenin

Abb. Abbildung

Ak Antikérper

Amp Ampicillin

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphophat

Blot Transfer

bp Basenpaare

C Cytosin

C- Terminus Carboxy- Ende

cDNA Komplementare DNA

DNA Desoxyribonukleinsaure

df Degrees of freedom (Freiheitsgrade)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

ECL Verstarkte (Enhanced) Chemilumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFP Enhanced green fluorescen protein, verstarkt griin fluoreszierendes Protein

EtBr Ethidiumbromid

EST Expressed sequence tag

FCS Fotales Kalberserum

Flag Aminosauresequenz: MetAspTyrLysAspAspAspAspLys, wird durch (IFlag
Antikérper erkannt

G Guanin

GAPDH Glycerinaldehyd- 3- phosphatdehydrogenase

GST Gluthation- S- Transferase

HEPES N- (2- Hydroxyethylpiperazin)- N'- (2- ethansulfonsaure)

H,O Wasser

hnRNP Heteronuklares Ribonukleinpartikel

IP Immunoprazipitation

kb Kliobasenpaare

KCL Kaliumchlorid

kDa Kilo- Dalton

LB Luria- Bertani




Abkurzungen

Abkiirzung Erklarung

M Molar

mbp Mega-Basenpaare

MgCl, Magnesiumchlorid

mM Millimolar

MmRNA Boten- RNA

MwW Mittelwert

N- Terminus Amino- Ende

nt Nukleotide

oD Optische Dichte

p Signifikanz, p- Wert

PBS Phosphat gepufferte Saline

PCR Polymerase Kettenreaktion
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
Primer DNA- Oligonukleotid

RLT- Puffer RNA Lysis Tissue (Guadinium- Isothiocyanat haltiger Puffer)
RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RNAsin RNAse Inhibitor

rpm Umdrehung pro Minute

RRM RNA Erkennungsmotiv

RT Raumtemperatur

RT- PCR Reverse Transkription mit anschlielender PCR
RW- Puffer RNA Waschpuffer

SAF- B Scaffold attachment factor B

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS- PAGE Natriumdodecylsulfat- Polyacrylamid- Gelelektrophorese
snRNP small nuclear ribonucleinparticle
SR- Protein Serin- Arginin- reiches Protein
Superscript™ RNase H™ Reverse Transkriptase
T Thymin

TAQ Thermostabile Polymerase

TBE Tris- Borat- Na, EDTA Puffer

TE Tris- EDTA- Puffer

TEMED N,N,N",N’- Tetratmethylendiamin
Tra Transformer

u Uracil

uv Ultraviolett

-10 -




Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Tau ist ein Mikrotubuli- assoziiertes Protein, dessen Expression im Nervensystem
des Menschen der Regulation durch alternatives Spleil3en unterliegt. Das Exon 10
dieses Gens, welches flur einen Teil der Mikrotutuli- bindenden Domane kodiert, ist
ein fur Erwachsene spezifisches Kassettenexon. Mutationen, die den Einschluss von
Exon 10 verstarken, resultieren in der Produktion von Tau- Protein, das vier
Mikrotubuli- bindende Aminosauresequenzwiederholungen enthalt. Diese Mutationen
scheinen in ursachlichem Zusammenhang mit der Frontotemporalen Demenz mit
Parkinsonismus gekoppelt an Chromosom 17 (FTDP- 17) zu stehen. In dieser Arbeit
konnte mittels Transfektionsexperimenten gezeigt werden, dass die Verwendung von
Exon 10 durch ein komplexes Zusammenspiel der CDC- ahnlichen Kinase CIk2,
einer SR- Proteinkinase, und des SR- ahnlichen Proteins humaner Transformer 2-
(Htra2- B) reguliert wird. Kotransfektionsexperimente legen den Schluss nahe, dass
diese Regulation uber mehrere ineinandergreifende Prozesse ablauft. Die Kinase
Clk2  scheint  dabei sowohl direkt  durch Posphorylierung bzw.
Hyperphosophorylierung von Htra2- [ als auch indirekt durch Einfluss auf die
alternative Expression der Htra2- [ Isoformen in den Regulationsmechanismus
einzugreifen. Phosphorylierung von SR- Proteinen fuhrt zu deren Freisetzung aus
den nuklearen Speicherkomponenten, den speckles, und damit zur Aktivierung der
Spleildreaktion, wahrend sowohl eine Hyper- als auch eine Hypophosphorylierung in
der Regel einen hemmenden Einfluss auf Spleil’en ausiben.

Kontrollierte Phosphorylierung scheint demnach zu einer regulierbaren Veranderung
von pra- mRNA- Prozessierungswegen zu fuhren. Eine Interpretation dieser
Resultate kdénnte als Grundlage fur die Entwicklung neuer therapeutischer Konzepte

verwendet werden.
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3 Einleitung

Fehlregulation alternativen SpleiRens ist ein Mechanismus, der als Ursache flr
Erkrankungen des Menschen in zunehmenden Malle an Bedeutung gewinnt
[7;13;14]. Die Verwendung alternativer Exons kann durch die Zelle reguliert werden,
beispielsweise durch entwicklungsabhangige, zelltyp- oder gewebespezifische
Expression von regulatorischen Proteinen. Mutationen in den entsprechenden
regulatorischen Elementen der alternativ gespleildten pra-mRNA fiihren haufig zu
pathogenen Variationen in der Zusammensetzung, Konzentration oder Lokalisation
von Proteinen. Reguliert wird alternatives Spleilen in der Zelle u.a. durch
Signaltransduktionswege, die den Phophorylierungsgrad regulatorischer Proteine
verandern, sowie durch Relokalisation und Synthese von Spleil3faktoren [15]. Eine
Aufklarung krankheitsspezifisch veranderter Mechanismen konnte zur Entwicklung
von Therapien, bzw. zur Etablierung diagnostischer Marker gegen Erkrankungen, die
durch Fehlspleilden hervorgerufen werden, verwendet werden.

So kann beispeilsweise eine endgultige Diagnose vieler neurodegenerativer
Erkrankungen, wie die der Alzheimer Erkrankung (AD), derzeit erst post mortem
aufgrund neuropathologischer Kriterien gestellt werden. Fur eine Reihe dieser
Erkrankungen stellen Tau- positive filamentare Lasionen ein diagnostisches Merkmal
dar. Die Entwicklung neurofibrillarer Blindel zeigt bei der AD ein charakteristisches
Muster, das zur Definierung neuropathologischer Stadien eingesetzt wird [16;17].
Neurodegenerative Erkrankungen mit Tau- Pathologie (Tauopathien) zeigen nicht
nur phanotypische Heterogenitat, sondern auch Unterschiede bezuglich betroffener
Strukturen und Zusammensetzungen an Tau- Protein (Tab.1).

In der Regel finden sich diese Ablagerungen in den betroffenen Hirnarealen der
entsprechenden Erkrankung. Sie bestehen zu einem hohen Prozentsatz aus
hyperphosphorylietem oder abnorm phosphoryliertem Tau- Protein. Eine
biochemische Analyse dieser schwerldslichen Aggregate mittels Westernblot weist je
nach Erkrankung eine spezifische, voneinander unterschiedliche Tau- Protein
Isoformkomposition auf. Demzufolge stellt sich die Frage, ob eine Veranderung im
Regulationsmechanismus  des  alternativen  Spleilens in  ursachlichem
Zusammenhang mit dem Auftreten der spezifischen Aggregate und somit der

Neurodegeneration steht.
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Tab.1: Tau-Pathologie in verschiedenen Erkrankungen

Erkrankung Tau- Pathologie Betroffene Regionen
Glia- Zellen Neurone
Alzheimer Erkrankung |keine NFT und Neuropilfaden Grole  Pyramidenzellen  des
PHF: @ 10- 22nm, Periodizitat:|Hippokampus und entorhinalen
80nm Kortex, supragranulare (II- I,
SF: @ 20- 24nm infragranulére (V- VI) Schichten der
Assoziationskortizes
Silberkorn- Dornenfdrmige und|Silberkérner Hippokampus (CA1), entorhinaler
Krankheit biischelfdrmige  Astrozyten|SF: @ 9- 18nm und transentorhinaler  Kortex,
coiled bodies (Oligod.) SmF: @ 25nm Amygdala, lateraler, tuberaler Kern
des Hypothalamus
Kortikobasale Astrozytische Plaques,|Achromatische aufgeblahte|Extensive Akkumulation von Tau-
Degeneration dornenformige  Astrozyten,|Neurone, Neuropilfaden, immunoreaktiven Neuropilfaden in

coiled bodies (Oligod.) PHF: @ 13- 18nm, Periodizitat:|weiler und grauer Substanz
160- 200nm; SF

Morbus Pick Biischelférmige Astrozyten,|Aufgeblahte Neurone (Pickzellen),|Hippokampus: granulare Zellen des
oligodendrogliale Pick Kdrperchen (Gallyas negativ,|Gyrus  dentatus, CA1 Region,
mikrotubulére Masse|AT8 positiv) Subiculum, entorhinaler  Kortex;
(OMMs) Neokortex: Temporal- und

Frontallappen (1I- VI)

Progressive supra- Dornenfdrmige und|NFTs und Neuropilfaden primarer Motokortex,

nukleare Bilckparese |biischelformige Astrozyten,|PHF: @ 10- 24nm, Periodizitat:|Basalganglien, Hirstamm,
coiled bodies (Oligod.) 150- 300nm Cerebellum, perirhinaler inferiorer

SF: @ 15- 18nm Temporallappen, Prafrontalkortex

SF- gerade Filamente, SmF- glatte Filamente, PHF- paarig helikale Filamente, NFT- neurofibrillare
Bindel

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Tau- Pathologie fur die Alzheimer
Erkrankung nach den - Amyloid Ablagerungen eine sekundare Rolle spielt. Dies
anderte sich jedoch mit der Entdeckung von Mutationen im Tau- Gen, die in direktem
Zusammenhang mit FTDP- 17 (Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus
gekoppelt an Chromosom 17), einer erblichen Form der Frontotemporalen Demenz,
stehen. Dadurch wurde erstmals deutlich, dass Veranderungen im Tau-
Metabolismus unabhangig von - Amyloid Ablagerungen zu Demenz fuhren kdnnen.
Weitere Hinweise fur die Bedeutung von Tau bei neurodegenerativen Erkrankungen
ergaben sich durch die Assoziation eines erweiterten Tau- Haplotyps, sowie eines
VNTR (variable number of tandem repeats)- Polymorphismus im Tau- Gen mit der
Kortikobasalen Degeneration (CBD) [18], der progressiven supranuklearen
Blickparese (PSP) [19] und der Frontotemporalen Demenz (FTD) [18].

3.1 Neurofilament Tau

Das Tau- Gen kodiert fur sechs hirnspezifische Proteinisoformen, die durch
alternatives Spleillen der Kassettenexons 2, 3 und 10 entstehen [20;21].

Fehlregulation der Tau- Proteinphosphorylierung und Isoformzusammensetzung ist

-13-



Einleitung

moglicherweise fur die Entwicklung der charakteristischen Tau- Filamente
verantwortlich, die zur Neurodegeneration fihren [22]. Im Hinblick auf den Ursprung
einer Tauopathie sind Kaskaden von Bedeutung, die das alternative Spleillens

regulieren, und so die Tau- Isoformkomposition beeinflussen kdnnen.

3.1.1 Physiologische Rolle des Mikrotubuli- assoziierten Neurofilaments Tau

Das Tau- Protein gehort zu den Mikrotubuli- assoziierten Proteinen (MAP) und findet
sich in Tierarten, wie Caenorhabditis elegans, Drosophila, Zebrafisch, Krallenfrosch,
Nager, Rind, Ziege, Affe und Mensch. Es ist ein primar zytoplasmatisches Protein,
das ursprunglich in axonalen Kompartimenten der Neurone detektiert wurde [23;24].
Spatere Untersuchungen ergaben, dass es in dephosphorylierter Form auch in
Somatodentriten [25], sowie im Nukleus vorliegt [26;27]. Das Tau- Protein ist an der
Polymerisation von Tubulindimeren in Mikrotubuli sowie an deren Stabilisierung
beteiligt [28-30], wodurch ein neuronales Netz geschaffen wird, das mehrere Rollen
erfullen kann. Mikrotubuli sind nicht nur fur die Aufrechterhaltung der Zellform und
das zielgerichtete axonale Wachstum essentiell [31], sondern spielen auch beim
Transport von Molekllen entlang der Axone eine Rolle. So werden Mikrotubuli-
Bahnen geschaffen, die Motoproteinen, beladen mit Vesikeln oder Organellen, den
Transport entlang der Mikrotubuli ermoéglichen. Desweiteren sind Mikrotubuli an der
Interaktion mit anderen zytoskelettalen Elementen beteiligt (zusammengefasst in
[32]). Moglicherweise werden  Funktionsanderungen durch  verschiedene
Signaltransduktionswege beeinflusst. Eine Kontrolle kdnnte entweder direkt, durch
Phosphorylierung des Tau- Proteins, oder indirekt, uUber die Regulation des

alternativen Splei3ens und folglich der Isoformzusammensetzung, ausgeubt werden.

3.1.2 Genstruktur

Im Menschen wird Tau uUberwiegend in Neuronen exprimiert. Darlber hinaus sind
auch kleinere Mengen in Astrozyten und Oligodendrozyten nachweisbar. Tau ist als
Einzelkopie- Gen auf Chromosom 17q21 lokalisiert, enthalt 16 Exons und umfasst
ca. 100kb [33;34]. Durch alternatives Spleiken der Tau pra- mRNA kdnnen
mindestens neun Proteinisoformen entstehen.

Transkripte mit 2kb, 6kb, und 9kb werden in Abhangigkeit von der neuronalen
Entwicklung und dem Neuronentyp im Nervensystem differentiell exprimiert [35-38].

Das 2kb Tau- mRNA Transkript wird im Nukleus exprimiert, wahrend das 9kb

-14 -
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Transkript, das Exon 4a enthaltende sogenannte big Tau, flr peripheres
Nervensystem und Rickenmark spezifisch ist [39;40].

Im ZNS treten sechs spezifische Isoformen mit einer Lange von 352 bis 441
Aminosauren auf. Diese entstehen durch alternatives SpleiRen der Kassettenexons
2, 3 (Expression von Exon 3 nur in Abhangigkeit von Exon 2) [41;42] und 10 [43]. Auf
Proteinebene unterscheiden sich diese Isoformen durch An- bzw. Abwesenheit von
29 (Exon 2) oder 58
(Exon 2+3) Amino-

Humanes Tau Gen 17qg21 . .
HH 2 - 10 HEEH P sauren in der N-

) terminalen Halfte und
Tau pra-mRNA Transkript

TR E E 7l 5 70509 m 1 12 03 B einer 31 Aminosaure

langen Sequenz
Tau Isoformen: 4R

3R
M ) s (R 0is | (Exon 10) im C-

:;2 2: _ ::; 2: termina'en Bereich
l l — (Abb.1).

Die Expression dieser

Abb. 1: Exon - Intronstruktur des Tau Gens

Die sechs hirnspezifischen Isoformen kénnen in 3R (- Exon 10) sechs Isoformen
und 4R (+Exon 10) Isoformen unterteilt werden. )
Boxen symbolisieren Exons, Striche Introns. scheint sowohl

gewebe- als auch
entwicklungsabhangig reguliert zu sein. Zum Beispiel findet man keine Tau- mRNA
mit eingeschlossenem Exon 10 in den granularen Zellen des Gyrus dentatus [36].
Lediglich eine Isoform, charakterisiert durch den Ausschluss der N- terminalen Exons
2 und 3 und des C- terminalen Exons 10, wird wahrend fotaler Stadien exprimiert,
wahrend im erwachsenen Gehirn alle sechs Isoformen detektierbar sind [36]. Dies
fuhrt zu der Annahme, dass jede Isoform eine distinkte physiologische Rolle und ein

spezifisches Expressionsmuster hat.

3.1.3 Domanenstruktur und Funktion

Ausgehend von der langsten hirnspezifischen Tau- Isoform, charakterisiert durch den
Einschluss der Exons 1- 5, 7 und 9- 13, kann das Tau- Protein anhand von
biochemischen Merkmalen in zwei Hauptdomanen unterteilt werden, und zwar in die
N- terminale Projektionsdomane und die C- terminale Mikrotubuli- Bindungsdomane
(Abb.2).
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Einleitung

3.1.3.1 Projektionsdomane

Die Projektionsdomane, benannt nach der Eigenschaft von der Oberflache der
Mikrotubuli aus zu projezieren, ist moglicherweise fur Interaktionen mit anderen
zytoskelettalen Proteinen oder der Plasmamembran verantwortlich [44;45].
Funktionen der Projektionsdomane werden normalerweise mit einem Einfluss auf die

Zusammensetzung des

Zytoskeletts in

Zusammenhang ge-

bracht. Es  konnte | W : : o
beispielsweise gezeigt Prolin-reiche

saure Region

Repeat-Region

Region

werden, dass die

Mikrotubuli-

Projektionsdomane die Projektionsdomane Bindungsdomane

Abstande axonaler

Mikrotubli  zueinander

bestimmt  [46]. Da Abb.2: Doménenstruktur des Tau- Proteins
Die N- terminale Projektionsdomane ist fir die Interaktion mit

dieser Abstand von der Zellorganellen, Zellmembran und Zytoskelett verantwortlich. Am

; . C- Terminus bestimmt die Anzahl der Aminosaure-
Expression verschie sequenzwiederholungen die Bindungskapazitat an Mikrotubuli.
dener Mikrotubuli- WeilRe Boxen: alternative Exons, dunkelgraue Boxen:

. . Aminosaurerepeats
assoziierter Proteine

(MAP) und ihrer

Isoformen abhangt, kénnte die Regulation des alternativen Spleiliens von MAP- Tau
zur Kontrolle des axonalen Durchmessers beitragen. Unterstutzt wird dies durch die
Tatsache, dass Exon 4a nur im peripheren Nervensystem exprimiert wird, wo Axone
mit groRem Durchmesser zu finden sind [21;39]. Abgesehen von dieser Distanz-
bestimmenden Funktion, bindet die Projektionsdomane an Aktin- und Spektrin-
filamente sowie an Bestandteile der Plasmamembran. Dies weist auf eine Funktion
bei der Stabilisierung der Mikrotubuli durch Interaktion mit anderen zytoskelettalen
Bestandteilen hin und spricht fur eine Rolle bei der Entwicklung der Zellpolaritat.
Hinweise fur eine phosphorylierungsabhangige Regulation dieser Prozesse ergeben
sich aus der Interaktion der Tau- SH3- Bindungsdomane (in der prolinreichen Region
des Proteins) mit der SH3 Domane von Fyn (einem Mitglied der Src-
Tyrosinkinasefamilie, Teil einer Signaltransduktionskaskade), sowie der Assoziation
des Tau/ Fyn- Komplexes mit dem Aktinskelett [47]. Ebenso scheint die Kinase, Plc-y

ebenfalls mit Tau assoziiert zu sein [48].
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3.1.3.2 Mikrotubuli- Bindungsdomane

Die Mikrotubuli- Bindungsdomane befindet sich am carboxyterminalen Ende des
Tau- Proteins und umspannt etwa 200 Aminosauren. Je nach Isoform ist sie durch
drei (B3R) oder vier (4R) 18 Aminosauren lange unvollstandige
Sequenzwiederholungen charakterisiert, die hoch konserviert sind. Diese repetitiven
Sequenzen (R1- R4) werden von den Exons 9- 12 kodiert und sind durch weniger
konservierte 13 oder 14 Aminosauren lange Sequenzen verbunden. Die Aminosaure-
Wiederholungsdomanen selbst binden nur schwach, wahrend die flankierenden
Regionen eine starke Bindungskapazitat aufweisen. Nur eine Kombination aus den
flankierenden Regionen und den Bindungsrepeats fuhrt zu einer effektiven Bindung
[49;50].

Zusatzlich konnte eine starke Mikrotubuli- bindende Aktivitat in der prolinreichen
Region festgestellt werden [51] und die Region iR1/ R2 (,74KVQIINKK2g1) zwischen
den Repeats R1 und R2 als Mikrotubuli- Bindungsstelle identifiziert werden. Diese
Region wird von Exon 10 kodiert und ist daher erwachsenenspezifisch. Sie zeigt eine
mehr als zweifach hohere Affinitat als jede einzelne Repeatregion und erhdht die

Affinitat von 4R- Isoformen im Vergleich zu 3R- Isoformen um das 40fache [52].

3.2 Tauopathien

Durch Ein- bzw. Ausschluss von Tau Exon 10 lasst sich die Affinitdt von Tau an
Mikrotubuli regulieren. Im Gehirn gesunder Erwachsener liegen die Tau- Isoformen in
I6slicher Form im Zytoplasma vor. Das Verhaltnis der 3R (- Exon 10) : 4R (+Exon
10)- Isoformen entspricht dabei etwa 1:1. Analysen der stark unldslichen Tau-
Aggregate, die Hauptbestandteil der typischen Ablagerungen verschiedener
Tauopathien sind, weisen ein dazu unterschiedliches krankheitsspezifisches
biochemisches Profil auf (Abb.3). So lasst sich beispielsweise der Alzheimerschen
Erkrankung (AD), der Kortikobasalen Degeneration (CBD) und der Progressiven
supranuklearen Blickparese (PSP), sowie der Pickschen Erkrankung (PiD) ein

bestimmtes Bandenmuster zuweisen.
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Abb.3: Schematische Darstellung des Westernblot- Bandenmusters von léslichem
und unléslichem Tau- Protein aus verschiedenen Tauopathien

Dargestellt ist das typische Bandenmuster von unléslichem (vor und nach
Dephosphorylierung) und Iéslichem Tau- Protein nach SDS- Page und Immunoblotting mit
o~ Tau Antikérpern. Charakteristische Bandenmuster finden sich fir AD (Triplett aus 68,
64, 60kD), CBD, PSP (Duplett aus 68 und 64kD) und PiD (64 und 60kD). Fiur FTDP- 17
finden sich je nach Mutation unterschiedliche Varianten (nach [6]).

3.2.1 Alzheimer Erkrankung

Die von Alois Alzheimer erstmals 1906 beschriebene Erkrankung ist die am
weitesten verbreitete progressive neurodegenerative Storung, die zu Demenz bei
alteren Menschen fuhrt. Der wohl wichtigste Risikofaktor fir AD ist hohes Alter
(> 65J.) [53].

Hauptsymptome sind Gedachtnisstorungen, insbesondere des
Kurzzeitgedachtnisses, und Orientierungsstorungen in Raum und Zeit bis hin zur
eigenen Person. Weitere haufig auftretende Storungen finden sich im Bereich der
Aufmerksamkeit, Konzentration, Wortfindung und Sprache. Die Personlichkeit bleibt
relativ lange erhalten.

Morphologische Untersuchungen an Gehirnen von Alzheimer Patienten lassen auf
eine Atrophie des frontotemporalen und parietookzipitalen Kortex mit
Verschmalerung der Hirnwindungen im mediobasalen Temporallappen bzw.
Hippokampus und kompensatorischer Erweiterung der Liquorrdume schliel3en, wobei

die morphologische Differenzierung zwischen den Gehirnen von Alzheimer Patienten
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und sehr alten Menschen aufgrund der z.T. nur graduellen Unterschiede
problematisch sein kann [54].

Histopathologisch ist die Erkrankung durch abnorme Proteinablagerungen im Gehirn
gekennzeichnet, die extrazellular durch Ablagerungen des (- Amyloid Peptids
(Amyloid- Plaques) und intrazellular durch neurofibrillare Bundel (neurofibrillary
tangles: NFT) charakterisiert sind. Die Hauptkomponente der Plaques ist ein 40- 42
Aminosaure langes Proteinfragment, das sogenannte Amyloid- - Peptid (Ap).
Wahrend A4 auch im gesunden Gehirn gebildet wird, ist die UbermaRige
Ablagerung des neurotoxischen, stark zu Aggregation neigenden A4 ein
hochgradig pathologischer Vorgang. Sowohl AB4o als auch AP4> entstehen durch
zwei aufeinander folgende proteolytische Spaltungen des Amyloid- Vorlauferproteins
(APP), vermittelt durch die - Sekretase (BACE: B- site cleaving enzyme) [55-59] und
v- Sekretase (Multienzymkomplex aus Prasenilin1 und 2, Nicastrin, APH- 1, PEN- 2)
(zusammengefasst in [60]). Die pathologischen Ablagerungen finden sich
Uberwiegend in entorhinaler Rinde, Hippokampus, Grol3hirnrinde, spater auch in
Stammganglien, Kleinhirn und subkortikalen Strukturen. Ihre Lokalisation ist nur
bedingt mit der der Tau- Ablagerungen vergleichbar.

Die intrazellularen Ablagerungen (NFTs und Neuropilfaden) finden sich in
unterschiedlichen Regionen, haufig mit prafrontaler Dominanz. Sie sind
neuronenspezifisch und bestehen hauptsachlich aus hyperphosphoryliertem bzw.
abnorm phosphoryliertem Tau- Protein, das sich zu paarig helikalen Filamenten
(PHF) mit einem Durchmesser von 10- 22nm und einer Periodizitat von 80nm
zusammenlagert. Daneben finden sich glatte Filamente (straight filaments: SF) mit
einem Durchmesser von 20- 24nm.

Biochemisch kénnen die NFTs (PHF und/ oder SF) durch Westernblot charakterisiert
werden. Es existieren vier Hauptbanden (55, 64, 69 und 72kD), die aus allen sechs
hirnspezifischen Isoformen in einem abnorm phosphorylierten Zustand bestehen
(Abb.3, S.18). Neuronale  Degeneration scheint die Folge einer
Hyperphosphorylierung des Tau- Proteins mit sich anschliellender Aggregation zu
den charakteristischen NFTs zu sein, aufgrund dessen die Mikrotubuli-
Polymerisation und Stabilisierung behindert und u.a. der axonale Transport gestort
wird.

Diskussionen Uber die Hauptursache dieser neurodegenerativen Erkrankung

verlaufen noch immer kontrovers, obwohl neuere Erkenntnisse fir einen kausalen
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Zusammenhang zwischen den beiden Ansichten sprechen [61]. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass in transgenen Mausen - Amyloid Ablagerung
die Bildung von neurofibrillaren Blndeln in Gehirnbereichen beeinflusst, die bei der
Alzheimer Erkrankung betroffen sind [6;62;63]. Da verschiedene transgene
Mauslinien trotz zahlreicher seniler Plaques nur wenig neuronalen Zellverlust zeigen
[6;64], liegt die Vermutung nahe, dass die Ablagerung von - Amyloid alleine keine
ausreichende Erklarung fur den Verlust von Neuronen liefert [64]. Andererseits
konnte in transgenen Mausmodellen eine zunehmende Neurodegeneration in
Verbindung mit Tau- NFTs nachgewiesen werden [65]. Weiterhin konnte in
transgenen Fliegen, die Wildtyp oder Mutanten des Tau- Proteins Uberexprimieren,
eine Akkumulierung von Tau- Protein in Verbindung mit dem Verlust von Neuronen in
altersabhangiger Weise nachgewiesen werden [66].

NFT- Bildung und daran anschlieliende Neurodegeneration scheint durch genetische
Faktoren wie Mutationen im APP- Gen und den Prasenilin- Genen, durch
Komponenten der Phosphorylierungskaskade, die eine Hyperphosphorylierung des
Tau- Proteins bewirken, sowie durch Mutationen im Tau- Gen und in Genen, die das
alternative SpleiRen von Tau regulieren, beeinflusst zu werden.

Kausale Ansatze zu Therapien beruhen auf der teilweisen Aufklarung der
Prozessierungsschritte, die letztendlich zur  Neurodegeneration  fuhren
(zusammengefasst in [67]). So versucht man z.B. uUber die Modulation der
Sekretasen (Inhibition der B- bzw. y- Sekretasen, Aktivierung der a- Sekretase) die
Entstehung, oder durch spezifische Peptide die Aggregation des AB- Peptids zu
verhindern. Ansatze zur Immunisierung mit AB zeigten in transgenen Mausen
vielversprechende Resultate, wie Verhinderung der Plaquebildung in jungen Mausen
und Reduktion der Plaques in alteren Mausen, verbunden mit verbesserten
Gedachtnisleitungen [68-72]. Klinische Studien mit aktiver Ap- Immunisierung
mussten jedoch nach Auftreten schwerwiegender Entziindungsreaktionen im ZNS
gestoppt werden. Weitere Strategien sind die Inhibition der Cholesterolbiosynthese,
Modulation der Tau- Hyperphosphorylierung, neuroprotektive und neurotrophe
Agenzien, Hemmung der APP- Expression und Ap degradierende Proteasen. Die zur
Zeit stark symptomorientierte klinische Behandlung besteht u.a. darin, durch Gabe
von Acetylcholinesterase- Hemmern das cholinerge Defizit zu verringern, das
aufgrund des Neuronenverlustes entsteht (z.B. im Nukleus basalis Meynert bis zu
80%).
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Die sichere Diagnose einer AD kann derzeit erst post mortem aufgrund
neuropathologischer Befunde gestellt werden. Relativ hohe Sensivitat (90%) und
Spezifitat (77%) liefert die Liquordiagniostik des Phospho- Tau- Spiegels kombiniert
mit dem Gehalt an AR [73;74], sowie der Nachweis pathologischer Phospho- Tau-
Proteine [74]. Weitere diagnostische Hilfsmittel sind Neuroimaging- Verfahren wie
MRT, PET oder SPECT. Eine Kombination der verschiedenen Verfahren erlaubt eine

relativ sichere Diagnosestellung.

3.2.2 Kortikobasale Degeneration

Die kortikobasale Degeneration (CBD) ist eine seltene, sporadisch auftretende
Tauopathie mit sehr langsamem progredientem Verlauf. Sie ist gekennzeichnet durch
eine asymmetrische frontoparietale Atrophie und Depigmentierung der Substantia
nigra. Hauptsymptome sind extrapyramidal- motorische Dysfunktionen, wie Rigiditat,
einseitige Dystonie, Verlust der Feinmotorik und Akinesie [75]. Kognitive Einbul’en
(Aphasie, Apraxie) sowie eine moderate Demenz treten relativ spat auf [76].
Histopathologisch findet man Neuronenverlust mit Spongiosis und Gliosis in den
betroffenen Regionen, sowie achromatische geschwollene (ballooned) Neurone in
Kortex, Hirnstamm und subkortikalen Strukturen. Tau- Pathologie zeigt sich in Form
von extensiver Akkumulation Tau- immunoreaktiver Neuropillfaden in der grauen und
weillen Substanz. Neben neuronalen Tau- Ablagerungen (Neuropilfaden, Tau- Fila-
mente und looped, coiled- Einschlisse in grauer und weil’er Substanz, Kortex,
Hirnstamm und subkortikalen Strukturen) lassen sich auch gliale Ablagerungen
(astrozytische  Plaques, dornenférmige  Astrozyten, coiled bodies in
Oligodendrozyten) nachweisen (Tab.1, S.13). Biochemisch sind die Tau- Aggregate
durch ein Duplett aus (72), 68, 64kD im Westernblot charakterisiert, das nach
Dephosophorylierung nur 4R Isoformen enthalt, wahrend in der I6slichen Fraktion
alle sechs Isoformen detektiert werden kénnen (Abb.3) [77-79].

Auf genetischer Ebene findet sich eine Assoziation zu dem erweitertem Tau-
Haplotyp H1 [80], der 8 SNPs (I0a, 12c, [3a, E9(ATG), I11g, [13c), einen
Dinukleotidrepeat (TG)11- 13, 19) und eine Insertion (Insertionzsswp, 19) enthalt, sowie
eine Assoziation zu dem Allel A0 ((TG):1 Dinukleotidrepeat: 19) (Abb.4). Eine
Uberlappung des biochemischen und genetischem Profils von CBD und progressiver
supranuklearer Blickparese (PSP) legt die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um

unterschiedliche Manifestationen des gleichen Krankheitsmechanismus handelt.
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Diese Annahme wird gestutzt durch klinische [81] und pathologische

Ubereinstimmungen [82].

3.2.3 Progressive supranukleare Blickparese

Bei der progressiven supranuklearen Blickparese (PSP) handelt es sich um eine
subkortikale Demenz des Alters (Beginn mit ca. 60J.) [83] mit Atrophie der
Basalganglien, des Subthalamus und Hirnstamms. Es konnten auch Degeneration in
perirhinalem, inferiorem temporalem und prafrontalem Kortex festgestellt werden.
Charakteristisch ist das namensgebende Symptom der vertikale Blickparese bis hin
zu einer volligen Au-

genmuskelldahmung.

Weitere wichtige Hi-Haplotyp _ c_aA T G g ins g
. a0 A HHEHe T —H{soHwatAs}
Symptome sind a c _aA T A ag)ﬂins I t
| .- a0, “THTEH0e) Lo 9 - -
Parkinson-  &hnliche e e a2 A T & 2 i .
(to) 9
. T 1 S e S
Symptome (akine- a c__aA T G . ins gt
. - N i iy S My
tisch- rigide), Dys-
H2-Haplotyp t gGCGat3del a__c¢
arthrie,  Dysphagie, R 7R i SO Ry e
A g t gG C G del a c
Instabilitét der Wt AHZH B e eH-foHal-{ak
Korperhaltung und
Fallneigung. Relativ Abb.4: Erweiterter Tau Haplotyp
Schematische Darstellung der Genomstruktur von Tau mit den
frth stellen sich erweiterten Haplotypen H1 und H2 inklusive ihrer Untergruppen
. . (far H1: a0, alata, a1, a2; fur H2: a3, a4). Exons werden durch
kognitive  Storungen graue Boxen dargestellt, Introns durch Striche. Rote Beschriftung

zeigt Unterschiede innerhalb der Haplotypen an. (aus: http:/ /

subkortikal-  frontaler perso.wanadoo.fr/ adna/ TauHaplotypes.html)

Pragung ein, wie

Verlangsamung des psychischen Tempos, verminderte Aufmerksamkeit und
Wortflussigkeit, sowie Veranderungen der Personlichkeit (Reizbarkeit mit
Antriebsverlust, emotionale Labilitat). Eine Demenz entwickelt sich progressiv und ist
ein wesentliches Merkmal spaterer Stadien [84]. Histopathologische Kennzeichen
sind Neuronenverlust mit Spongiosis und Gliosis. Tau- Pathologie findet sich in
Gliazellen (dornenféormige und buschelférmige Astrozyten, coiled bodies in
Oligodendrozyten, interfaszikulare Faden) und Neuronen (Neuropilfaden, runde oder
globuédre NFTs) (Tab.1, S.13). Ebenso wie bei der CBD finden sich auch bei der PSP
nur 4R Isoformen in den Tau- Aggregaten (Abb.3, S.18), wobei der Uberschuss

dieser Isoformen bereits auf mMRNA- Ebene festgestellt werden kann. Assoziation zu
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dem erweitertem Haplotyp H1, sowie dem Allel A0 sind mit CBD identisch (Abb.4,
S.22). Zusatzlich findet man eine Assoziation zu 2 missense- Mutationen in Exon 4a

und eine negative Assoziation zu der Deletionagpp in Intron 9 [85-88].

3.2.4 Morbus Pick

Dieser seltene, distinkt fortschreitende Demenzprozess mit schleichendem Beginn,
der mit frontotemporaler Lobaratrophie und limbischer Atrophie einhergeht, wurde
erstmals von Arnold Pick beschrieben [89]. Hauptsymptome sind Affektstérungen,
Veranderungen der Personlichkeit und zunehmende Sprachverarmung bis Mutismus.
Raumliche Orientierung und praktische Fahigkeiten bleiben lange erhalten.
Histopathologisch zeichnet sich die Picksche Erkrankung durch aufgeblahte
Nervenzellen (Pickzellen), Tau- Pathologie in Glia (buschelférmige Astrozyten und
OMMs: oligodendrogliale und mikrotubulare Masse) und Neuronen (Pick Kérperchen:
intraneuronale, kugelférmige Einschlisse) aus. Im Gegensatz zu PSP und CBD
findet sich in Aggregatpraparationen ein charakteristisches Duplett aus (68), 64,
60kD, in dem nur 3R Tau- Isoformen enthalten sind (Abb.3, S.18) [77;79;90]. Pick
Kdrperchen finden sich gehauft in den granularen Neuronen des Gyrus dentatus, der

keine 4R Tau- Isoformen exprimiert.

3.2.5 FTDP-17

FTDP- 17 umfasst eine Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, die mit
autosomal- dominant vererbten Mutationen im Tau- Gen gekoppelt sind [91].
Charakteristisch fur diese Storungen ist eine Atrophie des frontalen und temporalen
Kortex, haufig verbunden mit degenerativen Veranderungen in subkortikalen
Bereichen. Hauptsymptome entsprechen denen einer frontalen Demenz
einschliel3lich Personlichkeitsveranderungen, Verhaltensstorungen, wie
Enthemmung, Verlust an Eigenantrieb bis zur Apathie, Verlust an Urteilsfahigkeit und
Einsicht, sowie Sprachdefizite. In manchen Fallen treten Parkinsonismus oder
Amyotrophie auf [92;93]. Die Neuropathologie ist durch deutlichen neuronalen
Verlust in den betroffenen Gehirnregionen gekennzeichnet, verbunden mit glialer und
neuronaler Tau- Pathologie (Pick Korperchen, AD- ahnliche bzw. PSP- ahnliche Tau-
Pathologie) (Tab.1, S.13). p—Amyloid-  Ablagerungen oder  andere

krankheitsspezifische Veranderungen sind nicht feststellbar.
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Bis heute sind mindestens 29 distinkte pathogene Mutationen im Tau- Gen
identifiziert worden, die meisten in Familien mit FTDP- 17. Achtzehn davon liegen in
kodierenden Regionen, einschliellich der missense- Mutationen in den Exons 1, 9,
10, 12 und 13, vier stiller Mutationen und zweier Aminosauredeletionen in Exon 10.
Aulerdem wurden neun Nukleotidaustausche in den Introns 9 und 10 gefunden
(Abb.5, Tab.2, S.26) (zusammengefasst in [6;32]).

Diese Mutationen kann man anhand ihres unterschiedlichen Mechanismus, der zu
Tau- Funktionsstorungen und so vermutlich zur Neurodegeneration fuhrt, in zwei

Gruppen ein-

teilen. Die eine

Gruppe umfasst

284 IA,N296N|
p280K]| [| P301P.LS
N279K || [ 5305N,S

Mutationen, die

das alternative

SpleiBmuster Intron| Exon| Intron[@3%Y Intron Intron
9 10 10 11 12
von Tau Exon 10 /
+33 +3 +21
verandern. Diese +11 +19
. . +12 +16
Mutationen sind
+13 +14

in Exon 10 und

den umge-
Abb.5: Schematische Darstellung aller bisher bekannten
benden Introns pathogenen Mutationen im Tau Gen
L. Die Mutationen treten gehauft in und um das alternative Exon 10 auf.
lokalisiert und Schwarze Boxen stellen Exons bzw. die darin liegenden Mutationen

. dar, graue Boxen Introns, weil3e Box alternatives Exon 10.
beeinflussen

wahrscheinlich

regulatorische Elemente auf pra- mRNA Ebene (Abb.6, Tab.2, S.26).

Hinweise darauf liefern Untersuchungen an den um die 5°- Spleil3stelle von Exon 10
geclusterten intronischen Mutationen, sowie an mehreren Mutationen innerhalb des
Exons 10 (N279K, L284L, S305Ns und S305S). In Folge dieser Mutationen konnte
eine relative Zunahme von Exon 10 enthaltender mRNA festgestellt werden, welches
eine verstarkte Verwendung der 5°- Spleif3stelle dieses Exons reflektiert. Dies konnte
eine Folge veranderter regulatorischer Sequenzen des Tau- Gens sein, durch die
Bindungsstellen fur trans- regulierende Elemente variiert werden. Zum Beispiel wird
durch die N279K- Mutation ein purinreicher Enhancer (PPE; Abb.6, S.25) verstarkt,
der den Einschluss von Exon 10 fordert [43]. Deletion von K280 zerstort dieses

regulierende Element und filhrt zu einem Uberspringen von Exon 10. In vitro
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Experimente haben gezeigt, dass ein SR- Protein, der humane Transformer 2-
B spezifisch an dieses regulatorische Element bindet und das alternative Spleien in
Abhangigkeit von der Starke des Enhancers verandert [94]. Die stille L284L Mutation,
durch die ein Einschluss von Exon 10 gefordert wird, verandert einen A/ C- reichen
Enhancer, sodass der Einschluss von Exon 10 erleichtert wird. Schlief3lich

verbessern die

exonischen  Mu-
tationen in Kodon
305 das Ein-
spleilden von
ESE —45 55 72 T-?ESEQ(-)- 93
19 E10 110 Exon 10 durch
T T T T T T Verstarkung der
FTDP-17 _y N279K L284L  A296N  S305N  E10+11 E10+19 normalerweise
Mutations A280K N296N 83058  E10+12
N296H  E10+3  E10+13 schwachen
E10+14 , )
E10+16 3 Spleilstelle
Abb.6: Regulatorische Sequenzen im Bereich um Tau Exon 10 und / oder durch
Mindestens 7 regulatorische Elemente wurden bisher identifiziert, die
durch Mutationen in FTDP- 17 beeinflusst werden kdnnten. SC35- Unterbrechung
ahnlicher Enhancer, PPE: polypurinreicher Enhancer, ACE: A/ C . .
reicher Enhancer, ESE: exonischer Spleiienhancer, ESS exonischer einer potentiell
Spleilksilencer, ISS: intronischer Spleildsilencer, ISM: intronischer h q ..
SpleiRmodulator (nach [11;12]) emmenden pra-

mRNA Stemloop-
struktur [95]. Auf diese Weise wird Exon 10 konstitutiv exprimiert und unterliegt nicht
mehr der Regulation durch alternatives Spleil3en.
Die Mechanismen, durch die diese Anderungen des Verhéltnisses von 3R:4R- Tau-
Isoformen zu neuronaler und glialer Dysfunktion und Zellentod fihren, sind noch
unklar. Ein spezifisches Verhaltnis der Tau- Isoformen zueinander scheint jedoch fur
einen normalen Mikrotubuli- Aufbau notwendig zu sein. Ein verandertes Verhaltnis
und ein daraus folgender Uberschuss einer Untergruppe von Isoformen kénnte
aufgrund veranderter Bindungseigenschaften zu einer Anreicherung an geléstem
Tau- Protein im Zytoplasma fuhren, was eine Aggregation zu Filamenten auslosen

konnte.
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Tab.2: Pathogene Mutationen im Tau- Gen

Tau-Gen |Lokalisation |[Effekt auf das SpleiRen|Proteinisoformen Mikrotubuli- | Referenz
Mutation von Exon 10 Bindung

R5L Ex1 kein Effekt kein Effekt vermindert [96;97]
K257T Ex9, R1 kein Effekt Zunahme der 3R-Isoformen vermindert [98;99]
1260V Ex9, R1 nb nb nb 6]
L266V Ex9, R1 Abnahme von -Ex10 keine Veranderung vermindert [100]
G272v Ex9, R1 kein Effekt keine Veranderung vermindert [95]

+33 In9 nb nb nb [101]
N279K Ex10,iR1/R2 |verstarkt ESE Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [102]
A280K Ex10,iR1/R2  |zerstort ESE keine 4R- Isoformen vermindert [101]
L284L Ex10,iR1/R2 |Zerstdrt ESS Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [103]
A296N Ex10, R2 nb nb nb [104]
N296N Ex10, R2 Zunahme von +Ex10 Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [105]
P301P Ex10, R2 nb nb nb [106]
P301L Ex10, R2 kein Effekt nb vermindert [95]
P301S Ex10, R2 kein Effekt nb vermindert [107;108]
S305N Ex10,iR2/R3  [besserer 5" Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [103;109;110]
S305S Ex10,iR2/R3  |besserer 5" Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [111]

+3 In10 besserer 5° Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [112;113]
+11 In10 besserer 5° Konsensus nb kein Effekt [114]
+12 In10 besserer 5° Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [115]
+13 In10 besserer 5° Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [95]

+14 In10 besserer 5° Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [95]

+16 In10 besserer 5" Konsensus Zunahme der 4R-Isoformen kein Effekt [95]

+19 In10 verandert ISM Zunahme der 3R- Isoformen  |nb [116]

+21 In10 verandert ISM Zunahme der 3R- Isoformen  |nb [116]
V337M Ex12,iR3/R4  |kein Effekt kein Effekt vermindert [117]
E342V Ex12,iR3/R4 |nb nb nb [118]
G389R Ex13 nb nb vermindert [119]
R406W  |Ex13 kein Effekt kein Effekt vermindert [95]

Ex- Exon, In- Intron , R- Mikrotubuli- Bindungsrepeat, iR- Interrepeatregion, nb- nicht bestimmt

Im Gegensatz zu obigen Mutationen kann bei einer anderen Gruppe von missense-

Mutationen eine direkte Veranderung der Mikrotubuli-

Bindungseigenschaften

angenommen werden (Tab.2). Durch in vitro Versuche konnte gezeigt werden, dass
G272V, A280K, P301L, P301S, V337M, G389R und R406W die Bindungsfahigkeit
von Tau an Mikrotubuli vermindern und so zu einer Reduktion der durch Tau
vermittelten Stabilitdt und Bildung der Mikrotubuli fiihren [109;117;119-121]. Ahnliche
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Effekte konnten auch nach Expression von Tau in verschiedenen Zelllinien
festgestellt werden [122-125]. Durch diese Daten wird nahe gelegt, dass die
unterschiedlichen Mutationen die Funktion von Tau mittels verschiedener

Mechanismen verandern.

3.3 Regulation des alternativen SpleiBRens von Tau Exon 10

Gemeinsam ist allen bisher identifizierten missense- Mutationen im Tau- Gen, dass
sie zu Tau- Ablagerungen und Neurodegeneration fuhren, und zwar mit einer
phanotypischen Bandbreite von FTD, CBD bis zu einer Multisystem-
Neurodegeneration, z. T. in ein und demselben genetischen Hintergrund. Die
Ursache dieser phanotypischen Variabilitat innerhalb einer Genmutation ist nicht
bekannt, es gibt jedoch sowohl eine Reihe von Faktoren, die in die Regulation des
alternativen Spleil3ens von Tau involviert sind, als auch andere posttranskriptionale
und - translationale Prozesse, die die Proteinstabilitat oder Aggregation beeinflussen
konnen. Inwieweit Fehlregulation des alternativen Spleilens von Tau, wie es flr
bestimmte Mutationen in dieser genetisch bedingten Erkrankung als Ursache
anzunehmen ist, auch in sporadischen Tauopathien einen Rolle spielt bzw. wie das

alternative Splei3en von Tau reguliert wird, ist noch unklar.

o

c

u
u
c
-a
4
a

c

Dcacava

S305N/M5; C16 A <G .c » u M16; C16
A
C-g
N279K/ ENH L284LJ SIL G-
G G G-c
C
A A
G-c¢c

GUG CAG AUA AUU AAU AAG AAG CUG GAU CUU AGC AAG CUC CAG UCC AAG UGU GGC UCA AAG GAU AAU AUC AAA CAC GUC CCG GGA au
INKKLDLSKLQSKT CGSKDNIKHVPG

Abb.7: Tau Exon 10 — Sequenz und Mutationen
Sequenzabschnitt der humanen Tau pra- mRNA mit Exon 10 plus flankierende intronische Region.
FTDP- 17 Mutationen sind angedeutet. C16 ist eine Doppelmutante [9].

Die Regulation des alternativen SpleiRens von Tau Exon 10 scheint dabei jedoch
eine Schlusselrolle einzunehmen. Experimente, in denen Expressionkonstrukte von
Tau Exon 10 zusammen mit den am Spleilen beteiligten Proteinen ASF/SF2,

SRp55, SRp75 und U2AF65 in Zellkultur exprimert wurden, zeigten differentielle
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Regulation bezuglich des Ein- oder Ausschlusses von Exon 10. Zusatzlich flhrte eine
Analyse von fir FTDP- 17 spezifischen Mutationen (Abb.7) in Abhangigkeit von der
eingefuhrten Mutation zu verandertem Splei3verhalten [12]. Dies weist darauf hin,
dass diese Mutationen in regulatorischen pra- mRNA Sequenzen zu finden sind,
durch deren Veranderung Interaktionsstellen zerstort werden oder neu entstehen,
sodass es zu vermehrtem Ein- oder Ausschluss des alternativen Exons kommt. Die
daraus resultierenden Veranderungen auf Proteinebene scheinen an einer Vielzahl

genetisch determinierter Erkrankungen ursachlich beteiligt zu sein.

3.4 Zusammenhang zwischen SpleiBen und Krankheiten

Wie wichtig die richtige Auswahl von Spleil3stellen flir den Organismus ist, belegen
Krankheiten, bei denen hier Stérungen vorliegen [7]. Etwa 15% aller menschlichen
Erkrankungen, die durch Mutationen verursacht werden, sind auf Fehlspleilen
zuruckzufihren. Bisher wurden hauptsachlich Mutationen an den 5°, 3'- Spleif3stellen
und dem Verzweigungspunkt untersucht. Bekannte Beispiele hierfir sind die
B- Thalassamien, in denen Mutationen fehlerhafte Spleil3stellen im B-Globin- Gen
hervorrufen. In zunehmenden Malle werden auch Mutationen in Exon- Enhancern
als Krankheitsursache erkannt (Tab.3, S.29). Diese Mutationen andern oftmals nicht
die vorhergesagte Aminosauresequenz eines Proteins, sondern fUhren zu einem
fehlerhaften alternativen Spleil’en. Einige Erkrankungen werden mit Veranderungen
der am Spleillen beteiligten Transfaktoren in Zusammenhang gebracht. Wahrend
sich beispielsweise der Knockout essentieller Spleil¥faktoren als letal erwies [126],
verursacht der Knockout eines RNA- Editing- Enzyms [127], sowie die
Uberexpression mutierter SR-Proteine in Drosophila [128] einen Phanotyp, der nicht
auf die Mutation einer einzelnen mRNA zuruckzufuhren sein kann. Es scheint also
moglich, dass eine Veranderung der Isoformexpression durch eine
Konzentrationsverschiebung der diese pra mRNA prozessierenden Transfaktoren
ausgelost wird. So konnte in Zellkulturexperimenten gezeigt werden, dass das
SpleiBmuster mutierter Allele stark vom Zelltyp abhangt [129]. Dies weist darauf hin,
dass Variationen im Bereich der Transfaktoren eine Ursache fur die variable
Penetranz bestimmter pathologischer Mutationen in Bevdlkerungsgruppen mit

unterschiedlichem ethnischen Hintergrund darstellen kénnten [130].
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Tab.3 Krankheitsauslésende Mutationen regulatorischer Sequenzelemente

Storung/Gen

Mutation

Effekt

Phénotyp

Spinale muskulére Atrophie (SMA)

SMN2

stiller C>T Austausch in Exon7

unterbricht ESE

Degeneration von  Motorneuronen  des
Vorderhorns im Riickenmark und progressive
Muskelatrophie

Sandhoff-J.-Syndrom
B-hexamidase B-Untereinheit

Exon11 P417L, C>T Austausch
bei Nukleotid 8

Inton 10 A>G Austausch bei
Position -17

unterbricht ESE, bewirkt Verwendung

einer  kryptischen
Nukleotid+112

SpleiRstelle

bei

kryptische SpleiRstelle bei Position -37,

unterbricht  ESI  u.
Verzweigungspunkt

mutmaRlichen

Anreicherung von GM2 Gangliosiden in
Neuronen

Frontotemporale ~ Demenz
Parkinsonismus (FTDP 17)

Intron10:
+13 A>G, +14 C>T, +16 C>T, IVS

mit

unterbricht ISI

IVS10+3 G>A verbessert Spleilstellen-

Neurodegenerative
frontotemporaler

Erkrankung mit
Demenz, Parkinsonismus

Tau 10+3 G>A Konsensus und Zeichen fiir Degeneration des ersten
Motoneurons
Exon10 :
L284L T>C, S305S T>C, S305N [ unterbricht ESI,
G>A S305N G>A verbessert SpleiRstellen-
Konsensus
N279K T>G, del280K (AAG-
Deletion) Unterbricht ESE
Porphyria acuta intermittens R28R C>G Uberspringen von Exon3 Akute Episoden von neuropathischen und
Porphobilinogen deaminase abdominalen Symptomen auch Krampfanfalle,
Psychosen etc.
Glanzmann-Naegli-Syndrom +16 C>A, Uberspringen von Exon9 Blutungsstérung bei Thrombozytopathie
Integrin GPllla +134 G>A (in Exon9)
Hereditére Tyrosinémie Typ1 N232N C>T Uberspringen von Exon8 Metabolische Erkrankung mit Beteiligung von

Fumarylacetoacetat hydrolase

Leber, Niere und peripheren Nerven sowie
Risiko fiir hepatozellulares Karzinom

Leigh-Enzephalomyelopathie
Pyruvat dehydrogenase (E1a)

Stiller S>G Austausch

Fehlerhaftes Spleiften von Exon6

Spongiforme L&sionen im Hirnstamm und in
den Basalganglien mit psychomotorischer
Retardation, intermittierenden respiratorischen
Rhythmusstérungen, Ataxie

Menkes Syndrom G>R, G>A Uberspringen von Exon8 Multifokale Demyelinisierung im zentralen
MNK Nervensystem und adrenokortikale
Insuffizienz

Schwerer kombinierter [ R142X G>A und C>T im gleichen | Uberspringen von Exon5 Dysfunktion von B und T Lymphozyten, mit
Immundefekt (SCID) Kodon gestorter zellularer Immunitat und erniedrigter
Adenosin Deaminase Produktion von Immunoglobulinen

Metachromatische T4091 C>T aktiviert eine kryptische Spleiistelle Zerebrosidsulfatspeicherung in den
Leukodystrophie Markscheiden des Nervensystems, Klinisch

Arylsulfatase A

spastische L&hmungen, Optikusatrophie und
Demenz

Marfan Syndrom Stiller C>T Austausch in Exon51 | Uberspringen von Exon51 Bindegewebserkrankung mit okularer,

Fibrillin 1 skeletaler und kardiovaskulérer Beteiligung,
Aortenaneurysmen

Xanthomatose G112G G>T in Exon2 schafft eine kryptische SpleiRistelle und | Lipidspeichererkrankung  mit  zerebellarer

CYP27 bewirkt Uberspringen von Exon2 Ataxie, Beteiligung des Rickenmarks und

Pseudobulbar-paralyse,
Katarakt

Atherosklerose,

Beta Thalassemie
R-Globin

T>G Transversion bei Position
705 von Intron2

Aktiviert kryptische 3'Spleilistelle
Intron2

in

Anamie, Hepatosplenomegalie

Dystrophia myotonica
DMPK

Ausgeweitete (CUG)>40
Wiederholungen in der 3'UTR

Entweder Sequestrierung
Veranderung der
alternativen Exons

oder
Verwendung des

Klinisch u.a. Myotonie, Muskeldystrophie,
Katarakt, Hypogonadismus und EKG
Veranderungen

Der Name des betroffenen Gens befindet sich unter dem Krankheitsnamen und
verandern,

Punkmutationen,

die Spleilistellen

kénnen

u.ac.jp/nakai/asdb.html nachgesehen werden (aus [3]).
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3.5 Spleilen

Das Genom von Eukaryoten liegt in einer Exon- Intronstruktur vor. Dabei bilden
Introns mit ca. 95% der chromosomalen DNA den Hauptanteil, lediglich 5% enthalten
tatsachlich in Protein umsetzbare Information. Fast alle fir Protein kodierenden
Bereiche der Primartranskripte der RNA Polymerase Il werden durch intronische
Sequenzen unterbrochen, die in einem als Spleilden bezeichneten Prozess entfernt
werden. Diese Reaktion findet im Nukleus, und dort im SpleiRosom statt und erfolgt
ko- bzw. posttranskriptionell. In hoheren Eukaryoten variiert die Anzahl der Introns
von intronlos bis zu uber funfzig Introns fur eine pra- mRNA, ihre Lange kann mehr
als 200.000 Nukleotide betragen. Die Existenz dieser intervenierenden Sequenzen
und die Verwendung alternativer kodierender Bereiche in einem einzelnen Gen
liefern die Mdglichkeit, der erhéhten Variabilitit des Proteoms (bis zu 250.000
Proteine [131]) im Vergleich zum Genom (ca. 23.000 - 40.000 Gene [132;133])

Rechnung zu tragen.

3.5.1 Pra- mRNA Sequenzinformation

Die wichtigsten fur die Entfernung der Introns notwendigen Sequenzelemente
markieren die Exon/ Intron Grenzen. Man unterscheidet drei essentielle
Sequenzelemente [134]:

1. 5°- Spleilstellen- Konsensus: YRG/ GURRGU, wobei in 1% aller Introns GC statt
GU zu finden ist [135] (die Spleil3stelle ist mit einem Querstrich markiert, i.d.R.
invariante Nukleotide sind unterstrichen, R=Purin, Y=Pyrimidin, N= Nukleotid)

2. Dem 3’- Spleilstellen- Konsensus Y12NYAG/ geht in den meisten Vertebraten
eine Folge von Polypyrimidinnukleotiden voraus.

3. Das dritte essentielle Element ist der Verzweigungspunkt (branchpoint)
YNCURAY. Meistens liegt er etwa 18- 40 Nukleotide 5°- der 3’- Spleil3stelle, kann
aber auch bis zu 200 Nukleotide entfernt sein.

Aulder dieser Hauptgruppe von GU- AG Introns findet man noch eine seltenere Form,

die sogenannten ATAC Introns. Sie sind durch andere Konsensussequenzen

gekennzeichnet (5°- Spleildstelle: /AUAUCUU, 3°- Spleil3stelle: CAC/ , Verzweigungs-
punkt: UCCUUAAC) und werden durch ein separates Spleil’system prozessiert

[136;137].
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Weitere, fir das Spleilen wichtige Sequenzabschnitte der pra- mRNA sind die
sogenannten Enhancer (Verstarker) und Silencer (Inhibitor), kurze schwach

konservierte Bereiche, die sowohl in Introns als auch in Exons zu finden sind.

3.5.2 Spleifreaktion

Die Entwicklung eines in vitro Spleildsystems war Voraussetzung fur Aufklarung der
grundlegenden Spleildreaktion. Aus Studien mit radioaktiv markierter pra- mRNA als
Substrat, die mit
nukledrem Extrakt aus
HelLa Zellen inkubiert

Intron
2T AN wurde, weil} man, dass
3 p HO 3 die Entfernung der
O= P—0O0- 0—P=0
5] Exont |- 5. 5-0—| Exon2 |3 Introns und das
anschlieRende Re-

l 1. Umesterungsreaktion
ligieren der Exons in 2

5 . distinkten Schritten
/A-\ .
0-P-0O F:,r ablauft (Abb.8). Es
' —P—0 handelt sich hierbei um
5— Exon1 o’,l-l/o',o— Exon2 -3 :
3 5 zwei Umesterungsreak-
2. Umesterungsreaktion tionen. Die Reaktionen
q o werden durch einen
A - . .
O=F_O/ —\;H 5= Exon1 0—J|>=0 Exon2 3 nuk|eoph||en SNZ' An-
) o] - .
Lariat(-)lntron gespleifte Exons griff der  2°Hydroxyl-

gruppe des Adenosins

) . am Verzweigungspunkt
Abb.8: Umesterungen der SpleifRreaktion

O- rot: 3’-Sauerstoff von Exon 1 auf die 3, 5°- Phospho-
O- blau: 2’'Sauerstoff des Verzweigungspunkts, 3’-Sauerstoff

des Introns diesterbindung an der
Resultat der beiden Umesterungsreaktionen der Spleireaktion , . .

sind das Lariat- Intron und die ligierten Exons. 5’- Spleilistelle einge-

leitet. Zeitgleich mit der
Spaltung bindet die 5°- terminale Phosphatgruppe des intronischen Guanosins an
das Adenosin des Verzweigungspunktes in einer 2°, 5°- Phosphodiesterbindung. Die
so entstandenen Intermediate sind das abgespaltene 5°- Exon und das Intron - 3°-
Exon in einer lassoahnlichen Konformation (,Lariatstruktur®). Im zweiten Schritt

erfolgt die Freisetzung des Lariat- Introns und die Verbindung der beiden
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benachbarten Exons durch den Angriff der freien 3°- Hydroxylgruppe des 5°- Exons
auf die Phosphodiesterbindung der 3°- Spleil3stelle.

3.5.3 SpleiBRosomformation

Die oben beschriebene Splei3reaktion wird durch das Spleillosom katalysiert, einer
dynamischen spleilkompetenten Struktur. Ein Spleilosom sedimentiert mit 50- 60S
und enthalt damit eine ahnlich komplexe Struktur wie Ribosomen. Notwendig zur
Bildung des katalytischen Zentrums des Spleilosoms sind die kleinen nukledren
RNAs (snRNAs) U1, U2, U4/ U6 und U5, die mit verschiedenen Proteinen zu
Partikeln assoziiert sind (snRNPs) [138]. Die Primarstruktur der snRNAs variiert
zwischen unterschiedlichen Spezies, wahrend die Sekundarstruktur hoch konserviert
ist. Das Zusammenfligen der Spleillosomkomponenten zu einem Komplex sowie die
Spleilkreaktion erfolgen Uber vier Zwischenstadien, wobei der Ubergang zwischen
den einzelnen Stadien ATP- abhangig und mit signifikanten strukturellen
Veranderungen verbunden ist (Abb.9, S.33).

3.5.3.1 E- Komplex (commitment complex)

Der erste spezifische Schritt bei der Zusammenlagerung des Spleilosoms ist die
Bindung der U1- snRNA an die 5'- Spleil3stelle der pra- mRNA durch Basenpaarung
des 5°- Endes der U1- snRNA mit der konservierten Sequenz an der 5°- Spleil3stelle.
Die Bindung des U1- snRNP an die 5°- Spleil3stelle erleichtert die Erkennung des
Polypyrimidintrakts und der 3’- Spleil3stelle durch den Hilfsfaktor U2AF [139;140].
Interaktion von SpleiRfaktor 1 (SF1) mit U2AF fuhrt zur Erkennung des

Verzweigungspunktes.

3.5.3.2 A- Komplex

Die Bildung des pra- Spleilkomplexes A wird durch Bindung des U2- snRNPs an den
Verzweigungspunkt eingeleitet. Die Basenpaarung zwischen einer internen Region
der U2- snRNA und dem Verzweigungspunkt resultiert in der Formation einer kurzen
Helix, welche das konservierte Adenosin hervorwolbt. Durch diese Interaktion wird
das Adenosin fur den nukleophilen Angriff der ersten Umesterungsreaktion

zuganglich.
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3.5.3.3 B- Komplex

Durch Interaktion der U4/ U6- und U5- snRNPs in Form eines U4/ U6- U5 tri- snRNP-
Komplexes mit dem A- Komplex wird der Spleil3komplex B gebildet.

3.5.3.4 C- Komplex

Konformationsanderungen innerhalb des B- Komplexes fuhren zur Bildung des
katalytisch aktiven C- Komplexes. Eine der Folgen dieser strukturellen

Veranderungen ist die Destabilisierung der extensiven Basenpaarung zwischen U4-

P'S"
i exon 1 Jel . AEPT—-"-'-"E' Abb.9: SpleiBosom
ey Schematische  Darstellung
b der Intermediate der
s EB a-ac SpleiRosomformation  und

Reorganisation wahrend der

W Spleilreaktion [4].

Spliceosome

F{ea rrangement of
ARMNA-RMA base
pa iring

D=~ =

Lariat

intron

Transeste rification #2

Spliced exons

und UG- snRNA und die Bildung einer RNA- RNA- Duplex zwischen U5- und UG-
snRNA. Durch die Ausbildung der nun moglichen Basenpaarung zwischen U2- und
U6- snRNA und der Paarung der U5- snRNA mit den konservierten Sequenzen der
beiden flankierenden Exons kommen die 5°- Spleillstelle, sowie der
Verzweigungspunkt, als auch die 3°- Spleil3stelle in raumliche Nahe [141;142]. Die
Umesterungsreaktionen werden wahrend oder im direkten Anschluss an die
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strukturelle Umorganisation initiiert. Die freigesetzten Introns bleiben mit den U2- ,
U5- und U6- snRNAs assoziiert, wahrend die gespleildte RNA aus dem Spleillosom
als niedermolekularer Komplex freigesetzt wird. Das Lariat- Intron wird im Anschluss
enzymatisch abgebaut und die snRNPs stehen fur weitere Reaktionen zur

Verfigung.

3.5.4 Alternatives SpleilRen

Neben dem konstitutiven SpleiRen, kann die Erkennung der 5°- oder 3'- Spleil3stellen

auch alternativ erfolgen, so dass

aus derselben pra- mRNA Alternative SpleiBmuster

verschiedene mRNA- Isoformen N
:9: Zuriickgehaltenes Intron

entstehen konnen [143]. Dies

stellt einen der wichtigsten :@: Kassetten-Exon

Mechanismen zur Generation
des auf ca. 250.000 Proteine :%: Entweder-Oder Exon
geschatzten Proteoms  dar
:%: Alternative 3'SpleiRstelle
[132;144]. So geht man davon
(o)
aus, dass 59% der 245 Gene :6: Alternative 5'Spleif3stelle

auf Chromosom 22 alternativ

gespleildt werden [145]. Abb.10: Alternative SpleiBmuster
Schwarze Rechtecke kennzeichnen alternative,
Alternatives Spleilden kann eine weile Rechtecke konstitutive Exons. Dicke Linien
. . symbolisieren Introns, einfache Linien stehen fur
erstaunliche Vielfalt an beim SpleiRen entstehende mdgliche Exon ver-
bindungen.

Isoformen innerhalb eines Gens
bewirken. Aus  Vergleichen
exprimierter Sequenzabschnitte (EST) mit der Sequenz des menschlichen Genoms
I&sst sich abschatzen, dass 47% aller Gene alternativ gespleilt werden [146]. Das
Muster, mit dem alternative Exons in die reife mRNA ein- oder ausgeschlossen
werden variiert (Abb.10). Auf Proteinebene kann dies zu erheblichen Konsequenzen
fuhren.
1. In vielen Fallen wird durch den Gebrauch alternativer Exons ein Stopkodon
eingefuhrt. Das auf diese Weise entstehende Protein weist einen veranderten
Carboxyterminus auf. So kdnnen Iosliche statt membrangebundene Rezeptoren

entstehen [147-152], sowie Proteine mit veranderten
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Ligandenbindungseigenschaften [153-155] und verkurzte Proteine mit veranderter
oder aufgehobener Funktion [156-158] gebildet werden.

2. Der Ein- bzw. Ausschluss von Exons kann zur Entstehung zusatzlicher
Proteinmodule fuhren oder sie deletieren, so dass veranderte Ligandenaffinitaten
entstehen [159;160], Enzymaktivitdt moduliert wird [161], unterschiedliche
Hormone entstehen [162] oder Leitungseigenschaften von lonenkanalen
verandert werden [163;164].

3. Viele Trankriptionsfaktoren unterliegen dem alternativen Spleil3en, so dass dieser
Mechanismus auch zur Kontrolle der Genexpression beitragt [165;166].

Ein Groldteil der alternativ gespleiRten Exons zeigt gewebespezifische bzw.

zelltypspezifische Expressionsmuster [167;168] und/ oder wird entwicklungsabhangig

oder in Folge externer Stimuli reguliert. So wird beispielsweise der Einschluss des

alternativen Exons 11 des Insulinrezeptors durch Gabe von Insulin beeinflusst [169].

Neuronale Aktivitat verandert das alternative Spleilmuster der leichten Kette von

Clathrin B, des NMDA- R1 Rezeptors und von c- fos [15;170].

3.5.5 Exon- Erkennung

Die Konsensussequenzen, die fur die Erkennung der Exon/ Intron- Grenzen
erforderlich sind, sind aufgrund ihrer schwachen Konservierung und Kuirze nicht
ausreichend, um eine 100%ige Erkennung zu gewahrleisten. Dennoch ist der
Spleillapparat in der Lage, kurze Exons von knapp 100bp von Introns mit Langen
von mehreren Megabasenpaaren zu unterscheiden.

Es bedarf daher noch zusatzlicher Faktoren, um eine zuverlassige Spleildreaktion
durchzufihren. Diese Aufgabe wird von einer ganzen Reihe von Cis- und
Transfaktoren und Reaktionen Ubernommen (Abb.11, S.36). Zu der Gruppe der flr
diese Aufgabe spezifischen Proteine (Transfaktoren) zahlen die SR- und SR-
ahnlichen Proteine, sowie die heteronuklearen Ribonukleinpartikel (hnRNP).
Zusatzliche regulatorische Sequenzelemente auf pra- mRNA Ebene (Cisfaktoren)

sind intronische und exonische Enhancer- bzw. Silencer- Sequenzen.
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"] hnRNP B spliceosome [ protein-protein interaction
] SR-protein || RNA regulatory element  [Jl] protein-RNA inferaction
[l tronscription factors / RNA pol i [ RNA-RNA interaction

{ hnRNP ) .
og— ynyyray ~~cagG

T

Abb.11: Faktoren, die alternatives Spleien regulieren

Exons sind als hellgraue Rechtecke, Introns als Linien gezeichnet. Regulatorische Elemente
(Enhancer oder Silencer) sind als dunkelgraue Banden in Exons oder Introns dargestellt. Die 5°-
Spleilstelle (CAGguaagu) und die 3°-Spleilstelle (y)oncagG, sowie der Verzweigungspunkt (bp)
(ynyyray) sind schematisch eingezeichnet (y=c oder u; n=a, c, g, oder u). Nukleotide, die mit
Grollbuchstaben gekennzeichnet sind, verbleiben in der reifen mRNA. Zwei Hauptklassen von
Proteinen, hnRNPs (gelb) und SR- Proteine (orange) binden an die regulatorischen Elemente der
pra- mRNA. Zuséatzlich interagieren diese Proteine miteinander. Die Bindung von Protein an RNA ist
mit griin, Protein: Protein Wechselwirkung mit rot markiert. Der Proteinkomplex, der sich um einen
exonischen Enhancer bildet, stabilisiert die Bindung des U1 snRNPs an die 5°- Spleil3stelle, da SR-
Proteine mit der RS- Doméne von U1- 70K wechselwirken kénnen (rot). Hierdurch wird die Bindung
der U1 snRNA (rote Linie) an die 5°- Spleil3stelle stabilisiert. Die Bildung eines Multi- Protein- RNA
Komplexes erlaubt die Unterscheidung zwischen tatsachlichen Spleilstellen (fett) und fehlerhaften
Spleilstellen (gu/ag), die haufig in der pra- mMRNA vorkommen [7].

3.5.5.1 Cis- und transregulatorische Elemente

Studien zur Regulation der Spleilyreaktion durch cis- agierende Elemente wie
exonische bzw. intronische Enhancer- (ESE, ISE) und Silencersequenzen (ESS, ISS)
haben gezeigt, dass Spleillen in einem generellen Hintergrund von Repression
erfolgt [171] und durch Enhancer- Sequenzen stimuliert werden kann. Unter
Verwendung von SELEX konnte gezeigt werden, dass die von SR- bzw. SR-
ahnlichen Proteinen (Transfaktoren) erkannten exonischen Enhancer sehr kurz (5-
8bp) und stark degeneriert sind [172-176], so dass keine Auswirkung auf die
kodierende  Sequenz  besteht. Ahnlich wie bei den konstitutiven
Erkennungssequenzen besitzen aber auch diese wenig Informationsgehalt, so dass
man von einer kooperativen Interaktion ausgeht [177-181]. Diese kooperative und
konzentrationsabhangige Bindung mehrerer und unterschiedlicher SR- und SR-
ahnlicher Proteine in raumlicher Nahe erlaubt eine Stabilisierung der Bindung durch
Protein- Protein Wechselwirkungen. Der dadurch entsehende Komplex markiert das

entsprechende Exon.
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Oft sind verschiedene SR- und SR- ahnliche Proteine aufgrund ihrer relativ
unspezifischen Bindungsstellen und der Degeneration der Enhancer- bzw.
Silencersequenzen am Spleillen desselben Exons beteiligt. Dies impliziert eine
gewisse funktionelle Redundanz. Wahrend entsprechend dieser Hypothese in C.
elegans der Knockout eines SR- Proteins durch andere kompensiert werden kann
[182;183], wodurch nur ein milder Phanotyp zu beobachten ist, scheint dies flr
Sauger nicht der Fall zu sein. So ist beispielsweise ein nicht- konditionaler Knockout
von SRp20 in Mausen embryonisch letal [184], wahrend ein konditionaler Knockout
von SC35 die Weiterentwicklung von T- Zellen blockiert [185].

3.5.5.2 SR- Proteine

SR- und SR- dhnliche Proteine sind durch Dipeptidwiederholungen der Aminosauren
Serin (S) und Arginin (R) charakterisiert und weisen strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeiten auf [186]. lhre

Klassifikation erfolgt in
Abb.12 Speckles . L .
Dargestellt  ist  die Ubereinstimmung mit Zahler et
konfokale Aufnahme
eines  Zellkerns  der al. [186;187] nach der

Zelllinie BHK, transfiziert
mit SC35- pEGFP. Grin:

speckles [8] mAB104 Antikdrper mit einem

Eigenschaft, durch den

Epitop aus einer Folge von

phosphorylierten SR-
Dipeptiden detektiert zZu
werden bzw. nach biochemischen Eigenschaften wie der Fahigkeit, in vitro einen
spleiRdefizitaren S100 Extrakt komplementieren zu kdnnen [188-190]. SR- Proteine
besitzen eine oder zwei Kopien eines RNA- Erkennungsmotivs (RRM) und eine
carboxyterminale SR- Domane. Das Vorkommen dieser SR- reichen Domane ist
nicht auf die SR- Proteine im engeren Sinne beschrankt, sondern findet sich auch in
anderen Familien wie SR- ahnlichen Proteine, hnRNPs, snRNP- Proteinen und SR-
Proteinkinasen. Man geht daher mittlerweile davon aus, dass dieses Motiv
charakteristisch flr Proteine ist, die in die Prozessierung von pra- mRNA involviert
sind. Die SR- Domane ist als Proteininteraktionsdomane flr die Wechselwirkung mit
anderen Proteinen, fur die RNA Bindung und die nukledre Lokalisation in den
sogenannten speckles verantwortlich (Abb.12), wobei diese Interaktionen durch

reversible Phosphorylierung der Serinreste reguliert werden kann.
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Fur alle Mitglieder der SR- Proteinfamilie und einige der SR- ahnlichen Proteine
konnte eine Aktivierung des Spleillprozesses in vitro nachgewiesen werden. Sie
erleichtern die Formation des E, A und B- Komplexes durch eine Reihe von
Protein: Protein und Protein: RNA Interaktionen (zusammengefasst in [134]).
Verschiedene Arten dieser Interaktionen konnten beobachtet werden. SR- Proteine
interagieren mit Cis- Elementen der pra- mRNA in sequenzabhangiger Form
[175;191]. Sie sind an der Rekrutierung von U2AF65 und U2AF35 an die 3'-
Spleillstelle beteiligt [192;193], ebenso wie an der des U1- snRNP an die 5'-
Spleildstelle [193-195] und des U2- snRNP an den Verzweigungspunkt [137].

Fur die Unterscheidung von Exons und Introns durch das Spleilosom gibt es zwei
verschiedene Modelle, das Exon- Uberbiickungsmodell und das Intron-
Erkennungsmodell. Fur beide Modelle lassen sich Indizien anfihren. So kdbnnen SR-
Proteine Exons durch Interaktion sowohl mit U1- 70K (Komponente des U1- snRNP)
als auch dem U2AF65/ 35- Heterodimer Uberbricken [193]. Der SRm160/ 300-
Koaktivatorkomplex interagiert direkt mit verschiedenen SR- Proteinen und dem U2-
snRNP, sowie indirekt mit dem U1- snRNP und kann auf diese Weise die Bildung
einer Exonbricke induzieren [196-199].

Durch Interaktion untereinander und mit den Kernkomponenten des Speildosoms
konnen SR- und SR- ahnliche Proteine wunabhangig von ihrer RNA-
Bindungskapazitat Introns Uberbriucken [181;200;201]

3.5.5.2.1 Transformer 2- §

Transformer 2 (Tra2) wurde erstmals bei Drosophila als Teil der
Geschlechtsdeterminationskaskade beschrieben [202]. Die zwei menschlichen
Homologe Htra2- a und Htra2- B [203;204], weisen eine ahnliche Struktur auf,
bestehend aus einer zentralen RNA- Bindungsdomane, die von zwei RS- Domanen
flankiert wird. Beide Proteine sind an der Regulation des alternativen Spleiens in
konzentrationsabhangiger Form beteiligt. Das auf Chromosom 3q26.2- q27
lokalisierte humane Transformer 2- 3- Gen (htra2- ) umfasst 21kb, bestehend aus
10 Exons, von denen 2 alternativ gespleil3t werden [205]. Durch alternatives Spleil’en
und Verwendung alternativer Promotoren und Polyadenylierungsstellen kdnnen flnf
verschiedene mRNAs gebildet werden (Abb.13). Die daraus resultierenden
Isoformen Htra2- 1 und Htra2- B3 unterscheiden sich durch Anwesenheit (Htra2-

B1) bzw. Abwesenheit (Htra2- [B3) der ersten SR- Domane. Aufgrund eines
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Stopkodons in Exon 2 werden weder htra2- B2, noch htra2- (4 translatiert. Fur die
htra2- 5 mRNA, deren Protein zu Htra2- B3 identisch ware, konnte bislang keine
Translation nachgewiesen werden.

Die Isoform Htra2- p1 beeinflusst das alternative Spleilmuster in verschiedenen
Transfektionsexperimenten, und zwar von der leichten Kette von Clathrin B (CLB)
[206] htra2- B [1], Survival of Motorneuron 2 (SMN2) [207;208] und Amyloid-

Precursor- Protein

(APP) [209]. Fir
A
TNV viovie v ix ﬁ— die Isoform Htra2-
— B3 konnte dage-
B c gen bisher kein
betat [ ] W[ v [w [wlvm[x] x ] :
- derartiger
eta3[ I W [ v [ wi[vive[ x| x ] G el rs
vto IR | v [ [wifwil ] %] Effekt fesigastoll
beta5 el v v JTwlwww x| x ] werden. Tra2- PB1
— 100b,
' reguliert seine

Konzentration in
Abb.13: htra2- B: Genstruktur und Isoformen

A) Die Exon (schwarze Boxen)- Intron - Struktur ist maRstabsgetreu einer Autoregula-
wiedergegeben. Linien deuten alternatives Spleilimuster an. . .

B) Mdgliche mRNA- Transkripte; Rechtecke schematisieren ver- tionsschleife durch
wendete Exons. . .
C) Proteinstruktur, RS: SR- Domane, RRM: RNA Erkennungsmotiv, B'ndung an vier
Y: tyrosinreiche Region, G: glycinreiche Region (nach [1]). exonische En-

hancer (ESE) in
Exon 2 des htra2- B- Gens, wodurch dieses Exon 2 vermehrt eingeschlossen und
die Bildung von Htra2- p1 Protein reduziert wird (Abb.14). Die Bindung an das ESE-
Motiv in Exon 2 ist zwar unabhangig von der SR- Domane des Tra2- - Proteins, in
der SR- Domane phosphoryliertes Tra2- - Protein zeigt jedoch verminderte
Bindungskapazitat. Das Bindungsmotiv ist stark degeneriert und basiert auf der
Konsensussequenz: GMVVGANR (fett - konservierte AS, unterstrichen - Praferenz
fur Purin [1;210]. Demnach ist eine Autoregulationsschleife, die zur Bildung nicht
funktionaler mRNA- Isoformen flhrt, flr die strenge Konzentrationseinstellung des
Htra2- - Proteins verantwortlich.
Interaktoren, wie hnRNP- G, SF2/ ASF, SRp30c, YT521- B und SAF- B unterdricken
wahrscheinlich durch Sequestrierung des Tra2- - Proteins den Einschluss von

htra2- - Exon 2.
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Phosphorylierung fuhrt zu einer stark reduzierten Bindungskapazitat von Htra2- 31 an
Exon 2. Durch einen noch unbekannten Mechanismus verhindert
Proteinphosphorylierung (u.a. durch die Kinase Clk2) den Einschluss von Exon 2 und
3 und fuhrt so zur Synthese des trunkierten Proteins Htra2- (3.

Das Htra2- B3 Protein ist in Sdugern nachweisbar, die Generierung der mRNA wird

durch Phospho-

rylierung  regu-

latorisch Pro- N %
atorischer ro E:I;NA-"I | IV| \" IVIIVIi lIXI X__j\ QG.HG
B1

teine reguliert. / pi-_ I Prosohoryterang
htra2- B3 ist in | | IV Autoregulationsschleife *

) I llalb_~l IV
der Ratte haupt- Trezp1 """'"‘R"A/' » Q—H

sachlich im . W : rd -p
a I
m
Gehirn, Testis v Interaktion mit anderen
Proteir;; . \ Proteinen
osphorylierun
und Leber PonE™ Tb W ow

‘I@’ HE?};NA [v] v v [ X_:] Hg?;teinm

exprimiert  und

wird im Laufe der
Abb.14: Regulation des alternativen SpleiBens des htra2- Gens

Entwicklung ver- Das menschliche htra2- B- Protein verwendet eine autoregulatorische

starkt exprimiert Schleife um den eigenen Proteinlevel zu kontrollieren. Es bindet an 4
regulatorische Motive in Exon 2 und induziert dessen Einschluss.
[205]. Bisher Dieses Exon fiihrt zu einer Unterbrechung des Leserasters durch
Einfihrung eines Stopkodons, die entsprechende mRNA wird nicht
konnte im translatiert. Interaktion mit anderen Proteinen fiihren i.d.R. zu einer

Sequestrierung von htra2- B1 (nach [2]).
Gegensatz  zur a g P1( 2

Volllangeniso-

form Htra2- p1 fur die verkurzte Isoform Htra2- B3 kein Einfluss auf alternative
Spleillmuster festgestellt werden.

Clk- Kinasen interagieren mit verschieden SR- Proteinen und phosphorylieren sie
[5;211]. Insbesondere CIk2 unterdrickt den Einschluss von htra2- f Exon 2 und in
hdherer Konzentration von Exon 3 und flhrt so zur Synthese der hirnspezifischen
Isoform Htra2- 3. Neuronale Stimulation fihrt im Hippokampus der Ratte zu einer
Hemmung und im Kortex zu einer Induktion der htra2- 33 Expression, wahrend das

Expressionsniveau der 31- Isoform davon unberuhrt bleibt.

3.5.5.3 hnRNP

Eine weitere wichtige Gruppe fur die Erkennung der Spleil3stellen sind die
heteronuklearen Ribonukleinpartikel (hnRNP: zusammengefasst in [212-214]).
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Urspringlich als Hauptgruppe der Chromatin- assoziierten RNA- Bindungsproteine
beschrieben [215] assoziieren die Mitglieder der hnRNP- Familien A, B und C in
einem regularen Muster von 20- 25nm Partikeln an die pra- mRNA. Die Bindung zeigt
eine gewisse Praferenz fur bestimmte Sequenzen, die der Verpackung der pra-
MRNA dienen konnten. Durch Blockierung des Zugangs zu bestimmten Spleil3stellen
sind hnRNPs auf diese Weise in der Lage die Auswahl der Spleistellen zu
beeinflussen. Im allgemeinen wirken hnRNPs und SR- bzw. SR- ahnliche Proteine
antagonistisch hinsichtlich ihrer Funktion innerhalb des SpleilRvorgangs, z.B. durch

Kompetition um Bindungsstellen an der Ziel- RNA.

3.5.6 Phosphorylierung

Sowohl die Aktivitat von SR- und hnRNP- Proteinen bzw. Faktoren, die mit diesen
Proteinen interagieren, als auch ihre intrazellulare Lokalisation wird durch
Proteinphosphorylierung beeinflusst (Abb.15).
Wahrscheinlich werden alle RS- Domanen enthaltenden Proteine posttranslational
durch Phos-
phorylierung
modifiziert. Re-
versible Phos-
phorylierung
wurde als es-
sentieller Re-
gulationsme-
chanismus
beim Spleilden

nachgewiesen.

So waren

Abb.15: Phosphorylierung beeinflusst die intrazelluldre Lokalisation
von spleiBregulatorischen Proteinen

Transient transfiziertes YT521-B (griin) wird nach Phosphorylierung aus keine SpleiR-
den nuklaren YT-Kdrperchen freigesetzt.

YT521-B: spleiregulatorisches Protein; P59™", src: Kinasen; p59
src™: inaktive Varianten der Kinasen.

beispielsweise
e, komplexe in
nuklearen Ex-
trakten nach
Behandlung mit der Phosphatase PP1 (Haupttarget: SR- Proteine) detektierbar [216].

Daher kénnten Proteinkinasen, die an der Phosphorylierung dieser Faktoren beteiligt
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sind, eine wichtige Rolle als Bindeglied zwischen der Regulation des alternativen

Spleillens und zellularer Stimuli spielen.

3.5.6.1 Protein Kinasen

Als Proteinkinasen wird eine Familie von Enzymen bezeichnet, die die
Phosphorylierung von Proteinen katalysieren und nach der Aminosaure, die den

Phosphatakzeptor darstellt, klassifiziert werden.
3.5.6.1.1 DYRK / MNB

.Minibrain“ (MNB) ist eine Drosophila- Mutante, die eine spezifische und deutliche
Reduktion des optischen Lobus und der zentralen Hemisphare des adulten Gehirns
aufweist [217]. Das MNB- Gen kodiert fur einen Serin/ Threonin- Proteinkinase [218],
die eine YXY Sequenz in der Aktivierungsschleife (activation loop) besitzt.
Mindestens 7 eng verwandte Homologe konnten in Saugern isoliert werden und
bilden eine neue Untergruppe von

Proteinkinasen, die mit dualer Spezifitat
Tab.4: Lokalisation der Kinasegene

Tyrosin phosphorylierenden und
, ) Gen Chromosomale Lokalisation
regulierendenen Kinasen (DYRK)
. . DYRK/MNB | 21g22.2
[219;220]. DYRKSs besitzen sowohl Serin/ SRPKT 12| 6p21 3 p212
Threonin-  Phosphorylierungsaktivitat als SRPK2 7q22- 311
auch  Autophosphorylierungsaktivitat an Clk1 2933
Tyrosinresten, was eine duale Spezifitat Clk2 1921
und Regulation Uuber Autophosphorylierung Clk3 15q24
vermuten lasst [221]. Clkd 535

Die Kinaseaktivitat ist abhangig vom YXY-

Motiv  in der  Aktivierungsschleife, = wodurch  die Existenz  eines
phosphorylierungsabhangigen Aktivierungsmechanismus mittels Ubergeordneter
Kinasen vermutet werden kann. Die DYRK- Kinasen weisen sowohl unterschiedliche
Lokalisation (DYRK 1 ist eine nukledre, DYRK 2 und 3 sind zytoplasmatische
Kinasen) als auch unterschiedliche Substratspezifitaten auf [222]. Das Gen fur die
menschliche Kinase DYRK 1A umspannt 150kb auf 17 Exons und liegt
interessanterweise in der fir Down Syndrom (DS) kritischen Region auf Chromosom
21 (Tab.4). Innerhalb dieser Region befindet sich der Sequenzbereich, der bei an
Chromosom 21 gekoppelten Mikrozephalus mindestens deletiert ist [223], so dass es
als Kandidatengen fur Mikrozephalus infolge Monosomie 21, sowie fur die mentale
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Retardierung von Trisomie 21 bei Down Syndrom Patienten in Frage kommt
[224;225]. Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang liefert auch die
Tatsache, dass DYRK 1- mRNA im fétalen DS- Gehirn Uberexprimiert wird [226]. In
vitro phosphorylieren sowohl DYRK 1A als auch DYRK 2 das Mikrotubuli- assoziierte

Protein Tau an Thr?'?

, einer Aminosaure, die bei foétalem Tau- Protein phosphoryliert
und in Tau- Filamenten von Alzheimer Patienten hyperphosphoryliert vorliegt. Dies
schafft die Voraussetzung fiir eine weitere Phosphorylierung von Tau an Ser?®® durch
GSK3 [227]. Es konnte gezeigt werden, dass Tau- Proteinspiegel in DS und AD-
Gehirnen hoéher sind als in vergleichbaren alteren nicht dementen Personen
[228;229]. Von Drosophila bis zum Menschen scheinen die DYRK / MNB Kinasen,
wie auch konventionelle MAP- Kinasen, eine Schlusselrolle als Regulator des

Wachstums neuronaler Zellen zu besitzen.
3.5.6.1.2 SR- Proteinkinasen

Proteinkinasen verschiedener Familien besitzen die Fahigkeit SR- Proteine in vitro zu
phosphorylieren. Einen Einfluss auf SR- Proteinaktivitat und Spleil3en in vitro und in
vivo konnte jedoch bisher nur fur die sogenannten LAMMER- Kinasen nachgewiesen
werden. LAMMER- Kinasen zeigen einen ahnlichen Aufbau in nicht- katalytischen
N- terminalen Bereichen und ahnliche Abstande in den katalytischen Subdomanen.
Die katalytischen Subdoménen, die fir den Phosphotransfer und die
Substratinteraktion essentiell sind, sind innerhalb dieser Gruppe stark konserviert.
Teil dieser katalytischen Domane ist das sogenannte LAMMER- Motiv
(Aminosauresequenz EHLAMMERILG), welches in allen Familienmitgliedern zu fast
100% identisch ist.

Da durch in vitro Phosphorylierungsexperimente distinkte Substratpraferenzen fur
intakte Proteine festgestellt werden konnten, geht man davon aus, dass diese
Kinasen auch in vivo unterschiedliche Substrate besitzen, d.h. potentiell
unterschiedliche Funktionen erflllen [211].

Zwei Familien konnten bisher identifiziert werden, die SR- Protein spezifischen
Kinasen (SRPK) und die CDC2- ahnlichen (like) Kinasen (CIk). Beide Proteinfamilien
zeigen unterschiedliche Substratspezifitaten und sind differentiell exprimiert [230-
233]. Die SRPK- und Clk/ Sty- Kinasen weisen eine unterschiedliche subzellulare
Lokalisation auf. Wahrend Clk/ Sty nur im Zellkern zu finden ist [156;234], kdnnen
SRPKs sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma detektiert werden [235]. Die
Existenz verschiedener SR- Protein Kinasen mit spezifischer Substratspezifitat und
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Lokalisation in Saugerzellen legt die Vermutung nahe, dass reversible
Phosphorylierung der RS- Domanen Proteine einer zeitlich und raumlich
koordinierten Regulation unterliegt und so deren Interaktionen gesteuert werden

konnen.
3.5.6.1.3 SRPK1 und 2

SRPK1 (menschliches Homolog zu Dsk1 aus C.elegans; Skylp Homolog aus
S. Pombe) konnte basierend auf seiner SC35- Phosphorylierungsaktivitat kloniert
werden. Diese SR- Proteinkinase wird im Zellzyklus reguliert [236].

SRPK2 wurde aufgrund seiner Homologie zu SRPK1 und Dsk1 mittels RT- PCR aus
Gehirngewebe der Maus isoliert. Northernblot- Analyse zeigte gewebespezifische
Expression mehrerer SRPK2- Transkripte in Gehirn, Lunge und Testis. Das Maus
SRPK1- Protein ist zu 58% bzw. 32% identisch mit humanem SRPK1 bzw. Hefe
Dsk1 Protein [237]. Fur SRPK1 sind zwei Isoformen bekannt, SRPK1 und SRPK1a,
die sich hinsichtlich Substrat- und Gewebespezifitat kaum unterscheiden. SRPK1a
weist jedoch starke Phosphorylierungsaktivitat auf und scheint im Gegensatz zu
SRPK1 mit einem S/ MAR bindenden Protein (SAF- B) zu interagieren [232].

Sowohl SRPK1 als auch SRPK2 phosphorylieren SR- Proteine, induzieren die
Auflésung der speckles in permeabilisierten Zellen und inhibieren Splei3en in vitro
[231;237], zeigen jedoch eine differentielle Expression in verschiedenen

menschlichen Geweben [233].
3.5.6.1.4 CDC2/ CDC28 ahnliche Kinasen (Clk)

Die Familie der CDC- ahnlichen Kinasen (CLK) gehdren zu einer evolutionar
konservierten Gruppe von Enzymen mit dualer Substratspezifitat. Sie sind in der
Lage Proteinsubstrate an Serin, Threonin und Tyrosinresten zu phosphorylieren. Der
Prototyp der Clk- Kinasen, die Kinase CIlk1 wurde urspruanglich anhand ihrer
Autophosphorylierungsaktivitat an Tyrosinresten identifiziert [238;239]. Die Familie
enthalt Mitglieder aus verschiedenen Organismen wie Hefe, Drosophila, Arabidopsis,
Tabak, Maus, Ratte und Mensch, und zeigt hohe Homologie untereinander und
zwischen den verschiedenen Spezies (Abb.16, S.45). Bis heute wurden vier
verschiedene humane CLKs charakterisiert, CLK1- 4 (Tab.4, S.43) [240], die zwar
ubiquitar, jedoch gewebespezifisch in unterschiedlichem Ausmal’ exprimiert zu sein

scheinen [5].
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Die Kinasen Clk1- 4 sind nukleare Proteine, deren subnukleare Lokalisation durch
ihren Phosphorylierungsstatus reguliert wird [241]. Gemeinsam ist den Kinasen das

alternative Exon EB, dessen Abwesenheit

zu einer Leserasterverschiebung und so

hClk1 g6.79% zur Einflihrung eines Stopkodons flhrt,
\M“ 68.9% wodurch eine trunkierte, inaktive Isoform
hClk4r 970, generiert wird [240]. Diese akkumuliert in
mClk4 42.8% den speckles, wahrend die aktive Isoform
hClk2 98.1% diffus im Nukleus verteilt ist.
mClk2 | 51.2%) Die physiologische Funktion dieser
hCIk3 94 50, : o o

— Proteinfamilie ist noch unklar, sie konnten
mCIk3F

jedoch eine wichtige Rolle in der pra-

DOA

MmRNA Prozessierung sowie bei der

Abb.16: Vergleich der Kinasen Clk1- 4 Signaltransduktion der Zelle spielen.

Phylogenetischer ~ Stammbaum  der ; ;
Kinasen Clk1- 4 aus Maus und Mensch, Untersuchungen  mit  dem  Drosophila
sowie des Drosophila- Homlogs DOA. Homolog DOA weisen auf eine kritische
Erstellt mit Higgins- Sharp Algorithmus

(CLUSTAL4).  Prozentzahlen geben Rolle in der Entwicklung hin. Fliegen, die

Sequenzidentitat an (nach [5]). ) . )
eine geringe Menge an mutiertem DOA

exprimierten, zeigten ausgepragte
neuronale Veranderungen, Homozygote fur das DOA null- Allel waren embryonisch
letal [242].
Im Hinblick auf eine Beteiligung an der Regulation der pra- mRNA Prozessierung
konnte gezeigt werden, dass CLK1- CLK4 SR- Proteine in vitro und in vivo
phosphorylieren [5;230;234]. Die auf diese Weise induzierte Phosphorylierung der
SR- Proteine fuhrt zu deren Freisetzung aus den potentiellen
Speicherkompartimenten, den speckles [234;243], sodass man einen regulierenden
Einfluss auf die verfigbare Menge an aktiven, in den Spleilprozess eingreifenden
SR- Proteinen annimmt. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass der durch Clk
vermittelte Phosphorylierungsstatus der SR- Proteine einer engen Kontrolle
unterliegen muss, da sowohl deren Hyperphosphorylierung als auch
Hypophosphorylierung in vitro Spleien inhibiert [244].
Obwohl die Konsensussequenz fur eine optimale Phosphorylierungsstelle bei diesen
Kinasen fur kurze Peptide bemerkenswert ahnlich ist, finden sich distinkte
Substratpraferenzen fur intakte Proteine [211;245;245].
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3.6 Zielsetzung

Alternatives SpleiRen ist wahrscheinlich an einer Vielzahl von Erkrankungen
ursachlich beteiligt. Schatzungen zufolge liegt ca. 15% aller genetischen
Erkrankungen, die auf Punktmutationen beruhen, eine Fehlregulation des
alternativen Spleildens zugrunde.

Dies ist der Fall fur eine seltene familiare Form der Frontotemporalen Demenz, der
frontotemporalen Demenz mit Parkinsonismus gekoppelt an Chromosom 17 (FTDP-
17). Fur diese genetische Erkrankung sind mittlerweile mindestens 29 Mutationen
beschrieben, von denen etwa zwei Drittel das alternative Spleilten von Exon 10 des
Tau- Gens beeinflussen. Diese Fehlregulation fihrt zu einem pathologisch
verandertem Verhaltnis der hirnspezifischen Isoformen.

Ziel dieser Arbeit ist, das Verhalten von Mutationen im Tau- Gen, die in bestimmten
Familien mit FTDP- 17 detektiert wurden, in einem Zellkultursystem zu untersuchen.
Dies sind insbesondere Mutationen, die das alternative Spleillen von Tau Exon 10
beeinflussen. Kotransfektionsexperimente mit potentiellen Transfaktoren, die in die
Regulation des alternativen Spleildens involviert sind, sollen zeigen, ob ein
spezifisches Subset an regulatorischen Proteinen existiert, welches fur die
Regulation des alternativen Spleillens von Tau Exon 10 essentiell ist. Auf diese
Weise konnten Teile des Regulationsmechanismus, der zum alternativen Spleilen
von Tau Exon 10 fuhrt, aufgeklart werden.

Besseres Verstandnis der grundlegenden Ablaufe dieses Regulationsmechanismus,
bzw. der Komponenten, die hier regulierend eingreifen, kénnte zur Entwicklung neuer

Therapieansatze fuhren.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Tab.5: Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Reagenz Hersteller Reagenz Hersteller
Acrylamidldsungen Roth Glycogen Merck
Agar Gibco BRL Hefeextrakt Gibco BRL
Agarose Gibco BRL HEPES Sigma
Ammoniumperoxidsulfat Sigma Hybond ECL Nitrozellulosemembran Amersham
Ammoniumacetat Merck Isoamylalkohol Merck
Ampicillin Sigma Isopropanol Merck
Aprotinin Sigma Kaliumacetat Merck

- Mercatoethanol Sigma Kaliumchlorid Merck
Borsaure Merck Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Bromphenolblau Sigma di- Kaliumhydrogenphosphat Merck
Chloramphenicol Sigma Calciumchlorid Merck
Dextrose Serva Kanamycinsulfat Sigma
DMEM- Medium Gibco BRL Leupeptin Sigma
dNTP Amersham Luminol Sigma
Dimethylsulfoxid Merck Magnesiumchlorid Fluka

Di- Natriumhydrogenphosphat Sigma Magnesiumsulfat Sigma
Dithiothreitol Merck Maxi- Kit, Plasmidisolierung Qiagen
ECL- Detektionssystem Amersham Methanol Merck
EDTA, Natriumsalz Sigma Mineraldl Sigma
Essigséure, p.a. Merck Molekulargewichtsmarker (DNA): New England Biolabs
Ethanol Merck lamda BstEll

Ethidiumbromid Sigma pBR322Mspl

Fétales Kalberserum Gibco BRL 100bp Leiter

Gelatine Sigma Molekulargewichtsmarker (Protein) Amersham
Gelextraktionskit Qiagen Natrium- Deoxychelat Sigma
Glucose Biomeda Natriumchlorid Merck
Glutathionsepharose Amersham Natriumcitrat Fluka
Glycerin Sigma Natriumacetat Baker
Glycin Serva Natriumdihydrogenphosphat Merck
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Reagenz Hersteller Reagenz Hersteller
j3- Glycerolphosphat Serva Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
Natriumfluorid Fluka Réntgenfilm Fuiji
Natriumhydroxid Serva Salzsaure Serva
Natriumorthovanadat Sigma Mineraldl Sigma
Nitrozellulosemembran Schleicher & Schiill | MOPS Fluka
Nonidet P 40 Sigma TEMED Serva
Parafilm American National | (N,N,N",N"- Tetramethylethylendiamin)

PEG (Polyethylenglycol) 3500 Serva Tris- Base Roth
Pepstatin Sigma Tetracyclin Sigma
p-lodophenoal Sigma Triton- X- 100 Roth

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) | Sigma Trypsin Gibco BRL
RNase A Sigma Trypton Gibco BRL
RNase Inhibitor Gibco BRL Whatman- Papier Schleicher & Schiill
RNeasy Mini Kit Qiagen Xylencyanol Sigma
Roscovitin Calbiochem

41.2 Gerate

Tab.6: Gerate

Gerat Hersteller Gerat Hersteller
Acrylamid- Minigelsystem BioRad Spannungsquellen BioRad
Agarosegelelktrophorese- Apparatur  |BioRad Speed- Vac DNA 110 Savant
Autoklav Vasidav Spektrophotometer Ultraspec3000 |Pharmacia
Film- Entwicklermaschine MS- Laborgerate Sterilbank Heraeus
Glasware Schott UV- Transilluminator Bachhofer
Messzylinder Hirschmann Vortex Bender und Hobein
Mikrowelle Privileg Westernblot Transfer Fastblot BioRad
Milli- Q Wasseraufbereitungsanlage  |Millipore Zellkulturinkubatoren Heraeus
Polyallomer- Zentrifugenrdhrchen Beckmann Zentrifugen:

pH- Meter Bachhofer RC- 5B Sorval
PCR- Apparatur Biometra Eppendorf 5417R Eppendorf
Pipetten Gibson/ Eppendorf Eppendorf 5415C Eppendorf
Schilttelinkubator New Brunswick Scientific | Varifuge 3.0R Heraeus
Schiittelheizblock Thermomixer 5436 |Eppendorf GeneAmp PCR System 9700|Perkin Elmer

Thermocycler
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4.1.3 Zelllinien

Tab.7: Zelllinien

Zelllinie Merkmal

HEK293 Humane embryonale Nierenzellen (Human embryo kidney cells)
Hela Epithelahnliche Adenocarcinomazellen

HN10 Hippokampale Neuroblastomazellen aus Maus

Die aufgelisteten Zelllinien wurden von ATCC (American Type Culture Collection)

bezogen. Die Kultivierung erfolgte gemal} den Standardprotokollen [246].

4.1.4 Bakterienstamme

Tab.8: Escherichia coli Stamme

Stamm Beschreibung Referenz

BL21 (DE3) [hsdS gal (Iclts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5- T7gene1) [24716)

XL1 blue supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA2 lac- F'[proAB* lac19 lacZDM15([248]7)
Tn10 (tet)]

4.1.5 Oligonukleotide

Tab.9: Oligonukleotide

Name Orientierung Sequenz (5°- 3) Verwendung

INS 1 sense cag cta cag tcg gaa acc atc agc aag cag SV 9- 10L- 11 + Varianten

INS 3 antisense  |cac ctc cag tgc caa ggt ctg aag gtc acc SV 9- 10L- 11 + Varianten

tau beacon tamra sense cgc gag cga cta ttt gca cct tec cgc teg cgZ  |SV 9- 10L- 11 + Varianten,
Lightcycler

tau beacon fluorescein |antisense  |cag cgc aag atc cag ctt ctt att aat tgc gct gZ |SV 9- 10L- 11 + Varianten, Lightcycler

pSL3- f sense cga get cgc ttg ttc act cat cet ftt t pSL3- wt + Varianten

pSL3-r antisense  [cga gct cgce agt gtc cge aag tgt a pSL3- wt + Varianten

Die hier aufgelisteten Oligonukleotide wurden fur Sequenzierungen, RT- PCR und
PCR verwendet. Die Schmelztemperatur der Oligonukleotide wurde gemaly der
sogenannten 2+4 Regel bestimmt, wonach einer AT Basenpaarung 2°C und einer G-
C Basenpaarung 4°C zugeordnet werden. Die Oligonukleotide wurden am Max-

Planck Institut fur Biochemie von Frau Schimanko synthetisiert.
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Tab.10: Plasmide

Material und Methoden

Name Vektor Beschreibung Referenz
ASF/ SF2- c2 pEGFP SR- Protein [5;241]
CDK5- gfp pEGFP Kinase CDK5 E. Mandelkow
DYRK - gfp pEGFP Kinase DYRK B. Lutz
rhnG- fl- c2 pEGFP hnRNP- G, kodierende Region S. Stamm
mClk1- 6his pcDNA Kinase mCLK1, 6xHis- tag [5;241]
mClk1- c2 pEGFP Kinase mCLK1 [5]
mClk1- flag pcDNA Kinase mCLK1, flag tag 5]
mClk1- pcDNA pcDNA Kinase mCLK1 [5]

mClk2 KR- ¢2 pEGFP Kinase mCLK2 [5]
mClk2- 6his pcDNA Kinase mCLK2, 6xHis- tag [5]
mClk2- c2 pEGFP Kinase mCLK2 (5]
mClk2- flag pcDNA Kinase mCLK2, flag tag 5]
mClk2- pcDNA pcDNA Kinase mCLK2 5]
mClk3- 6his pcDNA Kinase mCLK3, 6xHis- tag [5]
mClk3- c2 pEGFP Kinase mCLK3 [5]
mClk3- flag pcDNA Kinase mCLK3, flag tag [5]
mClk3- pcDNA pcDNA Kinase mCLK3 [5]
mClk4- 6his pcDNA Kinase mCLK4, 6xHis- tag [5]
mClk4- c2 pEGFP Kinase mCLK4 [5]
mClk4- flag pcDNA Kinase mCLK4, flag tag (5]
mClk4- pcDNA pcDNA Kinase mCLK4 [5]

p25 pcDNA Aktivator von CDK5 E. Mandelkow
p35 pcDNA Aktivator von CDK5 E. Mandelkow
p62- c2 pEGFP 2Hybrid Interaktor zu YT521- B 0. Stoss
pCG pcG S. Stamm
pCR3.1 pCR3.1 ampR, kanR, CMV- Promotor Invitrogen
pEGFP- ¢c2 pEGFP CMV- Promotor, NeoR, KanR Clontech
rSLM1- c2 pEGFP 2Hybrid Interaktor zu YT521- B 0. Stoss
rSLM2- c2 pEGFP 2Hybrid Interaktor zu YT521- B [249]
rSAF- B- ¢2 pEGFP Scaffold attachment factor B [250]
SRp55- ¢c2 pEGFP SR- Protein S. Stamm
SRp55- pcG pcG SR- Protein S. Stamm
SRp75- c2 pEGFP SR- Protein S. Stamm
SRp75- pcG pcG SR- Protein S. Stamm
SRPK1 pEGFP Kinase SRPK1 [251]
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Name Vektor Beschreibung Referenz

SRPK1- 2a pEGFP Kinase SRPK1- Ser51 mutiert zu Ala T. Giannakouros
SRPK1a pEGFP Kinase SRPK1a- alternative Isoform [232;251]

SRPK1- 2a555 pEGFP Kinase SRPK1- Ser51 und Ser55 mutiert zu Ala T. Giannakouros
SRPK1- 555 pEGFP Kinase SRPK1- Ser 555 mutiert zu Ala T. Giannakouros
SRPK1- 555¢ pEGFP Kinase SRPK1- Ser555 mutiert zu Glu T. Giannakouros
SRPK1- 2aD+555¢ pEGFP Kinase SRPK1- Ser51 zu Asp, Ser55 zu Glu (T. Giannakouros
tau3- pCR3.1 pCR3.1 tau exon 9- 10- 11, kloniertes PCR- Produkt Sequenzverifizierung
htra21- c2 pEGFP SR- ahnliches Protein htransformer 2beta [203]

YT521- B- c2 pEGFP YT521-B [252]

Prafixe zu den Klonnamen weisen auf den Ursprungsorganismus hin (m flr Maus, r fir Ratte, h fur

human).

4.1.7 Antikorper

Tab.11: Antikorper

Antikorper Organismus Verdiinnung (WB) |Referenz
o- GFP (green fluorescent protein) Maus 1:2000 Boehringer Mannheim
o- His (5) Maus 1:1000 Qiagen
o- SR Kaninchen |1:2000 S. Stamm
o- Maus, gekoppelt an Meerrettichperoxidase Ziege 1:10.000 Amersham
a- Kaninchen, gekoppelt an Meerrettichperoxidase |Ziege 1:10.000 Amersham
4.1.8 Minigene
Tab.12: Minigene
Minigen Mutation |Position  [Referenz Minigen Mutation  |Position Referenz
SV 9-10L- 11 |Wildtyp [12] pSLP wt Wildtyp [253]
ENH G 6 [12] pSLP N279K  |T>G 6 [254]
SIL >G 21 [12]
M5 G>A 83 [12] pSLP S305N  |G>A 83 [255]
M16 g>t +16 [12] pSLP 16 g>t +16 [256]
C16 G>A 83 [12]

g>t +16
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Tab.13: Antibiotikakonzentrationen

Antibiotikum Stammlésung Arbeitslésung

Konzentration Lésungsmittel |Aufbewahrung [Stringent Relaxed Platten
Ampicillin 50mg/ mi{H20 4°C 20pg/ ml 60ug/ mi 50ug/ ml
Kanamycin 10mg/ ml|H20 4°C 10ug/ ml 50pg/ mi 50ug/ ml
Tetracyclin 5mg/ ml(Ethanol -20°C 10ug/ mi 50ug/ ml 12,5ug/ ml
Chloramphenicol 34mg/ ml(Ethanol -20°C 25ug/ ml 170pg/ ml 100pg/ ml

4.1.10 Nahrmedien

Tab.14: Nahrmedien

LB Medium LB- Agarplatten

10% (w/ v) Trypton wie Flissigmedien
10% (w/ v) NaCl Zusatz von 10g Agar/ |
5% (w/ v) Hefeextrakt

pH 7,4 in H20

Die angegebenen Wachstumsmedien wurden fur 20min bei 121°C und 1bar

Uberdruck im Autoklaven sterilisiert. Nach Abkiihlen auf ca. 50°C wurden die

entsprechenden

Antibiotika

steril

zugegeben.

Die

verwendete

Antibiotikaendkonzentration betrug 50ug/ ml fur Ampicillin, 20pg/ pl far Kanamycin

und 12,5ug/ pl fur Tetracyclin.
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkulturmethoden

4.2.1.1 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zelllinien

Tab.15: Einfriermedium

Einfriermedium

Menge Chemikalie
90% FCS

10% DMSO
sterilfiltriert

Zum Einfrieren eukaryotischer Zellen wurden Platten mit einem Durchmesser von
10cm mit 8x10° Zellen besat und im Inkubator bis zur mittleren logarithmischen
Phase (bei einer Konfluenz von ca. 75%) angezogen. Die Zellen wurden fur ca. 1-
5min bei 37°C trypsiniert (1ml Trypsin/ EDTA pro 10cm Kulturschale), in 10ml
vorgewarmten DMEM/ BSA- Medium aufgenommen und bei Raumtemperatur flr
5min und 1500rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in
1ml Einfriermedium grindlich resuspendiert, sofort in 2ml Kryorohrchen uberfuhrt und
mit 1°C/ min auf —80°C abgekuhlt. Die langerfristige Lagerung erfolgte in flissigem
Stickstoff.

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur. Hierbei wurde die gefrorene
Zellsuspension mit 1ml vorgewarmten DMEM/ FCS versetzt und das Auftauen der
Zellen durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren der Suspension beschleunigt. Die
Zellen wurden sodann in 5ml vorgewarmtem DMEM/ FCS verdunnt und
abzentrifugiert (5min, RT, 1500rpm). Nach Entfernung des Uberstands wurden die
Zellen in 5ml Medium auf einer 10cm Kulturschale ausgesat und bei 37°C, 5% CO
kultiviert.
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4.2.1.2 Erhaltung der Zelllinien

Tab.16: Kulturbedingungen fiir Zelllinien

Zelllinie Medium Temperatur CO:- Gehalt
HEK293 90% DMEM/ 10% FCS 37°C 5% CO2
Hela 90% DMEM/ 10% FCS 37°C 5% CO2
HN10 90% DMEM/ 10% FCS 37°C 5% CO2

Sobald die Kulturschalen (15cm) konfluent bewachsen waren, wurden die in
monomolekularer Schicht wachsenden Zellen mittels 2ml Trypsin/ EDTA pro 15cm
Platte verdaut, bis eine Einzelzellsuspension entstand. Die Zellen wurden in DMEM
und durch Auf-

anschlielend 1/ 5 - 1/ 10 dieser Suspension auf neue Kulturschalen ausgebracht und

aufgenommen und Abpipettieren grindlich resuspendiert

mit 7- 10ml des entsprechenden Wachstumsmediums verdunnt. Die Zellen wurden in
einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,, kultiviert.

4.2.1.3 Transformation eukaryotischer Zelllinien

4.2.1.3.1 Kalziumphosphat- Methode

Tab.17: Zelltransfektion

Schale [cm] | HEK293 [Anzahl] | HN10 [Anzahl] | Medium [ml] Prazipitat [l] DNA [ug]
35 3x105 4,5x105 2 200 4

6 8x105 1.2x106 4 400 8

10 1x108 15x10° 8 800 16

15 1,5x108 2,3x106 16 1600 32

Die Methode beruht auf einem Protokoll von Chen und Okayama [257] und wurde fur
HEK293 und HN10 Zellen angewandt. Exponentiell wachsende Zellen wurden mit
einer von der Zelllinie abhangigen Dichte ausgesat und Uber Nacht bis zu einer
Dichte von 50% (HEK293) bzw. 70% (HN10) angezogen (37°C, 5% COy,).

FUr die Transformation wurden 1- 4ug des gewunschten Expressionsplasmids mit
10ul 2,5M CaCl, gemischt und mit Wasser auf 100ul aufgefullt. Unter standigem
Ruhren (Vortex) wurde tropfenweise die gleiche Menge an 2x HBS zugegeben. Fir
die Formung des Prazipitats folgte eine Inkubation bei RT (20min). Anschlieend
wurde die Suspension tropfenweise in die Kulturschalen gegeben, durch vorsichtiges
Schwenken gemischt und die Zellen zur Expression des transfizierten Plasmids fur

24h in den Inkubator (37°C, 3% CO,) gestellt. Fur langere Inkubationszeiten wurde
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nach 24h das Medium gewechselt und die Zellen fir weitere 24- 36h bei 37°C und
5% CO; inkubiert.

Tab.18: Transfektionsreagenzien fiir Ca,(PO)4- Methode

2xHBS MgCl2

Menge Chemikalie Menge Chemikalie
280mM NaCl 2,5M MgClz
10mM KCl Steriffiltriert

1,5mM NazHPO4x 2H20 Lagertemperatur - 20°C/ 4°C

12mM Dextrose

50mM Hepes

pH 6,96

Steriffiltriert

Lagertemperatur - 20°C/ 4°C

4.2.1.3.2 Lipofektinmethode

Die Transfektion mit Lipofetkin beruht auf der Tatsache, dass ein kationisches Lipid,
das mit der negativ geladenen DNA einen Komplex ausbildet, durch Fusion mit der
Zellmembran in die Zelle aufgenommen werden kann [258]. Als Lipidreagenz wurde
Superfect (Qiagen) verwendet.

Die Transfektion erfolgte in 3cm Schalen bei einer Zellkonfluenz von ca. 40%. Dazu
wurden 2ug DNA mit serumfreiem DMEM auf ein Gesamtvolumen von 100l
eingestellt, mit 5- 7yl Superfect- Reagenz versetzt und durch Auf- und Abpipettieren
gemischt. Wahrend der Inkubation (10min) zur Komplexformation (RT) wurden die
Zellen mit serumfreiem Medium gewaschen. Die Komplexldsung wurde mit 600ul
DMEM (angereichert mit 10% FCS) gemischt, die Waschlésung von den Zellen
abgesaugt und die Transfektionslosung direkt auf die Zellen getrépfelt. Nach einer
Inkubation von 1- 4h bei 37°C und 5% CO2 (je nach Zelllinie, verwendet wurde diese
Methode fur BHK und HelLa Zellen) wurden die Zellen einmal mit serumfreiem
Medium gewaschen, mit frischem serumhaltigen Medium versetzt und fur weitere
24h inkubiert.

-56 -



Material und Methoden

4.2.2 DNA- Methoden

4.2.2.1 Glycerinstammkulturen

Aus einer frischen E.coli Ubernachtkultur (1,5ml) wurden 800ul der
Bakteriensuspension mit 200yl 80%igem Glycerin versetzt und bei -20°C
eingefroren. Die Lebensdauer betragt ca. 1- 2Jahre.

FUr langerandauernde Aufbewahrung (>2 Jahre) werden 400ul Bakteriensuspension

mit 600pl 80%igem Glycerin versetzt, gut gemischt und bei —80°C gelagert.

4.2.2.2 KCM- kompentente E. coli Zellen

Tab.19: TSB- Puffer

Menge Chemikalie
10% PEG 3500
5% DMSO
10mM MgClz
10mM MgSO4

in LB- Medium, pH 6,1 sterilfiltriert

5ml einer gesattigten Ubernachtkultur (1/ 50 des Endvolumens) des
Bakterienstammes E.coli XL1 blue wurden zur Inokulation von 250ml LB- Medium
verwendet und bis zu einer Dichte von OD600=0,3- 0,6 bei 37°C und konstantem
Schutteln angezogen. Die sich in logarithmischer Wachstumsphase befindenden
Bakterien wurden auf Eis gekuhlt und anschlielend mit 2500rpm bei 4°C fur 10min
sedimentiert. Der Bakterienniederschlag wurde in 1/ 10 Volumen eiskaltem TSB-
Puffer durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und flir 10min auf Eis inkubiert.
Die Suspension wurde in 0,2 -0,4ml Aliquots abgefullt und sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die langerfristige Lagerung erfolgte bei —80°C.

4.2.2.3 Transformation von KCM- kompetenten E.coli Zellen

Tab.20: 5xKCM

Menge Chemikalie
500mM KCl

150mM CaCl
250mM MgCl.

in H20 l6sen

-57 -



Material und Methoden

Fur die Transformation wurden 20yl KCM- Ldsung mit 80ul einer wassrigen
Plasmidlésung (1ug Plasmid DNA) gemischt und mit 100ul auf Eis aufgetauter
kompetenter E.coli- Suspension vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation von
20min auf Eis wurden die Bakterien einem Temperaturschock von 10min bei
Raumtemperatur ausgesetzt. Einer Regeneration von 1h bei 37°C unter konstantem
Schitteln in 1ml LB- Medium folgte entweder eine Konzentration der Suspension
durch Abzentrifugieren, Resuspension in 100l LB- Medium und Ausplattieren auf
entsprechendem Selektivmedium (i.d.R. bei Klonierungen) oder die Anzucht einer

gesattigten Ubernachtkultur zwecks Plasmidpraparation.

4.2.2.4 Plasmidisolation

Plasmidpraparationen wurden in kleinem (2- 4ml; Miniprap) oder gro3em (200-
400ml; Maxiprap) Malstab durchgefuhrt und folgen im Wesentlichen dem Verfahren
von Birnboim und Doly [259].

4.2.2.4.1 Maxiprap (Qiagen Plasmid Maxi Kit)

Fur die Praparation in groRem Maldstab wurde die gesattigte Bakterienkultur bei 4°C
mit 5000rpm fur 10min zentrifugiert und das Sediment in 10ml Puffer P1 grindlich
resuspendiert. Vorsichtiges Mischen der Bakteriensuspension mit 10ml P2 und
Inkubation fur 10min bei Raumtemperatur fuhrt zur Lyse der Zellmembranen sowie
Denaturierung der Proteine. Anschliellend erfolgte die Fallung mit Puffer P3,
ebenfalls nach sanftem Mischen flir 10min auf Eis. Durch das darin enthaltenen
Natriumacetat wurde die Losung neutralisiert und die Salzkonzentration erhoht, so
dass Proteine und genomische DNA ausfielen. Durch zweimalige Zentrifugation bei
4°C (30min bzw. 15min) mit 14.000rpm wurden ausgefallte Bestandteile entfernt und
der Uberstand auf eine mit Puffer QBT equilibrierte Saule aufgetragen.
Verunreinigungen wurden durch dreimaliges Waschen mit 10ml Puffer QC entfernt
und die Plasmid DNA anschlieliend in 15ml Hochsalzpuffer QF eluiert. Die Fallung
der DNA wurde durch Mischung mit Isopropanol (%2 des Eluatvolumens) erzielt. Die
abzentrifugierte DNA (30min, 4°C, 14.000rpm) wurde nach Waschen mit 70%

Ethanol bei Raumtemperatur (RT) luftgetrocknet und in 500ul H,O aufgenommen.
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4.2.2.4.2 Miniprap

Tab.21: Miniprap Puffer

Material und Methoden

Puffer P1 Puffer QBT Puffer QC
Menge Chemikalie Menge Chemikalie Menge Chemikalie
50mM Tris/ HCI 750mM NaCl 1M NaCl
10mM EDTA 50mM MOPS 50mM MOPS
100g/ ml RNase A 15% EtOH 15% EtOH
pH 8,0 0,15% Triton X- 100 pH7,0
pH7,0
Puffer P2 Puffer QF TE+ RNase
Menge Chemikalie Menge Chemikalie Menge Chemikalie
200mM NaOH 1,25M NaCl 1XTE
1% SDS 50mM Tris/ HCI 100ug/ RNase A
15% EtOH 10min 100°C
pH 8,5 Aufbewahrung bei 4°C
Puffer P3:
Menge Chemikalie
3M KAc
pH 5,5

Die Praparation in kleinem Malistab (Miniprap) erfolgte aus 1,5- 3ml einer gesattigten
Ubernachtkultur. Nach Abzentrifugieren des Anzuchtmediums (5min, 14.0000rpm,
RT) wurden die sedimentierten Bakterien in 200ul Puffer P1 resuspendiert, mit 200l
Puffer P2 (RT) gemischt, im Anschluss mit 200ul P3 flr 5min auf Eis inkubiert. Nach
zweimaliger Zentrifugation (RT, 14.000rpm, 10min) wurde der Uberstand mit 450pl
Isopropanol versetzt und fur 10min auf Eis belassen. Die ausgefallte DNA wurde
abzentrifugiert (15- 30min, 14.000rpm, 4°C), mit 70%igem Ethanol gewaschen und
bei RT getrocknet. Fur Sequenzierungen bzw. Zellkulturexperimente schloss sich ein
Aufreinigungsschritt an. Die luftgetrocknete DNA wurde in 40ul TE+ RNase gelost,
fur 20min bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von 50ul 7,5M
Ammoniumacetat pH7,6 und 150ul Isopropanol fur 30min bei - 20°C gefallt. Nach
Zentrifugation und Waschen mit 70%igem Ethanol wurde sie luftgetrocknet und in

40ul H2O aufgenommen.
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4.2.2.5 Photometrische Bestimmung von Nukleinsaurekonzentration

Die Konzentration und Reinheit von wassrigen Nukleinsduren wurde mittels
Spektrophotometer durch Messung der Absorption im Bereich 260-320nm in

Quarzkivetten bestimmt.

Tab.22: Nukleinsaurekonzentration

Nukleinsdure
1 Ao 50pg doppelstrangige DNA
1 A0 33pg einzelstrangige DNA
1 Aaso 40ug RNA

Die Reinheit der Nukleinsaurelésung wurde anhand des A260/ A280 Quotienten

ermittelt und sollte fur reine Nukleinsaurelésungen zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

4.2.2.6 Elektrophorese von DNA

Tab.23: Elektrophorese Puffer

1xTBE Puffer 6xGelladepuffer

Menge Chemikalie Menge Chemikalie

90mM Tris- Borat 0,25% Bromphenolblau

20mM EDTA 0,25% Xylencyanol
30% Glycerin

DNA wurde auf 2%igen Agarosegelen in 1xTBE Puffer aufgetrennt. Die
Elektrophorese [260] wurde fur 45min bei 100V durchgefuhrt. Die Gele wurden in
einem 0,5mg/ ml Ethidiumbromidbad fur 5min gefarbt und der unspezifische
Hintergrund anschliel3end in H,O far 10min entfarbt. Die gefarbte DNA wurde unter
UV Licht bei A=260nm sichtbar gemacht.

4.2.2.7 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Individuelle DNA Banden wurden aus einem mit Ethidiumbromid gefarbten (Farbung
im Gel, nicht im Ethidiumbromidbad) Agarosegel mit einem Skalpell unter UV Licht
ausgeschnitten, wobei die Exposition im UV- Licht moglichst kurz gehalten wurde.
Die DNA wurde aus den Agaroseblocken mit Hilfe des Qiagen Gel Extraction Kit

nach Anleitung des Herstellers isoliert.
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4.2.2.8 PCR Amplifikation

Ein Standardansatz zur Amplifikation von Plasmid DNA enthielt in der Regel folgende

Komponenten:

Tab.24: PCR Standardansatz

Ansatz Menge
Plasmid DNA 1-10ng
Sense Primer 0,5uM
Antisense Primer 0,5uM
dNTPs 200uM
Tag- Polymerase Puffer 1x
MgCl2 1,5mM
Tag- Polymerase 1U

Die Amplifikation wurde fur verschiedene Volumina in unterschiedlichen Maschinen
durchgefuhrt:

Tab.25: PCR Maschinen

Endvolumen PCR Maschine
50ul Biometra
254l GeneAmp PCR System 9700 Thermocycler

PCR- Amplifikationen in der Biomeda Maschine wurden mit Silicadl Gberschichtet.

Je nach Primerpaar wurde die Annealingtemperatur entsprechend der
Schmelztemperatur angeglichen, die Elongation wurde mit 1min/ kbp angesetzt. Die
abschliefende Elongation wurde mit 5- 20min durchgeflhrt, um eine vollstandige
Amplifikation aller Produkte zu gewahrleisten.

Die PCR wurde in einem standardisierten Setting durchgefuhrt:

Tab.26: PCR Programm

Reaktion Dauer
Initiale Denaturierung: 94°C |5min
30 Zyklen mit:
Denaturierung  [94°C [30s
Annealing 55°C [1min
Elongation 72°C [1min
Abschliefende Elongation 72°C [10min

Abkiihlung auf 4°C
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4.2.3 RNA- Methoden

4.2.3.1 Isolierung von RNA

Eukaryotische Zellen (als einfache Zellschicht in Kultur) wurden zunachst mit 1xPBS
gewaschen und die komplette RNA anschlieliend mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
(Qiagen) nach dem Herstellerprotokoll extrahiert, wobei die Lyse der Zellen direkt in
den Zellkulturplatten auf Eis erfolgte. Die lysierten Zellen wurden mit einem
Zellschaber zusammengeschoben, mit 70%igem Ethanol versetzt und auf die Saulen
pipettiert. Bei einer Zellzahl von mehr als 3x10° Zellen wurde vor der Ethanolzugabe
eine Homogenisierung durch eine QiaShreddersaule (Qiagen) durchgefuhrt. Die RNA

wurde in 30pl RNase freiem Wasser eluiert.

4.2.3.2 Reverse Transkription

Tab.27: RT- Ansatz

Ansatz Konzentration Menge
RNA 200ng/ pl 2ul
Primer 10pM/ 0,5ul
DTT 100mM 1l
dNTP 10mM 1l

RT Puffer 5x 2ul
H20 3ul
RNase Inhibitor 40u/ 0,25l
reverse Transkriptase 200u/ l 0,25ul

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase und eines reversen Primers
(komplementar zum kodierenden Strang) kann aus RNA die entsprechende cDNA
gewonnen werden.

Dazu wurden 400ng RNA (200ng/ pl) mit S5pmol eines genspezifischen reversen
Primers (optional: oligo dT+2- 1), 10mM DTT, 1mM dNTP, in 1xRT Puffer gemischt,
mit 3u RNase Inhibitor und 40u H- Superscript MMLV reverse Transkriptase versetzt
und fur 45min bei 42°C inkubiert.

Der Ansatz wurde sofort auf Eis gekuhlt und direkt in einer PCR amplifiziert.

Eine Kombination aus reverser Transkription und PCR lasst eine semiquantitative
Bestimmung der urspringlichen RNA- Menge zu, sofern sich die PCR im
logarithmischen Bereich bewegt. Typischerweise wurde 1/ 5 der reversen

Transkription (2ul) in einem 50yl PCR- Ansatz amplifiziert.
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Die PCR wurde in einem standardisierten Ansatz durchgefuhrt:

Tab.28: PCR- Ansatz zur RT

Ansatz Konzentration Menge
RT- Reaktion 2ul
10pM forward Primer 0,2pM 1l
10pM reverse Primer 0,2pM 1l
10mM dNTP 0,2mM 1ul
PCR- Puffer 10x 5ul
20mMMgCl, 2mM 0,1yl
Tag- Polymerase (Perkin Elmer) 10u/ pl 1u

Tab.29: PCR Programm zur RT

Reaktion Dauer
Initiale Denaturierung: 94°C 2min
30 Zyklen mit:
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 55°C 1min
Elongation 72°C 1min
Abschliefende Elongation 72°C 20min
Abkiihlung auf 4°C

4.2.3.3 SpleiBassay

Tab.30: Expressionsplasmide

Expessionsplasmide

Anhang

pEGFP Enhanced green fluorescent protein
His6x 6x Histidin
pcDNA- flag flag

Um die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen des untersuchten Proteins auf
das alternative SpleiRen der Minigen pra- mRNA zu untersuchen, wurde am
nachsten Tag aus den Zellen mit einer ahnlichen Transformationsrate die Gesamt-
RNA isoliert und diese mit Minigen- spezifischen Primern (Tab.9) in einer RT- PCR
analysiert. Die Bedingungen der PCR wurden so gewahlt, dass ausschlie3lich die
gespleildten, reifen mRNA- Isoformen detektiert wurden. Die entsprechenden
amplifizierten cDNA- Isoformen wurden im Anschluss in einem 2% Agarosegel mit

Hilfe der Gelelektrophorese voneinander getrennt und mit Ethididumbromid gefarbt.
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Zur statistischen Analyse eines Effekts auf das alternative SpleiRen wurden jeweils
mindestens drei unabhangige Versuche durchgeflihrt und die Bandenintensitaten der
Isoformen mit dem Herolab EASY System quantifiziert. Der Prozentsatz an Exon
Einschluss (bzw. Ausschluss) wurde folgendermalen berechnet:

% Einschluss = Isoform mit alternativem Exon

Isoform mit alternativem Exon + Isoform ohne alternatives Exon
oder

% Veranderung=  Isoform mit alternativem Exon

Isoform ohne alternatives Exon
Die anschlielRende statistische Auswertung erfolgte mit dem Computer Software Pro-
gramm SPSS 11.0 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS, Inc., Chicago,
2001).
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4.2.4 Proteinbiochemische Methoden

4.2.41 Immunprazipitation

Tab.31: IP- Puffer

RIPA Puffer RIPA- Rescue Puffer HNTG Puffer

Menge Chemikalie Menge Chemikalie Menge Chemikalie
1% Nonidet P40 20mM NaCl 50mM Hepes, pH 7,5
10mM Na- Phosphat, pH 7,2 |10mM Na- Phosphat, pH 7,2 |150mM NaCl

5mM B- Glycerolphosphat  [5mM B- Glycerolphosphat ~ |10% Glycerin
150mM NaCl 1mM NaF 1mM EDTA

1% Na- Deoxychelat 0,10% Triton- X- 100
2mM EDTA

0,10% SDS

50mM NaF

frisch zugeben: frisch zugeben frisch zugeben

4mM Na3VOq4 2mM NasVOq4 2mM NasVOq4

1mM PMSF 1mM PMSF 1mM PMSF

2ug/ yl Aprotinin 10ug/ yl Aprotinin 2ug/ i Aprotinin
2ug/ ml Pepstatin 2ug/ ml Pepstatin 100mM NaF

g/ pl Leupeptin 1ug/ pl Leupeptin 20mM Glycerinphosphat
1mM DTT 1mM DTT

10xPBS

Menge Chemikalie

1,4mM NaCl

27mM KCl, pH7,3

18mM KHzPO4

100mM NazHPO4

Bei einer Immunprazipitation wird in einem Zelllysat ein bestimmtes Protein mit Hilfe

des daflr spezifischen Antikérpers prazipitiert. Das Prazipitat wird in einem

Westernblot anschlieend detektiert.

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C und 14.000rpm in einer Eppendorf
Klhlzentrifuge; alle verwendeten Reagenzien waren auf Eis gekuhlt. Transformierte
eukaryotische Zellen (HEK293) wurden zunachst mit 1XxPBS gewaschen, dann mit
RIPA Puffer (200ul/ 3cm Schale) fur 30min auf Eis aufgeschlossen (gelegentlich

geschwenkt). Das Lysat wurde fir 15min zentrifugiert und 50ul des Uberstands
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eingefroren. Der restliche Uberstand (150pul) wurde in 600ul RIPA- Rescuepuffer
aufgenommen, mit der entsprechenden Menge an Antikdrper versetzt (z.B. 1yl a-
EGFP, Boehringer) und fur 30min bei 4°C rotiert. Nach Zugabe von 50l Protein A -
Sepharose/ Sepharose 4B (1:1) wurde das Gemisch Uber Nacht bei 4°C rotiert. Am
nachsten Tag erfolgte die Sedimentierung bei 4°C und 4000rpm. Die Sepharose
wurde dreimal mit 500yl HNTG gewaschen. Die pelletierte Sepharose wurde in 25-
50ul 1x Laemmlipuffer fiir 5min bei 95°C erhitzt und der Uberstand auf einem
Polyacrylamidgel aufgetragen. Es folgte die Westernblotanalyse mit einem Antikérper

gegen das prazipitierte Protein.

4.2.4.2 Denaturierende Gelelektrophorese (SDS- PAGE)

Tab.32: SDS- PAGE

Trenngel (10ml) 7,50% 12% 15% Sammelgel (10ml) 4%
Chemikalie Menge |Menge |Menge |Chemikalie Menge
dH20 485ml |3,5ml  [2,5ml |dH:0 6,1ml
1,5M Tris- HCL, pH8,8 2,5ml 2,5ml |2,5ml  |0,5M Tris- HCL, pH6,8 2,5ml
10% SDS 100l 100pl  |100pl  [10% SDS 100l

30% Acrylamid/ Bisacracrylamid  |2,5ml 4ml 5ml 30% Acrylamid/ Bisacracrylamid|1,3ml

10% Ammoniumperoxidsulfat 100u! 100ul (100l |10% Ammoniumperoxidsulfat  |100ul

TEMED 10pl 10pl 10pl |TEMED 10l
3x Lammlipuffer: SDS Laufpuffer

Chemikalie Menge Chemikalie Menge
Glycerin 20% Glycin 14,49
SDS 3% Tris- Base 39
EDTA 10mM SDS 1%
Bromphenolblau 0,05% H20 ad 1l
frisch zugeben (1x):

[3- Mercaptoethanol 0,05%

Die elekrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden
Bedingungen (0,5% SDS) mittels einer eindimensionalen Polyacrylamid
Gelelektrophorese [261]. Das Trenngel hatte in der Regel in Abhangigkeit vom
Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine eine Konzentration von 7,5- 15%
Acrylamid, das Sammelgel von 4%. Die Proteine wurden vor dem Laden mit

Ladepuffer gemischt, fur 5min gekocht und auf Eis abgekuhlt. Die Elektrophorese
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wurde bei 100V fur 2h in SDS Laufpuffer durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte ein

Proteintransfer (Westernblot) auf eine Nitrocellulosemembran.

4.2.4.3 Westernblot

Tab.33: Puffer fiir Westernblot

Transferpuffer Losung 1 Filterstrip- Losung

Menge Chemikalie Menge Chemikalie Menge Chemikalie
192mM Glycin 4,5mM Luminol 100mM f3- Mercaptoethanol
25mM Tris Base 4,3mM p- lodophenol 62,5mM Tris- HCI pH 6,8
20% Methanol 100mM Tris- HCI, pH 9,5 2% SDS

NET- Gelatine Losung 2

Menge Chemikalie Menge Chemikalie

150mM NaCl 0,003% H20

5mM EDTA 100mM Tris- HCI, pH 9,5

50mM Tris- HCl, pH 7,5

0,05% Triton- X- 100

0,25% Gelatine

Der Westernblot dient der Identifizierung eines spezifischen Antigens durch einen
monoklonalen oder polyklonalen primaren Antikorper. Die Detektion erfolgt Uber
einen sekundaren Antikorper, der eine konservative Domane des primaren
Antikorpers erkennt. Der zweite Antikorper ist an Meerrettichperoxidase gekoppelt
und dadurch Uber eine Chemolumineszenzreaktion nachweisbar. Nach der SDS-
PAGE wurden die Proteine in einer Transferapparatur geblottet. Dazu wurde auf drei
mit Transferpuffer angefeuchtete Lagen Whatman Papier die zugeschnittene
Nitrocellulosemembran (ebenfalls mit Transferpuffer angefeuchtet) auf die
Blotapparatur gelegt, das Gel transferiert, mit 3 weiteren Lagen feuchten
Whatmanpapiers bedeckt und die Apparatur geschlossen. In Abhangigkeit von der
GroRe des Gels (0,001mA/ cm?) wurde die Stromstarke eingestellt und fiir 3- 4h
geblottet. Danach wurde die Membran zur Kontrolle der Transfereffektivitat in
Ponceau- S gefarbt. Die Farbung wurde mit Wasser entfernt und die unspezifischen
Bindungsstellen auf der Membran fur mindestens 1h in NET- Gelatine blockiert. Die
Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte in NET- Gelatine unter leichtem
Schutteln Uber Nacht bei 4°C. Die unspezifisch gebundenen Antikérper wurden durch
dreimaliges Waschen mit NET- Gelatine (je 10min) entfernt. Der an Peroxidase

gekoppelte zweite Antikorper wurde in einer Verdinnung von 1:10.000 in NET-
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Gelatine eingesetzt und fir 1h bei RT mit der Membran geschwenkt. Die Membran
wurde erneut dreimal je 20min gewaschen. Der Nachweis des zweiten gebundenen
Antikorpers erfolgte mit einem ECL- Detektionssystem. Hierbei wurden gleiche
Mengen der Losungen 1 und 2 kombiniert und die Membran fur 2min inkubiert. Die
Membran wurde dann auf einem Rdntgenfilm (zwischen 15s und 30min) exponiert
und entwickelt.

Um auf der gleichen Membran eine Westernblot Analyse mit einem anderen
Antikdrper durchzufihren, muissen die gebundenen Antikdrper zuvor entfernt
(gestrippt) werden. Dies erfolgt durch Schutteln der Membran in Filterstrip- Losung
fur 30min bei 50°C und abschlieRendes zweimaliges Waschen (30min) in NET-

Gelatine.
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5 Ergebnisse

5.1 Experimentelles Modell: Minigen- SpleiBassay

Zur ldentifizierung potentieller Transfaktoren, die bei der Regulation des alternativen
Spleilens von Tau Exon 10 eine Rolle spielen, wurde ein Transfektionssystem in
Zelllinien [10] etabliert, in welchem der Effekt bekannter, am Spleilen beteiligter
Faktoren hinsichtlich ihres Einflusses auf den der Exon 10 Inklusion/ Exklusion
zugrundeliegenden Mechanismen untersucht werden kann (Abb.17). Diese Technik
beruht auf dem sogenannten Exon - Trapping. Fur diese schnelle und effiziente
Methode zur Idenitifizierung exprimierter DNA Sequenzen in einer genomischen
Sequenz ist ein spezieller Vektor notwendig, der folgende Komponenten enthalt:

1. einen viralen Replikationsursprung, sowie einen starken Promotor, z.B. aus
Simianvirus 40 (SV40)

2. zwei benachbarte spleiRkompetente Exons eines bekannten Gens, inkl. Teilen
des davon eingeschlossenen Introns. Innerhalb dieser intronischen Sequenz
liegt eine multiple Klonierungsstelle (MCS).

3. eine (SV40) Polyadenylierungsstelle

Um unbekannte funktionelle Splei3stellen in genomischer DNA aufzuspuren, wird
rekombinante DNA in eine Restriktionsschnittstelle der MCS kloniert und der so
entstehende, als Minigen bezeichnete Vektor, transient in Zelllinien exprimiert. Ist
innerhalb der einklonierten rekombinanten DNA eine Spleil3stelle vorhanden, so kann
sie durch RT- PCR mit Minigen- spezifischen Primern aufgrund des
Grollenunterschieds zur ungespleidten Variante detektiert werden (Abb17).
Verwendet man als rekombinate DNA ein alternativ gespleil3tes Exon, wie z.B. Tau
Exon 10, so gibt das Verhaltnis des ungespleil3ten zum gespleil3ten RT- PCR-
Produkt an, wie effizient die alternativen Splei3stellen in dem gegebenen System
erkannt werden.

Wird zusatzlich zum Minigen ein Expressionsplasmid transfiziert, das fur ein am
Spleillvorgang beteiligtes Protein kodiert, so kann anhand eines veranderten
Verhaltnisses von Exoneinschluss zu - ausschluss auf die Starke des Einflusses des
verwendeten Transfaktors auf das Minigen geschlossen werden. Dabei wird durch
Zugabe von leerem Vektor die Plasmidkonzentration fir alle Proben konstant

gehalten. Die Transkription erfolgt vom SV40 Promotor aus und die RNA wird unter
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Abb.17: Minigen-SpleiBassay

A) Mittels long-range PCR werden das alternativ gespleillte
Exon (schwarzer Kreis) und seine flankierenden konstitutiven
Exons (gestreifte Kreise), sowie dazwischenliegende intronische
Bereiche (weille Kreise) von einem genomische DNA- Kilon
amplifiziert. Restriktionsschnittstellen werden durch die PCR-
Primer eingeflhrt (dargestellt als Stern bzw. Rechteck).

B) Nach Subklonierung in einen geeigneten TOPO- Vektor wird
das Minigen in die durch PCR eingefuhrten
Restriktionsschnittstellen eines eukaryotischen
Expressionsvektors kloniert. Der eukaryotische Promotor ist als
dicker Pfeil dargestellt, Exons als Rechtecke, Introns als Linien.
Nach Transfektion wird die resultierende RNA mittles RT-PCR
analysiert. Verwendet werden ein antisense- Primer gegen das
stromabwarts gelegene flankierende Exon (gestrichelter Pfeil)
und ein sense- Primer gegen eine vom Vektor abgeleitete
Sequenz (durchgezogener Pfeil).

C) Das Minigen kann mit potentiellen Spleil3faktoren
kotransfiziert werden, um deren Transfaktoreigenschaften zu
testen, oder es kann in verschiedenen Zellinien exprimiert
werden, um seine Spleillkompetenz zu testen.

D) Die entstehenden PCR- Produkte koénnen anhand ihrer
Grolke oder Hybridisierungsmuster unterschieden werden
(Einschluss oder Ausschluss des alternativen Exons) [10].

erweitertes Minigenkonstrukt verwendet wurde (Abb.

Kontrolle der
SpleiBmaschinerie der
Wirtszelle sowie unter
Einfluss des zusatzlich
transfizierten Inter-
aktors in konzen-
trationsabhaniger Form
gespleildt.
Ausgangspunkt far
unsere  Uberlegungen
war der bereits
publizierte Effekt essen-
tieller Spleildfaktoren
wie SF2/ ASF, SRp55
und SRp75 auf das
Tau- Minigen SV10-
pSVIRB [12]. Erste
Versuche beschaftigten
sich demnach mit der
Reproduzierbarkeit
dieser Ergebnisse in
unserem System, in
dem abgesehen von
einer anderen Zelllinie
(HEK293 und HN10
statt Cos7) und der
entsprechenden Trans-
fektionsmethode (Cal-
ciumphosphat im
Gegensatz zu Lipo-

fektin) auch ein

18). Das im Labor von

Andreadis et al. verwendete Konstrukt SV10 pSVIRB beinhaltet Tau Exon 10 und die

proximalen Teile der flankierenden Introns (117bp aufwarts und 90bp abwarts von
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Exon 10). Demgegenuber enthalt das ebenfalls dort konstruierte Minigen SV9- 10L-
11- pSVIRB zusatzlich zu vergréRerten flankierenden intronischen Bereichen von
Exon 10 noch Teile der Exons 9 und 11 sowie der angrenzenden Introns, so dass die
Erfassung regulatorischer Sequenzen in intronischen Bereichen gewahrleistet ist. In

nicht neuro-

nalen Zellen

SV10 pSVIRB Tau-Ex10: 93nt
(COS?) Neu- INS-Ex2 INS-Ex3
roblastoma- SV9-10L-11 pSVIRB In9: 117nt  In10: 90nt
zellen (NT2) INS-Ex2 Tau-Ex9: 161nt Tau-Ex10: 93nt  Tau-Ex11:68nt INS-Ex3
>E. In9: 1,5kb I In10: 324ntD
und Tetra- In9: 471nt ~ In10: 408nt
karzinomzellen pSLP wt TAT-Ex: 91nt Tau-Ex10: 93nt TAT-Ex: 270nt
. >I . Ink2: 2039nt
(SKN) ist das Ink1: 311nt

In9: 40nt  In10: 62nt

Spleimuster

fir das SV10-

Minigen ein

Abb.18: Vergleich der Tau- Minigene (schematisch)
Exons sind als Boxen dargestellt, Introns als Striche. INS — Insulin,
Ex — Exon, In — Intron. Die Zeichnung wurde malistabsgerecht

Einschluss von angefertigt.

Exon 10,

wahrend bei dem SV9- 10L- 11 Minigen zu ca. 20- 30% auch ein Ausschluss von
Exon 10 detektierbar ist. Demzufolge kann ein verstarkter Ausschluss von Tau
Exon 10 mit beiden Minigenen, ein verstarkter Einschluss jedoch nur mit dem SV9-
10L- 11 Minigen festgestellt werden. Gao et al. [12] konnten zeigen, dass ein Einfluss
auf alternatives Spleilen von Tau Exon 10 durch SRp75, SRp55, SF2/ ASF und
SWAP flr beide Minigenkonstrukte erfolgte.

Ein weiteres Minigen (pSLP wt) verwendet einen anderen Spleil3kontext. Hier wurde
das alternative Exon 10 inklusive kurzer angrenzender intronischer Bereiche
(Abb.18) zwischen tat- Exons kloniert [109].

5.2 Htra2- B ist ein Transfaktor fiir das alternative SpleiBen von
Tau Exon 10

Eine Analyse der Sequenz von Tau Exon 10 sowie der flankierenden intronischen
Bereiche fuhrte zur Identifikation von mindestens sechs regulatorischen Elementen
auf der pra- mRNA [11]. Fur den 5°gelegenen purinreichen Enhancer (PPE, Abb.6,
S.25) konnte nachgewiesen werden, dass ein SR- ahnliches Protein, der humane

Transformer- 23, in Abhangigkeit von der Starke des Enhancers dort spezifisch
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bindet und somit den Einschluss von Tau Exon 10 in vitro verstarkt [94]. Diese Ver-
suche wurden mit dem Volllangenprotein durchgefihrt, fir das in artifiziellen
Systemen bereits ein Einfluss auf alternative Spleildvorgange gezeigt werden konnte.
So wurde beispielsweise nachgewiesen, dass Htra2- 31 den Ausschluss von Exon 8
des App- Minigens [209], sowie den von Exon 4 des CLB- Minigens verstarkt [206],
wahrend beim SMN2- Minigen der Einschluss von Exon 7 [207;208] und beim tra-
Minigen der Einschluss von Exon 2 verstarkt wurde [1]. Ein Einfluss auf das Tau-
Minigen SV10- pSVIRB konnte nicht festgestellt werden. Dieses Minigen erlaubt
jedoch nur die Detektion eines verstarkenden Einflusses auf den Ausschluss von Tau
Exon 10, ein umgekehrter Effekt ware nicht erkennbar.

Erster Schritt dieser Arbeit war demnach eine Verifikation der in vitro Ergebnisse
hinsichtlich des verstarkten Einschlusses von Tau Exon 10 durch die Htra2- 1

Volllangenisoform  unter

A Verwendung des
"32'[31‘ Minigens SV9- 10L- 11-
0 0,25 0,5 1 )
+ Exon10 pSVIRB. Eine konstante
- Exon10 Menge des Minigens
B wurde zusammen mit
100 _
- einer ansteigenden
2 5 Menge an htra2- f1,
=] .
2 gekoppelt an  EGFP
g 7 I + tra2-B1
< % 0=0,061 (enhanced green
0 025 05 ! fluorescent protein) in
Abb.19: Einfluss von htra2- p1 (Volllangenprotein) auf HEK293 Zellen
das a_Itern_ative SpleiRen von Tau E)Fon transfiziert. Anhand der
A. Ein Mikrogramm des Tau Minigens SV9- 10L- 11-
pSVIRB wurde mit zunehmender Konzentration an grunen Fluoreszenz liel}
htra2- 1- pEGFP- ¢c2 kotransfiziert, die RNA nach 18h ) . .
extrahiert und mittels RT- PCR und genspezifischer sich die Transfektions-
Primer amplifiziert. Die Kontrolltransfektion erfolgte mit .. .
effizienz optisch

pEGFP- c2. Die Spleil3produkte haben eine Grole von
336bp (- Exon 10) und 429bp (+ Exon 10).
B. Statistische  Auswertung von mindestens drei

Experimenten nur Versuchsreihen mit

abschatzen. Es wurden

durchgehend gleicher
Effizienz in die Auswertung miteinbezogen. Das Htra2- 31 Vollldngenprotein zeigte
einen verstarkenden Einfluss auf den Einschluss von Tau Exon 10. Dieser Effekt war

nur bei geringen Plasmidkonzentrationen feststellbar, wahrend hohere
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Konzentrationen einen eher hemmenden Effekt auszutben schienen. Die statistische
Auswertung von mindestens drei unabhangigen Experimenten blieb knapp unterhalb
des Signifikanzniveaus (F=3,314; df=3; p=0,061; Abb.19, S.71).

Effekte der alternativen Isoform Htra2- (3, der eine Protein:Protein-

Interaktionsdoméane, die N-

terminale SR- Domane,
fehlt, konnten bislang nicht A

. traZ-B3‘
nachgewiesen werden [1]. 0 025 05 1

. — T Exon10
Eine Analyse des = = Exont0
Spleillverhaltens der
trunkierten  Htra2- (3 B 100
75 _ T i T

50 - ‘|‘ [ +tra2-B3
25 | p=0,013

Isoform in einem

geeigneten Transfektions-

system zeigte einen von

% Ausschluss

der Volllangenisoform 0 0.25 0.5 1

abweichenden Effekt.

Abb.20: Einfluss von htra2- 3 (ASR1- Isoform) auf das

alternative SpleiRen von Tau Exon

A. Ein Mikrogramm des Tau Minigens SV9- 10L- 11 wurde
mit zunehmender Konzentration (angegeben in [ug]) an

Wahrend bei dieser ein

verstarkter Einschluss von

Tau Exon 10 festgestellt htra2- p3- pEGFP- c¢2 kotransfiziert.  Die

. . Kontrolltransfektion erfolgte mit pEGFP- c2. Die

werden konnte, flhrte die SpleiRprodukte haben eine GroRe von 336bp (- Exon
10) und 429bp (+ Exon 10). M- Marker.

Htra2- B3- Isoform zu B. Statistische Auswertung von mindestens drei

Experimenten: htra2- 3 erhdht den Ausschluss von

einem signifikant erhdhten Tau Exon 10 signifikant.

Ausschluss dieses alter-
nativen Exons (F=5,213; df=3, p=0,013; Abb.20).

5.3 Htra2- 1 induziert alternatives SpleiBen in einem Clk2-
Hintergrund

Die Kinase CIlk2 phosphoryliert nachweislich SR- Proteine in vitro und in
Zellkulturexperimenten und reguliert auf diese Weise deren Aktivitat. Aus
Transfektionsexperimenten in Zelllinien ist bekannt, dass Uberexpression von Clk2
zu einem veranderten Spleilmuster des tra2- Minigens und damit zu verandertem
Verhaltnis der Tra2- - Isoformen fuhrt. Durch steigende Konzentrationen an Clk2
wurde verstarkt die Expression der tra2- 2 mRNA induziert, die aufgrund eines
pramaturen Stopkodons nicht als Protein translatiert wird, sondern wahrscheinlich
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dem nonsense mediated decay unterliegt. Hohere Konzentrationen an Clk2
induzieren zusatzlich auf noch ungeklarte Weise die Expression der trunkierten
Isoform htra2- 3. Ein weiterer Mechanismus, uUber den Clk2 in die Regulation der

Tra- Funktion eingreifen kdnnte, ist die Hyperphosphorylierung dieses Proteins, die

zZu einer verminderten

Bindungskapazitat an

A tra2-p1 ‘ exonische Enhancer-
0 05 1 2

sequenzen fuhren konnte, wie

== == st
"EXon dies fiir den ESE in Exon 2 der

[ 1ug clk2 |

B 100,00 tra2-p pra- mMRNA bereits
@ 80,00 gezeigt wurde. Ob sich ein
T 6000 Einfluss der Kinase Clk2 auf

S 40,00 - , .
= o0l das durch Htra2- B induzierte
0,00 - Spleildverhalten des Exons 10

0 0,5 1 2 4

+ tra21 [ug] im Tau- Gen nachweisen

Abb.21: Alternatives SpleiBen von Tau Exon 10 in lasst, war Gegenstand des

einem Clk Hintergrund nachfolgenden Spleilassays.
A. Ein Mikrogramm des Tau Minigens SV9- 10L- 11
wurde mit konstanter Konzentration an mClk2 Dazu wurden eine konstante
pEGFP (0,125ug) und zunehmender Konzentration o
an htra2- B1- pEGFP- c¢2 kotransfiziert. Die Menge des Tau- Minigens und
Spleiprodukte haben eine GréRe von 336bp .
(-Exon 10) und 429bp (+ Exon 10). des  mClk2-  Expressions-
B. Statistische Auswertung von mindestens drei ; :
Experimenten: In einem Hintergrund von Clk2 (Tau plasmids zusammen mit
Exon 10 Ausschluss bei ca. 70%) fuhrt Transfektion ansteigender Konzentration
von htra2- B1 zu signifikant verstarktem Einschluss
von Tau Exon 10 (df=4, F=4,49, p=0,025). des jeweiligen htra- Konstrukts

in HEK293 Zellen kotransfiziert
und das Verhaltnis der Tau- Isoformen zueinander untersucht. Fur die Voll-
langenisoform Htra2- f1 Iasst sich in diesem Setting ein verstarkter Einschluss des
Exons 10 ermitteln (F=4,493; df=4; p=0,025; Abb.21), wahrend die kurzere Isoform
Htra2- B3 zu keiner weiteren Steigerung des Ausschlusses von Exon 10 fuhrt
(F=1,495; df=4; p=0,28; Abb.22, S.74).
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Abb.22 Alternatives SpleiRen von Tau
Exon 10 in einem Clk- Hintergrund
A. Ein Mikrogramm des Tau Minigens A tra2-B3 ’

SV9- 10L- 11 wurde mit konstanter 0 05 1 2 4
Konzentration an mClk2 pEGFP =:+ Exon10
(0,125pg) und zunehmender - Exon10
Konzentration an htra2- 3- pEGFP- L1 clk2 |
c2 kotransfiziert. Die SpleiRprodukte B
haben eine GréRe von 336bp 100,00
(- Exon 10) und 429bp (+ Exon 10). § 80,00 | —L T
B. Statistische Auswertung von = i = L
) . . o 60,00
mindestens drei Experimenten: In ]
einem Hintergrund von CIk2 (Tau = 40,00
Exon 10 Ausschluss bei ca. 70%) = 20,00 -
fihrt Transfektion von htra2- 3 zu 0,00 , ,
keiner signifikanten Veranderung. 0 05 1 2 4
+ tra233 [ug]

5.4 Proteinkinasen

5.41 Clk1-4

Die SR- Proteinkinasen CLK (CDC like kinase) gehoren zur Gruppe der LAMMER
Kinasen und zeichnen sich durch eine duale Substratspezifitdt aus. Sie agieren
entweder als Serin/ Threonin- oder als Tyrosinkinasen [262]. Clk- Kinasen enthalten
eine SR- Doméane und werden in Uberexpressionssystemen und in vitro an Tyrosin- ,
Serin- oder Threoninresten autophosphoryliert [5;238;239;263]. Alle bisher
identifizierten Mitglieder der Clk- Familie (Clk1- 4) phosphorylieren SR- Proteine in
vitro [230;234]. Zusatzlich ist fur Clk2 auch eine in vivo Phosphorylierung des
SR- Proteins ASF/ SF2 gezeigt worden [5]. Sowohl eine Hyperphosphorylierung als
auch eine Hypophosphorylierung von ASF/ SF2 und SC35 inhibiert Spleilden in vitro
[244]. Mitglieder der Clk- Familie kdnnen demnach SR- Proteinaktivitat regulieren
und so einen Einfluss auf das alternative Spleilen nehmen. Weitere Unterstltzung
erhalt dieses Modell durch den Nachweis, dass Uberexprimiertes CLk1/ Sty,
humanes Clk2 und humanes Clk3 in der Lage sind, das alternative Splei3en des
E1A- Minigens zu beeinflussen [243;264].

Die Kinasen Clk1- 4 sind potentiell in das alternative SpleiRen von Tau Exon 10
involvierte regulierende Faktoren und wurden in Transfektionsexperimenten in
HEK293 Zellen getestet (Abb.23).
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Ohne die Zugabe einer Kinase (control) wurde Exon 10 in ca. 30% der vom Minigen
abgeleiteten RNA ausgeschlossen (Abb.23a,c). Dieser Prozentsatz stieg in der
Anwesenheit von Clk1 und Clk4 auf etwa 45% (p=0,056 bzw. p=0,062) und war fur

A & ¥ f ' | Abb.23: Einfluss der Clk Kinasen auf das
alternative SpleiRen von Tau Exon 10
A. Ein Mikrogramm des Tau Minigens
SV9- 10L- 11 wurde mit 0,5ug der
entsprechenden Maus Clk Kinase
(mCIk1- 4) kotransfiziert, die RNA nach 18h
extrahiert und mittels RT- PCR und
B & F o o genspezifischer Primer amplifiziert. Die
O Kontrolltransfektion erfolgte mit pEGFP- c2.
PP P &\ Die Spleillprodukte haben eine Grdlie von
336bp (- Exon 10) und 429bp (+ Exon 10).
. - und -- sind Kontrollreaktionen ohne cDNA
Template bzw. ohne RNA.
C B. Westernblot zur Demonstration
vergleichbarer Proteinmengen von
100 mCLK1- 4 Protein. 50ul Proteinlysat nach
Transfektion mit 6x Histidin markierten
80 mClks 1- 4 wurde mittels Ni- HPRT
(Qiagen) analysiert.
60 C. Statistische Auswertung von mindestens 4
voneinander unabhangigen Versuchen.
40 | Prozentsatz des Ausschlusses von Exon 10
wurde berechnet. Fehlerbalken zeigen die
20 Standardabweichung von mindestens vier
Experimenten.

+ exon10

-exon10 —

% Exclusion

Clk2 mit ca. 75% am hdchsten (p<0,0001) gefolgt von CIk3 (ca. 70%, p<0,01). Um
auszuschlielen, dass dieser Effekt ein Resultat unterschiedlich starker
Proteinexpression der Kinasen war, wurden Proteinlysate eines parallelen
Transfektionsansatzes immunprazipitiert und die Expression mit einem Westernblot
analysiert (Abb.23b). Hierbei konnte eine vergleichbare Proteinexpression fur alle
vier Kinasen festgestellt werden. Die Kinasen Clk1- 4 sind offenbar in der Lage, den
Ausschluss von Tau Exon 10 zu verstarken. Dieser Effekt ist unabhangig von dem
verwendeten Clk- Konstrukt und der verwendeten Zelllinie. Sowohl fur die Konstrukte
Clk- pEGFP, Clk- 6xHis- pcDNA, Clk- flag- pcDNA, als auch fur die unterschiedlichen
Zelllinien HN10, HelLa und HEK293 konnte der gleiche Einfluss nachgewiesen

werden.
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5.4.1.1 mClk2 fordert den Ausschluss von Tau Exon 10 in einem heterologen

Kontext

Wie bereits friher gezeigt werden konnte, sind beide flankierenden Exons 9 und 11
an der Feinregulation des SpleiRprozesses von Exon 10 beteiligt [12]. Es ergab sich
daher die Frage, ob die Clks ihren Einfluss auf das alternative Spleilen von Tau
Exon 10 auch in einem heterologen Kontext ausuben. Um dies zu testen, wurde ein
Minigenkonstrukt eingesetzt, bei dem Tau Exon 10 von zwei tat- Exons flankiert wird
(Abb.18, S.70, [109]).

Wie in Abb.24a zu erkennen, verstarkt Clk2 auch in diesem Zusammenhang den
Ausschluss von Tau Exon 10 (F=19,84;

df=2; p=0.002). Der Effekt, ein vermehrter A .g

Ausschluss von 25 auf 45% (p=0,03, marker Opg +1no *2vg

Abb.24b), ist relativ klein verglichen mit dem E: " exon 10

Effekt des Minigens, das die naturlich

vorkommenden flankierenden Regionen B «o
enthalt (Abb.23c, S.75). Aullerdem musste
eine grolRere Menge an CIk2 (2ug im

% Exclusion

Vergleich zu 0,5ug) transfiziert werden, um

diesen Effekt zu erzielen (Abb.24a,b). s 00\@ &c}ﬁ
(,0
Versuche mit den anderen Clks (1, 3 und 4) IS
und  Minigenkonstrukten,  die  von Abb.24: Einfluss von mCIk2 auf das

alternative SpleiBen von Tau Exon

konstitutiven Exons  flankiert wurden, e
10 in einem heterolgen Kontext

lieferten ahnliche Resultate. Daher ist A. 1yg des pSPL3wt Minigens
(enthalt Exon 10 flankiert von tat-

anzunehmen, dass die Clks den Ausschluss Exons) wurde mit zunehmenden
L Konzentrationen an mCLK2

von Tau Exon 10 wunabhangig vom Expressionskonstrukt in HEK293

Zellen kotransfiziert.

. Statistische Auswertung von mind.
3 unabhangigen Experimenten.
Der Prozentsatz an Exon 10

Sequenzen verstarken jedoch diesen Effekt. Ausschluss ist angegeben.

genomischen Kontext induzieren. Die B

naturlich  vorkommenden flankierenden

5.4.1.2 Abhangigkeit von der Kinaseaktivitat

Wie bereits gezeigt werden konnte, phosphorylieren die Kinasen Clk1- 4
SR- Proteine in vitro und in Transfektionsexperimenten. Transfiziertes ASF/ SF2-
PEGFP zeigte bei gleichzeitiger Uberexpression von Clk1- 4 in Cos7- Zellen nach

Analyse im Westernblot eine verringerte Mobilitat. Dies weist darauf hin, dass eine
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Phosphorylierung stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu konnte dieser
Mobilitatsunterschied nach Uberexpression der katalytisch inaktiven Clk- Konstrukte,
bei der die innerhalb der Kinasedoméane liegende Aminosaure Lysinigo zu Arginin
mutiert wurde, nicht festgestellt werden. Zum Teil konnte sogar ein Verringerung der
molekularen Masse von ASF/ SF2 festgestellt werden, was auf einen dominant-

negativen Effekt hinweist [5]. Um

nachzuweisen, ob der Einfluss von

’/c/\ Clk2 auf das alternative Spleilen von
. 0,SCIk2 - Ik26§R Tau Exon 10 phos-
R 5 | provienngsabhingl erfogt, oder

eher die Folge einer Protein-

Abb.25: Vergleich des Einflusses von sequestrierung durch Clk ist, wurde der
Clk2 und Clk2- KR in Tau Exon 10
SpleiBRassays

1ug des SV9- 10L- 11 pSVIRB Mingens
wurde mit 0,5ug Clk2- pEGFP bzw.

Einfluss von Clk2 mit dem der

inaktiven Variante Clk2- KR in einem

Clk2-  KR- pEGFP in HEK293 Zellen Transfektionsexperiment  verglichen.
kotransfiziert. Die aktive Kinase Clk2

verstarkt den Ausschluss von Tau Exon 10, Wie man aus Abb.25 entnehmen kann,
wahrend die inaktive Variante Clk2- KR keine . . . . . ]
Effekt zeigt. zeigt die inaktive Variante keinen

Effekt auf den Ein- bzw. Ausschluss
von Tau Exon 10, wahrend die aktive Kinase den schon beobachteten verstarkten
Ausschluss von Tau Exon 10 Dbewirkt, so dass man von einer

phosphorylierungsabhangigen Reaktion ausgehen kann.

5.4.1.3 Selektivitat der SpleiBstellenerkennung durch Clk2

Uberexpression von CIk2 lieB bei einer Reihe anderer Minigene keinen Einfluss auf
das alternative SpleiBmuster erkennen. So zeigte sich keine Veranderung in
Experimenten mit dem alternativen 24nt Exon von GABAay2 [265], Exon EN der
leichten Kette von Clathrin B [206;266], Exon 11 des Insulinrezeptors [267] und Exon
2A des SWAP Gens [268]. Ein moderater Effekt war fur das Minigen X16/ SRp20
Exon 4, sowie das E1A- Minigen festzustellen [10].

Sowohl Clk1 als auch Clk2 blockieren den Einschluss von Exon 2 im htra2- §
Mingen. In hoheren Konzentrationen blockiert Clk2 zusatzlich den Einschluss von
Exon 3, so dass hier die hirnspezifische Isoform Htra2- 33 verstarkt gebildet wird, der

die N- terminale SR- Domane fehlt [1].
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5.4.1.4 Der Effekt von CIk2 ist indirekt

Da Clks keine bekannten RNA- Bindungsmotive aufweisen und offenbar nicht an
RNA binden, ist davon auszugehen, dass der Effekt auf das alternative Splei3en
indirekt Uber die Phosphorylierung anderer Proteine flihrt. Um diese Hypothese zu
Uberprufen, wurden bekannte in vitro- Targets der Kinase Clk2 hinsichtlich ihres
Effekts auf das

alternative Spleilken A

des Tau- Minigens in SRD75 OSSRD?5’ - g?FP’ hnG’
Transfektionsassays % %} E))((grrln
Uberprift und mit dem B

der Kinase Clk2
verglichen. Gleichzeitig

lasst sich eine Aussage

7
SRp75  SRp55 SAF-B  hnRNP-G

% Ausschluss

Uber die Spezifitat des

Minigens treffen. Fir Abb.26: Einfluss verschiedener spleirelevanter Proteine

; _ ; im Transfektionsassay
die SR Proteine A. Es wurden jeweils 0,5 bzw. 1ug des Expressionsplasmids
SRp20, SRp30, SRp40 mit dem SV9- 10L- 11- pSVIRB in HEK293 Zellen
kotransfiziert.
und SC35 konnte kein B. Die Grafik stellt den Mittelwert aus je 3 unabhangigen

) Experimenten dar.
Einfluss auf das

Spleilmuster  festge-

stellt werden [12]. Transfektion der Expressionskonstrukte SRp55, SRp75, SAF- B
und hnRNP- G fuhrte zu einer moderaten Stimulation des Exon 10 Ausschlusses.
Der Anstieg des Exon 10 Ausschlusses lag bei Transfektion von 0,5ug des
entsprechenden Expressionsplasmids bei 33% (SRp75, SRp55, SAF- B), 60%
(hnRNP- G) und 66% ( Htra2- 3, Abb.20, S.72) und damit immer unter dem, der fur
Clk2 (79%) (Abb.23, S75) zu beobachten war (Abb.26).

5.4.2 SRPK1A

Eine weitere SR- Proteinkinase, die SR- Proteine in vitro phosphoryliert und an der
Regulierung des Aufbaus des Spleillosoms sowie der intranuklearen Verteilung von
Spleilfaktoren beteiligt ist, ist SRPK1 [231;269]. Im Gegensatz zu Clk hat SRPK1
eine hohere spezifische Aktivitat in Bezug auf die Phosphorylierung von ASF/ SF2.
Des weiteren phosphoryliert SRPK1 bevorzugt Serin- Argininreste, wahrend fur Clk
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keine Praferenz zwischen Serin- Arginin-, Serin- Lysin- und Serin- Prolinresten
erkennbar ist [230]. Die alternative SpleilRvariante SRPK1a, die ein 513bp Insert
zwischen Exon 1 und Exon 2 enthalt, zeigt bezuglich ihrer Substratspezifitat und
intrazellularen Lokalisation (primar im Zytoplasma, aber auch im Nukleus) keinen
Unterschied zu SRPK1. Die gewebespezifische mRNA- Expression ist flr beide
Isoformen ahnlich, wobei der Expressionsgrad fur SRPK1 hoher zu sein scheint,
umgekehrt ist Aktivitat von SRPK1a in Phosphorylierungsexperimenten 2- 3mal
hoher [232]. Ein weiterer Unterschied zwischen den Isoformen besteht in der
Interaktion von SRPK1a mit dem Scaffold Attachment Factor B (SAF- B), einem an

die nukleare Matrix assoziiertem Protein [232].

5.4.2.1 Regulation von Exon 10 durch SRPK1 und SRPK1a

Um festzustellen, ob die durch SRPK1/ 1a vermittelte Phosphorylierung von

Spleilfaktoren einen ahnlichen Effekt auf

A das alternative Spleil3en von Tau Exon 10

SRPK1 SRPK1’ hat, wie die Kinasen Clk1- 4, wurde der
005 10 05 1

=:+Exon10 bereits beschriebene Transfektionsassay
-Exon10 mit dem SV9- 10L- 11- Minigen
B durchgefuhrt. Wie in Abb.27 dargestellt,

100 {mSRFK1a

20 {msre stimulieren sowohl SRPK1 als auch

EE: i f ij I SRPK1a den Ausschluss von Tau Exon 10
0- (SRPK1: F=9,112, df=2, p=0,01, SRPK1a:

0 0,5 1

% Ausschluss

Abb.27: Einfluss von SRPK1 und F=29,75, df=2, p<0,001). Fur geringe

SRPK1a auf das alternative Spleien Konzentrationen an transfiziertem
von Tau Exon 10 . _ L .
A. HEK293 Zellen wurden mit 1ug Kinasekonstrukt (Kinase: Minigen=1:2) ist
SV9- 10L- 11 Minigen und einer . .
steigenden Menge g(o; 0,5: 1ug) die Induktion des Ausschlusses von Tau
SRPK1- flag bzw. SRPK1a- flag .. .
Kotransfiziert Die alternativ Exon 10 sowohl fir SRPK1 als auch fur
gespleiiten Produkte haben eine die Variante SRPK1a vergleichbar mit der
Grole von 336bp (- Exon 10) und 9
429bp (+Exon 10). Wirkung von CIk1 bzw. 4 (ca. 45%),
B. Statistische Auswertung von mind. 3 ) _ _
unabhangigen Experimenten. Der jedoch geringer als die von CIk2 bzw. 3
Prozentsatz an Exon 10 Ausschluss N .
ist anaeaeben. (ca. 70- 75%). Bei hdheren Kinasekonzen-

trationen (Kinase: Minigen= 1:1) ist die
durch SRPK1a (ca. 70%) im Gegensatz zu SRPK1 (ca. 60%) bewirkte Verstarkung
des Exon 10 Ausschlusses fast ebenso hoch wie fur Clk2 (75%) (Abb.28).
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Abb.28: Vergleich des Effekts auf das
alternative SpleiBen (Tau Exon 10) von
SRPK1/ 1a mit mClk2

Die statistische Auswertung von mind. 80 -

drei unabhéngigen Experimenten zeigt 370,

bei niedriger Konzentration einen =60 - U Kontrolle
deutlich stérkeren Effekt fir mClk2 $50 0 SRPK1
(SRPK1 und SRPK1a liegen dabei auf %40 1 B SRPK1a
etwa gleichem Niveau). Bei hoherer <§g: B Clk2
Konzentration (1ug), die fir mClk2 keine B 10 -

weitere Veranderung bewirkt, steigt der 0 -

Ausschluss von Tau- Exon 10 durch 0,5ug 1ug

SRPK1 auf ca. 60% und fir SRPK1a auf
ca. 70% ansteigt (mClk: ca.75%).

5.4.3 CDKS

mCIk2 ist eine nukleare Kinase. lhre subnukleare Lokalisation sowie ihre Aktivitat
wird durch Phosphorylierung von Serin 141, welches bei allen Mitgliedern der Clk-
Familie konserviert ist, reguliert [241]. Wahrscheinlich ist dieser Serinrest Angriffsort
noch nicht determinierter vorgeschalteter Kinasen. Vor kurzem ergaben sich
Hinweise, dass CDK5 (oder nClk), die wichtigste Cyclin- abhangige Kinase im
Gehirn, in von der Alzheimerkrankheit befallenen Neuronen konstitutiv aktiv ist [270].
Fur die Aktivierung muss CDK5 mit seiner regulatorischen Untereinheit p35
assoziieren. Patrick et al. stellten fest, dass im Gehirn von Alzheimer- Patienten eine
trunkierte weitgehend degradationsresistente Form dieser regulatorischen
Untereinheit, p25, in befallenen Neuronen akkumuliert, wobei eine Korrelation zu
einem Anstieg der Kinaseaktivitat festzustellen war. Die pathologische Prozessierung
von p35 zu p25 in Alzheimergehirnen wird moglicherweise durch die neuronale
Protease Calpain aktiviert [271]. CDK5 kontrolliert andere Proteine wie z.B. DARPP-
32, von dem gezeigt werden konnte, dass es Serin/ Threoninkinasen und Serin/
Threoninphosphatasen  reguliert  [272]. CDK5 findet sich auch in
hyperphosphorylierten Neurofilamenten in der Parkinsonerkrankung [273]. Obwohl
CDKS5 in der Regel mit der Phosphorylierung des Tau- Proteins in Zusammenhang
gebracht wird, stellte sich uns aufgrund seiner multiplen zellularen Substrate und
strukturellen Ahnlichkeit zu Clk2 die Frage, ob ein Einfluss von CDK5 auf das
alternative SpleiRken von Tau Exon 10 festgestellt werden kann [272;274]. Dazu
untersuchten wir CDK5 zusammen mit seinen Aktivatoren p25 und p35 in einem
SpleiRassay. Wie Abb.29 zeigt, hatte die Transfektion von CDK5 alleine (F=0,124,
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df=2, p=0,886) oder zusammen mit p35 (F=0,937, df=2, p=0,442) keinen
signifikanten Effekt auf die Verwendung von Tau Exon 10. In Anwesenheit des
konstitutiven Aktivators, p25 bzw. des Komplexes CDK5/ p25 konnte ein moderater

Effekt in Richtung eines

verstarkten Ausschlusses von

]

A Tau Exon 10 festgestellt werden
0102040 -- M

+ exon 10 — - (F=5,184, df=2, p=0,049).

-exon 10 — Dieser Effekt war jedoch

wesentlich schwacher als der
durch mClk2 induzierte (CDKS5:
010 2040 - - M ca. 45%, mClk2: ca. 75%),

]

+exon 10 —— — obwohl eine bis zu 8fache
-exon10 ™ |

Menge an DNA transfiziert

wurde.

]

010 2040 - - M

+ exon 10 Abb.29: Einfluss von CDK5 auf Exon 10

-exon 10 In HEK293 Zellen wurde eine
Kotransfektion durchgefiihrt. 1uyg des
SV9- 10L- 11 Minigens wurde tranasfiziert

D 60 zusammen mit ansteigender Konzentration
c an:
) A. CDK5- pGFP
a 40 2 B. CDK5- pGFP und 1upg p35-
NT) Expressionskonstrukt
o ) ) C. CDK5- pGFP und 1pg p25-
X 201§ Expressionskonstrukt
D. Statistische Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten: weilte
' Balken: CDK5, graue Balken: p35 +
control 1.0 2.0 4.0 CDKS5, schwarze Balken: p25 + CDK5
544 DYRK1A

Fur die Kinase DYRK 1A wird eine Beteiligung an pathologischen Mechanismen von
Tauopathien diskutiert. Aufgrund ihrer chromosomalen Lokalisation in einem mit AD
[275], Down Syndrom und Mikrozephalus infolge Monosomie 21 gekoppelten Bereich
(Chromosom 21g22.2), sowie der Uberexpression in von Down Syndrom betroffenen
fotalen Gehirnen, ist diese Kinase ein potentieller Kandidat far bestimmte
Tauopathien. Ein weiterer Hinweis ergibt sich aus der Beobachtung, dass das Tau-
Protein ein in vitro- Substrat dieser Kinase darstellt. Ob die
Phosphorylierungssaktivitdit von DYRK 1A ebenso wie die von CIk2 bereits auf
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Ebene des pra- mRNA Spleilens eingreift, sollte mit einem Transfektionsassay

nachgewiesen, sowie mit dem Effekt

von CIlk2 verglichen werden. Dazu A Kontrolle DYRK Clk2

wurde das Minigen SV9- 10L- 11- Bt
pSVIRB verwendet. Wie man in B 100,

Abb.30 erkennen kann, konnte flr w» 804

eine Konzentration  von 0,5ug % ig

DYRK 1A- Expressionsplasmid kein § 20 ’—L

signifikanter Effekt festgestellt werden, =0 Kontrolle DYRK  CIk2

wahrend der verstarkte Ausschluss Abb.30: Einfluss von DYRK 1A auf

von Exon 10 unter Einfluss von Clk2 Exon 10 ,
A. In  HEK293 Zellen wurde eine
far die gleiche Konzentration Kotransfektion von 1ug des SV9- 10L- 11
Minigens zusammen mit 0,5ug pEGFP-
signifikant ist und schon Dbei c2, DYRK 1A- ¢2, und mClk2- c2
. . durchgefihrt.
wesentlich geringeren Konzen- B. Das Balkendiagramm stellt  die

Mittelwerte aus 3  unabhangigen

trationen  (0,1ug)  reproduzierbar Experimenten dar.

festzustellen ist.

5.5 FTDP-17 Mutationen

5.5.1 SpleiBverhalten verschiedener FTDP- 17 Mutationen

Da die meisten der bisher bekannten FTDP- 17 auslésenden Mutationen im Tau Gen
in oder um Exon 10 lokalisiert sind und nachweislich die Expression der Tau-
Isoformen bezlglich des Ein- bzw. Ausschlusses von Exon 10 beeinflussen, ist es
naheliegend, diese Mutationen in ein Minigen einzufuhren und das Spleil3verhalten in
Zellkultur zu untersuchen. Da die flankierenden Exons 9 und 11 an der Regulation
des alternativen Spleillens von Exon 10 beteiligt sind, wurden das SV9- 10L- 11-
pSVIRB Minigen verwendet, um das Verhalten einiger Mutationen, die bei FTDP- 17
mit verandertem Spleilden in Verbindung gebracht werden, in Transfektionsassays zu
untersuchen. All diese Mutationen veranderten exonische oder intronische
Sequenzelemente, die in Spleillvorgang involviert sind. Untersucht wurden die
Mutationen N279K, welche einen purinreichen Enhancer verstarkt, L284L eine stille
Mutation, die einen A/ C reichen Enhancer verandert, S305N, eine Mutation, die die
Bindung der U1 snRNA am 3’- Ende des Exons erleichtert und zu einer

Destabilisierung eines potentiellen Stemloops fiuhren kdnnte und schlielich die
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intronische Mutation M16, sowie ihre kompensatorische Mutation C16, die zur
Zerstoérung bzw. Wiederherstellung der potentiellen Stemloopstruktur fihren kénnten.

Die durchgefuhrten SpleiRassays zeigten, dass alle untersuchten Mutationen den

Abb.31: Alternatives SpleiBen von
Tau Exon 10 bei verschiedenen
35 FTDP- 17 Mutationen
30 L In HEK293 Zellen wurde eine
§ 25 Transfektion von je 1ug der
= 20 I unterschiedlichen Minigenmutanten
@ in pSVIRB- Hintergrund
g 151 durchgefiihrt
< 4. getuhrt. - .
= 10 8 . 8 Das Balkendiagramm stellt die
5 1 ™ Mittelwerte aus 3 unabhangigen
0 ; ; ; ; ‘ Experimenten dar.
WT C16 N279K M16 L284L S305N Der Ausschluss von Tau Exon 10 ist
in allen Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp vermindert.

Einschluss des Exons 10 verstarkten, und zwar in Abhangigkeit von der Lokalisation
der Mutation unterschiedlich stark (Abb.31).

5.5.2 CIk2 beeinflusst das SpleiBverhalten verschiedener FTDP- 17 Mutationen

Im nachsten Schritt gingen wir der Frage nach, ob sich diese FTDP- 17 Mutationen,
die einen verstarkten Einschluss von Tau Exon 10 in Zellkultur bewirken, durch die
Kinase Clk2 beeinflussen lassen. Wie wir schon zeigen konnten, erhdht CIk2 in
SpleilRassays den Ausschluss von Tau Exon 10 und hat so im Vergleich zu den
untersuchten Mutationen einen gegensatzlichen Effekt. Aufgrund seiner Aktivitat als
SR- Proteinkinase ist es ein potentieller Kandidat flr die Regulierung des in den
Mutationen auftretenden FehlspleiRens. Untersucht wurden die in Abb.7 (S.27)
aufgefihrten  Mutationen unter Einfluss von Clk2 wund Clk2- KR in
Kotransfektionsexperimenten.

Mit Ausnahme der Mutation S305N flhrte eine Expression dieser Konstrukte in
Anwesenheit von Clk2 zu einem verstarktem Ausschluss von Tau Exon 10, &hnlich
wie er fur das Wildtyp Tau- Minigen SV9- 10L- 11- pSVIRB festzustellen war. Im
Gegensatz dazu hatte die katalytisch inaktive Variante Clk2- KR keinen Effekt, was
darauf  hinweist, dass der Ausschluss von Tau Exon 10 Uber
Phosphorylierungsprozesse vermittelt wird. Clk2 hatte den starksten Effekt auf die
L284L Mutation, durch die ein A/ C- reicher Enhancer verandert wird. Hier wurde der

Ausschluss von Tau Exon 10 annahernd zu WT- Niveau wiederhergestellt. Die
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Abb.32: Einfluss von mClk2 auf Exon 10 Mutanten

A. 1ug des SV9- 10L- 11 Minigens (wt) mit den entsprechenden Mutationen wurde mit 0,25ug des Clk2
Expressionskonstrukts in HEK293 Zellen transfiziert. Die Sequenz der Mutationen ist in Abb.7 (S.27)
dargestellt. Als Kontrolle wurde 0,25ug Clk2- KR verwendet. Clk2- KR ist durch einen Austausch von
Lysin zu Arginin an der ATP- Bindungsstelle katalytisch inaktiv.

B. Statistische Auswertung von mindestens 3 Experimenten. Schwarze Balken zeigen Ausschluss von
Tau Exon 10 (in Prozent) in Gegenwart von 0,25ug Clk2, graue Balken stellen Exon 10 Ausschluss
in Abwesenheit von Clk2 dar und weil3e Balken den Ausschluss von Exon 10 nach Transfektion mit
der katalytisch inaktiven Variante Clk2- KR. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar.

einzige der untersuchten Mutationen, die keine Veranderung des SpleiBmusters als
Folge einer Clk2 Expression zeigte, war die Mutation S305N (F=0,02; df=2;
p=0,980), die zu einer verbesserten 5°- Spleildstelle des Exons 10 flhrt. (Abb.32).
Auch eine Transfektion mit 4ug CIk2 induzierte keinen Ausschluss von Exon 10. Die
Mutation liegt an der Position —2 der 5°- Spleif3stelle von Exon 10, an der nur selten
ein Guaninrest zu finden ist [167;168]. Die so optimierte 5 - Spleilstelle scheint zu
einer konstitutiven Expression des Exons zu fuhren, das nun nicht mehr regulierbar
ist. Ahnliche Effekte konnten nach Verbesserung der Spleiistellen in anderen
neuronalen Exons beobachtet werden [266;276].

Durch Clk2 induzierte Phosphorylierung kann demnach Defekte in regulatorischen
Elementen von Tau Exon 10 kompensieren, so lange das Exon alternativ reguliert
werden kann. Eine Veranderung im Spleilimuster ist sehr wahrscheinlich ein Resultat
von Phosphorylierungsaktivitat und nicht Folge einer Sequestrierung von Proteinen

durch CIk2, da die Clk2- KR Mutante keinen Effekt zeigt.
-85-



Ergebnisse

5.6 Neomycin

Die essentielle Rolle die RNA in vielen biologischen Prozessen wie z.B. bei der
Progression neurodegenerativer Erkrankungen spielt, unterstreicht die Bedeutung
der Forschung nach niedermolekularen Substanzen, die spezifisch an RNA binden
und so einen Weg zu neuen Therapien darstellen. Bisher war eines der grofiten

Probleme, dass das Prinzip unbekannt

war, wie chemische Substanzen, die eine

Wirkung auf RNA ausuben, mit dieser

Neomycin
interagieren bzw. an diese binden [277]. 0 50 100 400

+Exon10

Die Aufklarung der Kristallstrukturen Exon10

verschiedener RNA-  Aminoglykosid-

Komplexe liefert jedoch erste Hinweise Abb.33:  Einfluss  zunehmender

Konzentration an Neomycin B auf das

zum Verstandnis der strukturellen Basis
von RNA- Drug- Erkennung [278-281].
Mittels NMR konnten Varani et al. [282]

alternative SpleiRen von Tau Exon 10:
Agarosegelelektrophorese der
alternativen Tau Exon 10 Isoformen,
amplifiziert mit RT- PCR, zeigt eine

verstarkte Intensitat der -Exon 10 Bande
nach Behandlung der HEK293 Zellen mit
Neomycin.

nachweisen, dass das Amino-
glykosidantibiotikum Neomycin B an
regulatorische Sequenzen der Tau pra-
mRNA bindet, und zwar im sogenannten major grove. Auf Ebene der
Sekundarstruktur bildet die pra- mRNA in diesem Bereich, der fur das 5°- Ende des
alternativen Exons 10 bzw. das anschlieRende Intron kodiert, moglicherweise einen
Stemloop aus. Interessanterweise ist dies ein Sequenzabschnitt, in dem mit
FTDP- 17 assoziierte Mutationen gehauft auftreten. Es stellte sich die Frage,
inwieweit sich diese Ergebnisse auf das in vivo Spleillsystem Ubertragen lassen. Ein
Spleilassay mit konstanter Menge an Tau- Wildtypminigen (1pg SV9- 10L- 11-
pSVIRB) und zunehmender Konzentration an Neomycin B (zwischen 50 und 400ug/
ml) bei gleicher Inkubationsdauer (18h) wurde in HEK293 Zellen durchgefuhrt. Mit
ansteigender Konzentration an Neomycin B konnte eine verstarkte Zunahme des
Ausschlusses von Tau Exon 10 beobachtet werden (Abb.33), wie sie durch Bindung
von Neomycin B in dem major grove der Tau pra- mRNA und der dadurch bewirkten

Stabilisierung des moglichen Stemloops zu erwarten gewesen ware.
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6 Diskussion

Fehlspleiflen von Tau Exon 10 ist mit etwa der Halfte aller bekannten Mutationen in
FTDP- 17 [105] und mit der Pathologie verschiedener anderer neurodegenerativer
Erkrankungen assoziiert [283]. Mehrere mit FTDP- 17 assoziierte Mutationen, durch
die es zu einer Forderung des Einschlusses von Tau Exon 10 kommt, sind bereits
beschrieben worden. Da Exon 10 fur eine der vier Aminosauresequenz-
wiederholungen innerhalb der Mikrotubuli- Bindungsdomane kodiert und Isoformen,
die alle vier Wiederholungen enthalten, eher zu Aggregation und Formation von
filamentdsen Lasionen neigen [109], ist es denkbar, dass durch eine Veranderung
des alternativen Spleillmusters und dem daraus resultierenden veranderten
Isoformverhaltnis ein Uberschuss an Isoformen einer Kategorie entsteht, der
hyperphosphoryliert und anschlieBend in Tauaggregaten abgelagert wird. Der
Pathomechanismus wuirde dementsprechend bereits auf pra- mRNA Ebene
einsetzen. Die Faktoren, die einen regulierenden Einfluss auf das alternative
Spleilen von Tau Exon 10 ausuben, mussten pathologische Veranderungen
aufweisen, die sich beispielsweise in  veranderter Lokalisation, in
Konzentrationsverschiebungen oder in einem verschobenen Verhaltnis zueinander

darstellen lassen.

6.1 Experimentelles Modell: Transfektionsassay

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob am Tau- SpleiRen beteiligte Faktoren in
verschiedenen Tauopathien tatsachlich verandert vorliegen, muissen diese erst
identifiziert und der molekulare Aktionsmechanismus aufgeklart werden. Ein Ansatz
zur ldentifikation potentieller Transfaktoren, die bei der Regulation des alternativen
Spleilens von Tau Exon 10 eine Rolle spielen, ist das im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Transfektionssystem in Zelllinien [10]. In diesem System ist es mdglich,
den Effekt bekannter, am Spleil3en beteiligter Faktoren hinsichtlich ihres Einflusses
auf die der Exon 10 Inklusion/ Exklusion zugrundeliegenden Mechanismen zu
untersuchen. Kandidaten fur diese Faktoren sind u.a. die SR- Proteine, bei denen fur
eine Gruppe (SF2/ ASF, SRp55 und SRp75) bereits Effekte nachgewiesen wurden
[12]. Erste Versuche zeigten eine gute Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse in
unserem System, das sich primar durch die Wahl der Zelllinien und des verwendeten

Minigens unterschied. Die Verwendung dieses Zellkultursystems stellt einen ersten
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Schritt flr eine Verbindung zwischen reinen in vitro Daten und den tatsachlichen in

vivo Gegebenheiten dar.

6.2 Htra2-  Isoformen zeigen unterschiedlichen Einfluss auf das

alternative SpleiRen von Tau Exon 10

Von SR- Proteinen ist bekannt, dass sie durch Interaktion mit spleiRosomalen
Komponenten, sowie Bindung an pra- mRNA Sequenzen sowohl das konstitutive, als
auch das alternative Splei3en in konzentrationsabhangiger Weise beeinflussen. Von
einer der mindestens zwei Proteinisoformen des humanen Transformer 2- 3, der
Volllangenisoform Htra2- 1, konnte bisher nachgewiesen werden, dass sie in das
alternative Spleil3en verschiedener Minigene involviert ist. Dieser Einfluss war sowohl
in vitro als auch in Zellkultur detektierbar. Vor kurzem wurde beschrieben, dass
Htra2- pB1 spezifisch an ein Cis- Element (ESE) in Tau Exon 10 bindet und in
Abhangigkeit von der Starke dieses Enhancers das alternative Spleilen des
Exons 10 in vitro verandert. Fur FTDP- 17 sind zwei Mutationen bekannt, die diesen
Enhancer betreffen, und zwar die Mutation A280K, die den Enhancer zerstort, und
die Mutation N279K, die den gegensatzlichen Effekt, namlich eine Verstarkung des
Enhancers zur Folge hat. Der Einfluss dieser Mutationen spiegelt sich auch in der
Tau- Isoformkomposition von betroffenen Patienten wider. Patienten mit A280K
weisen keine Exon 10 enthaltenden Tau- Isoformen (4R) in betroffenen Hirnregionen
auf, wahrend bei Patienten mit N279K eine Verschiebung des Isoformverhaltnisses
zugunsten der 4R- Isoformen zu finden ist. Ein am Spleil’en beteiligtes Protein, das
spezifisch an diesen Sequenzabschnitt des Exons 10 bindet, kann als Kandidat fur
eine regulierende Funktion auch in vivo betrachtet werden. Nachdem sich unsere
Vermutung bestatigte, dass sich der verstarkende Effekt Htra2- p1 auf den
Einschluss von Tau Exon 10 auch in unserem Zellkultursystem nachweisen liel3,
stellten wir Beobachtungen Uber die alternative Isoform Htra2- 3 an. Da dieser
Isoform eine der beiden SR- Domanen (Protein:Protein- Interaktionsdomanen) fehlt,
war es naheliegend, unterschiedliche Interaktionspartner bzw. Funktionen
anzunehmen. Ergebnissen aus Zwei- Hybrid- und IP- Experimenten zufolge scheint
dies zumindest fur die Interaktionspartner nicht zuzutreffen. In Bezug auf ihre
Funktion scheinen jedoch Unterschiede zu bestehen. So konnte fur die trunkierte
Isoform bisher z.B. kein Einfluss auf alternatives Spleilen nachgewiesen werden.

Dies anderte sich mit der Untersuchung des Tau- Minigens. Hier verstarkt Htra2- 33
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deutlich den Ausschluss des Exons 10. Es konnte sich hierbei um
Sequestrierungseffekte, evtl. auf der Basis einer Kompetition um die Bindung an die
Cis- Elemente der Tau pra- mRNA, handeln (Abb.34).

A Phosphorylierung

Hyperphosphoryllerung

Tra2-B3

Abb.34: Modell fiir den Einfluss der Tra-Isoformen auf Tau-Exon 10- SpleiRen

A. Phosphorylierung von Tra2-B1 flhrt zur Freisetzung aus den speckles, Tra2-f1 bindet an
regulatorische Sequenzen in Tau Exon 10, das Exon wird eingeschlossen.

B. Hyperphosphorylierung von Tra2-p1 fihrt einer Verdnderung des SpleiBmusters des tra-
Gens, es wird vermehrt tra2-f3 gebildet. Sowohl Tra2-B3 als auch hyperphosphoryliertes
Tra2-B1 fuhren zu verstarktem Ausschluss von Tau Exon 10, entweder durch Sequestrierung
oder durch verminderte Bindungskapagzitat fir die regulatorischen Sequenzen in Tau Exon 10.

Beide Isoformen von Htra2- 3 sind neuronenspezifische Proteine, weisen jedoch
Unterschiede in der gewebespezifischen Expression auf. Wahrend die
Volllangenisoform in der Ratte ubiquitar exprimiert zu sein scheint, wird die Tra2- 3
Isoform  sowohl entwicklungsspezifisch reguliert (nimmt im Verlauf der
Embryonalentwicklung zu) als auch gewebespezifisch exprimiert. So findet sich
beispielsweise im Gegensatz zum Hippokampus im Kortex der Ratte keine tra2- 3
Expression. Veranderungen in der Expression der unterschiedlichen tra2- f
Isoformen, die offenbar ein verandertes Spleifmuster des Tau- Gens nach sich
ziehen, mussen demnach hirnregionspezifisch interpretiert werden. So kdnnte eine
Verschiebung der Htra2-  Isoformen im Kortex andere Auswirkungen haben als im
Hippokampus. BerUcksichtigt man zusatzlich, dass fur die granularen Kornerzellen
des Gyrus dentatus (Teil der Hippokampusformation) keine oder nur sehr geringe
Mengen an 4R Tau- Protein im Menschen nachgewiesen werden kénnen, sowie flr
das Gehirn der Ratte eine im Vergleich zum Kortex drastisch hohere Expression der

Htra2- B3 Isoform, die in Zellkulturexperimenten eine verstarkte Expression der 3R
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Tau- Varianten begunstigt, so ist es denkbar, dass Htra2- f einen Teil der
Regulationskaskade des alternativen Spleillens von Tau darstellt. Untersuchungen
an post mortem Gewebe von Patienten mit Tauopathien, in denen spezifisch
Hirnregionen betroffen sind, fur die eine differentielle Genexpression von htra2- 3 und
Tau zu erwarten ist (Picksche Erkrankung - nur 3R- Isoformen in Aggregaten,
hauptsachlich in Gyrus dentatus; PSP — nur 4R- Isoformen in Aggregaten, bereits
auf mRNA- Ebene detektierbar), konnten Hinweise darauf liefern, ob sich ein
Zusammenhang zwischen einer veranderten Expression der Htra2- 3 Isoformen und

der von Tau- Isoformen herstellen lasst.

6.3 Kinase Clk2 beeinflusst das alternative SpleiBRen von
htra2- 3 Exons 2+3 und Tau Exon 10

Wie bereits nachgewiesen, unterdriickt eine Uberexpression der Serin/ Threonin
Kinase Clk2 den Einschluss der htra2-  Exons 2+3 in einem Zellkultursystem. Eine
Abnahme des Einschlusses eines alternativen Exons induziert durch die
SR- Proteinkinase Clk2, ebenso wie durch weitere Mitglieder der Clk- Familie, Clk1, 3
und 4, lie® sich auch flr Exon 10 des Tau- Minigens feststellen. Dabei war der Effekt
fur Clk2 (70- 80% Ausschluss) am Starksten. Es konnte unabhangig vom
verwendeten Expressionskonstrukt und von der verwendeten Zelllinie eine
Steigerung des Ausschlusses von Tau Exon 10 um mehr als das Doppelte im
Vergleich  zur  Kontrolle  (30%  Ausschluss)  nachgewiesen  werden.
Transfektionsexperimente mit Htra2- 1 bzw. Htra2- 33 als transagierenden Faktoren
beim alternativen Spleil’en des Tau- Minigens in einem Hintergrund genereller Clk2
Phosphorylierungsaktivitat zeigte, dass das Eintitrieren von Htra2- 1 einen
verstarkten Einschluss von Tau Exon 10 =zur Folge hat. Durch CIlk2
hyperphosphoryliertes Htra2- 1 ist demnach nicht in der Lage, den Einschluss von
Tau Exon 10 zu férdern. Dies bestatigt Ergebnisse von P. Stoilov [1], denen zufolge
die Bindung von Htra2- 3 an einen exonischen Enhancer in Abhangigkeit vom
Phophorylierungsstatus des Tra2- 3 Proteins erfolgt. Fur die Tra2- 33 Isoform konnte
dagegen kein verstarkter Ausschluss von Tau Exon 10 festgestellt werden. Ein
Grund dafur kénnte in der Wahl der experimentellen Bedingungen zu suchen sein,
da eine Uberexpression bereits geringer Konzentrationen der Kinase CIk2 in der

verwendeten Zelllinie zu einem starken Ausschluss von Tau Exon 10 fuhrt, so dass
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der Effekt von Htra2- B3 (ebenfalls eine Verstarkung des Ausschlusses von Tau Exon

10) moglicherweise dadurch verdeckt wird.

6.4 Einfluss des genomischen Kontexts

Wir konnten feststellen, dass der Effekt fur Clk2 im naturlichen Kontext wesentlich
starker war als in einem heterologen Kontext. Dies steht in Ubereinstimmung mit
friheren Ergebnissen [12] und weist darauf hin, dass das alternative Spleil3en von
Tau Exon 10 durch mehr Elemente als bisher angenommen beeinflusst wird [11;103].
Eine Abhangigkeit der Regulation alternativer Exons von den flankierenden Exons
konnte auch in anderen Systemen beobachtet werden, wie z.B. bei den Exons 6 und
7 des Topomyosin [284], Tau Exon 6 [285], Fibronektin [286] und der leichten Kette
von Myosin [287]. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine ausschlieRliche Analyse der
Tau Exon 10 Varianten in Exon- Trap- Vektoren fehlerhafte Ergebnisse erzielen
konnte, da geringere Auswirkungen auf das alternative SpleiRen des Exons 10 auf
Grund der fehlenden positiv verstarkenden Sequenzen der flankierenden Exons

unter die Nachweisgrenze sinken konnten.

6.5 Phosphorylierungsaktivitat ist Voraussetzung fiur den Clk2
Effekt

Da eine Verwendung von Clk Konstrukten, bei denen durch Mutation von Lysin{go zu
Arginin innerhalb der Kinasedomane eine inaktive Variante hergestellt wurde, in
parallelen Ansatzen keinen Einfluss auf das alternative Spleilen von Tau Exon 10
zeigte, wahrend die aktive Kinase zu einer prominenten Unterdrickung des Exons
fuhrte, ist von der Voraussetzung auszugehen, dass der Einfluss von CIk von seiner
Phosphorylierungsaktivitat abhangt.

Da die Clks nicht in der Lage sind, RNA zu binden, ist der Effekt
hdchstwahrscheinlich indirekt. Beispielsweise kdonnten sie Splei3faktoren, wie den
humanen Transformer 2- B phosphorylieren und so aus den speckles, in denen
dieser und andere spleildrelevante Proteine gespeichert sind, freisetzen. Es konnte
gezeigt werden, dass Clks die intranukledre Lokalisation von SR- Proteinen
regulieren [241;243] und dass eine Phosphorylierung in der SR- Domane notwendig

ist, damit SR- Proteine die Transkriptionsstellen ansteuern [288;289].
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6.6 Der durch Clk2 induzierte Ausschluss von Tau Exon 10 ist
spezifisch

Der genaue molekulare Mechanismus der Clk- Aktivitat ist noch unbekannt. Die
Aktivitat der Clks hinsichtlich der Auswahl von Spleil3stellen ist jedoch selektiv, da
das alternative SpleiRen in den Mingenen Tau Exon 10, SRp20 Exon 4 [10] und
htra2- B Exon 2+3 und E1a, nicht aber in drei anderen getesteten Minigenen (SRC,
CD44 Exon 5, CLB) beeinflusst wurde.

6.6.1 Transfaktoren

Um zu testen, ob der vermutete indirekte Effekt der Clks uber die Phosphorylierung
eines einzelnen spezifischen SR- Proteins ablauft, haben wir den Einfluss
verschiedener Proteine, die in vitro durch die Kinasen CIk1- 4 phosphoryliert werden
mit dem Effekt von Clk2 auf die Regulation des alternativen Spleilens von Tau Exon
10 verglichen. Die getesteten Faktoren (SRp55, SRp75, SAF- B, hnRNP- G und
Htra2- B3) induzierten zwar einen Ausschluss von Tau Exon 10, es war jedoch
notwendig, eine hohere Konzentration an entsprechendem Expressionsplasmid zu
transfizieren. Dennoch konnte kein vergleichbar starker Effekt erzielt werden.
Quantifizierung zeigte, dass Clk2 den starksten Effekt auf die Regulation von Tau
Exon 10 hatte.

Da keines der getesteten SR- Proteine einen ahnlich starken Einfluss auf das
alternative Spleilen von Tau Exon 10 aufweist wie Clk2, vermuten wir, dass mehrere
unterschiedliche SR- Proteine in den Prozess involviert sind. Hauptkandidaten daftr
sind auf Grund des starksten Effekts Htra2- B und hnRNP- G. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass sowohl Tra2- 1 als auch hnRNP-G den
Einschluss von Exon 7 des SMN2- Minigens in Zellkultur stimulieren [290].

Fur die Isoform Htra2- B3 konnte analog zum Tau Exon 10- Minigen kein Effekt auf
das alternative Spleilen des SMN2- Minigens festgestellt werden. Geht man von
einer generell antagonistischen Funktion der Tra2-  Isoformen aus, wie sie sich im
Tau Exon 10 Minigensystem andeutet, ist dieser Effekt in dem verwendeten System
moglicherweise nicht detektierbar, da auch hier das Spleilimuster einen grundlegend
starken Ausschluss des Exons (85%, bei Tau Exon 10: 70%) zeigt.
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6.6.2 Kinasen

Eine Reihe von Kinasen, die mit Tauopathien in Zusammenhang gebracht werden,
wurden auf ihren Einfluss bezuglich des alternativen Spleilens von Tau Exon 10 in
Zellkulturexperimenten untersucht. Zum Teil waren dies Kinasen, durch deren
Funktion - die Phosphorylierung von SR- Proteinen - ein Einfluss auf alternative
Spleilentscheidungen gegeben war (Clk1- 4, SRPK1/ 1a), anderen Kinasen, wie
CDK5, DYRK wird eher eine Funktion als Tau- Proteinkinase zugesprochen. Fir alle
untersuchten Kinasen konnte eine Induktion des Ausschlusses von Tau Exon 10
nachgewiesen werden. Es waren jedoch z. T. wesentlich hohere Konzentrationen
(bis zu 4pug fur aktiviertes CDKS5) an transfiziertem Expressionsplasmid erforderlich,
um einen moderaten Effekt zu erzielen. Der starke Effekt von Clk2 auf den
Ausschluss von Exon 10 wurde von keiner anderen getesteten Kinase erreicht.
Lediglich SRPK1a konnte in héheren Konzentrationen (1ug) einen ahnlichen Effekt
aufweisen. Der Unterschied zwischen SRPK1 und ihrer alternativen Isoform SRPK1a
beruht wahrscheinlich auf ihrer unterschiedlichen Phosphorylierungsaktivitat [232].
Ob dies auch fur die Unterschiede innerhalb der Clk Kinasen bzw. zwischen SRPK1/
1a und ClIk zutrifft, ist nicht bekannt.

Mittels Quantifizierung der Ergebnisse konnte demonstriert werden, dass Clk2 die
Kinase mit dem starksten Einfluss auf Tau Exon 10 Regulation ist. Dies weist darauf
hin, dass Kinasen mit ahnlichen biochemischen Eigenschaften in vitro
unterschiedliche Substratspezifitaten als in vivo aufweisen kénnen. Durch welche

Mechanismen diese bestimmt werden, ist derzeit noch unklar.

6.7 FTDP-17 Mutationen

6.7.1 SpleiBverhalten verschiedener FTDP- 17 Mutationen

Mutationen im Tau- Gen, die eine potentielle Anderung des alternativen
Spleilmusters von Exon 10 mit sich bringen, bestatigten in Transfektionsassays mit
entsprechend modifizierten Minigenkonstrukten diese Hypothese. So konnte gezeigt
werden, dass Mutationen, die exonische Enhancersequenzen verstarken (N279K,
L284L), oder den Spleillstellenkonsensus verbessern (S305N) zu einer vermehrten
Erkennung der Exon / Introngrenzen um Exon 10 fuhren und in einem vermehrten
Einschluss des alternativen Exons resultieren, wahrend eine Abschwachung von

Enhancersequenzen den gegenteiligen Effekt hat (A280K, [94]). Die in vivo Situation
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lasst sich demnach durch dieses System gut darstellen und kann als Ausgangpunkt
fur weitere funktionelle Untersuchung genutzt werden. Auf diese Weise ist es
moglich, im Tau- Gen auftretende Mutationen bei Patienten hinsichtlich ihres
Einflusses auf regulatorische Sequenzen in und um Exon 10 zu testen und so einen
ersten Hinweis auf den Krankheitsmechanismus zu erhalten. Des weiteren bietet das
System die Mdglichkeit, nach Faktoren zu suchen, die diese Fehlregulation des

alternativen Spleil3ens positiv zu beeinflussen vermogen.

6.7.2 CIlk2 beeinflusst das SpleiBverhalten verschiedener FTDP- 17 Mutationen

Wir konnten zeigen, dass durch Uberexpression der Serin/ Threonin Kinasen Clk1- 4
das alternative Spleilen von Tau Exon 10 in einem Zellkultursystem in Richtung
Exon 10- Ausschluss verschoben werden kann. Wesentlich ist in diesem
Zusammenhang, dass veranderte RNA- Prozessierungsablaufe bei Mutationen in
exonischen Elementen in Richtung eines Exon- Ausschlusses beeinflusst werden
konnen. Die hier untersuchten Mutationen hatten alle eine verbesserte Erkennung
der Exon / Introngrenzen und daher einen vermehrten Einschluss von Tau Exon 10
zur Folge. Durch zusatzliche Expression der SR- Proteinkinase Clk2 konnte diese
mutationsbedingte Verschiebung des Isoformverhaltnisses von Tau Exon 10 reguliert
werden. Ausnahme dazu bildet die Mutation S305N, bei der die 5'- Splei3stelle des
Exons 10 verbessert wird und eine potentielle Stemloop- Struktur destabilisiert wird.
Hier verhalt sich Exon 10 wie ein konstitutives Exon und kann nicht mehr alternativ

reguliert werden.

6.8 Modell fur die Regulation des alternativen SpleiBens von
Tau Exon 10

Die Kinase Clk2 konnte ein spezifisches Subset an Proteinen, die regulierend in den
Spleillprozess eingreifen, aus den speckles freisetzen, und zwar in einer
Zusammensetzung und/ oder einem Phosphorylierungsstatus [244], der fur den Ein-
bzw. Ausschluss von Tau Exon 10 optimal ist. Eine weitere Moglichkeit ware, dass
Clk2 das Verhaltnis von Spleil3faktorisoformen zueinander verandert, die einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Auswahl von Spleif3stellen nehmen. Beispielsweise
produziert SRp20 Isoformen, die durch An- oder Abwesenheit der SR- Domane
gekennzeichnet sind [291;292]. Clk2 verstarkt hier die Expression der SR- Domane
enthaltenden Isoform [10]. Ahnlich wird durch Clk2 die Bildung der alternativen
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Htra2- B Isoformen beeinflusst, wobei die dadurch bewirkte An- bzw. Abwesenheit
der N- terminalen SR- Domane zu einem verandertem Einfluss auf das alternative
Spleiken von Tau Exon 10 fuhrt. In diesem Fall induziert die Kinase Clk2 die
verstarkte Expression der trunkierten Isoform (Abb.35).

Da die meisten SR- Proteine mittels alternativen Splei3ens reguliert werden, konnten
die Clks auch weitere SR- Domane enthaltenden Proteine regulieren. Auch die Clks
selbst werden durch alternatives Spleien reguliert, ihre regulierenden Transfaktoren
mussen jedoch erst noch identifiziert werden [243;293]. Somit zeigen unsere Daten,

wie ein kompliziertes Netzwerk regulatorischer Proteine durch Phosphorylierung

Interaktion
mit anderen
Proteinen %

Tau Exon10 pra-mRNA
s Erkrankung:

CBD
Co> FTD
FTDP- 17

Phosphorylierung

tj%!_[! Speckle .lel.l. ﬁ

Hyperphosphorylierung

GG o3 B

@7 &
0 Erkrankung:
I lab W v .' /0 e / IF-";%P .
[
Ausschluss der Exons Tra2-p3
2+3 der Tra2-p pra-
mRNA

Abb.35: Modell fiir den Einfluss von Clk2 und Tra2-f auf das alternative SpleiBen von Tau
Exon 10

Phosphorylierung von Hitra2-p1 durch die Kinase Clk2 fihrt zur Freisetzung aus den
Speicherkompartimenten (speckles). Htra2-B1 kann an den exonischen Enhancer des Exons 10 der
tau prd- mRNA binden, Exon 10 wird vermehrt eingeschlossen, die 4R Isoformen verstarkt
exprimiert.

Hyperphosphorylierung von Htra2-p1 verringert die Bindungskapazitdt an den exonischen
Enhancer, Exon 10 wird verstarkt ausgeschlossen. Desweiteren verstarkt Hyperphosphorylierung
des Htra2-p1 Proteins durch Clk2 die Generierung der Htra2-g3 Isoform, dadurch kommt es
ebenfalls zu verstarktm Ausschluss von Exon 10, es werden vermehrt 3R Tau- Isoformen gebildet.
Ein Anderung des Verhaltnisses der 3R / 4R Tau Isoformen zueinander ist pathologisch.
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verandert werden kann, mit dem Ergebnis spezifisch veranderter pra- mRNA
Prozessierungswege.

Selektive Ablagerung nur einiger Tau- Isoformen wird in einer Anzahl von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie z. B. der progressiven supranuklearen
Blickparese, der kortikobasalen Degeneration und der Pickschen Erkrankung [283]
beobachtet. Diese Erkrankungen zeigen haufig eine Assoziation zu Fehlsplei3en von
Tau Exon 10 [294]. Es ist moglich, dass diese Verschiebung der Isoformkomposition
durch Konzentrationsunterschiede von Transfaktoren verursacht wird, die die pra-
MRNA Prozessierung regulieren. Diese Variationen sind wahrscheinlich die Ursache
fur den gewebespezifischen Einfluss mutierter Allele [129] und tragen
moglicherweise zu pleiotrophen Phanotypen einiger Mutationen in der Bevolkerung
bei [130]. Wir vermuten daher, dass durch Konzentrationsanderungen der Proteine,
die an der pra- mRNA Prozessierung beteiligt sind, eine Veranderung des
alternativen SpleiRens bewirkt wird, welches zur Entstehung von Tauopathien
beitragt.

Die Mehrzahl dieser regulatorischen Proteine wird durch Phosphorylierung aus ihren
intranuklearen  Speicherkompartimenten  freigesetzt, = welches mit dem
unterschiedlichem Phosphorylierungsstatus, der in den meisten dieser Erkrankungen
beobachtet werden kann, Ubereinstimmt [295]. Mit einem besseren Verstandnis des
molekularen Mechanismus, der das alternative Spleil3en reguliert, wird es deutlicher,
dass defektes Spleilen der pra- mRNA bisher als auslosender Faktor fur
Erkrankungen unterschatzt wurde [7;13;296]. Eine Reihe von Experimenten zeigt,
dass krankheitsauslosende Fehlispleil’ereignisse in Zellkultursystemen geandert
werden konnen [207;297-299;299;300]. Dies deutet darauf hin, dass eine
Veranderung der Auswahl alternativer Spleilistellen, z.B. durch niedermolekulare
Substanzen, die die Phosphorylierung beeinflussen, ein neues therapeutisches

Prinzip darstellen konnte.

6.9 Fehlregulation alternativen SpleiBens und Erkrankungen:
Therapeutische Ansatze

Mechanismen, durch die Defekte des pra- mRNA Spleikens zur Ursache von

Erkrankungen werden konnen, sind unterschiedlich. Mutationen kdnnen einzelne

Gene betreffen, indem sie cis- Elemente verandern und so das Spleilken des

betroffenen Gens verandern. Diese Mutationen kénnen zur Expression von nicht
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naturlich vorkommenden RNAs fuhren, oder, wenn sie in regulatorischen Elementen
der pra- mRNA liegen, in einer Verschiebung des Verhaltnisses naturlich
vorkommender alternativer RNA- Isoformen resultieren. So fuhrt beispielweise eine
Punktmutation im Intron 2 des thalassamischen B-Globin Gens zu Entstehung einer
kryptischen Spleil3stelle. Dadurch wird ein Teil des Introns in die RNA
eingeschlossen und es kann kein funktionelles - Globin Protein gebildet werden
(Abb.36). Durch Mutationen entstandene kryptische Splei3stellen kdnnen durch
komplementare Oligonukleotide [299;301] oder siRNAs (small interference RNAS)
maskiert werden, sodass das Spleiten zum erwiinschten Genprodukt fuhrt.
Mutationen, die zu einer veranderten Verwendung alternativer Spleil3stellen fihren,
sind auf cis- Ebene in den exonischen und intronischen regulatorischen Elementen
zu finden (ESEs, ESSs, ISEs, ISSs). Diese Veranderungen sind u. a. fur familiare
Formen von IGHD Il (isolated growth hormone deficiency type Il), Frasier Syndrom,
atypische zystische Fibrose und bestimmte Formen der FTDP- 17 verantwortlich
(Ubersicht in [302]).

Da die Auswahl von Spleif3stellen von der relativen Konzentration der regulatorischen
Proteine abhangt, kdnnte eine Veranderung der Konzentration dieser Proteine zu
einer Korrektur des pathologischen Isoformverhaltnisses fihren, wie es fur Tau-
Proteinisoformen in bestimmten Mutationen der FTDP-17 der Fall ist. Dazu ist eine
genaue Kenntnis der molekularen Mechanismen, die die Auswahl von Spleif3stellen
regulieren, notwendig.

Nachdem die relative Konzentration am Splei3en beteiligter regulatorischer Proteine
(SR- und hnRNP- Proteine), sowie deren Aktivitat und Verfugbarkeit durch reversible
Phosphorylierung reguliert wird, bietet sich eine Vielfalt von Ansatzpunkten fur
therapeutische Konzepte. So kann beispielsweise das defekte Spleillverhalten, wie
es fur bestimmte Mutationen der FTDP-17 nachgewiesen wurde, in Zellkultur
reguliert werden, indem regulatorische Proteine durch ihre Kinase aktiviert bzw.
inhibiert werden. Es ware denkbar, niedermolekulare Substanzen zu isolieren, die
eine Freisetzung spezifischer regulatorischer Faktoren bewirken. Dies konnte
entweder uUber eine Aktivierung der entsprechenden Kinase oder eine Blockierung
der korrespondierenden Phosphatase erfolgen (Abb.36, S.97).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Substanzen, wie z. B. Aminoglykosid-
Antibiotika, direkt mit regulatorischen Strukturen der mRNA interagieren kdnnen.

Diese Interaktion lasst sich indirekt durch einen Einfluss auf das SpleiRverhalten des
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Abb.36 Beispiele fur Erkrankungen infolge von Fehlern des pra- mRNA SpleiBens

A. Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus (FTDP- 17): Beispiel fur eine Mutation in einem
Spleil3-Enhancer
Spleiken von Tau Exon 10 wird durch exonische und intronische Enhancer und
Silencersequenzen feinreguliert. Mutationen in der Nahe von Exon 10, die in FTDP- 17
Patienten nachgewiesen wurden (rote Schrift) beglinstigen den Einbau von Exon 10. Unter
Einfluss der CDC- ahnlichen Kinase Clk2 konnte dieser verstarkte Einschluss des Exons
reguliert werden. Dies eroffnet neue therapeutische Méglichkeiten, FTDP- 17 bzw. verwandte
Erkrankungen zu behandeln, indem nach Faktoren oder Substanzen gescreent wird, die den
Gebrauch alternativer Exons selektiv regulieren.

B. Spinale Muskuldre Atrophie (SMA): Kompensation eines nicht- funktionellen Gens
Positionsklonierung fihrte zur Identifizierung des survival of motoneuron- Gens (SMN) als
eines der in SMA betroffenen Gene. Zwei nicht-identische Kopien von SMN existieren auf
Chromosom 5q31. Volllangen SMN kann nur von der telomerischen Kopie generiert werden
(SMN-1), da ein stiller C/T Austausch in der zentromerischen Kopie (SMN-2, rot markiert) zur
Generierung eines trunkierten Proteins fihrt. SMA wird verursacht durch einen Defekt bei der
Expression des funktionellen Gens. Eine Moéglichkeit, den Ausfall der SMN-1 Expression zu
kompensieren, ist die Uberexpression von htra2-p1. Dieses SR-dhnliche Protein kann das
Spleilmuster der SMN-2 pra- mRNA in Richtung Einschluss von Exon 7 verschieben und so
zu einem funktionsfahigen Protein flihren.

C. B-Thallassamie: Eine Punktmutation aktiviert eine kryptische SpleiRstelle
Das zweite Intron des thalasséamischen B- Globingens enhélt eine C nach T Mutation an
Position 654. Daurch wird eine zusatzliche 5°- Spleifistelle kreiert, die eine kryptische
Spleilstelle an Position 579 der B- Globin pra- mRNA aktiviert. Dies fihrt zum Einschluss
einer intronischen Region. Antisense-Oligonukleotide kdnnen verwendet werden, um diese
anormale Spleil3stelle zu maskieren.

Tau- Minigens mittels Transfektionsassays in Zellkultur nachweisen. Auch hier
konnten sich therapeutische Ansatze bieten.
Da die meisten Spleil’faktoren erst nach der Freisetzung aus den nuklearen

Speicherkompartimenten aktiv sind und diese Freisetzung als regulatorischer
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Prozess fur die Konzentrationseinstellung der verfugbaren Spleil3proteine
veranwortlich ist, bietet es sich an chemische Banken zu screenen, um spezifische
Agonisten bzw. Antagonisten fur diese Kinasen zu identifizieren.

Desweiteren ist es wahrscheinlich, dass die Freisetzung der Spleil3faktoren als Folge
von Rezeptorstimulation erfolgt, sodass spezifische Antagonisten/Agonisten diesen
Prozess unterbinden konnten. Derartige Molekile waren aufgrund ihrer geringen
Grolde pharmakologisch leichter einsetzbar.

Wenn es durch Mutationen zu einer Veranderung der Komponenten des
Spleillosoms oder anderer regulatorischer Komplexe kommt, wird die Expression
multipler Proteine beeinflusst. So wurden flir die autosomal dominante Retinitis
Pigmentosa Mutationen in drei Genen identifiziert [303-305], die ortholog zu den
Hefegenen PRP31, PRP3 und PRP8 sind, welche an der Funktion des U4/U6 U5- tri
snRNPs beteiligt sind. Durch positionale Klonierung konnte SMN als verantwortliches
Gen fur SMA (spinal muscular atrophie) identifiziert werden. Ursache der Erkrankung
ist in den meisten Fallen der homozygote Verlust der funktionellen telomerischen
SMN1- Kopie [304]. Die genaue Funktion von SMN ist nicht bekannt, es interagiert
jedoch mit verschiedenen RNP- Komplexen unterschiedlicher Funktion [305]. Eine
Mdglichkeit, fir den Ausfall der SMN-1 Expression zu kompensieren, ist die
Uberexpression des Transfaktors Htra2-p1. Dieses SR-ahnliche Protein kann das
Spleilmuster der SMN-2 pra- mRNA in Richtung Einschluss von Exon 7 verschieben
und so zu einem funktionsfahigen Protein fuhren (Abb.36, S.97). Der Einsatz
synthetischer Exon- spezifischer Aktivatoren [306] konnte den Effekt dieses
Transfaktors stimulieren und zu einem therapeutischen Einsatz fuhren.

Kommt es durch Mutationen zu einem Einfluss auf Faktoren, die an der Regulation
alternativer Spleillvorgange beteiligt sind, so kdonnen die entsprechenden Effekte
wesentlich diversere Symptomen und groRere phanotypische Heterogenitat
hervorrufen, als in den oben angefihrten Beispielen.

Bei der Transition von normalem Zellwachstum zu Neoplasia und anschliel3end zu
malignen Tumoren findet man bei vielen Genen ein dramatisch verandertes
alternatives SpleiBmuster [13;307]. Das Spleilten verandert sich wahrscheinlich als
Folge von Veranderungen in transagierenden regulatorischen Faktoren, da
Mutationen in den betroffenen Genen nicht detektiert werden kdnnen [302]. Ahnliche
Uberlegungen lassen sich auch fiir Tauopathien anstellen, da hier, beispielsweise bei

der Alzheimer Erkrankung, keine Mutationen im Tau- Gen detektiert werden kdnnen,
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das alternative Spleimuster von Tau Exon 10 jedoch in Hippokampus und frontalem
Kortex von Patienten im Vergleich zu Kontrollen bzw. Kontrollregionen verandert zu
sein scheint (D. Glatz, pers. Kommunikation).

Da Fehlregulation alternativen Spleilens sich mehr und mehr als Ursache flr
menschliche Erkrankungen herauskristallisiert, intensiviert sich die Suche nach
neuen therapeutische Strategien, die darauf abzielen, Fehlspleilen entweder zu
umgehen oder zu korrigieren.

Die Ansétze reichen von Uberexpression regulatorischer Proteine, die das alternative
Spleilen bestimmter Exons beeinflussen [9;207;307], Verwendung von
Oligonukleotiden, die die Verwendung abweichender Spleildstellen verhindern
[308;309], Verwendung von Komponenten, die die Phosphorylierung von
Spleil¥faktoren beeinflussen [310] oder potentielle Sekundarstrukturen stabilisieren
[311], Hochdurchsatzverfahren zur Identifikation von Komponenten, die die Spleil-
Effizienz bestimmeter Target- RNAs verandern [312] bis zu trans-Spleildansatzen,
um mutierte Exons durch Wildtyp- Exons zu ersetzen [313].

Eine Aufklarung der molekularen Mechanismen, die zu Spleilddefekten fuhren, sollte
den Erfolg und die Zielrichtung der therapeutischen Strategien verbessern, ebenso
wie der Einsatz therapeutischer Reagenzien zu einer weiteren Aufklarung der
molekularen Grundlagen beitragen kann. So koénnte ein Zusammenspiel von
molekularbiologischer Grundlagenforschung, deren Ziel wu.a. die Aufklarung
molekularer Mechanismen ist, die die Selektion von Spleil3stellen bestimmen, und
klinischer Forschung, die zu einer detailierten Analyse von Erkrankungen fihrt, sowie
die daraus resultierenden verbesserten Diganose und Behandlungsmaoglichkeiten

dazu fuhren, dass Erkrankungen wie Alzheimer Demenz heilbar werden.
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