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Zusammenfassung

Chorea Huntington ist eine progressiv verlaufenelerodegenerative Erbkrankheit, die durch
eine Expansion im Polyglutamin-Abschnitt des kragtdassoziierten Proteins Huntingtin
verursacht wird. Aufgrund dieser Verlangerung siHdntingtin-Proteine in der Lage
intrazellular unter Ausbildung von zytoplasmatisthend nukledren Einschlusskorpern zu
aggregieren. Trotz intensiver Forschung auf die§ahiet sind die Pathomechanismen von
Chorea Huntington nicht vollstandig aufgeklart.

In post-mortalen Chorea Huntington-Gehirnen undseieiedenen Zellkultur- und Maus-
Modellen konnten aggregierte Huntingtin-Proteinet rAntikdrpern gegen N-terminale
Epitope, aber nicht gegen C-terminale Epitope detekwerden. Zellulare Aggregate
bestehen hauptsachlich aus N-terminalen Huntirfgtagimenten, die durch proteolytische
Prozessierung generiert werden und im Anschlusshéimeres Aggregationspotential als
Volllangen-Huntingtin haben.

Hauptziel der hier vorliegenden Arbeit war es, riilfe eines Zellkultur-Modells die
N-terminale Proteolyse von Huntingtin zu untersuchies konnte gezeigt werden, dass die
Region von Aminoséure 116-125 wichtig fur die Natérale Spaltung von Huntingtin ist.
Innerhalb dieser Region konnten Mutationen idensft werden, welche die N-terminale
Spaltung entweder reduzieren oder verstarken. Umzeédularen Effekt dieser Modulation
der N-terminalen proteolytischen Prozessierung mnalysieren, wurden verschiedene
Mutanten mit einem pathogenen Polyglutamin-Abs¢texprimiert. Die Mutatiom\121-122,
innerhalb der putativen Spaltregion, fuhrte zu ewerstarkten N-terminalen Proteolyse von
Huntingtin und ging mit einer erhoéhten Aktivitat agtotischer Prozesse, verringerter
Zellvitalitat und einer verstarkten Aggregation viRterminalen Huntingtin-Fragmenten in
der Zelle einher.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass versahiddege Huntingtin-Proteine mit
identischem Polyglutamin-Abschnitt ein unterschidtés Potential fir Toxizitdt haben und
die Formation von intrazellularen Einschlusskorgegime apoptotischen Prozesse auslost.
Schlussfolgernd konnte mit dieser Studie die Pmieesng von Huntingtin durch die
Etablierung eines Zellkultur-Modells flr N-termiedProteolyse naher analysiert werden. Die
Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass inhvedenen Zelltypen mutierte N-terminale
Huntingtin-Fragmente durch proteolytische Spaltgegeriert werden und diese Fragmente

zytoplasmatisch und nuklear aggregieren.
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Summary

Huntington’s disease is a progressive, inheritedragegenerative disorder caused by an
expansion of the polyglutamine repeat in the redpec protein huntingtin. A
neuropathological hallmark of Huntington’s diseasethe presence of cytoplasmatic and
intranuclear inclusion bodies mainly composed ofragated mutant huntingtin. Despite
intensive research in this field, the pathologiwedchanisms of Huntington’s disease are not
completely clarified.

In human postmortem brain, cell culture models ammlise models aggregated huntingtin is
only detectable with antibodies against N-termiegjions suggesting that aggregates consist
of huntingtin N-terminal fragments. The N-termiriedgments are generated by proteolytic
processing and they are more prone to aggregdtanfull-length huntingtin.

The aim of this study was to analyse the N-termabahvage of huntingtin in a cell culture
system. Here, | present evidence that the regidnmirtingtin covering amino acids 116 to 125
is critical for N-terminal proteolytic processingVithin this region, | have identified
mutations that either strongly reduce or enhanderhinal cleavage. To analyse the cellular
effect of modulation of N-terminale proteolytic pessing, | expressed huntingtin mutants
with an expanded polyglutamine stretch in cellse TiutationA121-122 within the putative
cleavage region enhanced N-terminal cleavage ofifgtm with an increased activation of
apoptotic processes, decreased cell viability agdremation of N-terminal huntingtin
fragments in cells.

Furthermore, | was able to show that huntingtintgares with identical polyglutamine
stretches and various protein lengths have a diitgpotential for toxicity and, moreover, the
formation of intracellular inclusion bodies does anhance apoptotic processes.

Taken together, in this study | analysed the pigteo processing of huntingtin by
establishing a cell culture model for N-terminaalage. The results of this study show that
in several cell types mutant N-terminal fragmerftiuntingtin are released by cleavage and

aggregate in the cytoplasm and nucleus.
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1 Einleitung

1.1  Chorea Huntington

Chorea Huntington (Huntington’s Disease, HD) istneei progressiv verlaufende
neurodegenerative Krankheit mit einer Expansion deslyglutamin-Abschnitts im
krankheitsassoziierten Protein, die zuerst von déew Yorker Arzt Georg Huntington
erkannt und beschrieben wurde. 1872 vertffentliGaerg Huntington einen Artikel mit dem
Titel ,On Chorea“ in dem er prazise die Merkmaleg #eankheit Chorea Huntington (das
griechische Wort ,Choreia” bedeutet Tanz) beschfidbntington 1872). Diese autosomal-
dominant vererbte Krankheit tritt mit einer Pravederon 5-10 Féllen pro 100 000 Menschen
auf und bricht meistens zwischen dem 35. und 5behsjahr aus (Harper 1992, Myetsal.
1983, Kremeret al. 1993). Die Krankheit dauert Gber 15 bis 20 Jalmreiad endet todlich.
Die progressiv fortschreitenden Symptome von Chordantington reichen von
unwillktirlichen Bewegungen der Extremitaten, Zuokem der Gesichtsmuskulatur,
Schluckstérungen, Koordinationsstorungen, Verlagtliektueller Fahigkeiten, Reizbarkeit,
Depressionen bis hin zu Personlichkeitsveranderungetroffene Patienten haben einen
zunehmenden Verlust der motorischen Kontrolle miiaglichen Bewegungsunruhen bis hin
zu Hyperkinesen mit verringertem Muskeltonus. Dgitere Verlauf der Krankheit ist eher
durch Bewegungsarmut (Hypokinesie) mit einer Ermghdes Muskeltonus gekennzeichnet.
Patienten mit einem friheren Krankheitsbeginn zeig®eft einen schwereren
Krankheitsverlauf. Zwar beeintrachtigt die Krankhe erster Linie das Gehirn, aber die
Betroffenen sterben meist an Komplikationen beddgth Schluck- und Atembeschwerden
oder an den Folgen von Sturz bedingten Verletzunbén Diagnose kann klinisch anhand
der Symptome gestellt werden. Neurologische, naydpmlogische und psychiatrische
Untersuchungen sowie Familienanamnese mussen difating werden. Darlber hinaus
besteht die Moglichkeit der genetischen Analyseobesich die ersten Symptome zeigen.
Zusatzlich werden Magnetresonanztomographie (MRJQmputertomographie (CT) oder
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zur Analylk Degeneration des Gehirns
eingesetzt. Bislang ist keine neuroprotektive Thieravon Chorea Huntington mdoglich.
Hyperkinesen werden durch Antihyperkinetika und idepileptika gebessert. Die
Behandlung von Verhaltensstérungen und psychiagiscSymptomen besteht aus dem

Einsatz von Serotonin-Reuptake-Hemmern und Neuleggda. Die medikamentdsen
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Therapien werden immer flankiert von ergotherageber, logopadischer und
physiotherapeutischer Behandlung, um die Schlucid 8prachfahigkeit beziehungsweise

Bewegungsfahigkeit zu verbessern.

1.1.1 Neurodegenerative Erkrankungen durch Expansion de®olyglutamin-
Abschnitts

Neben der Krankheit Chorea Huntington gibt es neeltere neurodegenerative Krankheiten,
denen eine Expansion des Polyglutamin-AbschnittsGzunde liegt. Insgesamt 9 dieser
Erbkrankheiten wurden beschrieben (Tab. 1). Hieréhlen Chorea Huntington (HD),

Dentatorubrale-pallidolysiale Atrophie (DRPLA), 8pbulbare Muskelatrophie (SBMA) und

die spinocerebellaren Ataxien (SCA) 1, 2, 3, 6uiid 17 (Ross 1995). Auffallend ist, dass
sich die Symptomatiken dieser Krankheiten sehr lahri€ne selektive Neurodegeneration
von spezifischen Neuronen tritt trotz ubiquitarerxpEession der entsprechenden

krankheitsassoziierten Proteine auf (Ross 1995).

Tabelle 1: Neurodegenerative Krankheiten mit einem pathog@&wyglutamin-Abschnitt.

Krankheit  Protein Pathogener Poly- Betroffene Gehirnregionen
glutamin-Abschnitt
HD Huntingtin 36-121 Corpus striatum, Gro3hirnrinde
DRPLA Atrophin-1 49-88 Kleinhirn, Grof3hirnrinde,
Basalganglien, Luys-Korper
SBMA Androgen- 38-62 Vorderhornneurone im
Rezeptor Spinalmark, Spinalganglien
SCAl Ataxin-1 40-82 Purkinje-Zellen, Hirnstamm,
Nucleus dentatus
SCAZ2 Ataxin-2 32-200 Purkinje-Zellen, Frontallappen
Hirnstamm
SCA3 Ataxin-3 61-84 Nucleus dentatus, Hirnstamm)|,
Basalganglien, Ruckenmark
SCA6 P/Q-Typ 20-29 Purkinje-Zellen,
c&-Kanal Nucleus dentatus,
alA-Untereinheit Nucleus olivaris inferior
SCA7 Ataxin-7 37-306 Kleinhirn, Hirnstamm, Makula,
Visueller Cortex
SCAl7 TATA-Box 47-63 Purkinje-Zellen,
Bindeprotein Nucleus olivaris inferior
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Bei all diesen Erkrankungen besteht eine Korrefanwischen der Lange des Polyglutamin-
Abschnitts und dem Auspragungsgrad der Krankheid(éwet al. 1993, Duyacet al. 1993,
Stineet al. 1993, Nance 1997). Anhand eines Maus-Modells logetzeigt werden, dass das
EinfUhren einer zusatzlichen Gensequenz, kodieféneinen expandierten Polyglutamin-
Abschnitt mit 146 Glutaminen, in das HypoxanthimBbhoribosyl-Transferase-Gen,
welches nicht mit Polyglutaminerkrankung assoziistt ebenfalls nach Expression dieses
Proteins Neurodegeneration hervorruft (Ordway JM7)9Die Mause hatten einen &hnlichen
Phanotyp, wie Mause mit einer PolyglutaminkrankhBiese Untersuchungen unterstitzten
die Annahme, dass ein verlangerter PolyglutamineAbgt kontextunabhéngig Neuro-

degeneration verursachen kann.

1.2  Neuropathologie von Chorea Huntington

Der Krankheit Chorea Huntington geht eine Atropdies Gehirns einher, wobei verschiedene
Hirnregionen unterschiedlich stark betroffen sirieine Degeneration von spezifischen
Nervenzellen findet Uberwiegend im Corpus striatuemem Teil der Basalganglien
bestehend aus Neostriatum und Pallidum, und inmgeren Ausmalf in der GrofRhirnrinde,
im Subthalamus und in der Substantia nigra statinédttelet al. 1985) (Abb. 1A). Das
Kleinhirn und der Hirnstamm sind weitestgehend ardfien.

Am starksten sind die mittelgrol3en bedornten stieat Neurone (,medium spiny neurons®)
degeneriert (Gravelandt al. 1985). Diese GABAergen Nervenzellen sind inhibgcine
Projektionsneurone, die vom Neostriatum zum Pathidund zur Substantia nigra projizieren.
Das Putamen, ein Teil des Neostriatums, ist firKbatrolle der Motorik verantwortlich.
Erregungen werden von hier aus normalerweise libeABAergen Neuronen indirekt oder
direkt Uber den Globus pallidus internus zum Thalarand zur Grof3hirnrinde geleitet. Im
Anfangsstadium der Krankheit gehen die indirekterbihdungen verloren, so dass es zu
unwillktirlichen Bewegungen (Hyperkinesie) kommt. rElu den Verlust der direkten
Verbindungen in spateren Krankheitsstadien kommt =zs$ einer hochgradigen
Bewegungsarmut (Akinesie) bis hin zur MuskelstgiRegor). Der Nucleus caudatus, ein
weiterer Teil des Neostriatums, ist unter anderemrantwortlich fir Kognition
beziehungsweise Emotion und ist ebenfalls bei Ghdfentington stark degeneriert. In

fortgeschrittenen Stadien kann die Volumenredukties Corpus striatums 60-90 % betragen
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und das Gewicht des Gehirns um etwa 20-30 % redug&én (Sanberg & Coyle 1984,
Vonsattelet al. 1985) (Abb. 1B).

Abbildung 1: Atrophie des Gehirns bei Chorea Huntingt#). Die Basalganglien bestehen anatomisch und
funktionell aus Nucleus caudatus, Putamen, Palljdsubstantia nigra und Subthalamus. Die neurodegtvne
Krankheit Chorea Huntington geht mit einer Funkssirung der Basalganglien einher. Quelle:
http://hopes.stanford.edu/basics/braintut/brain.B)ergleich eines post-mortalen Chorea Huntingtonitsh
(links) mit einem post-mortalen Kontrollgehirn (h¢s). Linke Gehirnhélfte eines betroffenen Indivichs mit
genereller Atrophie des Gesamtgehirns und fasstéwitliger neuronaler Degeneration des Corpus istréat
Quelle: http://hdroster.iu.edu/AboutHD/brainAndHBpa

1.3  Genetischer Hintergrund von Chorea Huntington

Chorea Huntington ist eine autosomal-dominante i&rheit mit einer nahezu vollstandigen
Penetranz. Zusatzlich liegt bei etwa 5-10 % deieRt&n eine Neumutation vor (Goldbesty
al. 1994, Falushet al. 2001). 1993 gelang die Identifikation des Gém5 (,important
transcript 15) auf dem kurzen Arm des Chromosomid dem Lokus 4p16.3, welches
spater inhuntingtin-Gen ftt) umbenannt wurde (The Huntington's Disease Cotithe
Research Group 1993). Dhagntingtin-Gen hat, abgesehen von den (CA®)iederholungen,
keine Ahnlichkeit zu bisher identifizierten Genéfuntingtin besteht aus 67 Exons, die sich
Uber 170 kb genomische Sequenz erstrecken. BendesuMenschen wiederholt sich das
huntingtin-Trinukleotid CAG 9-35 mal. Bei Wiederholungen v@6-40 CAGs wurde
inkomplette Penetranz beobachtet und bei mehr@ISAIGs bricht die Krankheit zu 100 %
aus (McNeilet al. 1997). Die Lange des Trinukleotid-Abschnitts kbem invers mit dem
Zeitpunkt der Erkrankung (Andreet al. 1993, Duyacet al. 1993, Snelkt al. 1993, Zuhlkest

al. 1993, Norremollest al. 1993). Je grol3er die Anzahl der CAG-Tripletts tdddiher ist die
Manifestation der Erkrankung beziehungsweise degteer stirbt der Patient. Sind mehr als

60 CAG-Tripletts vorhanden, kommt es zu einem jilearManifestationsalter (Gusel& al.
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1997). Aufgrund meiotischer Instabilitdt kann sidie Lange des Trinukleotid-Abschnitts
andern und Uber die Keimzellen an die nachste @&omrweitergegeben werden. Wahrend
bei normalerhuntingtin-Allelen die Mutationshéaufigkeit niedrig ist, begtésie bei mutierten
huntingtin-Allelen mit einem expandierten Trinukleotid-Absdiirca 70 % (Zuhlkeet al.
1993). Interessanterweise sind bei der paternal@nsimission Expansionen des Trinukleotid-
Abschnitts haufiger als bei der maternalen Transiois Juvenile Chorea Huntington-
Patienten erben das mutiehigntingtin-Allel praktisch immer vom Vater (Ridlest al. 1988).
Die Expansion des Trinukleotid-Abschnitts von ei&eneration zur nachsten mit einem
zunehmenden Schweregrad oder einer friheren Mgatifas der Krankheit wird auch als
Antizipation bezeichnet.

Seltene Individuen mit homozygoten mutierteumtingtin-Allelen sind klinisch nicht von
Individuen mit heterozygoten mutiertdintingtin-Allelen zu unterscheiden (Wexlet al.
1987, Myerset al. 1989). Dies lasst vermuten, dass bei heterozygéédienten das normale
huntingtin-Allel keinen Einfluss auf den Prozess der Krankhat und dass bei homozygoten
Patienten das zusatzlich mutiehintingtin-Allel keinen deutlich starkeren Krankheitseffekt

ausubt.

1.4  Das Protein Huntingtin

Huntingtin ist ein I6sliches und hauptséchlich pjésmatisch lokalisiertes Protein mit 3144
Aminosauren und einer Molekularmasse von 350 kDab(&). Es hat keine Sequenz-
homologie zu anderen humanen Proteinen und wirdquithr, mit dem hdochsten
Expressionslevel im Zentralnervensystem und intdeden, exprimiert (Trottiegt al. 1995b,
Ferranteet al. 1997). Das Expressionsmuster von Huntingtin im itBeland speziell im
Corpus striatum erklart nicht die Degeneration spezifischen Neuronen (Fuse@b al.
1999). Vergleicht man die Proteinsequenz von humadentingtin mit der von anderen
Arten, so zeigt sich, dass die Sequenzen hochgkauigerviert sind (Gusellat al. 1997,
Harjes & Wanker 2003). Bei der Expression des Rrstéluntingtin werden die (CAG)
Wiederholungen in einen entsprechenden Polyglutskbsthnitt umgeschrieben. Nach den
Aminosauren 1-17 kommt der Polyglutamin-AbschnRblfyQ), gefolgt von zwei kurzen
Polyprolin-Abschnitten (PolyP). Es konnte gezeigeraden, dass Huntingtin mittels des
Polyglutamin-Abschnitts mit anderen Proteinen iaggert (Harjes & Wanker 2003, Li & Li
2004, Goehleet al. 2004). Die zwei kurzen Polyprolin-Abschnitte siglgenfalls in der Lage
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mit Proteinen, die eine SH3- oder WW-Domane halzenjnteragieren und kénnten eine
Rolle in der Stabilitat der N-terminalen Regionedpn (Liuet al. 1997, Fabeet al. 1998,
Sittleret al. 1998, Passaret al. 2000).

Durch bioinformatische Analysen ist es mdglich Hogtin-Strukturen vorauszusagen. Eine
postulierte Struktur besteht aus HEAT-Regionemr(tihgtin, Hongationsfaktor 3, PR65/A
Untereinheit der Proteinphosphatase 2#idkinase_TOR) und PEST-Regionen (Prolin)(P
Glutaminsaure (g Serin ($ und Threonin (J) (Takano & Gusella 2002, Andrade & Bork
1995, Rechsteiner & Rogers 1996). In Huntingtin desr mehrere HEAT-Regionen
identifiziert, die in 4 HEAT-Domanen geklustert dirEine HEAT-Region besteht aus circa
50 Aminosauren, die eine sogenannte helikale Hdats@muktur bilden. Das derzeitige
Struktur-Modell von Huntingtin ist ein flexiblesygerhelikales Solenoid bestehend aus sich
wiederholenden HEAT-Regionen mit einem hydrophokem (Li et al. 2006). Wie andere
Proteine, die HEAT-Regionen besitzen, scheint Hhgtitn ein Gerustprotein (,scaffold
protein”) zu sein, dessen Funktion die Vermittluran Proteinkomplexen ist (Vettet al.
1999, Cingolankt al. 1999, Grovest al. 1999, Chook & Blobel 1999). Huntingtin besitzt
ebenfalls PEST-Regionen, wobei 3 von 4 bioinforaadti vorrausgesagten PEST-Regionen
zwischen den 4 HEAT-Doménen liegen. PEST-Regioned Bolypeptid-Sequenzen mit
einer unstrukturierten Konformation im Protein, ehed flr proteolytische Spaltung durch

Endopeptidasen zuganglich sind (Rechsteiner & Rof@96).

PEST 1 PEST 2 PEST 3 PEST 4
S @
co w
oo =z
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aminosauresequenstralitur von Huntingtin. Im N-terminalen
Bereich kann sumoyliert (SUMO) und ubiquitinylie(UBI) werden (Kreis). Huntingtin besitzt einen
Polyglutamin-Abschnitt (PolyQ), gefolgt von zweirken Polyprolin-Abschnitten (PolyP), 4 HEAT-Domanen
und 4 PEST-Regionen. Blaue Dreiecke machen nackgemgé Phosphorylierungsstellen deutlich. Im
C-terminalen Bereich besitzt Huntingtin ein nukesAExportsignal (NES).

Das Protein Huntingtin unterliegt diversen posstationalen Modifikationen. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dassrniNnale Ubiquitinylierung von
Huntingtin an den Lysin-Resten K6, K9 und K15 wighfiir die Degradierung durch den
proteasomalen Abbauweg ist (Davies al. 1997, Kalchmanet al. 1996). Andere
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posttranslationale Modifikationen von Huntingtiniewsumoylierung, Phosphorylierung und
Palmitoylierung konnten ebenfalls nachgewiesen amiGteffanet al. 2004, Schillinget al.
2006, Yanakt al. 2006).

Die genaue Funktion von Huntingtin ist bis jetzthti eindeutig geklart. Sicher ist, dass
Huntingtin fir die Embryonalentwickung und Neurogs@ eine entscheidende, aber
ungeklarte Rolle spielt. Huntingtin knock-out Mand®yonen Kdh’) zeigen einen
erheblichen ektodermalen Zelltod und sterben amBa§ (Nasiret al. 1995, Duyacet al.
1995, Zeitlinet al. 1995, Whiteet al. 1997). Huntingtin ist mit vielen Organellen und
Strukturen in der Zelle, wie zum Beispiel Clathcoated Vesikel, Endosomen,
Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien, Mikktli und der Plasmamembran,
assoziiert (DiFiglieet al. 1995, Trottieret al. 1995a, Gutekungt al. 1995, Kegekt al. 2005)
und scheint verschiedene zellulare Funktionen ito@lgsma und im Nukleus zu erfillen. Es
konnte in unabh&ngigen Arbeiten gezeigt werden,s ddsintingtin an verschiedenen
zellularen Prozessen beteiligt ist und regulatbesEunktionen bei der Genexpression, dem
Metabolismus, dem intrazellularen Transport und Eledozytose besitzt (siehe Kapitel 1.6)
(Harjes & Wanker 2003, Li & Li 2004, Li & Li 200%Zuccatoet al. 2003, Singaraj&t al.
2002, Gunawardenet al. 2003, Gauthiert al. 2004). Ein anti-apoptotischer Effekt von
Huntingtin konnte ebenfalls nachgewiesen werdeneglalie Aktivierung der Procaspase-8
runterreguliert (Gervaiet al. 2002, Hackanet al. 2000).

1.5 Pathogenese von Chorea Huntington

Die (CAG)-Wiederholung imhuntingtin-Gen kodiert flr einen Polyglutamin-Abschnitt. Ist
diese (CAG)-Wiederholung expandiert und besteht aus mehrSAIG-Tripletts bricht die
Krankheit Chorea Huntington mit einer Penetranz ¥60 % aus. Die Verlangerung dieses
Abschnitts wird auch als ,gain of function“-Mutatiobezeichnet. Das heil3t, Huntingtin
gewinnt eine zusatzliche toxische Funktion dazu, Icine bedeutend fur die
Krankheitsentstehung ist (Ambros# al. 1994). Huntingtin-Proteine mit expandiertem
Polyglutamin-Abschnitt neigen zur intrazellularenggkegation unter Ausbildung einer
B-Faltblattstruktur (Perutet al. 1994). Die Zusammenlagerung dieBebtrange bildet einen
polaren ,Zipper“, der durch Wasserstoffbriickenbimglen zusatzlich stabilisiert wird.
Intrazellulare Aggregate, bestehend aus mutiertentikigtin-Proteinen, konnten in diversen

Zellkultur-Modellen, in verschiedenen Tier-Modellennd in post-mortalen Chorea
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Huntington-Gehirnen nachgewiesen werden (DiFigliaal. 1997, Gutekunset al. 1999,
Lunkeset al. 2002, Schillinget al. 2007).

Eines der ersten und am besten charakterisiertenMadelle, die zur Aufklarung von
Chorea Huntington generiert wurden, ist die traneg®auslinie R6/2, die das Exon 1 des
huntingtin-Gens mit circa 150 Glutaminen exprimiert. Diese uSkEl entwickeln einen
progressiven neurologischen Phanotyp mit vielenr€oéluntington-typischen Merkmalen,
wie motorische Dysfunktionen oder sichtliche Vetbiasabnormalitdten schon nach
5 Wochen, gefolgt von einem frihzeitigen Tod nathkael2 Wochen (Mangiarini L 1996,
Carteret al. 1999). Analysen der transgenen Mause bestatigtaronale Dysfunktionen und
intrazellulare Huntingtin-Aggregation (Davies al. 1997, Turmainest al. 2000, Liet al.
1999). Immunhistochemische Untersuchungen von mpastalen Chorea Huntington-
Gehirnen lieBen erkennen, dass mutierte Huntirfgtoteine in zytoplasmatischen und
nukleéren Einschlusskorpern zu finden sind (Dikigdi al. 1997, Schillinget al. 2007,
Hoffner et al. 2005, Becheret al. 1998). Zellulare Einschlusskorper sind mikroskopis
sichtbare ubiquitinylierte Huntingtin-Aggregate nmékrutierten Interaktionspartnern. Es
konnten ebenfalls Proteasomen-Untereinheiten unaépé&lone in diesen Einschlissen
nachgewiesen werden (Wanderer & Morton 2007, Rausgeal. 2009). Interessanterweise
konnten die nuklearen Einschlusskorper nur mit iKGrpern gegen N-terminale Bereiche von
Huntingtin detektiert werden und nicht mit Antikémp gegen C-terminale Bereiche, was
darauf schlieRen liel3, dass nukleare AggregatdNaesminalen Huntingtin-Fragmenten und
nicht aus Volllangen-Huntingtin-Proteinen besteh@ies konnte auch die Lokalisation von
Huntingtin im Zellkern erklaren, da Huntingtin keifunktionell aktives nukleares
Lokalisationssignal (NLS) besitzt und als Volllangeotein zu grof3 ist, um frei in den
Zellkern zu diffundieren. Die Generierung von kimien N-terminalen Fragmenten konnte
somit ein Grund fur den passiven Transport von Hkgth in den Zellkern mit
anschlieBender Aggregation sein (Ressal. 1997, Hackanet al. 1998). Da Volllangen-
Huntingtin ein klassisches nukleares Exportsigh® %) im C-terminalen Bereich besitzt und
N-terminale Fragmente dieses durch proteolytisaloed3sierung verlieren, kdnnte somit der
Verbleib der Fragmente im Nukleus erklart werdena(® al. 2003). Auf Grund dieser
Erkenntnis wurden Untersuchungen durchgeftihrt, urklaren, ob die nukleare Lokalisation
von mutiertem Huntingtin wichtig fir die Pathogemesn Chorea Huntingtin ist. Nach der
Expression von N-terminalem mutiertem Huntingtirt i1 Aminosauren in striatalen Zellen
konnten intranukleare Einschlusskorper und Apoptietektiert werden (Saud@atial. 1998).
Mutierte Huntingtin-Proteine mit den ersten 171 Aosauren und einem NES sind nicht in

der Lage nuklear zu aggregieren. Gleichzeitig kenmtachgewiesen werden, dass
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zytoplasmatisch lokalisiertes Huntingtin keine Nmlegeneration ausldst und nicht toxisch
fur Zellen ist (Saudowet al. 1998). HD-N171-82Q transgene Mause, die N-terremal
Huntingtin mit 171 Aminosauren und 82 Glutaminepraxieren, zeigen denselben Phanotyp
wie transgene Mause, die dasselbe Protein expemiewelches aber mit einem NLS
fusioniert ist (Schillinget al. 2004). Die NLS-N171-82Q Mauslinie unterscheidehsion der
HD-N171-82Q Mauslinie in der subzellularen Lokalisa des transgenen Proteinprodukts.
HD-N171-82Q Mause haben zytoplasmatische und nikE#schlisse und NLS-N171-82Q
Mause haben nur nukleare Einschlisse, was zeigs zigoplasmatische Einschlusskorper
invivo nicht toxisch sind und dass nukleér lokalisielemtingtin eine entscheidende Rolle
in der Pathogenese von Chorea Huntington spiedt.abnormale nukledre Akkumulation und
Aggregation von mutierten Huntingtin-Fragmenten rfihzu einer dysregulierten
Genexpression auf Transkriptionsebene (Abb. 3).

Mehrere Transkriptionsfaktoren, die Huntingtin @ndkonnten identifiziert werden (Li & Li
2004, Sugars & Rubinsztein 2003). Mutiertes Huritimgn I6slicher Form oder aggregiert,
kann mit basalen Transkriptionsfaktoren, wie TATAxBBindeprotein (TBP), CREB-
Bindeprotein (CBP), Transkriptionsfaktor Il F (TF)l p53, NFkB und Sp1l interagieren und
diese sequestrieren (Zhaial. 2005, Liet al. 2002, Nuciforaet al. 2001, Steffaret al. 2000,
Baeet al. 2005). Die Rekrutierung der Transkriptionsfaktoremukleare Einschlusskorper
reduziert deren Level zur transkriptionellen Retjata Die Anderung der Expression von
verschiedenen Genen in Chorea Huntington Maus-N&delkann auf Grund der
Sequestrierung von wichtigen Faktoren in nukledres¢hlisse oder durch die Interaktion
von ldslichem mutiertem Huntingtin mit Transkriptfaktoren erfolgen (Tallaksen-Greeete
al. 2005, Yuet al. 2002, Dunalet al. 2002). Mutiertes Huntingtin interferiert zum Bearp
mit der transkriptionellen Regulation des Nervenwsiomsfaktors BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), welcher eine Schliisselrolle das Uberleben und die Differenzierung
von Nervenzellen hat und in Chorea Huntington-Péie stark reduziert ist (Zuccagbal.
2001, Zuccatcet al. 2003, Strandet al. 2007, Lynchet al. 2007). Eine natirliche Funktion
von Huntingtin mit einem normalen Polyglutamin-Abeidt ist die Sequestrierung des
Faktors REST/NRSF (R element-1 silencing trangompfactor/neuron-restrictive silencer
factor), ein Repressor der Transkription von BDMk Zytoplasma. Durch die Expansion des
Polyglutamin-Abschnitts in Huntingtin verbleibt RESIRSF im Nukleus und reprimiert die
Expression von BDNF und anderen neuronalen Geneocéfoet al. 2001, Zuccatcet al.
2003). Eine Reduktion der REST/NRSF-Aktivitat erhdhe BDNF-Expression und ist
neuroprotektiv (Rigamontt al. 2007).

11
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Abbildung 3: Modell fur die Pathogenese von Chorea Huntingtontidte Huntingtin-Proteine (mhtt) kdnnen
zytoplasmatisch und nukleér aggregieren und in es#opisch sichtbaren Einschlusskoérpern detektierten.
Mutiertes Huntingtin kann verschiedene zellular@zResse beeinflussen. NI = nuclear inclusion (nukled
Einschlusskoérper). Modifiziert nach Landles & Bat2804.

Im Gegensatz dazu haben mehrere Studien bewieass htutiertes Huntingtin nicht nur im
Nukleus sondern auch im Zytoplasma Dysfunktionervdreuft. Eine intensive Suche nach
Interaktionen zwischen zytoplasmatischen Proteinemd mutiertem beziehungsweise
normalem Huntingtin mit Hilfe der Zweihybrid-TecHogie undin vitro-Bindungsstudien
bestatigte eine Vielzahl von Interaktionspartndtiar{es & Wanker 2003, Shagb al. 1995,
Borrell-Pageset al. 2006). Zwei Interaktionspartner von Huntingtin, PIA (Huntingtin-
associated protein 1) und HIP1 (Huntingtin-interagtprotein 1), sind am intrazelluléaren
Transport beteiligt. HAP1 ist assoziiert mit Dynaktpl50, einem Protein, dass im

Mikrotubuli-abhangigen retrograden Transport inveidist, und mit Kinesin, welches den
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anterograden Transport vermittelt (Engelendeal. 1997, Liet al. 1998, McGuireet al.
2006). Normales Huntingtin ist assoziiert mit HARDd stimuliert den Transport von
Vesikeln entlang der Mikrotubuli (Gauthiet al. 2004). HAP1 bindet mutiertes Huntingtin
starker als normales Huntingtin, was zu einer Eteisg des molekularen Motors von den
Mikrotubuli fuhrt. Es konnte gezeigt werden, dasstiertes Huntingtin den vesikularen
Transport von BDNF in striatalen Neuronen starkugeeit und die betroffenen Neuronen
schneller absterben. Anders als HAP1 bindet HIPZXiemtas Huntingtin schwécher als
normales Huntingtin (Kalchmaegt al. 1997). HIP1 braucht die Interaktion mit normalem
Huntingtin, um seine Zytoskelett- und Endozytosseaserte Funktion auszuuben. Eine
andere Theorie besagt, wenn Huntingtin einen expeed Polyglutamin-Abschnitt besitzt,
kann es HIP1 nicht mehr binden, welches dann wisdeiber seiner Todesdomane mit dem
Interaktionspartner HIPPI (HIP1 protein interactameragiert und durch Aktivierung der
Caspase-8 Apoptose auslost (Gerehal. 2002).

Mutierte Huntingtin-Proteine kdnnen nicht nur in Kiei von Neuronen sondern auch in
Axonen Aggregate bilden (Lét al. 2000). Aggregation von mutiertem Huntingtin fulct
einem veranderten axonalen Transport und hat eweenonalen Zelltod in Zellkultur- und
Drosophila-Modellen zur Folge (Gunawardestaal. 2003, Liet al. 2000, Szebenyet al.
2003, Trushineet al. 2004, Leeet al. 2004). Die Aggregate blockieren den Transport von
Vesikeln und von Organellen, wie beispielsweiseoktiondrien. Aus diesem Grund kann
angenommen werden, dass in frihen Phasen der Kaiu@orea Huntington die fehlerhafte
Interaktion von loslichem Huntingtin mit HAP1 duraten expandierten Polyglutamin-
Abschnitt den intrazellularen Transport unterbridhtspateren Phasen der Krankheit kommt
es zu einem Defekt im Transport in Neuronen durcional lokalisierte Aggregate.
Untersuchungen zur Funktion von normalem Huntingaben Aufschluss, dass nicht nur die
»gain of function“-Mutation und die darausfolgendeue toxische Eigenschaft von mutiertem
Huntingtin wichtig fir die Pathogenese von Choramtihgton ist sondern dass ein Verlust
der normalen und protektiven Funktion von Hunting(iloss of function“) durch die
Expansion des Polyglutamin-Abschnitts eine Rolledem zellularen Mechanismus spielt,
welcher zum ultimativen Zelltod spezifischer Newnrfuhrt (Rigamontet al. 2000, Leavitt

et al. 2001, Busclet al. 2003).

Chorea Huntington-Patienten weisen metabolischeekdef charakterisiert durch Gewichts-
verlust trotz gentigender Zufuhr von Energie, aufefiderst al. 1986, Jenkingt al. 1993).
Diese Defekte konnten mit mitochondrialer Dysfuaktin Zusammenhang gebracht werden
(Browne & Beal 2004, Browne & Beal 2006, Browseteal. 1997). Lange vor dem Eintreten

von motorischen Dysfunktionen konnten Anderungersiratalen Glucose-Metabolismus in
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Chorea Huntington-Patienten nachgewiesen werdeaft@ret al. 1992, Antoniniet al.
1996). Mutiertes Huntingtin kann die mitochondri&enktion unterschiedlich beeinflussen.
So wurde eine erhéhte mitochondriale Depolarisatiod eine defekte Calcium-Homoostase
in betroffenen Patienten und in einem transgenensM#odell detektiert (Sawet al. 1999,
Panovet al. 2002). Ursache hierfur kdonnte entweder eine dirédihdung von mutiertem
Huntingtin an die mitochondriale Membran sein oéler indirekter Effekt durch Repression
der Transkription von PGCel ein Co-Aktivator der Transkription zur Regulation
mitochondrialer Biogenese und oxidativer Phosphemnyhg (Cuiet al. 2006, Weydtet al.
2006).

Aggregation ist ein Merkmal fehlgefalteter Proteined wenn die Menge der abnormal
gefalteten Proteine die Degradierung dieser in dgte Ubersteigt, dann kommt es zur
Bildung von unldslichen Aggregaten. Normalerweiggsuchen das Ubiquitin-Proteasom-
System und molekulare Chaperone diese Aggregatiorechindern (Fink 1999, Voges al.
1999). Ein neuropathologisches Merkmal von Choreaintidgton und anderen
neurodegenerativen Krankheiten ist das Vorkommen vwuttrazellularen Einschlissen,
bestehend aus aggregierten, ubiquitinylierten Hhgtiti-Proteinen, verschiedenen
Interaktionspartnern und einer Kolokalisation vonha@eronen und Proteasomen-
Untereinheiten, was darauf schlie3en lasst, dasBeahler in der Degradierung der mutierten
Polyglutamin-haltigen Proteine besteht (Ciechanderundin 2003).In vitro und in vivo
konnen Chaperone der Hsp70- und Hsp40-Familiennmitiertem Huntingtin interagieren
und sind mit Aggregaten kolokalisiert (Jamh al. 2000, Verhoefet al. 2002). Die
Sequestrierung von Chaperonen in Aggregate veminde Menge frei verfligbarer
Chaperone in der Zelle und verstarkt wiederum diblfeltung von Proteinen (Hagt al.
2004). Die Uberexpression von Hsp70- und Hsp40-Elmgen verhindert Neuro-
degeneration in einem Drosophila-Modell und andestbiochemischen Eigenschaften von
unloslichen Aggregaten, so dass amorphe Strukemestehen (Muchowsld al. 2000, Chan
et al. 2000). Das Proteasom selbst ist nicht in der [R@gglutamin-Abschnitte proteolytisch
zu spalten. Folglich werden diese Polyglutaminipait Peptide in das Zytoplasma zur
weiteren Proteolyse durch Peptidasen entlassenk@ifemanet al. 2004). Benceet al.
konnten zeigen, dass die Expression N-terminaletiemer Huntingtin-Fragmente nach
transienter Transfektion eine vollstandige Inhibrey des Ubiquitin-Proteasom-Systems zur
Folge hatte (Bencet al. 2001). Polyglutamin-haltige Peptide konnen diratter indirekt die
proteasomale Funktion beeintrachtigen, aber weitéméersuchungen sind nétig, um die

vollstandigen zellularen Mechanismen zu klaren (itet al. 2007).
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Obwohl eine intensive Forschung in den letzten elalmu einem besseren Verstandnis der
molekularen Mechanismen in Chorea Huntington géfiiet, bleiben einige Fragen
unbeantwortet. Warum mutiertes Huntingtin, obwahuiquitar exprimiert wird, besonders
fur spezifische striatale Neuronen toxisch istjdil@einklar. Ebenfalls von Interesse ist die
Beantwortung der Frage, ob die nukleare oder/unptysmatische Lokalisation von

mutiertem Huntingtin wichtig fur die Pathogenesa @horea Huntington ist.

1.5.1 Aggregation von Huntingtin

Obwonhl zellulare Einschlusskorper ein pathologisciMerkmal von neurodegenerativen
Erkrankungen sind, wird ihre Rolle in der Proteigghegation kontrovers diskutiert.
Verschiedene Arbeiten gaben einen Hinweis daraufssd die Formation von
Einschlusskorpern einen zellularen Schutz darsteltt die Zellen Mechanismen entwickelt
haben, um mit den fehlgefalteten und aggregiertenefen umgehen zu kénnen (Ross &
Poirier 2005).

In Chorea Huntington-Gehirnen sind zytoplasmatisehé nukleare Einschlisse im Corpus
striatum, dem am starksten betroffenen Gehirnamalfinden. Interessanterweise ist die
Menge der Einschliisse in der GroRBhirnrinde, die ighéBtroffen ist, hdher als im Corpus
striatum (Gutekunstet al. 1999). Des Weiteren sind striatale Einschlissefidgu in
Interneuronen als in den am starksten betroffeneardhen, den mittelgrol3en bedornten
striatalen Neurone (,medium spiny neurons®) (Kuemmet al. 1999). Einein vitro-Studie
von Saudolet al. wies eine geringe Korrelation zwischen Einschlags&rn und neuronaler
Toxizitat nach der transienten Transfektion voniatten Zellen mit N-terminalen
Huntingtin-Konstrukten auf (Saudoat al. 1998). Mittels Lebendzell-Bildgebung konnten
Arrasateet al. den Effekt von exprimierten N-terminalen Huntimgiragmenten fusioniert
mit GFP (grun fluoreszierendes Protein) auf dielZabilitat Gber die Zeit analysieren
(Arrasateet al. 2004). Neurone, die keine Einschlusskorper gebibdgten, starben eher als
Neurone mit Einschlusskdrpern. Obwohl diese Stodibt bewies, dass zellulare Einschlisse
protektiv sind, unterstitzte sie diese Hypothesde Aliese Untersuchungen lieferten
Hinweise, dass unldsliches mutiertes Huntingtirzeétiularen Einschlissen nicht toxisch ist
und I6sliches mutiertes Huntingtin wahrscheinlioRisch ist. Bei der Alzheimer-Krankheit
gibt es ebenfalls nur eine schwache Korrelatiorszinen der Menge an amyloiden Plaques in
humanen post-mortalen Gehirnen und deren klinisdframkheitsbild (Terryet al. 1991).
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Ahnlich ist es bei der Parkinson-Krankheit mit eimgringen Korrelation zwischen dem
Vorhandensein von zytoplasmatischen Aggregaten ytie@rperchen) und dem Zelltod in
der Substantia nigra (Tompkins & Hill 1997).

Eine wichtige Frage in der Untersuchung von Aggtiega in neurodegenerativen
Krankheiten ist: Was ist die toxische Spezies? Sibdormal gefaltete Monomere oder
oligomere Formen toxisch? Proteinaggregation sth@imkomplexer Prozess mit mehreren
Zwischstufen zu sein (Abb. 4). Es konnte ein lieedVeg von Monomeren Uber Oligomere,
Protofibrillen und Fibrillen sein oder eine Serienvparallelen Prozessen, wo beispielsweise
amyloide Fibrillen durch Anlagerung von Monomereraclwsen. Nagaet al. konnten
nachweisen, dass fehlgefalt@d-altblatt-reiche Polyglutamin-Monomere toxisch #ellen
sind und deren Bildung durch das Polyglutamin-hiate Peptid QBP1 verhindert werden
kann (Nagai et al. 2007). QBP1 kann die Transition von einem unstm&tten
Polyglutamin-Peptid in ein toxisches und loslicilsnomer mit fehlgefaltete-Faltblatt-

struktur inhibieren.

Normal conformation W

‘J\. Monomers
Abnormal
conformations <« U} ™\

I 7 } —l

Dimers (Ulr Agpregates
Oligomers #$ /{
(3-50 monomers)

s
t Protofibrils ]

Annular /
=

oligomers
Fibrils

Amorphous ~ Retes”
aggregates "Ry
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bodies

Abbildung 4: Potentielle Synthesewege zur Formation von Aggergaind zellularen Einschlusskérpern in
neurodegenerativen Krankheiten. Die abnormale Rgltdes Monomers initiiert den Aggregationsprozess.
Wenn ein Aggregat lichtmikroskopisch sichtbar isird es als Einschlusskérper (inclusion body) belzeét.
Quelle: Ross & Poirier 2005.
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Gegensatzlich dazu konnten Takahaslal. zeigen, dass neuronale Zellen, die Polyglutamin-
Fusionsproteine exprimieren, toxische Oligomerdedsil (Takahashat al. 2008). Es ist noch
ungeklart, ob es nur eine oder mehrere toxischei&p&on Huntingtin gibt. Zusatzlich sollte
der biologische Kontext nicht auf3er Acht gelassenden. Verschiedene Zelltypen kdnnten
unterschiedlich empfindlich fiir toxische Spezieim g81d es gibt Hinweise, dass verschieden
gro3e Huntingtin-Fragmente unterschiedlich toxisskin kdnnen, wobei hier die
Polyglutamin-flankierenden Sequenzen eine Rollelspi Huntingtin ist ein Substrat fur
mehrere Proteasen und kann zu verschieden langemnmihalen Fragmenten prozessiert
werden, die jeweils ein unterschiedliches PoterftialToxizitat haben (Slovet al. 2005).
Weiterfihrende Untersuchungen des Aggregationspseze sind essentiell, um die

pathogenen Mechanismen in Chorea Huntington valistgzu verstehen.

1.5.2 Proteolyse von Huntingtin

Post-mortale Chorea Huntington-Gehirne wiesen Higtii-Fragmente auf, die nur mit
N-terminalen Huntingtin-Antikérpern detektierbar nea (DiFigliaet al. 1997, Sieradzaet

al. 1999, Lunkest al. 2002). Diese N-terminalen Huntingtin-Fragmenteemanauptsachlich
nuklear lokalisiert und in Einschlusskorpern zuén. Darauffolgende Studien in Maus- und
Zellkultur-Modellen gaben weitere Hinweise, dasstihgtin proteolytisch prozessiert wird
(Lunkeset al. 2002, Schillinget al. 1999, Schillinget al. 2007, Wellingtonet al. 1998,
Wellington et al. 2000, Tanakaet al. 2006, Ratovitskiet al. 2007). Kirzere N-terminale
Fragmente, welche den expandierten Polyglutamirciigt besitzen, neigen starker zur
Aggregation im Vergleich zu Volllangen-Huntingti@doperet al. 1998, Lunkes & Mandel
1998). Die Formation von Aggregaten ist abhangig er Lange des Polyglutamin-
Abschnitts und von der Lange des Huntingtin-Prateitas heildt, je langer die (CAG)
Wiederholung imhuntingtin-Gen und je kirzer die kodiertentingtin-Sequenz, desto starker
die Aggregation (Martindalet al. 1998, Hackanet al. 1998, Wellingtoret al. 2002). Chorea
Huntington Maus-Modelle, die mutierte N-terminaleurtingtin-Fragmente exprimieren,
zeigen einen starkeren Phanotyp und einen frih€oeleszeitpunkt als Maus-Modelle, die
Volllangen-Huntingtin exprimieren (Hodgsehal. 1999, Wheeleet al. 2000, Schillinget al.
1999, Mangiarini L 1996). Durch die Abspaltung dasgen C-terminalen Bereichs konnte
der abnormal gefaltete expandierte Polyglutamineibgt im N-terminalen Huntingtin-

Fragment besser zuganglich fir Interaktionen seid durch die konformelle Anderung
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effizienter als N-terminale Fragmente mit einem nmalen Polyglutamin-Abschnitt oder
mutierte Volllangen-Protein aggregieren (Coogeal. 1998, Martindalest al. 1998, Schilling

et al. 1999).

Mehrere Studien demonstrierten, dass VolllAngentidgtin ein Substrat flr verschiedene
Proteasen ist (Goldberg al. 1996, Wellingtoret al. 2002, Wellingtoret al. 1998, Lunkest

al. 2002, Gafniet al. 2004, Kimet al. 2006). Die ersten 600 N-terminalen Aminoséuren von
Huntingtin besitzen Spaltstellen fir Caspasen, &apund Aspartylproteasen (Abb. 5). Es
konnte in verschiedenen Tier- und Zellkultur-Modallgezeigt werden, dass N-terminale
Fragmente toxisch sind und die Toxizitdt propomilomit der Lange des Polyglutamin-
Abschnitts steigt (Martindalet al. 1998, Coopeet al. 1998, Wellingtoret al. 2000, Gafniet

al. 2004, Faberet al. 1999). Des Weiteren sind die l6slichen N-terminaléuntingtin-
Fragmente deutlich friher detektierbar als intdale Aggregate und neurodegenerative
Veranderungen (Wellingtoet al. 2002). Diese Erkenntnis fuhrte zu der Annahmes das
kirzere N-terminale Fragmente, die durch Proteodyseeriert wurden, eine essentielle Rolle
in der Neurodegeneration bei Chorea Huntingtonepie

Huntingtin wird invitro und invivo durch Caspasen gespalten, welche spezifisch nach
Aspartat-Resten (P1) schneiden, wobei die Sequenaathfolgenden Aminosauren (P2, P3,
P4) die Substratspezifitdt der verschiedenen Caspbsstimmt. Caspasen sind spezifische
Cystein-Proteasen, die fur die kontrollierte Prbte® im apoptotischen Zelltod
verantwortlich sind. Obwohl Caspasen wichtige Mtmten der Apoptose sind, kbnnen sie
andere zellulare Bedeutungen haben und eine wehilysiologische Rolle in lebenden
Zellen spielen (Mattson 2000, Mattson & Duan 1988n et al. 2001, Royet al. 2001).

° EPonQ
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Caspasen/Calpaine
430-600 aa

Aspartylproteasen
82-229 aa

-

Abbildung 5: Schema der N-terminalen Proteolyse von Huntinglimspasen, Calpaine und Aspartylproteasen
kénnen Huntingtin spalten und generieren somitititeale Fragmente mit dem Polyglutamin-Abschnitt.
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Caspase 3 spaltet Huntingtin nach Aminoséure 58352, Caspase 6 nach Aminoséaure 586
und Caspase 2 nach Aminosaure 552 (Wellingtah. 2002, Wellingtoret al. 2000, Graham

et al. 2006). Die Spaltung nach diesen spezifischen Agéinen wurde durdim vitro-Assays
bestatigt, indemin vitro-translatiertes Huntingtin mit rekombinanten Caspasnkubiert
wurde (Wellingtonet al. 1998, Wellingtonet al. 2000, Goldberget al. 1996). Caspase-
generierte N-terminale Huntingtin-Fragmente mitmalem und expandiertem Polyglutamin-
Abschnitt konnten mit Hilfe von Neoepitop-spezifisn Antikorpern (erkennen die neuen
Spaltstellen in Caspase-Fragmenten) in post-mort@leorea Huntington-Gehirnen und in
post-mortalen Kontrollgehirnen nachgewiesen wer(i#fellington et al. 2002, Kimet al.
2001). In YAC128-Méausen_(¥ast _dtificial chromosome), die Volllangen-Huntingtin mit
128 Glutaminen exprimieren, konnten Caspase-Fragmer der Bildung von Aggregaten
und den ersten Anzeichen von Neurodegenerationgeadbsen werden (Wellingtoet al.
2002). YAC128-Mause, die entweder die Caspase 8¢ Qaspase 2-Schnittstelle (Amino-
sauren 513 und 552) mutiert hatten, zeigten keineterschiedlichen Phanotyp zu
Kontrollmausen. Interessanterweise haben YAC128ddaumit mutierter Caspase 6-
Schnittstelle (Aminosdure 586) keinen YAC128-typec Phanotyp mit motorischen,
kognitiven und neuropathologischen Defiziten, wasadf hindeuted, dass das Caspase 6-
Fragment und nicht die Caspase 2- und 3-Fragmemwigo toxisch ist (Grahanat al. 2006).
Caspasen spalten auch andere Polyglutamin-haltrgéeiRe, die in neurodegenerativen
Krankheiten eine Rolle spielen. So werden unteesd Atrophin-1, der Androgen-Rezepor
und Ataxin-7 durch Caspasen gespalten und kirzedgglRtamin-haltige Fragmente
generiert, welche toxisch in Zellkultur-Modellemdi (Ellerby et al. 1999a, Ellerbyet al.
1999b, Younget al. 2007).

Eine zweite Gruppe von Proteasen, die Huntingtadtep kbnnen, sind Calpaine. Calpaine
sind eine Familie von ubiquitdar exprimierten ?Gabhéngigen Cystein-Proteasen, die als
Heterodimer mit einer katalytischen und einer ratprischen Domane agieren (Chan und
Mattson, 1999). Huntingtin wird von Calpain 1 undoBozessiert, wobei Calpain 1 eine
mikromolare und Calpain 2 eine millimola@alcium-Konzentration zur Aktivierung benétigt
(Kim et al. 2001, Goffredat al. 2002, Gafniet al. 2004, Suret al. 2002). Vermutlich spielen
der intrazellulare C&-Spiegel und Calpaine eine wichtige Rolle in dethBgenese von
Chorea Huntington (Gafni & Ellerby 2002). Defekte der mitochondrialen Calcium-
Regulation von YAC72-Mausen konnten beobachtet @il Zusammenhang mit der
Aktivierung von Calpainen bestatigt werden (Paebal. 2002). Die Stérung der zellularen
Calcium-Homoostase aktiviert Calcium-abhéngige Emzywie Calpaine. Die verstarkte

Aktivierung von Calpainen konnte in post-mortalerho@a Huntington-Gehirnen im
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Vergleich zu Gehirnen von gleichaltrigen Kontrolipenen nachgewiesen werden (Gafni &
Ellerby 2002). Zusatzlich konnten immunhistochemées@nalysen mit Calpain-Antikorpern
eine Kolokalisation von Calpainen und Huntingtinghggaten in Chorea Huntington-
Gehirnen zeigen (Gafni & Ellerby 2002). Calpainid2 spalten Huntingtin im N-terminalen
Bereich nach den Aminosauren 469 und 536, wobesediBereich mit den Caspase-
Spaltstellen Uberlappt. In HEK 293-Zellen, die mitapsigargin behandelt und mit Caspase-
resistenten Huntingtin-Konstukten transfiziert wemgd konnte eine Caspase-unabhangige
Calpain-Spaltung detektiert werden. Nach einer ieder beiden Calpain-Spaltstellen in
Huntingtin konnte auf3erdem die Generierung vonritgalen Fragmenten durch Calpaine
unterdrickt und eine reduzierte Toxititat indirglgmessen werden (Gafni & Ellerby 2002,
Gafniet al. 2004).

Calpaine und Caspasen sind involviert in apoptbéscProzesse und konnen in
Zusammenhang mit verschiedenen neurodegenerativkrankungen gebracht werden,
wobei derzeit noch unklar ist in welcher genauerthgelseitigen Beziehung diese beiden
Protease-Familien in diesen Erkrankungen steheme(T& Storey 2003).

Wie Dbereits erwahnt, aggregieren mutierte N-terieinaHuntingtin-Fragmente
zytoplasmatisch und nuklear. Verschiedene Arbekennten zeigen, dass N-terminale
Fragmente, welche deutlich kirzer sind als dieacB60 Aminosaure langen Caspase- und
Calpain-generierten Fragmente, in zellularen Einsgkorpern oder als I6sliche Proteine in
post-mortalen Chorea Huntington-Gehirnen, Zellkulitod Maus-Modellen zu finden sind
(DiFiglia et al. 1997, Lunkest al. 2002, Liet al. 2000, Schillinget al. 1999, Schillinget al.
2007, Tanakat al. 2006). Lunkeset al. wiesen zwei N-terminale Fragmente, die sie cp-A
und cp-B nannten, in einem neuronalen Zellkulturdglo und in post-mortalen Chorea
Huntington-Gehirnen mittels Immunfluoreszenz-Miktopie und Western Blot Analyse nach
(Lunkeset al. 2002). Interessanterweise war das Spaltprodul& opr im Nukleus und das
Spaltprodukt cp-B nur im Zytoplasma lokalisiert. tMililfe von Antikorpern gegen N-
terminale Epitope von Huntingtin konnten die Sgajtonen eingeengt werden. Cp-A wurde
mit dem Huntingtin-Antikdrper gegen Aminosaure 1-8Ber nicht mit dem Antikorper gegen
Aminosaure 115-129 nuklear detektiert. Cp-B wiedetkonnte mit dem Antikdrper gegen
Aminosaure 115-129, aber nicht mit dem Antikorpegen Aminosaure 214-229 detektiert
werden. Mutationsanalysen zeigten, dass die Deléiminosaure 105-114 die Generierung
von cp-A verhindert und die Deletion von Aminosagfs-214 die Bildung von cp-B stark
reduziert (Lunkeset al. 2002, Kim et al. 2006). Die Fragmentierung konnte durch den
Protease-Inhibitor Pepstatin verhindert werden, dasuf hinweist, dass Aspartylproteasen

verantwortlich fur die Generierung von cp-A und Bpsind. Ratovitskiet al. detektierten
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ebenfalls, in stabilen PC12-Zellen mit der Expr@ssivon VolllAngen-Huntingtin und
126 Glutaminen, zwei N-terminale Spaltprodukte {cpad cp-2) mit vergleichbaren Gréf3en
zu cp-A und cp-B, welche durch eine Caspase-unafpénProteolyse generiert wurden
(Ratovitski et al. 2007). Massenspektrometrische Analysen von cpialikerten die
Spaltstelle nach Aminoséure 167 und die Deletiom &minosaure 167-170 verhinderte die
Bildung von cp-2 mit einer Verbesserung der Zebilitat (Ratovitski et al. 2009). Im
transgenen Maus-Modell mit den ersten N-termindléh Aminosauren von Huntingtin und
82, 44 oder 18 Glutaminen konnte die GenerierungseN-terminalen Fragments, mit einer
GrolRe vergleichbar zu cp-A, unabhéngig von der kamigs Polyglutamin-Abschnitts
nachgewiesen werden (Schillimgal. 1999). N-terminale Proteolyse von Huntingtin ist e
normaler Prozess und kann in unterschiedlichen r@atg@alen von post-mortalen Chorea
Huntington-Gehirnen sowie Kontrollgehirnen beobatkterden (Mende-Muellest al. 2001,
Kim et al. 2001, Toneffet al. 2002). Die Spaltung von normalen Huntingtin duRtbteasen
koénnte eine physiologische Bedeutung haben.

Bis jetzt ist wenig Uber die Generierung von kur2¢erminalen Huntingtin-Fragmenten
bekannt. Da die proteolytische Prozessierung uadBddung von N-terminalen Fragmenten
wahrscheinlich ein initialer Schritte in der Patbngse von Chorea Huntington ist, sind
umfangreichere Studien essentiell, um die pathageBeeignisse dieser und anderer

Polyglutamin-Krankheiten zu verstehen.

1.6 Zielstellung

Chorea Huntington ist eine von neun neurodegereratPolyglutamin-Erkrankungen. Die
Expansion des Polyglutamin-Abschnitts von Huntimgtiihrt zu einer abnormalen
Konformation, was eine Aggregation mutierter Hugtin-Proteine und eine veranderte
Interaktion mit anderen Proteinen zur Folge hatgriégate im Zytoplasma und im Nukleus
bestehen aus N-terminalen Huntingtin-Fragmenters, lo@il3t, bevor die Initierung des
Aggregationsprozesses erfolgt, wird l6sliches \aoijen-Huntingtin  proteolytisch
prozessiert, wobei anschlieBend die kirzeren Nitallen Fragmente ein hoheres
Aggregationspotential als die VolllAngen-Proteirebdn. Zusatzlich zu den Caspase- und
Calpain-generierten Fragmenten wurden viel kirdéterminale Fragmente detektiert, die

zytoplasmatisch und nukledr aggregieren, aber kabarakterisiert sind. Es besteht die
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Hypothese, dass kurze N-terminale Huntingtin-Fragm&rankheitsassoziiert sind und eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von Chorea Hgtdimspielen.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines ZeltlutrModells zur Analyse der N-terminalen

Proteolyse von Huntingtin. Es sollte die Spaltregidentifiziert und die Beeinflussung der

Spalteffizienz mit Hilfe von Mutationen ermittelowie die daraus resultierenden zellularen

Effekte untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

E. coli-Stamm Genotyp Herkunft

DH50™ F-, ¢80lacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, recAl Invitrogen GmbH
endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, thi (Karlsruhe)
gyrA96, relAl,\-

XL1 blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE. Stratagene
relAl, lac, [F, proAB, laclZAM15, Tn10 (Tet)] (La Jolla, USA)

2.1.2 Zelllinien

HeLa:
Humane Zervixkarzinom-Zelllinie, ATCC-Nr. CCL-2, 89 etabliert (Geyet al. 1952),
epithelartige Zellen, adh&rent als Monolayer wactse

HEK 293:
Humane embryonale Nieren-Zelllinie, transformiert Adenovirus Typ 5 DNA, ATCC-Nr.
CRL-1573, 1977 etabliert (Grahaghal. 1977), epithelartige Zellen, adharent als Monalaye

wachsend

COS-7:
Immortalisierte Fibroblasten-Zellen der Afrikaniech Grinen Meerkatze (green african
monkey), isoliert aus dem Gewebe der Niere, ATCCORL-1651, 1981 etabliert (Gluzman

1981), adharent als Monolayer wachsend
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NZ2a:
Murine Neuroblasten-Zelllinie, isoliert aus einereudoblastom, ATCC-Nr. CCL-131, 1969
etabliert (Klebe & Ruddle 1969), adhérent als Magel wachsend

STHdh*/Hdh'™:

Immortalisierte striatale Progenitorzellen der Maus, exprimierenrnrades endogenes
Huntingtin mit 7 Glutaminen (Wildtyp), isoliert audVildtyp-Mausembryonen und
anschlie3ende neuronale Differenzierung, 2000 ietaljT rettelet al. 2000), von Prof. Marcy
MacDonald zur Verfiigung gestellt, adharent als Mayer wachsend

STHdh " /Hdh

Immortalisierte striatale Progenitorzellen der Maeigprimieren mutiertes Huntingtin mit 111
Glutaminen, isoliert aus homozygotemdh®**¥®™ Knock-in-Mausembryonen und
anschlieBende neuronale Differenzierung, 2000 ietalfTrettelet al. 2000), von Prof. Marcy

MacDonald zur Verfiigung gestellt, adharent als Mayer wachsend

2.1.3 Medien

2.1.3.1 Medien zur Anzucht vonE. coli-Zellen

LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl pH 7,0
ad 1 | Aqua bidest.
15 min bei 121 °C autoklavieren

LBampyMedium 1| LB-Medium, 100ug/ml Ampicillin

LBamgAgar 40 g LB-Agar
ad 1 | Agqua bidest.
15 min bei 121 °C autoklavieren

100 pg/ml Ampicillin
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2.1.3.2 Medien fur die Zellkultur

HEK 293-, COS-7-, DMEM mit hohem Glucoseanteil (4,5 pg/ul) und steinl
HelLa-, N2a-Zellen L-Glutamin, 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycit0Q U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin)

STHdh*/Hdh™-, DMEM mit hohem Glucoseanteil (4,5 pg/ul) und steinil
STHAh*YHdhRM: L-Glutamin, 10 % FCS, 1 % Penicillin/StreptomycitDQ U/ml
Zellen Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin), 400 pg/ml G418

2.1.4 Puffer und Losungen

TFB | 30 mM Kaliumacetat, 50 mM Mngl1100 mM KCI, 10 mM
CaClb, 15 % (v/v) Glycerin

TFB I 10 mM MOPS, 75 mM Cagl10 mM KCI, 15 % (v/v) Glycerin

Losung 1 0,9 g Glucose, 2,5 ml 1 M Tris/HCI (pH 8,0), 2 mbM EDTA
ad 100 ml Aqua bidest.

Lésung 2 250 ul 20 % SDS, 500 pl 2 M NaOH
ad 5 ml Aqua bidest.

Losung 3 60 ml 5 M Kaliumacetat, 11,5 ml Essigsaure
ad 100 ml Aqua bidest.

50x TAE-Puffer 242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDPA 8,0)
ad 1 | Aqua bidest.

6x Gelladepuffer 0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 60 % Glycerin, 60 mM ED
Aqua bidest.

Ethidiumbromid-SL 10 mg Ethidiumbromid
ad 1 ml Aqua bidest.

10x PBS 1,37 M NaCl, 27 mM KClI, 100 mM N&lPQO, x H,0,
20 mM KH,PQ,, auf pH 7,4 einstellen
ad 1 | Aqua bidest.
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BSA/FCS in PBS

1 % (w/v) BSA, 2 % (v/v) FCS in 1x PBS

DAPI-SL

10 mg DAPI
ad 1 ml Aqua bidest.

Eindeckmedium

Lésung A: 4,8 g Mowiol 4-88, 12 g Glycerin, 12 mj@a bidest.
24 ml 0.2 M Tris/HCI (pH 8,5)
Losung B: 10 mg-Phenylenediamin, ad 1 ml Aqua bidest.

Losung C: 9x Losung A und 1x Losung B vereinigen

Lysispuffer 50 mM Tris/HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 1 % Triton X00,
1x Complete Protease Inhibitor Cocktail
ad 50 ml Aqua bidest.

BSA-SL 1 mg BSA

ad 1 ml Aqua bidest.

6x SDS-Ladepuffer

1,95 ml 1 M Tris/HCI (pH 6,8), 0,9 g SDS, 1,5 mM&rcapto-
ethanol, 3 ml Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau

ad 5 ml Aqua bidest.

2x Harnstoff-SDS-
Ladepuffer

0,65 ml 1 M Tris/HCI (pH 6,8), 0,3 g SDS, 0,5 mMg&rcapto-
ethanol, ad 5 ml 8 M Harnstoff-Lésung

3 ml Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer

30,3 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS
ad 1 | Aqua bidest.

Coomassie-Farbelosun

450 ml Methanol p.a., 63 ml Essigsaure, 27 ml 1 86r@assie
brilliant blue R250 in 50 % (v/v) Methanol
ad 1 | Aqua bidest.

Entfarbel6sung

50 ml Methanol p.a., 34 ml Essigsaure, ad 1 | Agjdast.

Anodenpuffer | 25 mM Tris/HCI, 20 % (v/v) Methanol, auf pH 10,ssiellen
Anodenpuffer Il 300 mM Tris/HCI, 20 % (v/v) Methanol, auf pH 10 #hsellen
Kathodenpuffer 25 mM Tris/HCI, 20 % (v/v) Methanol, 6-Aminohexa@se,

auf pH 9,4 einstellen

Ponceau S-LOosung

2,5 g Ponceau-S, 400 ml Methanol p.a., 75 ml E&aigs
ad 1 | Aqua bidest.
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1x PBST

1x PBS mit 0,2 % Tweéh20

2.1.4.1 Trenngel und Sammelgel fur die SDS-PAGE

Aqua bidest.

30 % Acrylamid 1:29
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
10 % SDS

10 % APS

TEMED

Trenngel Trenngel
(10 %) (12 %)
4,0 ml 3,3 ml
3,3ml 4,0 ml
2,5 ml 2,5 ml
0,1ml 0,1ml
0,1 mi 0,1 mi

0,004 ml 0,004 ml

Trenngel
(15 %)

2,3 ml
5,0 ml

2,5 ml

0,1 ml
0,1 ml

0,004 ml

2.1.4.2 Trenngel und Sammelgel fur die SDS-Harnstoff-PAGE

Aqua bidest.

30 % Acrylamid 1:29
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
8 M Harnstoff-Losung
10 % APS

TEMED

Trenngel (12 %)

4 mi

2,5 ml

3,5 ml

0,019 ml

0,019 ml
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Sammelgel
(4 %)

3,0 ml

0,66 ml

1,26 mi
0,05 ml
0,025 ml

0,005 ml

Sammelgel (4 %)

0,75 ml

0,6 ml

1,25 ml

2,4 ml

0,015 ml

0,015 ml
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2.1.5 Nukleinsauren

2.1.5.1 Vektoren

Vektor Verwendung / Merkmale Herkunft
pBluescripf Il Klonierungsvektor, MCS, Anih Stratagene (La Jolla, USA)
KS (+) T7-Promotor

pRC/CMV Expressionsvektor, MCS, AfipNed®,  Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

CMV-Promotor

pcDNA3 Expressionsvektor, MCS, AfipNed®,  Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
CMV-Promotor

2.1.5.2 Oligonukleotide fir die ortsgerichtete Mutagenese

Name Sequenz
A93-116 forw 5’ cgctgcaccgaccaaagaaatctgtcagaaattctccag 3’
A93-116 rev 5’ ctggagaatttctgacagatttctttggtcggtgcagcg 3’

A116-125 forw 5’ catagtggcacagcttctgggcatcgctatg 3’

A116-125 rev 5’ catagcgatgcccagaagctgtgccactatg 3’

A105-114 forw 5’ gaccgtgtgaatcatcagtctgtcagaaattctc 3’

A105-114 rev 5’ gagaatttctgacagactgatgattcacacggtc 3’

A121-122 forw 5’ gtctgtcagaaattcttttcagaaacttctg 3’

A121-122 rev 5’ cagaagtttctgaaaagaatttctgacagac 3’

A123-124 forw 5’ cagaaattctccagaaaaacttctgggcatcg 3’

A123-124 rev 5’ cgatgcccagaagtttttctggagaatttctg 3’

A125-126 forw 5 ctccagaatttcagctgggcatcgcetatgg 3’
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A125-126 rev 5’ ccatagcgatgcccagctgaaattctggag 3’
A127-128 forw 5’ cagaatttcagaaacttatcgctatggaac 3’

A127-128 rev 5’ gttccatagcgataagtttctgaaattctg 3’

A129-130 forw 5’ cagaaacttctgggcatggaactttttctg 3’

A129-130 rev 5’ cagaaaaagttccatgcccagaagtttctg 3’
AA120-121 forw |5’ gtctgtcagaaatgcagcagaatticagaaac 3’
AA120-121 rev 5’ gtttctgaaattctgctgcatttctgacagac 3’
AA122-123 forw |5 cagaaattctccagcagcacagaaacttctg 3’
AA122-123 rev 5’ cagaagtttctgtgctgctggagaatttctg 3’
AA124-125 forw | 5’ ctccagaatttgcagcacttctgggcatcg 3’
AA124-125 rev 5’ cgatgcccagaagtgctgcaaattctggag 3’
AA126-127 forw | 5’ gaatttcagaaagcagcaggcatcgctatg 3’
AA126-127 rev 5’ catagcgatgcctgctgctttctgaaattc 3’

AA128-129 forw |5’ cagaaacttctggcagcagctatggaactttttc 3’
AA128-129 rev 5’ gaaaaagttccatagctgctgccagaagtttctg 3’
117-stop forw 5’ catagtggcacagtctgtctagaattctccagaatttcag 3’
117-stop rev 5’ ctgaaattctggagaattctagacagactgtgccactatg 3’
118-stop forw 5’ gtggcacagtctgtcagatagtctccagaatttcagaaac 3’
118-stop rev 5’ gtttctgaaattctggagactatctgacagactgtgccac 3’
119-stop forw 5’ gcacagtctgtcagaaattagccagaatttcagaaacttc 3’
119-stop rev 5’ gaagtttctgaaattctggctaatttctgacagactgtgc 3’
120-stop forw 5’ ctgtcagaaattcttaggaatttcagaaacttctggge 3’
120-stop rev 5’ gcccagaagtttctgaaattcctaagaatttctgacag 3’
121-stop forw 5’ cagtctgtcagaaattctccatagtttcagaaacttctgggdatc
121-stop rev 5’ gatgcccagaagtttctgaaactatggagaatttctgacagzictg
122-stop forw 5’ gtcagaaattctccagaatagcagaaacttctgggcatcg 3’
122-stop rev 5’ cgatgcccagaagtttctgctattctggagaatttctgac 3’
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123-stop forw 5 cagaaattctccagaattttagaaacttctgggcatcge 3

123-stop rev 5’ gcgatgcccagaagtttctaaaattctggagaatttctg 3’

2.1.5.3 Oligonukleotide fur die PCR mit anschlie3ender Klonerung

Name Sequenz mit integrierter Restriktionsschnittstelle

180-p3x forw 5’ ctcggatcactagtaacgg 3’ BamHI
115-stop rev 5’ cgcggatctractgtgccactatgttttcaca 3’ BamH]I
120-stop rev 5’ cgggatctcaagaatttictgacagactgtg 3’ BamHI
18-171-p3x forw | 5’ cgatagatctgatatcggtagc3’ Kpnl
Myc rev 5 gctctagaagatcctctictgagatgagtttttgttcctcgagctgtaaccttgglial

2.1.5.4 Oligonukleotide zur Sequenzierung

Name Sequenz
T7-Promotor 5’ taatacgactcactataggg 3’
902 reverse 5’ tgagccagctcagcaaa 3’

2.1.6 Primare und sekundéare Antikdrper

2.1.6.1 Primare Antikorper

Name Herkunft

Mouse Anti-Polyglutamine (1C2) (MAB1574) Millipore (Schwalbach)

Mouse Anti-htt 115-129 (MAB5490) Millipore (Schwalbach)

Mouse Anti-htt 1247-1646 (MAB2170) Millipore (Schwalbach)
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Rabbit Anti-htt 55-66 Zur Verfugung gestellt von G. Schilling
Rabbit Anti-htt 81-90 Zur Verfugung gestellt von G. Schilling
Goat Anti-htt N-18 (sc-8767) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg
Mouse Anti-c-Myc (sc-40) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg
Mouse Anti-Histones (MAB052) Millipore (Schwalbach)

Mouse Antif3-Tubulin (GTX11307) GeneTex (San Antonio, USA)

Mouse Antif-Actin (sc-47778) Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg
Mouse Anti-Cytochrome ¢ BioVision (Mountain VieWSA)

2.1.6.2 Sekundéare Antikdrper

Name Herkunft

ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat Anti-Mou&e(lg+L) | Pierce
(Rockford, USA)

ImmunoPure Peroxidase Conjugated Goat Anti-Rai®dt(H+L) | Pierce
(Rockford, USA)

ImmunoPure Peroxidase Conjugated Rabbit Anti-Gg@t(H+L) | Pierce
(Rockford, USA)

Alexa Fluor® 680 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Invitrogen GmbH
(Karlsruhe)

Alexa Fluor® 488 Goat anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen GmbH
(Karlsruhe)

Alexa Fluor® 594 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Invitrogen GmbH
(Karlsruhe)
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2.1.7 Spezielle Reagenzien, Komplett-Systeme (Kits), Maek und Enzyme

Wizard” Plus SV Minipreps DNA

Purification System

Promega GmbH (Mannheim)

PureYield" Plasmid Midiprep System

Promega GmbH (Mannheim)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Syste

m Promega GmbH (Manmh

Caspase-Gl63/7 Assay

Promega GmbH (Mannheim)

Proteasome-GIo Cymotrypsin-Like Cell-
Based Assay

Promega GmbH (Mannheim)

Expand Long Template PCR System

Roche DiagnostasHs(Mannheim)

TNT® T7 Coupled Reticulocyte Lysate
System

Promega GmbH (Mannheim)

QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis
Kit

Stratagene (La Jolla, USA)

Fast-Link  DNA Ligation Kit

Epicentre Biotechnologies (MadisoUSA)

1 Kb Plus DNA Ladder

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

PageRuler Prestained Protein Ladder

Fermentas GmbH (St.-Raih

BamHI| Jena Bioscience GmbH (Jena)
Xbal Jena Bioscience GmbH (Jena)
Kpnl Jena Bioscience GmbH (Jena)

CIP (Calf Intestinal Phosphatase)

New England Bsl@mbH (Frankfurt)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Bio-Rad lzaboes GmbH (Minchen)

NE-PER" Nuclear and Cytoplasmic

Extraction Reagents

Pierce (Rockford, USA)

ECL Western Blotting Substrate

Pierce (RockfordAYS

50x Complete (Protease Inhibitor Cocktalil

Rochadnostics GmbH (Mannheim)

Lipofectamine’ 2000

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Cytochrome ¢ Releasing Apoptosis Assay

BioVisidiointain View, USA)

3
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2.1.8 Chemikalien

Acrylamid-LAsung (30 %)-Mix 29:1

AppliChem GmbH (Darmstadt)

ALLN MERCK KGaA (Darmstadt)

Agarose Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
APS Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Ameisensaure

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhg

6-Aminohexan-Saure

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karthsu

Bromphenolblau Natriumsalz

MERCK KGaA (Darmstadt)

BSA

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Calciumchlorid

MERCK KGaA (Darmstadt)

Coomassie brilliant blue R250

Carl Roth GmbH + K@. (Karlsruhe)

14

N

DAPI Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
DMEM PAA Laboratories GmbH (Colbe)
DMSO Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe
Ethanol MERCK KGaA (Darmstadt)

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

FCS PAA Laboratories GmbH (Colbe)

G418 PAA Laboratories GmbH (Colbe)

Glucose Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Harnstoff Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe
Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
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Kaliumacetat

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhg

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + Co. KG (&ahe)

LB-Agar

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

LB-Medium

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

Magnesiumsulfat

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

Manganchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

3-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlguh

Methanol MERCK KGaA (Darmstadt)
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe
MOPS Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Mowiol 4-88 SIGMA-Aldrich Chemie GmbH

(Minchen)

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

Natriumhydroxid

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

N

o

Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + Co. KGrl$tahe)

Optimem

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories GmbH (Cé)b

p-Phenylenediamin

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen)

15
N—r

Ponceau S Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhg¢

SDS SIGMA-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen)

TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Tris Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Triton X-100 Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

Trypanblau-Lésung (0,4 %)

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH
(Minchen)
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Trypsin/EDTA (1x) PAA Laboratories GmbH (Colbe)

Tweerf 20 MERCK KGaA (Darmstadt)

2.1.9 Verbrauchsmaterialien

Zellkultur-Platten 10 cnf Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Objekttrager SuperFroBtus Menzel GmbH (Braunschweig)

runde Deckglaser 12 mm Marienfeld GmbH (Lauda-Kdnigshofen
6 Well Zellkultur-Platten Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen)
Einmal-Kivetten aus PMMA (d = 1 cm) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Filme FUJI Medical X-ray film Super RX A. Hartenstein GmbH (Wurzburg)

Whatman Nitrocellulose-Membran (0,45 pm Schleich&chuell (Dassel)

Whatman Membranfilter, CA (0,2 pm) Schleicher & Geh (Dassel)

96 Well Polystyrol Mikroplatten, weiss Greiner Bine GmbH (Frickenhausen)

2.1.10 Gerate

Bakterienschuttler Multitron HT Infors AG (Bottmingen, Schweiz)

Elektrophorese-Netzgerat PowerPac HC Bio-Rad Laboratories GmbH
(Minchen)

Lichtmikroskop Leica DM IL Bio Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)

Steri-Cult CQ Inkubator HEPA CLASS 100 Thermo Fisher Scientific (Waltham,

USA)
Zentrifuge 5810R Eppendorf AG (Hamburg)
Zentrifuge 5417R Eppendorf AG (Hamburg)
Steril-Werkbank EN 12469 Clean Air VWR International GmbH (Darmstadt
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Vortex-Genie 2 Scientific-Industries (Bohemia, USA)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 ApoTome Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Jena)

PCR Mastercycler epgradient S Eppendorf AG (Hamburg)

Concentrator 5301 Eppendorf AG (Hamburg)

Bakterienbrutschrank BD 115 Binder GmbH (Tuttlingen)

Photometer Biomate3 Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Geldokumentationsanlage GENE FLASH Syngene Bio Imaging (Cambridge, UK)

Multilabel-Reader Mitras LB940 Berthold Technologies GmbH (Bad
Wildbad)

Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 PEQLAB Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Odyssey Infrared Imaging System LI-COR Bioscience GmbH (Bad
Homburg)

Thermomixer 5436 Eppendorf AG (Hamburg)

Magnetrthrer big-squid IKA Werke GmbH (Stauffen)

pH-Meter Seven Easy Mettler-Toledo GmbH (Im Langacher,
Schweiz)

Wasserbad GFL 1083 Schitt Labortechnik GmbH (Gottingemn)

Mikrowelle Robert Bosch GmbH (Stuttgart)

Scanner CanoScan Lide 90 Canon Deutschland GmbH (Krefeld)

Schattler UNIMAX 2010 Heidolph Instruments GmbH
(Schwabach)

Stabsonifikator UW/HD 2070 Bandelin electronic GmbH (Berlin)

Analysenwaage handy H110 Sartorius AG (Goéttingen)

Prazisionswaage Acculab ALC-3100.2 Sartorius AG (Goéttingen)

Homogenisator Dounce 15 ml Wheaton Science Products
(Millville,USA)
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Dot-Blot-System Minifold-1 Whatman

Schleicher & Schuell (Dassel)

Thermodrucker UP-860 CE

Sony Deutschland GmbH (Berlin)

Kihlkombination NoFrost Premium

Liebherr GmbH (Ochsenhausen)

Tiefkiihlschrank (-80°C) Thermo VXE490

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Entwicklermaschine CLASSIC E.O.S.

Agfa HealthCare GmbH (Berlin)

Semi-Dry-Elektroblotter PerfectBlue Sedec M

PEQLAB Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

Vertikale Elektrophoresekammer Mini-Protear|

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Minchen)

Horizontale Elektrophoresekammer Midi 1

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe

Autoradiographie-Rontgenkassette
(18 x 24 cm)

G. Kisker GbR (Steinfurt)

Neubauer-Zahlkammer (0,0025 fm

Paul Marienfeld GmbH + Co. KG
(Lauda-Konigshofen)

2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht und Aufbewahrung vonE. coli-Zellen

E. coli wurde in flissigem LB-Medium bei 37 °C auf einerakBerienschuttler (180 Upm)
kultiviert. Klone, die mit einem Plasmid eine Amitlio-Resistenz erworben hatten, wurden
in Gegenwart von 100 pg/ml Ampicillin selektiert.ulkuren auf LB-Agar wurden im
Brutschrank bei 37 °C angezogen. Fir die dauerhafieservierung vork. coli wurden

Glycerinkulturen angelegt und bei -80 °C aufbewahrt
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2.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenteiE. coli-Zellen nach Hanahanet al. 1983

Fur die Vorkultur wurden 5 ml LB-Medium mit Zellneatal aus einer Glycerinkultur des
entsprechenden Stammes beimpft und Uber Nacht ust@ndardbedingungen (37 °C,
180 Upm) kultiviert. 1 ml dieser Vorkultur wurde #®©0 ml Hauptkultur tberimpft, mit 1 ml
1 M KClI sowie 2 ml 1 M MgS@versetzt und bei 37 °C fir 2 Stunden geschuttielth einer
10-mindtigen Inkubation auf Eis wurden je 50 ml &uldurch Zentrifugation (5 min, 4 °C,
2500 g) pelletiert, vorsichtig in 15 ml eiskaltentB'| resuspendiert und 10 min auf Eis
gekdhlt. Die durch erneute Zentrifugation (10 mdn;C, 1000 g) gewonnenen Zellpellets
wurden in je 2 ml TFB Il resuspendiert und ansdddied in vorgekihlte ReaktionsgeféalRe zu

je 200 ul aliguotiert und bei -80 °C eingefroren.

2.2.1.3 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Fiur eine Transformation wurde ein Aliquot der komepéen Zellen auf Eis aufgetaut und
vorsichtig mit der zu transformierenden Plasmid-DM&xmischt. Der Ansatz wurde 30 min
unter gelegentlichem Mischen auf Eis inkubiert wfghach einem Hitzeschock (45 sek,
42 °C) ausgesetzt. Nach einer 2-minttigen Inkubadiof Eis wurden die Zellen mit je 1 ml
LB-Medium versetzt und fir 1 Stunde bei 37 °C tengye Anschliel3end erfolgte eine
Zentrifugation (5 min, 4 °C, 700 g) und die Aufnadhes Zellpellets in 100 pl LB-Medium.
Die Zellsuspension wurde auf Agarplatten mit Seteldmedium (LBmsPlatten) ausplattiert

und bei 37 °C im Brutschrank Gber Nacht angezogen.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA ausE. coli-Zellen

Zur Isolierung von Plasmid-DNA au& coli-Zellen wurden das WizardPlus SV Minipreps
DNA Purification System beziehungsweise das PutdYi€’lasmid Midiprep System nach

Angaben des Herstellers verwendet.
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2.2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA ausE. coli-Zellen nach Birnboim & Doly 1979

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus coli durch alkalische Lyse erfolgte nach einer ver-
anderten Methode von Birnboim & Doly, 1979. In dechfolgenden Beschreibung sind die
Volumina der verwendeten Losungen und Inkubatiateszdiir die DNA-Minipraparationen
aufgefuhrt.

Fur die Plasmidgewinnung wurde eine 5 mlhBUbernachtkultur mit dem entsprechenden
Bakterienstamm angeimpft und bei 37 °C/180 Upm lidi. Aus der Ubernachtkultur
wurden 1,5 ml in ein Reaktionsgefal® tberfuhrt ued 2500 g fir 5 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 100 pl Lésung 1 resuspendiemd uanschlieBend 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 psubg 2 erfolgte, wahrend einer
5-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur untezhisgm Schwenken, die Lyse der Zellen.
Proteine, chromosomale DNA und Lipide wurden dufeciyabe von 150 ul Lésung 3 und
5-mindtiger Inkubation bei -20 °C ausgefallt. Naeimer Zentrifugation (5 min, 4 °C,
18000 g) wurde der Uberstand in ein neues ReakjedaB transferiert, mit 500 pl
Isopropanol gemischt und bei -20 °C fur 10 min inlkut. Das auf diese Weise geféllte
Nukleinsduregemisch konnte nach 5-minutiger Zargafion bei 4 °C und 18000g pelletiert
und in 200 pl 70 % Ethanol gewaschen werden. Nacbuger Zentrifugation (2 min, 4 °C,
18000 g) wurde das Pellet getrocknet und in 20qguaAbidest. aufgenommen.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch untéerwendung des Spektro-
photometers NanoDrop 1000 bestimmt. Dabei wurde jeweils 1J2 DNA auf die

Messvorrichtung aufgetragen und die Konzentratrmiy) ermittelt.

2.2.2.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach der PCR und DM\ Gelelektro-

phorese

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach einer PORer einem Verdau mittels
Restriktionsendonukleasen wurde das WiZar8V Gel und PCR Clean-Up System

verwendet. Die DNA-Fragmente wurden elektrophocétis einem 1-2 % igem Agarosegel
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aufgetrennt, ausgeschnitten, nach Angaben desdlerstaus dem Gelstiick eluiert und die

Konzentration photometrisch bestimmt.

2.2.2.5 DNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragneenerfolgte je nach DNA-GroR3e in
1-2 % igen Agarosegelen mit 1x TAE Elektrophoresfgoubei 50-110 Volt. Den Agarose-
gelen wurde Ethidiumbromid (SL 10 mg/ml) in einendkonzentration von 0,3 pg/ml
zugegeben. Vor dem Auftragen auf das Agarosegetievudie Proben mit einem 6-fachen
Gelladepuffer im Verhdaltnis 1:5 gemischt. Als DNAitgenstandard diente der
1 Kb Plus DNA Ladder von 100-12000 bp.

2.2.2.6 Ortsgerichtete Mutagenese

Die in dieser Arbeit verwendeten Mutationen wurdait Hilfe des QuikChangell Site
Directed Mutagenesis Kits eingeflihrt. Dabei wurddie vom Hersteller beschriebenen
Bedingungen eingehalten. Die hierfir verwendeteigddlukleotide sind in Kapitel 2.1.5.2
aufgelistet. Die Selektion positiver Klone erfolgtarch DNA-Sequenzierung bei der Firma
Eurofins MWG Operon.

2.2.2.7 Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die selektive Amplifikation von DNA-Fragmentemurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR, polymerase chain reaction) verwendet. DiekiRmgen wurden jeweils im 50 pl-
Ansatz unter Verwendung des Expand Long Templat® Bystems durchgefihrt. Der
Reaktionsansatz beinhaltet Aqua bidest. und die D/N#itze. Diesem wird nach dem
zweiten Denaturierungsschritt ein PCR-Mix zugesetrt die PCR-Reaktion fortgesetzt. Zur
Optimierung der Ausbeute des PCR-Produktes kameraofe der Arbeit verschiedene
Protokolle und PCR-Programme zum Einsatz. Die mdgbhd aufgefihrte Methode erwies

sich als die gunstigste.
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Reaktionsansatz:
1pl DNA-Matrize (50 ng/pl)
40,9 ul Aqua bidest.
PCR-Mix:
0,5 pul DMSO
0,4 ul Primer 1 (50 pmol/ul)
0,4 ul Primer 2 (50 pmol/ul)
1,5 ul dNTPs (10 mM)
5 ul 10x Puffer 1
0,3 ul Expand Long Template enzyme mix
PCR-Programm:
Erst-Denaturierung 94 °C 5 min 1 Zyklus
Denaturierung 94 °C 2 min Zugabe von PCR-Mix
Primeranlagerung 55°C 2 min 35 Zyklen
Verlangerung 72 °C 2 min
End-Verlangerung 72 °C 5 min 1 Zyklus

Kuhlen 4°C

Zur Amplifikation definierter DNA-Fragmente aus Btaid-DNA mit Hilfe spezifischer
Primerpaare wurde die Temperatur der Primeranlageryeweils angepasst. Die
amplifizierten Produkte wurden mittels DNA-Geleleghorese analysiert und vor der

weiteren Verwendung fir Klonierungen aufgereinigt.

2.2.2.8 Restriktion von DNA

Zur Uberprifung isolierter DNA und zur Erzeugungrkmatibler Enden fir die Klonierung
unterschiedlicher DNA-Fragmente in Vektoren musdesse mit geeigneten Restriktions-
endonukleasen gespalten werden. Die DNA wurde ntU1der entsprechenden
Restriktionsenzyme unter Zugabe von 2 ul des ddwirggeen 10x Puffers gespalten. Die
Inkubation erfolgte in 20 pl-Anséatzen fir 1-2 Standbei der fir das Enzym optimalen
Temperatur (in der Regel 37 °C). Zur praparativeiNAERestriktion wurde das

Ansatzvolumen vergrol3ert und die ReaktionszeiBatfunden erhoht.
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2.2.2.9 Dephosphorylierung des Vektors

Um die Religation eines linearisierten Vektors zrhindern, wurde der Vektor vor der
Ligation mit alkalischer Phosphatase aus Kéalberd&tR) am 5’-Ende dephosphoryliert. Die
Dephosphorylierung erfolgte im Restriktionsansatcm dem Verdau. Dazu wurde dem
Restriktionsansatz ul (1U) alkalische Phosphatase zugesetzt und 1-RAd8tu bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde die alkalische Phasase fir 10 min bei 65 °C inaktiviert.

2.2.2.10Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation Uberhé@ngender beziehungsweise gldiiBiA-Enden wurde das Insert im
Verhaltnis zum geschnittenen Vektor im 3-fachenarent Uberschuss eingesetzt. In einem
Reaktionsvolumen von 15 pl erfolgte die Ligatiort oer Fast-Linkl DNA Ligase und dem
entsprechenden 10x Ligationspuffer fir 5 min beiulRBemperatur nach Angaben des
Herstellers. Nach der Ligation folgte eine Hitzditnderung (15 min, 70 °C) und der
Ligationsansatz wurde in kompeteiiiecoli-Zellen transformiert. Anschlie3end erfolgte eine
Plasmid-Minipraparation mit dem dazugehérigen Kaolhterdau, um den Erfolg der Ligation

zu kontrollieren.

2.2.2.11Gekoppeltein vitro Transkription/Translation

Mit Hilfe des TNT® T7 Quick Coupled Transcription/Translation Systekimnen Gen-
Sequenzen, die in einem Plasmid, das Uber eineRrdmotor verflgt, vorliegenn vitro
transkribiert und translatiert werden. Die Markiggudes Proteins erfolgt dabei tUber den
Einbau von[**S]-Methionin. Fiir die Reaktion wurde 1 pg linearitéePlasmid-DNA und

2 I [**S]-Methionin (1000 Ci/mmol) zu 40 pl TN'TT7 Quick Master Mix hinzugefiigt und
mit Nuklease-freiem Aqua bidest. auf 50 ul aufgéfller Reaktionsansatz wurde fir 90 min
bei 30 °C inkubiert, mit 2-fach konzentriertem SD&iepuffer versetzt und mittels SDS-
PAGE und Autoradiographie analysiert.
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2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Kultivierung von Saugetierzellen

Die Kultivierung der adharent wachsenden Zellk@turerfolgte mit dem entsprechenden
Medium im CQ-begasten Feuchtbrutschrank mit einem ,@@halt von 5 %, einer
Temperatur von 37°C (HEK 293, COS-7, HelLa, NZ2a)ziddmingsweise 33°C
(STHdh*/Hdh*, STHdh®**YHdh?*) und einer Luftfeuchte von 90 %. Samtliche Arbeite

wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

2.2.3.2 Passagieren von Saugetierzellen

Einer 100 % konfluenten Kultur wurde das Mediumedmpen und diese mit 1x PBS-Ldsung
gewaschen. Die Zellschicht wurde anschlieRend mitrypsin/EDTA-LOsung diinn benetzt.
Nach 3 min Inkubation im Brutschrank wurden die rgiginierten Zellen in Medium
suspendiert, im Verhéaltnis 1:3 gesplittet und iueneellkultur-Platten mit vorgewarmten
Medium aufgenommen. Nach jedem Passagieren wurde $&Hdh’/Hdh'- und
STHdh®?*YHdh?**-Zellen zur Selektion G418, mit einer Endkonzeimratvon 400 pg/ml,

zugefihrt.

2.2.3.3 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion ist ein Verfahren zumsEhleusen von DNA in eukaryotische
Zellen, wobei die in die Wirtszellen eingebracht&ene nur voribergehend exprimiert
werden. Die extrachromosomale Plasmid-DNA wird tidpliziert, sondern nur fir einen
limitierten Zeitraum exprimiert und geht im Verlaafer Zellteilung verloren. Fur die
Transfektion von Plasmiden wurde das TransfektEagenz Lipofectamine2000

eingesetzt. Die Anwendung erfolgte entsprechendAlegaben des Herstellers. Die Zellen
wurden einen Tag vor der Transfektion in 6 Well liddtur-Platten oder in 10 cm

Zellkultur-Platten mit dem entsprechenden Mediumsgasat, damit die Zellen vollstandig

adharieren konnten und zum Zeitpunkt der Transfektb0 % beziehungsweise 95 %
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konfluent waren (50 % Konfluenz fur die anschliefierimmunfluoreszenz-Mikroskopie).
Fur die Transfektion pro 6 Well wurden 12 pl LipofEmine” 2000 und 6 pg Plasmid-DNA
und fiir die Transfektion pro 10 cm Zellkultur-Platte wurden 70 pl Lipofectamine2000

und 35 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Der Lipofectami2@00-DNA-Komplex wurde den zu
transfizierenden Zellen zugegeben. Nach 24 bis td8den Inkubation im Brutschrank

wurden die transfizierten Zellen fur anschlie3eWdesuche verwendet.

2.2.3.4 Vorbereitung von Zellpraparaten fur die Immunfluore szenz-Mikroskopie

Bei der indirekten Immunfluoreszenz werden Proteniiespezifischen primaren Antikérpern
erkannt. Sekundare Antikdrper, welche mit einemofdazenzfarbstoff gekoppelt sind,
richten sich gegen primére Antikorper.

COS-7-Zellen wurden in 6 Well Zellkultur-Platten fawsterilen runden Deckglasern
24 Stunden vor der Transfektion ausgesat und wieeruKapitel 2.2.3.3 beschrieben
transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wardie Zellen mit 37 °C warmer 1x PBS-
Losung gewaschen, mit eiskaltem Methanol p.a. fixisnd 20 min bei -20 °C inkubiert.

Anschlielend wurden die Deckglaser dreimal mit BSR.6sung innerhalb von 10 min
gewaschen und mit BSA/FCS in PBS-LAsung fur 20 bhackiert. Die primaren Antikdrper

wurden mit BSA/FCS in PBS-Lésung verdinnt und dieckylaser fur 45 min damit

Uberschichtet und inkubiert. Folgend wurden die Kg&tser viermal mit 1x PBS-LAsung
innerhalb von 10 min gewaschen und mit sekundaratikérpern, welche ebenfalls mit
BSA/FCS in PBS-Lésung verdinnt waren, fur 45 mirkubiiert. Die Zellen wurden

anschlie3end viermal mit 1x PBS-L6sung innerhallbb ¥6 min gewaschen, die Zellkerne mit
1 pg/ml DAPI fur 10 min gefarbt und anschlieRenceder viermal mit 1x PBS-Losung
innerhalb von 10 min gewaschen. Die Deckglaser amrit der Zellschicht nach unten und

5 pul Eindeckmedium luftblasenfrei auf Objekttragafgetragen.

2.2.3.5 Quantifizierung von Huntingtin-Aggregaten

Fur die Quantifizierung von Aggregaten wurden CQZellen transfiziert (siehe Kapitel
2.2.3.3) und fur die Immunfluoreszenz-Mikroskopigrhereitet (siehe Kapitel 2.2.3.4). Pro
Deckglas wurden 200 Zellen untersucht. Zellen,ndiledestens ein mikroskopisch sichtbares
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Aggregat, auch intrazellularer Einschlusskorperagan, besitzen, wurden als positive Zellen
gezahlt. Ein intrazellularer Einschlusskorper nugmegierten Huntingtin-Proteinen konnte
mit dem primaren Anti-Huntingtin Antikorper htt und dem dazugehdrigen sekundaren
Antikorper detektiert werden. Die unterschiedlicansfizierten Zellen wurden unabh&ngig
voneinander untersucht. Fur die statistische Auswgrwurden drei unabhangige Versuche

in je zweifacher Ausfuihrung durchgefihrt.

2.2.3.6 Inhibierung des Proteasoms mit ALLN

30 min vor der Transfektion von HEK 293-Zellen weirder Proteasom-Inhibitor ALLN
(N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO) der Firma Calbiochem mggben. ALLN ist ein Calpain 1/2-
und Cathepsin L-Inhibitor, der auch das Proteasmrarsibel hemmt. Zum Kulturmedium der
zu transfizierenden Zellen wurde ALLN mit einer kKndzentration von 80 uM beziehungs-
weise 200 uM in DMSO (0,2 %, 0,5 %) zugesetzt. Kontrolle wurden Zellen nur mit
DMSO (0,2 %, 0,5 %) behandelt. Nach der Inkubatiangr von 24 Stunden im Brutschrank
wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blatlysiert.

Fiar den Nachweis, dass ALLN tatsachlich das Proteasmhibiert, wurde der Proteasome-
Glo™ Chymotrypsin-Like Cell-Based Assay durchgetiihbie Anwendung erfolgte
entsprechend den Angaben des Herstellers.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Den kultivierten Zellen wurde das Medium abgezoged diese mit eiskalter 1x PBS-Losung
gewaschen. Die Zellen wurden in eiskalter 1x PBSuin@ resuspendiert und zentrifugiert
(5 min, 4 °C, 700 g). Der Zellaufschluss erfolgierath das Resuspendieren des Pellets in
Lysispuffer und durch Sonifizieren. Nach anschliefss Zentrifugation (5 min, 4 °C,
18000 g) wurde der Uberstand in ein neues ReakjedaB transferiert und die
Proteinkonzentration des Lysats mit der Bradfordidde bestimmt.

Fir die Proteinextraktion aus dem Gehirn von Mausarden die Gehirne von 4-5 Monate
alten HD-N171-82Q Linie 81-transgenen Mausen (8obikt al. 1999) und nicht-transgenen
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Wildtyp-Mausen préapariert und bis zur Verwendung-86 °C gelagert. Zur Extraktion der
Proteine wurde das Gehirn gewogen und mit dem dRefa an Lysispuffer versetzt. Das
Gehirn wurde auf Eis homogenisiert und sonifizi®as Homogenat wurde zentrifugiert
(2 min, 4 °C, 18000 g), der Uberstand abgenommerben-80 °C gelagert.

2.2.4.2 Subzellulare Fraktionierung

Um zytoplasmatische und nukledre Proteine aus fizsrsen HEK 293-Zellen getrennt
voneinander zu isolieren, wurde der NE-PERuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents
Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. FlurStiibilisierung von SDS-unldslichen
Huntingtin-Aggregaten aus dem Zellkern wurde deriePéer nukledren Fraktion 100 %
Ameisensaure zugesetzt und 40 min bei 37 °C inkubdschlieend wurden die Proben
durch Vakuum eingetrocknet und das verbleibendéetPel 10 pl 2-fach konzentriertem
SDS-Ladepuffer resuspendiet und mit 10 pl 1 M {pls 10) neutralisiert.

FiUr eine zytoplasmatische und mitochondriale Foakd&rung von transfizierten HEK 293-
Zellen wurde der Cytochrome ¢ Releasing Apoptosisad Kit nach Angaben des Herstellers

verwendet.

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode Boadford (Bradford 1976) bestimmt.

Bei der Bradford-Methode verschiebt sich das Absonsmaximum des Farbstoffs

Coomassie brilliant blue G250 durch Bindung an éna von 465 nm zu 595 nm, wobei die
Proteine bei 595 nm photometrisch quantifiziert deer konnen. In dieser Arbeit wurde auf
dieser Methode beruhend das Protein Assay Dye Redigncentrate nach Angaben des
Herstellers benutzt. Der Proteingehalt einer Pnwbede mittels Erstellung einer Eichkurve
mit BSA als Standard in 4 Konzentrationen von Inpldpis 20 pug/ml berechnet.
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2.2.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die eindimensionale SDS-Polyacrylamidgelelektropsertrennt Proteine entsprechend ihrer
Molekularmasse auf. Die Proteine binden im Ubersshugesetztes SDS und erhalten somit
eine negative Ladung, so dass sie der Grol3e ndghteennt werden (Sambrook & Gething
1989). Bei der verwendeten Methode nach Laemmleirfiali 1970) wurden 10-15 % ige
Gele verwendet, wobei das Mini-Protean-3-SystenFitena Bio-Rad zum Einsatz kam. Die
Proben wurden mit 6-fach konzentriertem SDS-Ladepufersetzt und 10 min bei 100 °C
gekocht. Die Elektrophorese erfolgte bei 200 Violii2 Stunden.

2.2.4.5 SDS-Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Brnstoff-PAGE)

Fur eine vollstandige Denaturierung der Proteineden Harnstoff-Gele verwendet, wobei
die SDS-Harnstoff-PAGE ahnlich zur SDS-PAGE istf3a@u dass das Sammelgel, das

Trenngel und der Ladepuffer unterschiedlich zusangesetzt sind und Harnstoff enthalten.

2.2.4.6 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Die SDS-Gele mit den aufgetrennten Proteinen wundigch der Elektrophorese mit dem
Farbstoff Coomassie brilliant blue R250 angefaibes erfolgte durch Inkubation der Gele
mit der Coomassie-Féarbelosung fur 10-30 min bei nRamperatur unter Schiutteln.
Anschliel3end wurden die Gele, zum SichtbarwerdenPdeteinbanden, mittels Entfarber-

l6sung entfarbt.

2.2.4.7 Western Blot Analyse

Nach der Auftrennung der Proteine durch die SDS-BAGurden diese zum
immunologischen Nachweis auf eine NitrocelluloseaMdean mit Hilfe einer Semi-Dry-
Blotapparatur Ubertragen. Im Semi-Dry-Blotting ®ystwurden drei Lagen 3 MM Whatman
Papier, in Anodenpuffer Il getrankt, gefolgt voniteeen drei Lagen und der Nitrocellulose-

Membran, in Anodenpuffer | getrankt, auf die Anogleschichtet. Nachdem das Gel und
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3 weitere Lagen Whatman Papier, getrankt in Katheelgffer, blasenfrei auf die Membran
geschichtet und die Kathode aufgelegt wurde, konmiteeiner Stromstérke von 3 mA/ém
Filterflache fur 2 Stunden geblottet werden. Um d&folg des Proteintransfers auf die
Nitrocellulose-Membran zu Uberprifen, erfolgte emminitige Ponceau-S-Farbung. Durch
anschlieRendes mehrmaliges Waschen mit Aqua bigastn die Proteinbanden sichtbar.
Um die zu analysierenden Proteine auf der Membedeksv sichtbar zu machen, wurden
spezifische primare Antikdrper eingesetzt. Zuersturden jedoch unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation der Membran mi SMagermilchpulver in 1x PBS-
Losung fur 1 Stunde bei Raumtemperatur abgesaigyfolgte die Inkubation des primaren
Antikorpers, verdinnt in 5 % Magermilchpulver in BBS-L6sung, Uber Nacht bei 4 °C. Die
Membran wurde dreimal fir 5 min in PBST gewasched anschlielend fur 1 Stunde mit
dem sekundaren, Peroxidase-gekoppelten Antikorgder, in 5% Magermilchpulver in
1x PBS-LOsung verdunnt war, fir 1 Stunde bei Rammperatur inkubiert. Im Anschluf3
wurde die Membran nochmals dreimal fur 5 min mitS¥Bgewaschen. Die Detektion der
immunmarkierten Proteinbanden erfolgte mittels Cbleimineszenz (ECL Western Blotting
Substrate). Die Losungen wurden nach Angaben destdlers gemischt und mit der
Membran inkubiert. Der auf die Membran aufgelegténtgenfilm wurde, zum
Sichtbarmachen der Proteinbanden, in der Entwigldschine CLASSIC E.O.S. entwickelt.
Zusatzlich wurden Blots fur die Proteinquantifizieg mit dem auf infrarot basierenden
Odyssey Infrared Imaging System analysiert. Die Andung erfolgte entsprechend den
Angaben des Herstellers. Die Auswertung der Intéten der einzelnen Proteinbanden
erfolgte mit Hilfe der Software des Odyssey Inftatenaging Systems. Da die Intensitaten
von den Proteinbanden der zu vergleichenden Spdligte abhangig von der Expression der
einzelnen Huntingtin-Proteine ist, erfolgte eine riN®rung Uber die zugehdrigen
exprimierten Huntingtin-Proteine. Fur die Quantdizing wurden drei unabhangige Versuche

in je dreifacher Ausfihrung durchgefuhrt.

2.2.4.8 Filter-Retardations-Assay

Zur Detektion von SDS-unléslichen Huntingtin-Aggagen wurde ein Filtertest durchgefuhrt.
Auf einer Celluloseacetatmembran (fyd Porengrdl3e) werden SDS-unlfsliche Aggregate
zurtckgehalten und SDS-I6sliche Proteine des Zatky durch die Membran gefiltert. Die
geernteten Zellen wurden in 1x PBS-LOosung mit Rsgehibitoren (1x Complete)
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aufgenommen, fur den Zellaufschluss sonifiziert medtrifugiert (5 min, 4 °C, 18000 g). Der

Uberstand wurden mit einer Endkonzentration von D& und 8 9B-Mercaptoethanol fir

5 min auf 100 °C erhitzt. Ein MiniFold-1 Dot-BlotyStem wurde mit einem feuchten Filter

und einer feuchten Membran luftblasenfrei belegt ditht verschlossen. Je 200 pl Zelllysat
mit einer Proteinkonzentration von 200 pg, 400 pgidhungsweise 600 pg wurden pro Loch
pipettiert und die Proben mittels Vakuum durch Biembran gesaugt. Im Anschluss wurde
die Membran mit Aqua bidest. gewaschen und wiedeei Immundetektion eines Western

Blots prozessiert.

2.2.5 Apoptose-Assay

Zur Bestimmung der Aktivitaten von Caspase 3 undufde der Caspase-Gl®B/7 Assay
verwendet. Dieser Assay beruht auf der Spaltungseinminogenen Caspase 3/7 Substrats
mit der Tetrapeptid-Sequenz DEVD. Durch die Spatudieses Substrats wird ein
Lumineszenzsignal freigesetzt, welches mit Hilfes ddultilabel-Reader Mitras LB940
gemessen wurde. Die Lumineszenz verhélt sich Higrlmgortional zur Caspaseaktivitat.
Hierfir wurden HEK 293-Zellen mit den entsprechenddasmiden transfiziert und nach
48 Stunden Inkubation im Brutschrank 15000 Zellen 100 pl pro Well (96 Well
Mikroplatte) pipettiert und mit demselben Volumemaspase-Glo 3/7 Reagenz gemischt.
Nach 3 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wdesdelLumineszenzsignal gemessen. Fur
die statistische Auswertung wurden 3 unabhangigessuébe in je dreifacher Ausfihrung

durchgeflnhrt.

2.2.6 Vitalitdtsbestimmung

Zur Vitalitatsbestimmung von Zellen diente die Tapbplau-Methode. Die Vitalitdt von N2a-

Zellen wurde mit Hilfe der Trypanblau-Farbung etwsitt wobei vitale Zellen nicht durch den

Farbstoff blau angefarbt werden kdnnen. 48 Stunussh der Transfektion wurden 40 pl
Zellsuspension mit 40 pl Trypanblau-Lésung gemisamd fir 3 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurden 10 pul des Gemischsine Neubauer-Zahlkammer pipettiert
und die Anzahl der lebenden und toten Zellen inr@3gn Quadraten ermittelt. Fur die
statistische Auswertung wurden 3 unabhangige Vaesdarchgefuhrt.
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2.2.7 Statistische Analysen

Die Daten aus den Apoptose-Assays, aus der Zdilatsbestimmung und aus den
Aggregationsstudien wurden mittels Studemflest auf Signifikanz geprift. Die
verschiedenen Signifikanzniveaus wurden wie folgkannzeichnet: Irrtumswahrscheinlich-
keit (p) kleiner 5% =p< 0,05 (signifikant) und Irrtumswahrscheinlichkdj) kleiner
1% =p< 0,01 (hochsignifikant). Die graphische Darstefju erfolgte als Mittel-
wert + Standardfehler (SEM; Standard error of thean). Als Programm zur Berechnung der
Statistik und zur graphischen Darstellung der Dateinde Excel 2004 und CorelDraw X3

benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1  Analyse der N-terminalen proteolytischen Prozessieng
verschiedener Huntingtin-Fragmente im Zellkultur-Modell

3.1.1 Herstellung von N-terminalen Huntingtin-Konstrukten

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der N-terahen proteolytischen Spaltung des
Proteins Huntingtin und die daraus folgende Fradimemg in Bezug auf die Pathogenese
von Chorea Huntington. Fir die Etablierung einef-Zasierten Systems zur Analyse der
Expression von N-terminalen Huntingtin und der atisBenden proteolytischen
Prozessierung wurden unterschiedlich lange N-talaimuntingtin-cDNA-Sequenzen in
Expressionsvektoren integriert. Die hierfir einges® Expressionsvektoren waren
pRC/CMV und pcDNA3. Fur die Analyse der proteolgtisn Spaltung wurden N-terminale
Fragmente von Huntingtin verwendet, da diese eipatlidh hdhere Proteinexpression
gegeniber dem Volllangenprotein aufweisen und sbesiser immunologisch nachweisbar
sind. N-terminalehuntingtin-cDNA, kodierend flr die ersten 171 oder 233 Amé&wen, mit
nicht-pathogenen 18 Glutaminen (18Q) und pathog&zefslutaminen (82Q) wurde in die
multiple Klonierungsstelle (MCS) der Expressiongeesn integriert. Um zu tberpriufen, ob
es sich um eine N-terminale Proteolyse handeltdenaerhuntingtin-cDNA, kodierend fur
die ersten 171 Aminosduren mit 18 Glutaminen, eByerminale myc-Epitop-Sequenz
mittels PCR angefligt. Diese Sequenz wurde ebenfallinen Expressionsvektor integriert.
Durch DNA-Sequenzierung konnten die erfolgreichefonikerungen bestéatigt werden.
Abbildung 6A zeigt ein Schema der exprimierten Nri@alen Huntingtin Proteine. Die
Proteine werden als Htt N233 und Htt N171 bezeithmebei ,Htt* fir Huntingtin und das

.N“ fur die Anzahl der ersten N-terminalen Aminoséwn von Huntingtin steht.

3.1.2 Nachweis eines N-terminalen Huntingtin-Spaltproduks im Zellkultur-
Modell

N-terminale Huntingtin-Proteine mit 171 beziehungse& 233 Aminosauren und 18 oder 82

Glutaminen wurden, wie in Material und Methoden dheieben, in HEK 293-Zellen
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exprimiert, 48 Stunden nach der Transfektion lysiexd mittels Western Blot analysiert. Zur
immunologischen Detektion von Huntingtin wurde dBeptid-spezifische Antikorper
htt 81-90 eingesetzt, welcher das N-terminale Hhgtith-Epitop von Aminosdure 81 bis 90
erkennt. Endogen exprimiertes Huntingtin-Volllangestein konnte in diesem Zellsystem
nicht detektiert werden, da es vergleichsweisehr geringen Mengen exprimiert wird.

Nach der Transfektion vontt N171-18Q undhtt N233-18Q konnte jeweils das exprimierte
Huntingtin-Protein im Western Blot detektiert wengdewobei zu erwahnen ist, dass
Huntingtin durch seinen Polyglutamin-Abschnitt riichit der errechneten Molekularmasse
im SDS-Gel lauft, sondern etwas hoher (Abb. 6B)sa&mlich zu den beiden Protein-
Hauptbanden erschien in beiden Spuren jeweils ldgirere Proteinbande von circa 18 kDa
(Pfeil). Des Weiteren wurden die Proteine Htt NB2IQ und Htt N233-82Q exprimiert. Hier
konnten mit dem N-terminalen Huntingtin-Antikbrpereben den Protein-Hauptbanden
kleinere Huntingtin-Proteine auf gleicher Hohe ¢air38 kDa) detektiert werden (Abb. 6C,
Pfeil).

Nach der Expression von Huntingtin-Proteinen mittetschiedlicher N-terminaler
Proteinlange und equivalentem Polyglutamin-Abs¢hmiirde zusatzlich zu den Huntingtin-
Hauptproteinen jeweils ein kleineres Huntingtingfmeent mit identischer Molekularmasse
detektiert. Dieses Huntingtin-Fragment wurde unalgigivon der Lange des Polyglutamin-
Abschnitts generiert (Abb. 6B und C, Pfeile). letsanterweise ist die Spaltung von
Htt N233-82Q viel effizienter im Vergleich zu dep&tung anderer Huntingtin-Proteine
(Abb. 6C). Aus diesem Grund wurde in den nachfaligenExperimenten fur die Analyse des
zellularen Effekts von Huntingtin mit einem pathonge Polyglutamin-Abschnitt das Protein
Htt N233-82Q eingesetzt.

Dass es sich hierbei um ein N-teminales Fragmemidiaund proteolytische Spaltung nach
dem Epitop Aminosdure 81-90 stattfindet, konnte tatst C-terminalen myc-Epitop
nachgewiesen werden. Abbildung 6D zeigt einen Wesilot von HEK 293-Zelllysat
48 Stunden nach der Transfektion nhitt N171-18Q-myc. Der Antikérper htt 81-90
detektierte die Protein-Hauptbande von Htt N171-18¢2 mit einer Grof3e von circa 30 kDa
und zusétzlich ein 10 kDa kleineres Fragment. Detik&rper Anti-c-Myc detektierte nur die
Protein-Hauptbande von 30 kDa und nicht die klenduntingtin-Proteinbande, was darauf
schlie3en lasst, dass das 10 kDa kleinere FragemeN-terminales Spaltprodukt ist, welches
das Epitop Aminosaure 81-90, aber nicht mehr ddesr@ialenmyc-Epitop besitzt. Ein
kleineres C-terminales Spaltprodukt konnte nichtchgewiesen werden, da dieses
maoglicherweise sehr schnell in der Zelle abgebautie:
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Abbildung 6: N-terminale proteolytische Prozessierung von Hwgtim A) Schema der exprimierten
Huntingtin-Proteine mit 171 beziehungsweise 233 Worauren. Immunologischer Nachweis eines Huntingtin
Spaltprodukts miB) 18 Glutaminen undC) 82 Glutaminen im Western Blot mit dem Antikorpet 8i1-90
(Pfeile). Die Generierung des Fragments ist unafjigdmon der Huntingtin-Proteinlange und der Langs d
Polyglutamin-AbschnittsD) Nachweis von N-terminaler Huntingtin-Spaltung eigt Antikdrper gegen den
N-terminalen Bereich (htt 81-90) und C-terminalesréch (Anti-c-Myc).

Um die Moglichkeit auszuschliel3en, dass diese plyiische Prozessierung spezifisch fur
HEK 293-Zellen ist, wurden neben HEK 293-Zellen faudelLa-Zellen, COS-7-Zellen,
striatale SHdh'/Hdh*-Zellen und N2a-Zellen mit dem Konstruftt N233-82Q transfiziert.
Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden Zllen lysiert und mittels Western
Blot analysiert. Der immunologische Nachweis mitnd&ntikérpern 1C2 (Abb. 7A), welcher
den expandierten Polyglutamin-Abschnitt erkennt init 81-90 (Abb. 7B) zeigte bei den
verwendeten Zelllinien neben dem Hauptprodukt daniisches 10 kDa kleineres Fragment
(Pfeile).

Diese Daten geben einen Hinweis, dass proteolgisSpaltung in einer spezifischen
N-terminalen Region von Huntingtin erfolgt und daksse N-terminalen Fragmente durch
identische Proteasen in unterschiedlichen Zelltygeneriert werden. Da das Huntingtin-
Spaltmuster in allen getesteten Zelllinien idemitisst und es keinen Unterschied zwischen
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen gibt, wuriderlie weiteren Experimente HEK 293-

Zellen (Western Blot) und COS-7-Zellen (Immunfluskenz) verwendet.
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A B
N233-82Q N233-82Q
HEK 293 Hela COS-7 STHdh*/ N2a HEK 293 HeLa COS-7 STHdh'/ N2a
Hdh+ Hdh+
+ - + -+ R -+ -+ -+ -+ -+ -+

55 - ‘ 55 -
40 - oM. - : 40 - :
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1C2 htt 81-90

Abbildung 7: Generierung des N-terminalen Huntingtin-Spaltpraduk verschiedenen Zelllinien. Expression
von Htt N233-82Q in HEK 293-, HeLa-, COS-7-, I9dh"/Hdh*- und N2a-Zellen. Western Blot Analyse mit
dem AntikérperA) 1C2 undB) htt 81-90 zeigt zusétzlich zum Hauptprodukt dasefrinale Spaltprodukt
(Pfeile). + transfizierte Zellen; - untransfizie#ellen.

Um ausschlie3en zu kdnnen, dass mehr als eine d@srAluntingtin-Proteins exprimiert wird
oder Huntingtin durch SDS nicht vollstandig denatirund mit zwei unterschiedlichen
Strukturen im SDS-Gel lauft, wurden weitere Expente durchgefuhrt. Einerseits wurde die
verwendetéuntingtin-cDNA in pRC/CMV, kodierend fiintt N233-82Q, mit Hilfe des TNT
T7 Quick Coupled Transcription/Translation Systemsitro transkribiert und translatiert.
Die Markierung delin vitro-translatierten Huntingtin-Proteine durch den Einban [*°S]-
Methionin konnte mittels Autoradiographie analysierden. Auf dem Rontgenfilm wurde
nur eine Proteinbande als Signal detektiert, walzes markierte Protein im SDS-Gel mit
derselben Molekularmasse wie das in HEK 293-Zeksprimierte und ungeschnittene
Htt N233-82Q lief (Abb. 8A). Htt N233-82Q aus trémgerten HEK 293-Zellen wurde mit
dem Antikérper 1C2 nachgewiesen.

Um madgliche nicht vollstdndig denaturierte Hunting®trukturen zu identifizieren, wurde
anderseits eine SDS-Harnstoff-PAGE durchgefihrtwbdsde postuliert, dass Harnstoff und
SDS zusammen Polypeptide besser denaturieren kofirecks et al. 1979). Wie in
Abbildung 8B zu erkennen ist, wurden nach Zugaba warnstoff in der SDS-PAGE
ebenfalls zwei Huntingtin-Proteinbanden nach Exgoesvon Htt N233-82Q in HEK 293-
Zellen mit dem Antikérper htt 81-90 nachgewiesenneE Konzentrationserhbhung von
B-Mercaptoethanol im SDS-Ladepuffer oder Zugabe Rohen DTT-Konzentrationen zum
SDS-Ladepuffer zur Reduktion von Disulfidbriickerthingen zeigte ebenfalls keinen Effekt
(Daten nicht gezeigt).
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Es konnte gezeigt werden, dass in dem hier etédtieZellsystem ein N-terminales
Huntingtin-Fragment durch Proteolyse generiert winglches in weiteren Experimenten

analysiert werden sollte.

A B

N233-82Q

wB in vitro T.&T.

untr.

55-

' o 40-
=

55 -

40 -

‘ l N233-82Q

-

35 - 35-

1C2 htt 81-90

Abbildung 8: Nachweis fur posttranslationale Proteoly&g Mittels in vitro Transkription und Translation von
Htt N233-82Q konnte ein Expressionsprodukt mit diasn Molekularmasse wie das Hauptprodukt von
Htt N233-82Q in transfizierten HEK 293-Zellen idiiatert werden. Proteinbanden wurden mit dem Adiper
1C2 detektiertB) Nach totaler Denaturierung von Htt N233-82Q in 8&S-Harnstoff-PAGE zur Auflésung
von mdoglichen Huntingtin-Strukturen detektierte démtikérper htt 81-90 zwei Huntingtin-Proteine.
Untr. = untransfizierte HEK 293-Zellen.

3.1.3 Analyse des N-terminalen Spaltprodukts von Huntingh indiziert

proteolytische Prozessierung um Aminoséure 120

3.1.3.1 Nachweis N-terminaler Huntingtin-Sequenzen mittel€pitop-spezifischer

Antikorper

Wie zuvor in Kapitel 3.1.2 beschrieben, findet epmeteolytische Spaltung im N-terminalen
Bereich von Huntingtin statt, was zur Generieruimge® kleineren N-terminalen Fragments
fahrt. Um die Region in Huntingtin, welche der Nrtgnalen Proteolyse zuganglich ist, enger
eingrenzen zu konnen, wurden sequentielle N-tedmirtduntingtin Epitop-spezifische

Antikérper zum immunologischen Nachweis des N-teatgén Spaltprodukts verwendet
(Abb. 9). Dazu wurden HEK 293-Zellen mitt N233-82Q transfiziert, nach 48 Stunden
lysiert und der gewonnene Zellextrakt in der SDSJFAaufgetrennt. Im Western Blot

detektierten die sequentiellen N-terminalen Anti&girN18 (erkennt Aminoséure 1-17), 1C2
(erkennt expandiertes Polyglutamin), htt 55-66 €ark Aminosaure 55-66) und htt 81-90
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(erkennt Aminosaure 81-90) beide Huntingtin-Prdieimden: das ungespaltene Hauptprodukt
und das 10 kDa kleinere N-terminale Fragment nmieriMolekularmasse von ungefahr
38 kDa (Abb. 9, Pfeil). Im Vergleich dazu detekiigeder N-terminale Huntingtin-Antikorper
htt 115-129 (erkennt Aminosaure 115-129) nur dagespaltene Hauptprodukt und nicht das
N-terminale Fragment, was darauf hinweist, dasweter das Epitop Aminosaure 115-129
C-terminal zur Spaltstelle liegt oder durch Progsel zerstort wurde. Die Charakterisierung
des Spaltprodukts mit Hilfe von Epitop-spezifischduntingtin-Antikérpern zeigt, dass eine
proteolytische Prozessierung zwischen Aminosaunen@0129 erfolgt.

N18 5566  81-90 115-129
1C2
82Q
o | Y S
+ + + + +
55 - : . ,
40 : | .
—
- . -p Ll -~
35 - -
N18 1c2 htt 55-66 htt 81-90 htt 115-129

Abbildung 9: Nachweis N-terminaler Huntingtin-Sequenzen mit ekisdenen Antikbrpern. Western Blot
Analyse vonhtt N233-82Q-transfizierten (+) und untransfizierteh IEK 293-Zellen unter Verwendung der
sequentiellen N-terminalen Huntingtin-Antikorper 8&11C2, htt 55-66, htt 81-90 und htt 115-129. Alle
Antikorper, auRer htt 115-129, konnten das N-teedarSpaltprodukt detektieren (Pfeil).

3.1.3.2 N-terminale Proteolyse von Huntingtin um Aminosaurel20in vitro und in vivo

Erganzend zur Eingrenzung der N-terminalen Spattnegn Huntingtin mittels Epitop-

spezifischer Antikorper wurden StoppkodonshinN171-18Q bei Aminosaure 116 und 121
eingefuhrt. Die drei unterschiedlich langen N-teralén Huntingtin-Proteine mit 115, 120
beziehungsweise 171 Aminoséuren und identischenygRethmin-Abschnitt wurden in

HEK 293-Zellen fir 48 Stunden exprimiert. Der gesamHEK 293-Proteinextrakt wurde in
einem 15 % igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgatrand die Huntingtin-Proteine mit dem
Antikorper htt 81-90 detektiert (Abb. 10A). Das ®ia Htt N120-18Q besal’ in der SDS-
PAGE dieselbe elektrophoretische Mobilitat wie taterminale Spaltprodukt von Htt N171-
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18Q, was vermuten lasst, dass die N-terminale @malbei circa Aminosaure 120 stattfindet.
Darlber hinaus hat das N-terminale Fragment vorN#H#t1-82Q, welches im Homogenat des
Gehirns der transgenen HD-Mauslinie HD-N171-82@kk&trt wurde (Schillinget al. 1999),
das N-terminale Fragment von Htt N233-82Q und daseih Htt N120-82Q, beide detektiert
in transfizierten HEK 293-Zellen, dieselbe Molekukasse im SDS-Gel (Abb. 10B, Pfeil). Es
ist zu erwahnen, dass im Mausgehirn-Homogenat vbANH71-82Q kaum ungespaltenes
Htt N171-82Q-Protein mit dem Antikorper htt 81-9@tektierbar war. Ein Grund hierfar
konnte die sehr effiziente Spaltung des Prot@mngvo Uber mehrere Monate hinweg sein
oder der Antikorper htt 81-90 kann das vorhandersugtprodukt in der Maus nicht
detektieren.

Diese Daten zeigen, dass proteolytische Spaltumghantingtin um die Aminosaure 120
invitro undin vivo erfolgt und bestétigt den Nachweis der Spaltregwischen Aminosaure
90-129 mit Hilfe von Epitop-spezifischen Huntingtmtikbrpern.

[71]
=
©
=
>
g g
2 2 9 o S 9 g
T T T 2 2 @ @
~ & 2 E‘,:NS:Z
- - - - -
z z =z T = =z 2 §
35- 55
25-- s
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:

15 - 35 -

htt 81-90 htt 8190

Abbildung 10: N-terminale Huntingtin-Spaltungn vitro und invivo bei circa Aminosaure 12) Das N-
terminale Spaltprodukt nach Expression von Htt N18Q lauft mit derselben Mobilitat im SDS-Gel wie
Htt N120-18Q.B) Das N-terminale Spaltprodukt von Htt N233-82Q tdof SDS-Gel auf derselben Héhe wie
Htt N120-82Q und das N-terminale Spaltprodukt deanggenen (tg) Mauslinie HD-N171-82Q (Pfeil).
Wt = wildtyp; untr. = untransfizierte HEK 293-Zefie
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3.1.4 Analyse der Aggregation von Huntingtin-Fragmenten m Zellkultur-
Modell

3.1.4.1 Aggregation von mutierten N-terminalen Huntingtin-Fragmenten

Um die Aggregation und subzellulare Lokalisatiomwoutierten Huntingtin-Fragmenten zu
untersuchen, wurde indirekte Immunfluoreszenz-Mskapie durchgefuhrt. 48 Stunden nach
der Transfektion von COS-7-Zellen rhit N233-82Q konnten Aggregate von Huntingtin mit
spezifischen Antikbrpern gegen den N-terminus neshgsen werden. Die Epitop-
spezifischen Antikdrper htt 81-90 und htt 115-12%#tierten zytoplasmatische und nukleare
Einschlusskorper in transfizierten COS-7-Zellen §Ab1 Reihe 1-3). Aggregate des Proteins
Htt N233-82Q konnten mit beiden N-terminalen Hugtin-Antikérpern in der perinuklearen
Region (Abb. 11 Reihe 1) und im Nukleus (Abb. 1linRe2, Pfeilspitze) nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurden nukledre Huntingtint&ggte detektiert, die nur von
htt 81-90 erkannt wurden (Abb. 11 Reihe 3, Pféles lasst darauf schlie3en, dass kleinere
N-terminale Spaltprodukte von Htt N233-82Q ohne Hagop Aminosaure 115-129 in der
Lage sind im Nukleus zu aggregieren.

htt 81-90 htt 115-129 DAPI Uberlagerung

Abbildung 11: Aggregation vorHuntingtin in COS-7-Zellen. Transfizierte COS-7-12al, die Htt N233-82Q
exprimierten, wiesen perinukledre und nukleare dilisse auf. Das Epitop Aminoséaure 81-90 ist ras d
Epitop Aminosaure 115-129 ist grin und der Nukléstsdurch DAPI blau gekennzeichnet. Perinukleare
(Reihe 1) und nukledre (Reihe 2, Pfeilspitze) Hitisgse wurden mit htt 81-90 und htt 115-129 dedekti
Zusatzlich konnten nukleére Einschlisse aus aggtegi N-terminalen Spaltprodukten nachgewiesen everd
die nur mit htt 81-90 interagierten (Reihe 3, Bfdiler Maf3stab ist 1am.
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Es besteht die Moglichkeit, dass im perinukledramd wnukledren Bereich gemischte
Aggregate aus ungespaltenen Htt N233-82Q-Proteunah N-terminalen Spaltprodukten
gebildet wurden, was mit der Methode der Immunisaenz-Mikroskopie nicht auflésbar

war.

3.1.4.2 Nachweis von nukledren Aggregaten bestehend aus nmerten N-terminalen

Huntingtin-Fragmenten

Da durch die ubliche Immunfluoreszenz-Mikroskopiehh eindeutig festgestellt werden
konnte, ob sich mikroskopisch sichtbare Aggregatekdim Nukleus befinden oder nur auf
diesem aufliegen und perinuklear lokalisiert sinmdjrden mit Hilfe des Fluoreszenz-
mikroskops Axiovert 200 ApoTome optische Schnittetadlt. Mit dem Z-Stapel Modul
konnten verschiedene Fokusebenen des Zellkerns Bdtistapel aufgenommen und
dreidimensional dargestellt werden. Einschlusskomtie im Nukleus lokalisiert sind, werden
nur in einigen Schnitten sichtbar und verschwindann wieder. Durchgehend oder nur am
Anfang beziehungsweise am Ende sichtbare Aggregéateiten auch im Zytoplasma
lokalisiert sein. Abbildung 12A-F zeigt eine Sevin optischen Schnitten mit einer optischen
Distanz von 0,%um durch eine mihtt N233-82Q-transfizierte Zelle, die nukleéares Hugtiim
aufweist und zuvor in Abbildung 11 Reihe 3 gezeigirde. Ein Einschlusskorper, der mit

sehr hoher Wahrscheinlichkeit im Nukleus lokalisimt, wurde mit einem weil3en Pfeil

Abbildung 12: Optische Schnitte durch eine nfitt N233-82Q-transfizierte COS-7-Zellé-F) Optische
Schnitte mit einer optischen Distanz von (B zeigen einen nuklearen Einschluss, welcher ndeimmittleren
Schnitten detektiert wurde und somit nachweislich Zellkern lokalisiert war (Pfeil). Nukledre Einsibse
wurden mit dem Antikorper htt 81-90 (rot) detektiend der Zellkern mit DAPI angefarbt (blau). DeaR&tab
ist L0pum.

markiert.
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3.1.4.3 Untersuchung der Expression und Aggregation von mugrten N-terminalen

Huntingtin-Fragmenten Uber die Zeit

Um das Aggregationsverhalten von Htt N233-82Q uesh dN-terminalen Spaltprodukt naher
zu untersuchen, wurde die Formation von mikroskapsichtbaren Einschlusskorpern tber
die Zeit beobachtet. COS-7-Zellen wurden 0, 6,2, 15, 24 beziehungsweise 48 Stunden
nach der Transfektion mihtt N233-82Q auf Deckglasern fixiert und fur die irstite
Immunfluoreszenz-Mikroskopie unter Verwendung desti®rpers htt 81-90 inkubiert.
Huntingtin-Einschlusskorper waren 15 Stunden naeh Transfektion mithtt N233-82Q
detektierbar (Tab. 2 und Abb. 13A).

Parallel wurden HEK 293-Zellen 0, 6, 9, 12, 24 bbhmngsweise 48 Stunden nach der
Transfektion mithtt N233-82Q geerntet und die Huntingtin-Proteine oein Antikorper
htt 81-90 immunologisch im Western Blot nachgewnegebb. 13B).

Tabelle 2: Aggregation von mutierten Huntingtin-Proteinen tithie Zeit.

0 | 6 | 9 | 12| 15| 24| 48 Stunden (nach der Transfektion)
-] -1 -1 -1+ ] + | + intrazellulare Einschlusskérper

— keine Huntingtin-Aggregation sichtbar
+ transfizierte Zellen mit mikroskopisch sichtbaieinschlusskorpern

N233-82Q

htt 81-90

0 6 9 12 24 48 K  Stunden
Sein + —w== Aggregation

130 - S T S e A e g Kreuzreaktion
N233-82Q 70 - -

15h 55 - J—
40 - %= Spaltprodukt
35 -

htt 81-90

Abbildung 13: Aggregation von mutierten Huntingtin-Proteinen (lbe Zeit. A) 15 Stunden nach der
Transfektion von COS-7-Zellen mihtt N233-82Q konnten zellulare Einschliisse mittels imfiuoreszenz-
Mikroskopie unter Verwendung des Antikdrpers htt9R1 detektiert werdenB) 9 Stunden nach der
Transfektion von HEK 293-Zellen mihtt N233-82Q konnte das exprimierte Huntingtin-Proteind das
N-terminale Spaltprodukt mit dem Antikdrper htt 8Q2-im Western Blot nachgewiesen werden. 48 Stunden
nach der Transfektion konnten SDS-unl6sliche HgtitmAggregate im Sammelgel immunologisch detektier
werden. K = Kontrolle (untransfizierte HEK 293-Zsi).
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9 Stunden nach der Transfektion waren die Expression Htt N233-82Q und die
N-terminale proteolytische Spaltung detektierb& .Stunden nach der Transfektion konnten

schlie3lich SDS-unldsliche Huntingtin-AggregateSammelgel nachgewiesen werden.

3.1.5 Beeinflussung der Spalteffizienz durch Mutationenn der putativen

N-terminalen Spaltregion von Huntingtin

3.1.5.1 Einfluss von Mutationen auf die N-terminale proteoytische Prozessierung

von Huntingtin

Fur die weiterfiuhrende Analyse der putativen N-ieaten Spaltregion wurden sequentielle
Deletionen von je zwei Aminosauren in der Region idosdure 120-130 (Abb. 14A,
Rahmen) und zusatzlich zwei grol3ere Deletion88-116 undA116-125 in die Sequenz
htt N171-18Q mittels ortsgerichteter Mutagenese eiifgef Nach der Transfektion von
HEK 293-Zellen mit den verschiedenemntingtin-Konstrukten wurden die mutierten
Huntingtin-Proteine mit dem Antikdrper htt 81-90 nmanologisch nachgewiesen. Alle
Mutanten mit Doppel-Deletionen innerhalb der pwtati Spaltregion zeigten mit geringen
Variationen in der Intensitdt der Protein-Bandenuimabhangigen Western Blot Analysen
(n = 3) das kleinere N-terminale Spaltprodukt (Ab#B, Pfeil). Interessanterweise fihrte die
Expression der Mutanten Htt N171-18Q21-122 und Htt N171-18Q@129-130 immer zu
einer erhbhten Spalteffizienz in allen unabhangigperimenten. Die grol3ere Mutation
A93-116 zeigte keinen Effekt auf die Fragmentbilduing Gegensatz zu dieser und zu den
Doppel-Deletionen zeigte die Mutatiom116-125 eine deutliche Reduktion der
proteolytischen Spaltung. Zusétzlich wurden Dofpabstitutionen mit Alanin eingefihrt
und die Generierung des N-terminalen Fragmentsysieal (Abb. 14C, Pfeil). Die Mutanten
Htt N171-18Q AA124-125 und Htt N171-18Q AA128-128duzierten die proteolytische
Spaltung deutlich. Des Weiteren zeigten die Mutankétt N171-18Q AA122-123 und
Htt N171-18Q AA126-127 stetig eine deutliche Verstitaig der Proteolyse.

Die Untersuchung spezifischer Mutationen innerhddip putativen Spaltregion ergab, dass
der Bereich um die Aminosaure 120 wichtig fir dietpolytische Prozessierung ist und dass
Mutationen innerhalb dieser Region einen Effekt@iafEffizienz der Spaltung haben. Da die
MutationenA116-125,A121-122 und AA124-125 die N-terminale Spaltung asutlichsten

beinflusst haben, wurden diese Mutationen fur weitéersuche verwendet.
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Abbildung 14: Mutationen in der putativen SpaltregioA) Sequenz der ersten 171 Aminosauren von
Huntingtin mit der Region Aminosdure 120-130, in lcke Doppel-Deletionen und Doppel-Alanin-
Substitutionen eingefiihrt wurden (Rahmen). Htt N18D-Proteine miB) sequentiellen Doppel-Deletionen,
A93-116,A116-125 undC) sequentiellen Doppel-Alanin-Substitutionen wurdieiHEK 293-Zellen exprimiert
und mit dem Antikérper htt 81-90 immunologisch diert. Das N-terminale Spaltprodukt ist mit ein@feil
gekennzeichnet.

3.1.5.2 Modulation N-terminaler Proteolyse von mutiertem Huntingtin

Die bisherigen Analysen der putativen N-terminaBaltregion wurden durch Expression
von Huntingtin mit einem normalen Polyglutamin-Abeit (18Q) durchgefiihrt. Um die
biologischen Konsequenzen der Verstarkung oder inggrung der N-terminalen
Fragmentierung zu analysieren, wurden die Mutatigxiel6-125A121-122 und AA124-125
in das Konstrukt htt N233-82Q-pRC/CMV mit der Sequenz fur einen patnege
Polyglutamin-Abschnitt eingefihrt, da nach der Egsion dieses Proteins eine deutlich
starkere N-terminale Spaltung detektierbar warnalsh der Expression von Hit N171-82Q.
Ein N-terminales Huntingtin-Protein mit pathogeneRolyglutamin-Abschnitt ist im
Vergleich zu einem N-terminalen Huntingtin-Protemt nicht-pathogenem Polyglutamin-
Abschnitt in der Lage intrazellular zu aggregie(en& Li 1998). Das N-terminale Fragment
der jeweiligen Mutante wurde nach der ExpressiodHEK 293-Zellen mit Hilfe des Odyssey
Infrared Imaging System detektiert und quantifiziaie im Htt N171-18Q-Hintergrund
konnten die MutationerA116-125 und AA124-125 im Htt N233-82Q-Hintergrunde d
proteolytische Spaltung mit einer deutlichen Redurig der N-terminalen Fragmentierung
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beeinflussen. Die Fragmentbildung bei Htt N233-82{16-125 ist 2,8 + 0,4-fach und die
Fragmentbildung bei Htt N233-82Q AA124-125 ist 8,@,3-fach im Vergleich zu Htt N233-
82Q reduziert (n = 3). Die Mutation121-122 bewirkte im Htt N233-82Q-Hintergrund eine
2,5 £ 0,1-fache Zunahme des Spaltprodukts (n =A¥e Mutanten mit 82 Glutaminen
verhalten sich analog zu den Mutanten mit 18 Glutam Abbildung 15A-C zeigt die
Quantifizierung der Mutanten Htt N233-82Q AA124-12®,d Htt N233-82QA121-122,
welche einen gegensatzlichen Effekt in der Genamgrdes N-terminalen Fragments

aufweisen und aus diesem Grund fur weitere Experieneingesetzt wurden.

>
ve}
O

A121-122 AA124-125

3 T
1

N233-82Q
A121-122
N233-82Q
AA124-125

w s O
oo,
) ‘ N233-82Q
w AU
aou
Effizienz der Huntingtin-Spaltung
o -

' AA124-125
A121-122

htt 81-90 htt 55-66  htt 55-66

&
—H

Abbildung 15: Quantifizierung der N-terminalen Spaltprodukte. Eegsion der Proteine Htt N233-82Q,
Htt N233-82Q AA124-125 und Htt N233-820121-122 in HEK 293-Zellen mit anschlieRendgr Western
Blot Analyse unter Verwendung des Antikdrpers UH® undB) Odyssey Western Blot Analyse unter
Verwendung des Antikdrpers htt 55-66 zur Quangfiahg der Proteinbande@) Diagramm zur Darstellung
der Huntingtin-Spalteffizienz nach den Mutation€t?1-122 und AA124-125.

Lunkes et al. zeigten, dass die Deletion von Aminosaure 105-thl#untingtin mit 502
Aminosauren und 73 Glutaminen, exprimiert in difezierten neuronalen NG108-15-Zellen,
die Generierung des N-terminalen Fragments cp-Airdert (Lunkeset al. 2002). Um
diesen Effekt in transfizierten HEK 293-Zellen zuifen, wurde zusatzlich zu den drei
beschriebenen Mutationen die Aminosauren 105-1HttilN233-82Q deletiert.
Interessanterweise zeigte diese Mutante im Vedgleig nicht-mutiertem Htt N233-82Q-
Protein keine Anderung in der Generierung des Nitmmlen Fragments (Abb. 16, Pfeil).
Eine weitere Studie belegte ebenfalls, dass diectldel der Aminosauren 105-114 im
Volllangen-Huntingtin, stabil exprimiert in PC12{m, keinen Einfluss auf die N-terminale
Spaltung hat (Ratovitslkt al. 2007).
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Die Region von Aminosaure 116-125 scheint wichtig die N-terminale Proteolyse von
Huntingtin in dem hier verwendeten Zellkultur-Model sein. Mutationen innerhalb der
putativen Spaltregion kénnen einen reduzierenddekE{AA124-125) oder verstarkenden
Effekt (A121-122) auf die Generierung des N-terminalen Feagmin der Zelle haben.

N233-82Q
AA124-125
A116-125
A105-114
A121-122

55 -
——
40 -
—— —

35-

il
i

1C2

Abbildung 16: Einfluss verschiedener Mutationen in Htt N233-82@f die Spalteffizienz. Expression von
Htt N233-82Q und den entsprechenden Mutanten in BEBZellen mit anschlieBender Western Blot Analyse
unter Verwendung des Antikérpers 1C2. Das N-tertaisgaltprodukt ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

3.1.5.3 N-terminale Proteolyse von Huntingtin nach Inhibieung des Proteasoms

Die proteasomalen und lysosomalen Protein-Abbauvesgjeen die zwei wichtigsten Arten
der Protein-Degradierung in eukaryotischen Zellan(#lilt & Wolf 2004, Pillayet al. 2002).
Um ausschlieRen zu kénnen, dass die MutationereinSgaltregion die Degradierung von
Huntingtin durch den proteasomalen Abbauweg beesséin, wurde die Substanz ALLN
eingesetzt. Dieser reversible Inhibitor kann diey@btrypsin-ahnliche Aktivitat des
Proteasoms und gleichzeitig die Aktivitat von Caipd/2 und Cathepsin L hemmen
(Figueiredo-Pereirat al. 1994, Sasakit al. 1990). Die Western Blot Analyse der HEK 293-
Zellextrakte nach der Transfektion nhitt N233-82Q und ihren Mutanten bei gleichzeitiger
Zugabe von 80 uM beziehungsweise 200 uM ALLN zegjterseits, dass der Proteasom-
Inhibitor keine Auswirkung auf die Generierung dBisterminalen Spaltprodukts von
Htt N233-82Q hat. Andererseits hat die Hemmung Rlegeasoms keinen Einfluss auf das
Verhéltnis von Hauptprodukt zu Spaltprodukt nach Eepression von Htt N233-82Q und
den entsprechenden Mutanten (Abb. 17A). Die schemdbroteinbanden bei Htt N233-82Q
AA124-125 ohne Zugabe des Inhibitors (0 uM) st eeifrolge von zu geringer
Proteinexpression nach der Transfektion.

64



Katrin Jinemann Ergebnisse

Um die Wirksamkeit des Inhibitors ALLN im HEK 293eHsystem zu bestatigen, wurde die
Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat des Proteasoms uMerwendung des Proteasome-Glo™
Chymotrypsin-Like Cell-Based Assay gemessen. NagcgaBe von 80 uM ALLN konnte
eine Reduktion der Proteasom-Aktivitat von 80 % nadh Zugabe von 200 uM ALLN eine
Reduktion von 93 % verzeichnet werden (Abb. 17B).

Aus diesen Untersuchungen ist zu schlussfolgerss dar proteasomale Abbauweg keinen
direkten Einfluss auf die Generierung des N-termeim&ragments von Htt N233-82Q und der
entsprechenden Mutanten in der Zelle hat.
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Abbildung 17: Inhibierung des Proteasoms durch ALLM) Expression von Htt N233-82Q und den
entsprechenden Mutanten in HEK 293-Zellen bei blmdiger Inhibierung des Proteasoms. Die
Endkonzentration von DMSO im Medium war 0,5% (00, 8200) beziehungsweise 0,2 % {80

Immunologischer Nachweis von Huntingtin mit dem ikétper htt 81-90B) Nachweis der Inhibierung des
Proteasoms in untransfizierten HEK 293-Zellen nZafgabe von ALLN. Die Aktivitdt des Proteasoms wurde

als Relativen Licht-Einheiten (RLE) dargestellteDiumineszenz-Daten wurden 24 Stunden nach Zugebe d
Inhibitors erstellt.
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3.1.6 Analyse der Huntingtin-Mutanten

3.1.6.1 Einfluss der Mutationen in der putativen Spaltregian von Huntingtin auf die

Caspase 3 und 7-Aktivitaten

Die Aktivierung der Caspase 3 und 7 ist ein wiakgigMerkmal der Exekutionsphase in der
Apoptose (Kellyet al. 2003). Zur Bestimmung der Aktivitdten dieser EftekCaspasen
wurde der Caspase-Gl®/7 Assay verwendet. Caspasen siydt€in-Asm@rtat-Proteasertie

in ihrem aktiven Zentrum die Aminosdure Cystein halten und Proteine nach der
Aminosaure Aspartat spalten. Mit dem Caspase:@liy Assay sollten die Aktivitaten der
Caspase 3 und 7 in HEK 293-Zellen bestimmt werdanhdem die Zellen mihitt N233-82Q
und den entsprechenden Mutanten transfiziert wurdbhildung 18A zeigt eine signifikante
Erh6hung der Caspase 3 und 7-Aktivitaten nach Esgpra der Mutante Htt N233-826121-
122, welche die Generierung des Spaltprodukts értigs wurde 1,98 + 0,16-fach (n =3,
*** pn<0,001) mehr Aktivitit gemessen im Vergleich zudtt N233-82Q-Protein. Im
Gegensatz dazu war kein statistisch signifikantetetschied in den Caspase 3 und 7-
Aktivitdten in Zellen erkennbar, welche mit pRC/CM%tt N233-82Q undhtt N233-82Q
AA124-125 transfiziert wurden. Eine Reduktion destekminalen Fragments durch die
Mutation AA124-125 hatte daher keine Minderung B#ektorcaspase-Aktivitaten zur Folge.
Abbildung 18B zeigt die dazugehdrige Western Blatase unter Verwendung des
Antikorpers 1C2. Die MutationA121-122 zeigte wie erwartet eine Verstarkung der
proteolytischen Spaltung und die Mutation AA124-Exge Verringerung der proteolytischen
Spaltung in HEK 293-Zellen, wahrend die Hauptprdeldvels vergleichbar waren. Da die
Mutante Htt N233-82QA116-125 nicht in vergleichbaren Mengen exprimiegtden konnte,
wurde sie in diesem Experiment nicht eingesetzt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass diedsipn von Htt N233-82Q und die
Generierung des entsprechenden N-terminalen Fragrkeme Wirkung auf die Caspase 3
und 7-Aktivitaten in HEK 293-Zellen haben. Gegenkélh dazu fuhrt die Mutation121-122

in  Htt N233-82Q zu erhdhten Effektorcaspase-Akditeh und einer gesteigerten

Akkumulation der spezifischen N-terminalen Fragreantder Zelle.
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Abbildung 18: Caspase 3 und 7-Aktivitdten nach der Expressionemet Huntingtin-Proteined) Caspase 3
und 7-Aktivitaten in transfizierten HEK 293-Zellemlie Htt N233-82Q und die entsprechenden Mutanten
exprimieren. Transfektion von pRC/CMV diente alsnialle. Caspase 3 und 7-Aktivitdten sind als Redati
Licht-Einheiten (RLE) dargestellt. Die Lumineszddaten wurden 48 Stunden nach der Transfektion Igrste
(n =3, **p<0,001).B) Western Blot Analyse der Zelllysate, welche gleglig fir den Luziferase-Assay
eingesetzt wurden, unter Verwendung des Antikorp&a.[3-Aktin diente als Ladekontrolle.

3.1.6.2 Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol durch die Mtation A121-122 in
Huntingtin

Apoptose kann auf verschiedenen Signalwegen eiibgfeleerden. Bei dem extrinsischen
Weg werden Zellmembranrezeptoren, sogenannte Texbgsioren aktiviert. Die Bindung
von Liganden, wie TNF, Apo oder Fas an die jeweiligRezeptoren fuhrt Uber einen
Komplex zur Aktivierung der Initiatorcaspasen 8 urid(Ashkenazi & Dixit 1998). Bei dem
intrinsischen Weg spielt das Cytochrom c eine zdamtRolle. Bei diesem Signalweg kann
eine mitochondriale Signalkaskade durch viele watdedliche Stimuli, die eine
Zellschadigung hervorrufen, ausgeldst werden. Exleve die Membranporen der &uf3eren
Mitochondrienmembran gedffnet und Cytochrom ¢ ingtoglasma freigesetzt. Im
Zytoplasma bilden das Cytochrom c, Apaf-1 und d@@aspase 9 das Apoptosom. Nach der
Aktivierung von Caspase 9 kann diese wiederum dfiekibrcaspasen 3 und 7 aktivieren (Li
etal. 1997).

Die MutationA121-122, mit einer verstarkten N-terminalen Protee] fihrte zu erhéhten
Effektorcaspase 3 und 7-Aktivitaten (siehe KapiBl.6.1). Als né&chstes sollte daher
untersucht werden, ob auch ein friherer apoptarsdarker, wie die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium, nachweisbar kerfir wurde eine subzellulare
Fraktionierung von HEK 293-Zellen, die 9 Stunderzibbungsweise 48 Stunden nach der
Transfektion mit pRC/CMV htt N233-82Q undhtt N233-82QA121-122 geerntet wurden,
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durchgefihrt. 9 Stunden beziehungsweise 48 Stundeh der Transfektion war in Zellen,
die Htt N233-82QA121-122 exprimierten im Vergleich zu Htt N233-82kpemierenden
Zellen ein Anstieg der zytosolischen Cytochrome enlje detektierbar (Abb. 19A und B).
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Abbildung 19: Detektion von Cytochrome ¢ im Zytosol von Huntimgéixprimierenden HEK 293-Zellen.
Western Blot Analyse zum Nachweis von Cytochronia @er mitochondrialen (M) und zytosolischen (Z2)
FraktionA) 9 Stunden und) 48 Stunden nach der Transfektion von pRC/CMN¥ N233-82Q unchtt N233-
82Q A121-122 mit dem Antikdrper Anti-Cytochrome c. DieufdtionA121-122 in Huntingtin fihrt zu einem
Anstieg der Cytochrome c-Menge im Zytog®{Tubulin diente als Ladekontrolle.

Die Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol und d&chweislich erhdhte Effektor-
caspase 3 und 7-Aktivitaten nach der Expressionhi N233-82QA121-122 zeigen, dass
Huntingtin mit dieser spezifischen Mutation apojsitite Prozesse in der Zelle verstarkt. Da
Cytochrom c in geringen Mengen auch in der zytesbkn Fraktion nach der Transfektion
mit pRC/CMV oder Htt N233-82Q detektiert wurde, kié® beispielsweise eine
Verunreinigung in der subzellularen Fraktionieremstanden sein oder die Transfektion ist
per se schwach toxisch fur HEK 293-Zellen. Einemadnrte Freisetzung von Cytochrome c
war schon 9 Stunden nach der TransfektionhttiN233-82QA121-122 erkennbar gewesen,
obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine Einschlugsgbmikroskopisch sichtbar waren. Das
Protein wurde jedoch exprimiert und Proteolyselgtéo(Daten nicht gezeigt). Daraus ist zu
schlieBen, dass submikroskopische Spezies vonmirtialen Huntingtin durch die Mutation

A121-122 apoptotische Prozesse aktivieren.

68



Katrin Jinemann Ergebnisse

3.1.6.3 Verringerung der Vitalitdt von neuronalen Zellen durch die Mutation A121-122
in Huntingtin

Die MutationA121-122 in Htt N233-82Q flihrte in HEK 293-Zellen ethéhten Caspase 3
und 7-Aktivitdten und zu einer verstarkten Freigatzvon Cytochrom c ins Zytosol. Chorea
Huntington ist eine neurodegenerative Erbkrankined es war zu untersuchen, ob Htt N233-
82Q mit dieser spezifischen Mutation in neuronaelien toxisch ist. Zur Bestimmung der
Zellvitalitat wurden N2a-Zellen mit den Konstruktbtt N233-82Q ,htt N233-82QA121-122
und dem Kontroll-Vektor pRC/CMV transfiziert, nadB Stunden Inkubation im Brutschrank
mit Trypanblau-Lésung angefarbt und die Anzahldt&len und toten N2a-Zellen bestimmt.
Nach der Expression von Htt N233-8AQ021-122 wurden 16,5 % weniger lebende Zellen im
Vergleich zur Expression von Htt N233-82Q detektigr =3, **p < 0,01). Es war kein
statistisch signifikanter Unterschied in der Vii@ivon N2a-Zellen erkennbar, welche mit
pRC/CMV undhtt N233-82Q transfiziert wurden (Abb. 20A). Das Protdtt N233-82Q und
das dazugehoérige N-terminale Spaltprodukt sind déspeechend nicht toxisch.
Abbildung 20B zeigt die dazugehdrige Western BlohaKse unter Verwendung des
Antikdrpers 1C2 mit vergleichbaren Expressionsigwdr Proteine.

Mit der Bestimmung der Zellvitalitdt von neuronalgellen konnte nachgewiesen werden,
dass die Mutatiom121-122 in Huntingtin mit einem pathogenen Polyahih-Abschnitt

toxisch ist und eine erhdhte Zelltodrate verursacht
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Abbildung 20: Zellvitalitat nach der Expression mutierter HuntingProteine A) Zellvitalitat von transfizierten
N2a-Zellen, die Htt N233-82Q und die entsprechevidéante exprimieren. Transfektion von pRC/CMV de&nt
als Kontolle. Die Zellen wurden 48 Stunden nach @eainsfektion mit Trypanblau-Farbung auf Vitalitat
untersucht (n = 3, i < 0,01).B) Western Blot Analyse der Zelllysate, welche glegilig fiur die Bestimmung
der Zellvitalitat eingesetzt wurden, unter Verwenglales Antikérpers 1CB-Aktin diente als Ladekontrolle.
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3.1.6.4 Einfluss der proteolytischen Huntingtin-Spaltung ad das Aggregations-

verhalten im Zellkultur-Modell

Wie bereits in COS-7-Zellen gezeigt wurde, aggmegiekurze N-terminale Huntingtin-
Proteine mit einem pathogenen Polyglutamin-Absthinit Zytoplasma und im Zellkern
(siehe Kapitel 3.1.4.1). Um zu untersuchen, obvaieschiedenen Mutanten von Huntingtin
ein unterschiedliches Aggregationsverhalten zeigamurden COS-7-Zellen mit den
Konstrukten htt N233-82Q, htt N233-82Q AA124-125 undhtt N233-82Q A121-122
transfiziert und nach 48 Stunden auf Deckglasexierti Durch anschliel3ende indirekte
Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnten Huntingtin-Aggate, welche immunologisch mit
dem Antikorper 81-90 markiert wurden, detektiertraden. Eine Quantifizierung der
mikroskopisch sichtbaren Aggregate zeigte, das%oIder mithtt N233-82Q-transfizierten
Zellen mindestens einen Huntingtin-Einschlusskorpasallen (n=6). Zellen, welche
Htt N233-82Q AA124-125 exprimierten und eine Vegenung der N-terminalen Spaltung
aufwiesen, zeigten eine signifikante Reduktion Eemmation von Aggregaten und nur 10 %
der transfizierten Zellen besal3en mindestens elmthb&res Aggregat (n = 6p% 0,05). Im
Vergleich dazu war die Aggregation von Huntingtach Expression der Mutante Htt N233-
82Q A121-122, mit einer 2,5-fach verstarkten N-terminaBpaltung, interessanterweise mit
45 % Aggregat-haltigen Zellen 2,5-fach hdher alshnder Expression von Htt N233-82Q
(n =6, **p<0,0001) (Abb. 21A). Zusatzlich zu der Quant#izing von Aggregaten wurde
ein Filter-Retardations-Assay durchgefuhrt (AbbBRIHEK 293-Zellen, die Htt N233-82Q
und die entsprechenden Mutanten exprimierten, wurtk: Stunden nach der Transfektion
lysiert und die Hauptproteinbanden mittels Odysisdsared Imaging System analysiert und
normiert. Der Zellextrakt wurde mit Vakuum durcheiCelluloseacetatmembran (Qua
Porengrofe) gesaugt und die SDS-unl6slichen Agtgedee auf der Membran verblieben,
mit dem Antikérper htt 81-90 detektiert. Die MutatiA121-122, die das meiste Spaltprodukt
lieferte, zeigte die starkste Formation von SDSisithen Huntingtin-Aggregaten. Die
Mutanten Htt N233-82Q AA124-125 und Htt N233-82(016-125 liel3en keinen Unterschied
Zu Htt N233-82Q erkennen, was auch mit einer genn@ensitivitait der Methode zu
begrinden ist.

Die Daten der Aggregationsstudien zeigen, dassvamainderte beziehungsweise verstarkte
Generierung spezifischer N-terminaler Fragmenteereicffekt auf die Quantitdt von
Huntingtin-Aggregaten hat.
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Abbildung 21: Analyse von Huntingtin-AggregateA) Quantifizierung von Aggregaten in COS-7-Zellenmac
der Transfektion mittt N233-82Q und den entsprechenden Mutanten mittefaunfluoreszenz-Mikroskopie
(n=6, 1<0,05 ***p<0,0001).B) Aggregation von Htt N233-82Q und den ensprechendetanten in
transfizierten HEK 293-Zellen wurde mittels Filieetardations-Assay unter Verwendung des Antikorpers
htt 81-90 detektiert. Untr. = untransfizierte HEB32Zellen.

3.1.7 Analyse N-terminaler Huntingtin-Proteine mit unterschiedlicher

Proteinlange

3.1.7.1 Untersuchung der Aggregation von mutierten N-termiralen Huntingtin-

Proteinen mit 120 Aminosauren

Wie in Kapitel 3.1.3.2 nachgewiesen, hat das Rmoteiitt N120-82Q dieselbe

elektrophoretische Mobilitdt in der SDS-PAGE wiesdll-terminale Spaltprodukt von

Htt N233-82Q. Die Expression der Mutante Hitt N2288A121-122 fihrte zu erhdhten

Caspasen 3 und 7-Aktivitdten sowie zu einer vekttar Akkumulation des N-terminalen

Fragments mit einer vermehrten Formation von Agategy Es war zu Uberprifen, ob das
kirzere Huntingtin-Protein mit 120 Aminosauren WB®l Glutaminen, welches in etwa der
GroRRe des spezifischen N-terminalen Fragments mctisp auch in der Lage ist zu

aggregieren.

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie konnte gezeigirden, dass Htt N120-82Q-Proteine
mit einem pathogenen Polyglutamin-Abschnitt im Wstaied zu Htt N120-18Q-Proteinen
mit einem nicht-pathogenen Polyglutamin-AbschmttGOS-7-Zellen stark aggregieren und

in zytoplasmatischen und nukledren Einschlusskarperfinden sind (Abb. 22A).
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Im Filter-Retardations-Assay zeigte sich eine saAggregation von Htt N120-82Q im
Vergleich zu Htt N233-82Q und der Mutante Htt NZ&&B3) A121-122. Da jedoch die
Proteinexpression von Htt N120-82Q in HEK 293-ZeNéel héher war, lasst sich davon eine
hohe Aggregationsrate ableiten. (Abb. 22B, C).
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Abbildung 22: Aggregation von N-terminalen Huntingtin-Proteinerit 20 Aminosauren.A) Immun-
fluoreszenz-Analyse von transfizierten COS-7-Zelldie Htt N120-18Q und Htt N120-82Q exprimierenaint
Verwendung des Antikérpers htt 81-90 (rot). Derlkamin ist mit DAPI angefarbt (blau). Der Malstab is
10um. B) Vergleich der Expressionslevels von Htt N120-826Q dHtt N233-82Q in HEK 293-Zellen mittels
Western Blot Analyse unter Verwendung des Antikéspétt 81-90.C) SDS-unlésliche Aggregate von
Htt N233-82Q, Htt N233-82Q\121-122 und Htt N120-82Q in transfizierten HEK 2B&llen wurde mittels
Filter-Retardations-Assay unter Verwendung des k&mfiers htt 81-90 detektiertf-Aktin diente als
Ladekontrolle. Untr. = untransfizierte HEK 293- 2|
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3.1.7.2 Bestimmung der Caspase 3 und 7-Aktivitaten nach ddexpression verschieden

langer Huntingtin-Fragmente

Es war zu untersuchen, ob die hohe Expression vitiN120-82Q in HEK 293-Zellen

verstarkte Caspase 3 und 7-Aktivitaten zur Folge Daher wurde ein Luziferase-Assay wie
in Kapitel 3.1.6.1 durchgefiihrt. Es zeigte sichsdalie Expression von Htt N120-82Q
interessanterweise keinen statistisch signifikatestieg in den Aktivitditen von Caspase 3
und 7 hat (Abb. 23A). Vergleichend dazu fuhrte #&epression von Htt N171-82Q, mit
demselben Proteinexpressionslevel wie Htt N120-82@,einer verstarkten Aktivitat der
Effektorcaspasen (n =3, p*< 0,01). Da die Menge des N-terminalen Spaltpréglwon

Htt N171-82Q zum Hauptprodukt vergleichsweise gemar, scheint das Hauptprodukt die
Effektorcaspase-Aktivitaten zu erhéhen (Abb. 23B)iner vorherigen Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Expression von Htt N171-82Q insgjanen Mausen Chorea Huntington-

ahnliche Symptome verursacht und diese Mause gy aterben (Schillingt al. 1999).
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Abbildung 23: Caspase 3 und 7-Aktivitaten nach der Expressioschéeden langer Huntingtin-Proteing)
Caspase 3 und 7-Aktivitdten in transfizierten HEX3Zellen, die pRC/CMV, Htt N120-82Q und Htt N171-
82Q exprimieren. Caspase 3 und 7-Aktivitdten sifgl Relative Licht-Einheiten (RLE) dargestellt. Die
Lumineszenz-Daten wurden 48 Stunden nach der Tektish erstellt (n = 3, *» < 0,01).B) Western Blot
Analyse der Zelllysate, welche gleichzeitig fir darziferase-Assay eingesetzt wurden, unter Verwagdies
Antikorpers htt 81-90B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Um die N-terminale Spaltung bei circa Aminosauré I#iher zu untersuchen, wurden
weitere Stoppmutanten neben Htt N120-82Q, durchfUBming eines Stoppkodons nach
Aminosaure 117, 118, 119, 121, 122, und 123 mitteisgerichteter Mutagenese, generiert.
Alle Stoppmutanten wurden in HEK 293-Zellen experhiund ebenfalls im Caspase-Glo

3/7 Assay eingesetzt, um zu untersuchen, ob N-temiHuntingtin-Proteine, die sich in
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ithrer Lange nur in einer C-terminalen Aminosaurdetstheiden, einen Effekt auf die
Caspasen 3 und 7-Aktivitditen haben. Keine der 3mopgnten zeigte einen statistisch
signifikanten Unterschied im Luziferase-Assay vietgtn zu Htt N120-82Q (Abb. 24A). Wie
Htt N120-82Q haben alle anderen Stoppmutanten aeiitischem Polyglutamin-Abschnitt
sehr hohe Expressionslevel im Vergleich zu der khetaHtt N233-82QA121-122, was

mittels Western Blot Analyse nachgewiesen werdemte (Abb. 24B).
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Abbildung 24: Caspase 3 und 7-Aktivitdten nach der ExpressiorerMihaler Huntingtin-Stoppmutanten.
A) Caspase 3 und 7-Aktivitdten in transfizierten HEK3-Zellen, die Htt N117-82Q — Htt N123-82Q und
Htt N233-82Q A121-122 exprimieren (n =3, *¥<0,001). Die Transfektion von pRC/CMV diente als
Kontolle. Caspase 3 und 7-Aktivitaten sind als Redalicht-Einheiten (RLE) dargestellt. Die Lumirzesnz-

Daten wurden 48 Stunden nach der Transfektion |krsB) Western Blot Analyse der Zelllysate, welche

gleichzeitig fur den Luziferase-Assay eingesetztden, unter Verwendung des Antikdrpers htt 81{8@ktin
diente als Ladekontrolle.

Des Weiteren zeigte die Mutante Htt N233-820Q16-125, mit einer Reduktion der

N-terminalen Spaltung, aber einem hohen Protein&Sgionslevel, anders als die Mutante
Htt N233-82QA121-122 keinen statistisch signifikanten Untersghreden Caspase 3 und 7-

Aktivitaten im Vergleich zu Htt N233-82Q (Abb. 25R).
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Abbildung 25: Caspase 3 und 7-Aktivitaten nach der Expressiotienier Huntingtin-ProteineA) Caspase 3
und 7-Aktivitdten in transfizierten HEK 293-Zellemgelche Htt N233-82Q und die entsprechenden Mutante
exprimieren. Transfektion von pRC/CMV diente alsnialle. Caspase 3 und 7-Aktivitaten sind als Redati
Licht-Einheiten (RLE) dargestellt. Die Lumineszdbaten wurden 48 Stunden nach der Transfektion lkrste
(n =3, **p<0,001).B) Western Blot Analyse der Zelllysate, welche gle&lig fir den Luziferase-Assay
eingesetzt wurden, unter Verwendung des Antikorper81-90.3-Aktin diente als Ladekontrolle.

Durch die Expression verschieden langer HuntinBtioteine konnte gezeigt werden, dass
nicht alle N-terminalen Huntingtin-Proteine apopgche Prozesse auslosen. Die Daten
zeigen, dass die Expression der ersten 233 Amin@sauon Huntingtin mit einem
pathogenen Polyglutamin-Abschnitt und das entspread N-terminale Spaltprodukt allein
keine apoptotische Wirkung fir HEK 293-Zellen habBurch die MutationA121-122 in
Htt N233-82Q mit einer verstarkten Akkumulation desdogen gespaltenen Huntingtin-
Fragments wurden nachweislich Effektorcaspase-A#étn erhoht.

Uberexprimierte Huntingtin-Proteine mit einer Langs 117 bis 123 Aminosauren, was in
etwa der Lange des zu untersuchenden N-terminalaemtindjtin-Spaltprodukts entspricht,
hatten ebenfalls keinen Effekt auf Effektorcaspakgvitaten, obwohl diese Proteine im
Zytoplasma und im Nukleus stark aggregierten. Inrglééch dazu konnte Htt N171-82Q
wiederum Effektorcaspasen aktivieren. Die Resultagggen, dass verschieden lange
N-terminale Huntingtin-Proteine mit identischem Wlitamin-Abschnitt ein unter-
schiedliches Potential fir die Verstarkung apopttter Prozesse in der Zelle haben.
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3.1.7.3 Verschieden lange Huntingtin-Proteine besitzen eianterschiedliches Potential

fur Toxizitat

In Kapitel 3.1.7.2 konnte gezeigt werden, dass Higression von Htt N171-82Q im
Vergleich zu der Expression des kurzeren ProteittSNH20-82Q apoptotische Prozesse
verstarkt. Um zu untersuchen, ob das Protein H#INA2Q, welches im transgenen
Mausmodell einen Chorea Huntington-ahnlichen Phgmeerursacht, in Zellkultur toxisch
ist und die Zellviabilitat von neuronalen Zelleneb#lusst, wurden N2a-Zellen mit den
Konstruktenhtt N171-82Q,htt N120-82Q und dem Kontroll-Vektor pRC/CMV transédi,

48 Stunden im Brutschrank inkubiert und die Anzdd vitalen und toten N2a-Zellen mit der
Trypanblau-Methode bestimmt. Nach der Expressiom \Htt N171-82Q wurde eine
Reduktion der Zellvitalitat um 14,5 % (n = 3p ¥ 0,05) im Vergleich zur Expression von
Htt N120-82Q detektiert (Abb. 26A). Es war keintstiassch signifikanter Unterschied in der
Vitalitdt von N2a-Zellen erkennbar, welche mit pR®IV und htt N120-82Q transfiziert
wurden. Das Protein Htt N120-82Q ist dementspredhecht toxisch. Abbildung 26B zeigt
die dazugehorige Western Blot Analyse unter Verwegd des Antikdrpers 1C2 mit
vergleichbaren Expressionslevels der Proteine.

Mit der Bestimmung der Vitalitat von neuronalen Iéelkonnte nachgewiesen werden, dass
die Expression der ersten 171 Aminosauren im Vitgleu den ersten 120 Aminoséuren von
Huntingtin mit identischem Polyglutamin-Abschnitixisch ist und eine erhohte Zelltodrate

verursacht.
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Abbildung 26: Zellvitalitat nach der Expression mutierter HuntingProteine A) Zellvitalitat von transfizierten
N2a-Zellen, die Htt N120-82Q und Htt N171-82Q erpgaren. Transfektion von pRC/CMV diente als Korgoll
Die Zellen wurden 48 Stunden nach der TransfektionTrypanblau-Farbung auf Vitalitat untersucht<8,
*p < 0,05).B) Western Blot Analyse der Zelllysate, welche glemitig fur die Bestimmung der Zellvitalitat
eingesetzt wurden, unter Verwendung des Antikorp&a.3-Aktin diente als Ladekontrolle.
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3.1.7.4 Subzellulare Lokalisation von verschiedenen N-ternmalen Huntingtin-

Fragmenten

Wie bereits in Kapitel 3.1.4.1 und Kapitel 3.1.Bdschrieben, sind N-terminale Huntingtin-
Fragmente mit einem expandierten Polyglutamin-Abgtim der Lage zytoplasmatisch und
nukleér zu aggregieren. Es war zu untersuchenjeMdtationA121-122 in Htt N233-82Q
einen Effekt auf die subzellulare Lokalisation d&steins hat und die erhéhten Caspase 3
und 7-Aktivitditen moglicherweise mit der Lokalieat von Huntingtin in der Zelle erklart
werden kann. Unter Verwendung des NE-PERiuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents Kit wurden eine zytosolische (Z) und euldeare (N) Protein-Fraktion 48 Stunden
nach der Transfektion von HEK 293-Zellen it N233-82Q,htt N233-82QA121-122 und
htt N120-82Q hergestellt (Abb. 27). Der immunologistlachweis im Western Blot mit dem
Antikorper 1C2 zeigte, dass SDS-l6sliche Htt N2288Proteine mit dem entsprechenden
N-terminalen Spaltprodukt im Zytoplasma und im MNuwld lokalisiert sind, wobei das
N-terminale Spaltprodukt grof3tenteils in der zyésphatischen Fraktion zu finden war.
Durch die Mutatiom121-122 verstéarkt sich die Spalteffizienz und saitret Generierung des
N-terminalen Fragments, was auch in der subze#nld&raktionierung erkennbar ist. Auch
hier ist das Hauptprodukt sowie das entsprechepd#émBodukt zytoplasmatisch und nuklear
lokalisiert. Es ist im Western Blot erkennbar, dasshr Spaltprodukt von der Mutante
Htt N233-82QA121-122 als von Htt N233-82Q im Nukleus lokalisigt. Eine verstérkte
nukleare Lokalisation von spezifischen Huntingtmagmenten koénnte eine Rolle in der
Pathogenese von Chorea Huntington spielen, da rinevigen Studien gezeigt wurde, dass
nuklear lokalisiertes Huntingtin-Protein toxisch #allkultur- und Maus-Modell ist (Schilling
et al. 2004, Peterst al. 1999, Saudoet al. 1998).

Wie zuvor in Kapitel 3.1.7.1 gezeigt, kann Htt Ni2Q zytoplasmatisch und nuklear
lokalisiert sein und Aggregate bilden. Dies konthiech die zellulére Fraktionierung bestatigt
werden, wobei SDS-l6sliche Htt N120-82Q-Proteine g@nofRen Mengen in beiden
Kompartimenten zu finden sind. Obwohl Htt N120-829Q groRen Mengen als l6sliches
Protein oder als Aggregate nuklear lokalisiert ksinnten keine Effektorcaspase-Aktivitaten
wie bei der Mutante Htt N233-82Q121-122 detektiert werden (siehe Kapitel 3.1.7.2).
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Abbildung 27: Subzellulare Fraktionierung von transfizierten HE®3-Zellen. Zytoplasmatische (Z) und
nukledre (N) Fraktionierung von Htt N233-82Q-, N233-82QA121-122- und Htt N120-82Q-exprimierenden
HEK 293-Zellen. Immunologischer Nachweis von Hugtin mit dem Antikrper 1C2. Die Trennung von
Zytoplasma und Nukleus wurde durch die Verwendumg 3+Tubulin- und Histon-Antikdrpern nachgewiesen.
Untr. = untransfizierte HEK 293-Zellen.

3.2  Analyse der N-terminalen proteolytischen Prozessieng von

Volllangen-Huntingtin im Zellkultur-Modell

3.2.1 Proteolyse von Volllangen-Huntingtin

Es war zu Uberprifen, ob das N-terminale Fragmeitt emer Lange von circa 120
Aminosauren auch nach der Expression von Vollladdentingtin generiert wird. Fur die
Analyse der proteolytischen Prozessierung von #iofjen-Huntingtin wurde das Protein
Htt FL-82Q mit einer Gesamtlange von 3144 Aminosawnd 82 Glutaminen in HEK 293-
Zellen exprimiert. 48 Stunden nach der Transfektimmnte das Volllangen-Huntingtin
Protein mit dem Antikorper htt 81-90 im Western Blmmunologisch nachgewiesen werden
(Abb. 28A). Zusatzlich zu der Protein-Hauptbandegir Pfeil) war ein kleineres Huntingtin-
Fragment (schwarzer Pfeil) detektierbar, welcheselbe Molekularmasse im SDS-Gel wie
das N-terminale Fragment von HD-N171-82Q transgem&éfiusen hatte. Nach der
Auftrennung des Mausgehirn-Homogenats in der SD&IPAwaren Aggregate von
Huntingtin im Sammelgel zu finden (blauer Pfeil)ngé¢spaltenes Maus HD-N171-82Q-
Protein konnte mit dem Antikorper htt 81-90 nichetektiert werden, da dieses
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maoglicherweise vollstandig prozessiert wurde odar Antikorper htt 81-90 ist nicht in der
Lage das vorhandene Htt N171-82Q-Hauptprodukt ifiieus zu detektieren.

Des Weiteren war nach der Expression von Htt FL-82Qe zusatzliche schwache
Huntingtin-Proteinbande tUber dem N-terminalen $pattukt bei ungefahr 43 kDa mit dem
Antikorper htt 81-90 zu erkennen (gruner Pfeil). Dach der Expression von Volllangen-
Huntingtin zwei kurze N-terminale Huntingtin-Fragnte im Western Blot zu finden waren,
wurden diese als Fragment 1 (circa 38 kDa) undrresng 2 (circa 43 kDa) benannt.

Fur eine genauere Untersuchung des Fragments 2ewudi@ Proteine im Western Blot
parallel mit dem Antikorper htt 115-129 inkubieWie in Abbildung 28B zu erkennen ist,
konnte der Antikdrper htt 115-129 das Fragment Beranicht das Fragment 1 von
Htt FL-82Q und Maus HD-N171-82Q-Protein erkenneaswlaraus schliel3en lasst, dass das
Fragment 2 das Huntingtin-Epitop Aminosaure 115-I%itzt. Zuséatzlich konnte der
Antikorper htt 115-129 die Huntingtin-Aggregate vétaus-Homogenat im Sammelgel nicht
erkennen, da diese hauptsachlich aus circa 120 dsauren langen, endogen gespaltenen

Fragmenten bestehen.
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Abbildung 28: Detektion von zwei kurzen N-terminalen Huntingtirm§menten nach der Expression von
Volllangen-Huntingtin.A) Mit dem Antikérper htt 81-90 wurden zusatzlich zMulllangen-Huntingtin (roter
Pfeil) zwei N-terminale Huntingtin-Fragmente, Fragm 1 (schwarzer Pfeil) und Fragment 2 (grunerlRfei
detektiert. Im Maus-Homogenat konnten Huntingtingfggate (blauer Pfeil) nachgewiesen werd@n.Der
Antikérper htt 115-129 konnte nur das Volllangennatngtin (roter Pfeil) und das Fragment 2 (grunéeillP
detektieren. Untr. = untransfizierte HEK 293-Zejlan = wildtyp; tg = transgen.
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Wesentlich besser konnten beide kurzen N-terminBlagmente nach der Transfektion von
htt FL-82Q im Western Blot mit dem Antikoérper htt 81-8@tektiert werden, nachdem das
SDS-Gel mit 200 ug anstatt Ublichen 70 pg Htt FQ82esamt-Protein beladen wurde
(Abb. 29). Das Fragment 1 mit circa 38 kDa (schwaifeil) hatte dieselbe Mobilitat in der
SDS-PAGE wie Htt N120-82Q und das Spaltprodukt MtinfN233-82Q. Das Fragment 2 mit
circa 43 kDa (gruner Pfeil) lief in der SDS-PAGEfér als das Hauptprodukt von Htt N233-
82Q und hoher als Htt N120-82Q. Somit wird das Fragt 2 durch Proteolyse zwischen

Aminosaure 120 und 233 generiert.

untr.
N233-82Q
FL-82Q
N120-82Q

<— Volllangen-Huntingtin
170 - =
130 -

R
100 -
70 -
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L ] <— Fragment 2
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35-
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htt 81-90

Abbildung 29: Nachweis von zwei kurzen N-terminalen Huntingtimgimenten in transfizierten HEK 293-
Zellen. Immunologische Detektion von zwei kurzenekminalen Huntingtin-Fragmenten (griner und sararz
Pfeil) nach der Expression von Htt FL-82Q (roteeilfmit dem Antikérper htt 81-90. Das Fragment dt h

dieselbe Mobilitdt im SDS-Gel wie Htt N120-82Q urdhs N-terminale Fragment von Htt N233-82Q.
Untr. = untransfizierte HEK 293-Zellen.

Des Weiteren konnten ebenfalls zwei N-terminale tiigiin-Fragmente in striatalen Zellen
der Maus, welche mutiertes Volllangen-Huntingtirt &1 Glutaminen exprimieren und aus
homozygotenHdh?**** ! Knock-in Mausembryonen isoliert wurden (Tretetlal. 2000),
mittels Western Blot Analyse nachgewiesen werdeb(/80). Nach kurzer Belichtungszeit
konnten zwei N-terminale Huntingtin-Fragmente (saleer und griner Pfeil) mit einer
Molekularmasse von circa 45 kDa und 50 kDa mit déferminalen Huntingtin-Antikérper
htt 81-90 nachgewiesen werden. Eine langere Belngszeit fuhrte zur Detektion des
Htt FL-82Q Hauptprodukts und den Spaltprodukterer(®t). Die hoheren Molekularmassen
der Fragmente in $7dh?**YHdh?**~Zellen sind auf einen langeren Polyglutamin-Absithn
(111Q statt 82Q) zuriickzufilhren. Das Volllangent®io konnte in SHAdh®*YHdh?M:
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Zellen nicht nachgewiesen werden, was darauf g$dhieasst, dass entweder Volllangen-
Huntingtin vollstandig proteolytisch prozessiertra@ und nur noch N-terminale Huntingtin-
Fragmente in den striatalen Zellen zu finden wagr dass der Antikorper htt 81-90 nicht in

der Lage ist das vorhandene Hauptprodukt in digedlen zu detektieren.
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Abbildung 30: N-terminale Spaltung von Volllangen-Huntingtin imiatalen Mauszellen. $Tdh?*YHdh®**-
Zellen, die Volllangen-Huntingtin mit 111 Glutammexprimieren, zeigen im Western Blot unter Verwamgl
des Antikorpers htt 81-90 zwei kurze N-terminalentingtin-Fragmente (griner und schwarzer Pfeil)ciNa
langerer Belichtungszeit sind die N-terminalen Fmagte (Sterne) von Htt FL-82Q (roter Pfeil) in HEB3-
Zellen nachweisbar. Untr. = untransfizierte HEK 2Z38len.

Die Daten zeigen, dass nach der Expression vonlavigkn-Huntingtin und kurzen
Huntingtin-Proteinen mit aquivalentem Polyglutamibschnitt ein identisches N-terminales
Spaltprodukt (Fragment 1) generiert wird mit eihénge von circa 120 Aminosauren. Ein
zweites N-terminales Spaltprodukt (Fragment 2) emier errechneten Lange von circa 170
Aminosauren konnte in Volllangen-Huntingtin-traasfrten HEK 293-Zellen und in

striatalen Mauszellen detektiert werden.
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3.2.1.1 Analyse der Effektorcaspase-Aktivitdten und Aggregton nach der Expression

von mutiertem Volllangen-Huntingtin

Zur Bestimmung der Aktivitaten der Effektorcaspa8eand 7 wurde der Caspase-GI&/7
Assay verwendet. HEK 293-Zellen wurden it FL-82Q-Konstrukten und pRC/CMV als
Kontrolle transfiziert. Abbildung 31A zeigt keinesignifikanten Unterschied in den
Effektorcaspase-Aktivitaten nach der Expression Mtr-L-82Q im Vergleich zur Kontrolle
(n = 3). Somit hat Volllangen-Huntingtin wie beiglsweise Htt N233-82Q keine Apoptose-
induzierende Wirkung.

Um Aggregation nach der Expression von Volllangamtihgtin mit einem pathogenen
Polyglutamin-Abschnitt nachzuweisen, wurde ein éfiRetardations-Assay durchgefinhrt.
HEK 293-Zelllysat von htt FL-82Q-transfizierten Zellen wurde durch eine Gleke-
acetatmembran (0j2m Porengroéf3e) mittels Vakuum gesaugt und die zgeltkitenen SDS-
unléslichen Aggregate mit dem Antikérper htt 81-@&ektiert. Es wurden 2Q@y, 400ug
und 600ug Gesamt-Protein des HEK 293-Zellextrakts eingésddre Verwendung von
600ug Gesamt-Protein zeigte deutlich das Vorhandensein Aggregaten nach der
Expression von Htt FL-82Q im Vergleich zu untran&fiten Zellen (Abb. 31B).

Um zu untersuchen, ob N-terminale Huntingtin-Fragteeund nicht Volllangen-Huntingtin-
Proteine aggregieren, wurde die Mutation AA124-12%elche die Generierung des
N-terminalen Fragments 1 stark reduziert, in Htt§2Q eingefuhrt. Nach Normalisierung
der Protein-Hauptbanden von Htt FL-82Q und Htt RQ8AA124-125 mittels Odyssey
Infrared Imaging System wurde die Aggregation maind Filter-Retardations-Assay und
anschlieendem Western Blot analysiert. Abbildubh@§ Zeigt eine deutliche Reduktion der
Aggregation durch die Mutation AA124-125. Ein zé&her Effekt der Mutatiom121-122 in
Htt FL-82Q konnte nicht untersucht werden, da dampBodukt der Mutante Htt FL-82Q
A121-122 nicht wie erwartet exprimiert wurde.
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Abbildung 31: Effektorcaspase-Aktivitaten und Aggregation nach Exepression von Volllangen-Huntingtin.
A) Caspase 3 und 7-Aktivitaten in Htt FL-82Q-exprimigden HEK 293-Zellen. Transfektion von pRC/CMV
diente als Kontolle. Caspase 3 und 7-Aktivitadtendsals Relative Licht-Einheiten (RLE) dargestelllie
Lumineszenz-Daten wurden 48 Stunden nach der Tednsfi erstellt.B) Huntingtin-Aggregation nach der
Expression von Htt FL-82Q in transfizierten HEK 2B8llen wurde mittels Filter-Retardations-Assay und
Western Blot Analyse unter Verwendung des Antikéspbtt 81-90 detektiert. 20@y, 400pg und 60Qug
Gesamt-Protein wurden aufgetragel). Huntingtin-Aggregation nach der Expression von FHt82Q und
Htt FL-82Q AA124-125 in transfizierten HEK 293-Zel wurde mittels Filter-Retardations-Assay und \&fest

Blot Analyse unter Verwendung des Antikérpers HHI® detektiert. 40Qg Gesamt-Protein wurden
aufgetragen. Untr. = untransfizierte HEK 293-Zellen

Die Daten lassen darauf schlieRen, dass die Gemegieund Akkumulation von kurzen
N-terminalen Huntingtin-Fragmenten nach der Expoesson Volllangen-Huntingtin ein
initialer Schritt fir die Aggregation von Huntingtist. Eine Minderung der N-terminalen
Spaltung durch die Mutation AA124-125 verringeg giuntingtin-Aggregation in der Zelle.

3.2.1.2 Subzellulare Lokalisation von Volllangen-Huntingtin

Wie bereits in Kapitel 3.1.4.1 und Kapitel 3.1.bdschrieben, kann Htt N233-82Q und das
entsprechende N-terminale Spaltprodukt im Zytopagmd im Nukleus lokalisiert sein, in

beiden Kompartimenten aggregieren und in Einsckiirpern immunologisch nachgewiesen
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werden. Um die subzellulare Lokalisation von Vaitgn-Huntingtin und dessen
N-terminaler Fragmente zu bestimmen, wurden HEK-28Ben mit htt FL-82Q transfiziert
und unter Verwendung des NE-PERIuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents Kieei
zytosolische (Z) und eine nukleéare (N) Protein-Eoakhergestellt (Abb. 32).
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Abbildung 32: Subzellulare Fraktionierung von VolllAngen-Huntinggéxprimierenden HEK 293-Zellen.
Zytoplasmatische (Z) und nukledre Fraktionierung #imeisensaure-Behandlung (N+F) von Htt FL-820Q-
exprimierenden Zellen. Immunologischer Nachweis Wsalllangen-Huntingtin (roter Pfeil) und kurzen
N-terminalen Spaltprodukten (griner und schwarZeil)Pmit dem Antikdrper htt 81-90. Die Trennungno
Zytoplasma und Nukleus wurde durch die Verwendumgf+Tubulin- und Histon-Antikérpern nachgewiesen.

Das Pellet der nukledren Fraktion wurde direkt Ariteisenséaure behandelt (N+F), um alle
Huntingtin-Aggregate zu solubilisieren, da SDSiki#¢ N-terminale Fragmente in dieser
Fraktion nach der Expression von Htt FL-82Q in sgéringer Menge vorkamen und per
Western Blot Analyse schwer nachweisbar waren. Demunologische Nachweis im
Western Blot mit dem Antikérper htt 81-90 zeigtasd das Volllangen-Huntingtin-Protein
(roter Pfeil) nur im Zytoplasma lokalisiert war.t®rminale Fragmente (griner und schwarzer

Pfeil) konnten in der zytosolischen und nukle&reakfton detektiert werden.
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Die Ergebnisse der subzellularen Fraktionierungnkem mittels Doppel-Immunfluoreszenz-
Mikroskopie bestatigt werden. COS-7-Zellen wurddah it FL-82Q-Konstrukten transfiziert
und fur 48 Stunden inkubiert. Volllangen-Huntingtionnte mit den Epitop-spezifischen
Antikorpern htt 81-90 und htt 1247-1646 (erkennéa lduntingtin-Sequenzen Aminosaure
81-90 und 1247-1646) nachgewiesen werden, wobeil&vgen-Huntingtin diffus als
l6sliches Protein im Zytoplasma lokalisiert war QAIB3 Reihe 1 und 2). Weiterhin konnten
nukleare Einschlisse, welche aus aggregierten rN#taten Huntingtin-Fragmenten
bestanden und nur mit dem Antikdrper htt 81-90 miotit mit dem Antikorper htt 1247-1646
nachweisbar waren, detektiert werden (Abb. 33 R2jHefeil).

DAPI htt 81-90 htt 1247-1646 Uberlagerung

Abbildung 33: Immunfluoreszenz-Analyse von Hit FL-82Q-exprimiaden COS-7-Zellen. Das Epitop
Aminoséaure 81-90 ist rot, das Epitop Aminosaure7t2846 ist griin und der Nukleus ist durch DAPI blau
gekennzeichnet. Diffuses und zytoplasmatisch Islaties Volllangen-Huntingtin (Reihe 1 und 2) wunté
den Antikérpern htt 81-90 und htt 1247-1646 detzktiNukleare Einschlusskorper bestehend aus aiggrey
N-terminalen Huntingtin-Fragmenten (Reihe 2, Pfeil)rden mit dem Antikdrper htt 81-90, aber nicht dem
Antikorper htt 1247-1646 detektiert. Der Mal3statbigm.
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4 Diskussion

4.1  N-terminale Spaltung von Huntingtin

Chorea Huntington ist eine neurodegenerative Ertrait, die durch einen expandierten
Polyglutamin-Abschnitt im krankheitsassoziierterotein Huntingtin verursacht wird. In
post-mortalen Chorea Huntington-Gehirnen konntegregjerte N-terminale Huntingtin-
Fragmente im Zytoplasma und Nukleus nachgewiesedengDiFigliaet al. 1997, Schilling

et al. 2007, Hoffneret al. 2005, Becheret al. 1998). Mehrere Studien zeigten, dass
N-terminale Huntingtin-Fragmente mit einem expartdie Polyglutamin-Abschnitt ein
hoheres Aggregationspotential als VolllAngen-Hugitm mit einem expandierten
Polyglutamin-Abschnitt haben (Coopatral. 1998, Lunkes & Mandel 1998, Martindadeal .
1998, Hackanet al. 1998).

N-terminale Huntingtin-Fragmente werden durch pbtissche Prozessierung von
Volllangen-Huntingtin generiert, wobei die Spaltudgyirch verschiedene Caspasen und
Calpaine weitestgehend charakterisiert wurde (\Wgtitinet al. 2002, Wellingtoret al. 2000,
Kim et al. 2001, Gafni & Ellerby 2002, Gafret al. 2004, Grahanet al. 2006). Neben
Caspase- und Calpain-generierten Fragmenten net éi#énge von etwa 500 Aminoséuren
wurden kirzere N-terminale Huntingtin-Fragmente mibher Lange von circa 100-200
Aminosauren in post-mortalen Chorea Huntington-@ein sowie in verschiedenen Maus-
und Zellkultur-Modellen detektiert, welche im Zytapma und im Zellkern aggregieren und
Einschlusskorper bilden (let al. 2000, Lunkeset al. 2002, DiFigliaet al. 1997, Schillinget

al. 2007, Tanakat al. 2006). Diese kurzen N-terminalen Fragmente singirkaeharakterisiert
und werden durch unbekannte Proteasen generiert.

Ziel dieser Arbeit war es, kurze N-terminale Hugtin-Fragmente mit einer Ladnge von 120-
233 Aminosauren zu analysieren. Dazu wurden Zait#nN-terminalen und Volllangen-
huntingtin-Konstrukten transfiziert und die N-terminale Spalj untersucht.

In HEK 293-Zellen, die N-terminale Huntingtin-Prote mit einer Lange von 171
beziehungsweise 233 Aminosauren exprimierten, koaim circa 10 kDa kirzeres Fragment
nachgewiesen werden. Dieses N-terminale Fragmermdemunabhangig von der Lange des
Polyglutamin-Abschnitts und von der GroRe des Hwgtin-Proteins generiert. Diese
Ergebnisse sind konform mit der Detektion von Nvie@alen Huntingtin-Fragmenten in

post-mortalen Chorea Huntington-Gehirnen und Kdligebirnen sowie in Gehirnen von
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transgenen Mausen mit normalem und expandiertenyglthmin-Abschnitt (Mende-
Mueller et al. 2001, Kimet al. 2001, Toneffet al. 2002, Schillinget al. 2007). Aus diesem
Grund ist das in dieser Arbeit etablierte Zellkedkiodell mit der Uberexpression von kurzen
Huntingtin-Proteinen mit 18 oder 82 Glutaminen fdre Analyse der N-terminalen

proteolytischen Prozessierung von Huntingtin gestign

Nach der Transfektion mihuntingtin-Konstrukten zeigten nicht-neuronale und neuronale
Zellen dasselbe N-terminale Fragment. Des Weitdi@mmte gezeigt werden, dass dieses
Fragment nicht num vitro sondern aucln vivo generiert wird. Es ist wahrscheinlich, dass
dieselbe Protease in den verschiedenen Zelltypdnnutler transgenen Maus fur die Spaltung
verantwortlich ist, wobei nicht ausgeschlossen weerdkann, dass die Spaltung in den
unterschiedlichen Zellen und vivo um eine oder wenige Aminosauren differiert undsdie
nicht mit Hilfe der Western Blot Analyse nachgeveiesverden kann.

Das N-terminale Fragment konnte mit dem Antikorget 81-90 aber nicht mit dem
Antikorper htt 115-129 detektiert werden, was aiurfeeSpaltung nach Aminosaure 90
hinweist. Zusatzlich lauft das Huntingtin-Proteint N120-82Q mit derselben Mobilitat im
SDS-Gel, wie das N-terminale Spaltprodukt von HIBB-82Q und von dem transgenen
Produkt der Mauslinie HD-N171-82Q. Die Daten zeigeass endoproteolytische Spaltung
von Huntingtinin vitro undin vivo bei circa Aminosaure 120 stattfindet.

Huntingtin kann eine Struktur aus HEAT-Domanen umEST-Regionen mittels
bioinformatischer Analysen vorausgesagt werderhéskeapitel 1.5). Die Spaltregion fir die
Generierung des N-terminalen Fragments mit cirdd Aghinosauren kann demzufolge der
unstrukturierten und proteolytisch zuganglichen PEggion 1, welche sich nach dem Ende
des Polyglutamin-Abschnitts bis etwa zur Aminosél2é erstreckt, zugeordnet werden.

Das C-terminale Fragment konnte nach der Spalticig mehr im Western Blot detektiert
werden, was eine schnelle Degradierung dieses Fmtgnvermuten lasst. Durch den Besitz
des Polyglutamin-Abschnitts kénnte das Hauptprodukd das N-terminale Fragment im
Gegensatz zum C-terminalen Fragment schwerer digohproteasomalen Abbauweg und
durch zytoplasmatische Proteasen degradiert weudensomit eine langere Halbwertszeit
haben (Holmbergt al. 2004, Venkatramaet al. 2004, Sarkar & Rubinsztein 2008).

Das in dieser Arbeit beschriebene Fragment, welaresh der Expression von kurzen
Huntingtin-Proteinen detektierbar war, ist kirzds die circa 500 Aminosduren langen
Caspase- und Calpain-generierten Spaltprodukte.kdsuret al. konnten ein kurzes
N-terminales Spaltprodukt in post-mortalen Choramtihgton-Gehirnen und in Zellkultur

identifizieren, welches cp-A genannt wurde (Lunkesl. 2002). Cp-A wird zwischen den
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Epitopen Aminosdure 1-82 und 115-129 generiert. [Bmltprodukt cp-A hat eine
vergleichbare Gro3e zu dem in dieser Arbeit deteein Fragment mit einer Lange von circa
120 Aminosauren. Ein vergleichbares Fragment konelbenfalls in den transgenen
Mauslinien HD-N171-82Q/44Q/18Q, in dem induzierlmaMaus-Modell mit der Expression
von Volllangen-Huntingtin und 148 Glutaminen sowiedem knock-in Maus-Modell mit der
Expression von Volllangen-Huntingtin und circa 8u@minen detektiert werden (Schilling
etal. 1999, Liet al. 2000, Tanakat al. 2006).

Die Daten aus der hier vorliegenden Arbeit und anderen Studien zeigen, dass die
Generierung von &hnlichen oder sogar identischerzeku N-terminalen Fragmenten in

verschiedenen Zellsystemen stattfindet.

4.2  Modulation der N-terminalen Spaltung von Huntingtin

Um die Spaltregion ndher zu untersuchen, welchediér Generierung des N-terminalen
Fragments wichtig ist, wurde eine Mutationsanalysi verschiedenen Deletionen und
Substitutionen in der putativen Spaltregion duréhige. Es konnte keine Mutation
identifiziert werden, welche eine Spaltung vollst@#nverhindert. Es besteht die Mdglichkeit,
dass Mutationen innerhalb der putativen Spaltregibernative Spaltstellen generieren und
somit immer ein Fragment detektierbar ist. Der Béraum die Aminosaure 120 scheint
wichtig fur die Spalteffizienz zu sein, denn diel&m®n von Aminosaure 116-125 bewirkte
eine starke Reduktion des N-terminalen Spaltpraduks konnten Mutationen innerhalb der
putativen Spaltregion identifiziert werden, welckdéee N-terminale Spaltung reduzieren
(AA124-125) oder verstarkemAL21-122). Eine spezifische Spaltstelle konnte niéser
Methode nicht identifiziert werden und es ist nigeklart, ob eine oder mehrere Proteasen
das Substrat Huntingtin in dem Bereich von Aminosalil6-125 spalten. Es ist nicht
auszuschlie3en, dass eine spezifische Proteasehafinedieser Region an mehr als einer
Stelle spaltet, wie beispielsweise diSekretase, die in der Prozessierung des Amyloid-
Precurser Proteins (APP) eine Rolle spielt unddférGenerierung der Peptide Amyloid-beta
40 (AB40) und Amyloid-beta 42 (p42) bei der Alzheimer Krankheit verantwortlich ist
(Mattson 2004). Es kénnte auch mdglich sein, dassedRegion zugéanglich fur verschiedene
Proteasen ist, die jeweils nach derselben oder vaxdthiedenen Aminosauren spalten. Wird
mehr als ein spezifisches Fragment generiert uacidizelnen Fragmente unterscheiden sich

nur durch eine oder wenige Aminoséauren in der Feadlange, so kdnnen diese nicht im
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SDS-Gel separiert und durch Western Blot Analysesalzelne Banden detektiert werden. Es
besteht die Moéglichkeit, dass in verschiedenenty®h ahnliche N-terminale Huntingtin-
Fragmente durch unterschiedliche Proteasen geneseden oder dass diese Fragmente sich

in ihrer Lange durch eine oder wenige AminosauneiCiterminalen Bereich unterscheiden.

Lunkeset al. konnten nach der Deletion von Aminosaure 105-li#4GEnerierung von cp-A
verhindert (Lunkeset al. 2002). Um zu Uberprifen, ob diese Region eine eRoll der
N-terminalen Spaltung von Huntingtin in HEK 293-lgal spielt, wurde die Mutation
A105-114 in Htt N233-82Q eingefiihrt. Die Deletiorttb&keinen Effekt auf die N-terminale
Spaltung und auf die Generation des Huntingtin-fa@gs mit circa 120 Aminosauren. In
einer anderen Studie konnte nach der induzierbBrgmession von Volllangen-Huntingtin
mit 126 Glutaminen ebenfalls die Generierung deserNtinalen Fragments durch die
Deletion von Aminosaure 105-114 nicht beeinflusstrden (Ratovitskiet al. 2007). Eine
Erklarung fir diese Diskrepanz konnte sein, dasskeset al. Flag-markierte Huntingtin-
Proteine exprimierten, was die N-terminale Hunim@paltung beeinflut haben kénnte
(siehe Kapitel 4.3).

Mit Hilfe von Mutationen in der putativen Spaltregi konnte in dieser hier vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass die Region Aminosauré-125 wichtig fur die N-terminale
Spaltung von Huntingtin ist. Innerhalb dieser Regikonnten Mutationen identifiziert
werden, welche die N-terminale Spaltung entwedéuzieren (AA124-125) oder verstarken

(A121-122).

4.3 Identifikation der N-terminalen Spaltstelle

Mittels Massenspektrometrie (MS) konnen Peptid-Fraigte eines zu untersuchenden
Proteins analysiert und sequenziert werden. UmNisrminale Spaltprodukt und dessen
C-Terminus zu untersuchen, sollte durch Immunpitaipn das ungespaltene Huntingtin-
Protein und dessen N-terminales Spaltprodukt aeigegt, angereichert und fir die MS
vorbereitet werden. Unter Verwendung verschieddnamunprazipitationsprotokolle mit
Antikdrpern gegen N-terminale Tags und interne lihgtin-Sequenzen konnten Huntingtin-
Proteine aufgereinigt werden. Mittels MS wurden nduntingtin-Peptide mit einem
N-terminalen Flag-Tag detektiert, da nur durch Mliethode der Flag-Immunprazipitation
genugend Huntingtin-Proteine angereichert werdemtem. Da sich aber herausstellte, dass

ein N-terminaler Flag-Tag die Proteolyse von Hugtiim negativ beeinflusst, indem er die
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N-terminale Spaltung verhindert, was mittels WestBtot Analyse nachgewiesen werden
konnte, war es nicht mdglich Huntingtin-Peptide déserminalen Fragments per MS zu
identifizieren (Daten nicht gezeigt). Eine Studie Polyglutamin-flankierende Sequenzen
untersuchte, konnte eine Modulation der Aggregatiod Toxizitat durch einen Flag-Tag am
Huntingtin-Protein in einem Hefe-Modell nachweisefbuennwald et al. 2006).
Polyglutamin-flankierende Sequenzen, wie zum Belsp-terminale Tags, kénnen die
Konformation des Huntingtin-Proteins &ndern undut@le Prozesse, wie die Proteolyse und
Aggregation des entprechenden Proteins, beeinfluf3ie Identifikation einer spezifischen
Spaltstelle zur Generierung eines cp-A-ahnlicheagfents durch MS war in der Studie von
Ratovitskiet al. ebenfalls nicht gelungen (Ratovitskial. 2009).

Da das kurze C-terminale Fragment nach der Spalbicig detektiert werden konnte, war
eine Analyse des N-terminus dieses Fragments digohEdman-Abbau nicht moéglich, um

eine Spaltstelle zu identifizieren.

4.4  Zwei N-terminale Huntingtin-Fragmente

Lunkes et al. detektierten neben cp-A ein zweites Spaltprodugp-B, was nur
zytoplasmatisch lokalisiert war und durch Spaltangschen den Epitopen Aminosaure 115-
129 und 214-229 generiert wurde (Lunlasal. 2002). Ein vergleichbares Spaltprodukt zu
cp-B konnte hier in dem Zellkultur-Modell mit derxjiression von kurzen Huntingtin-
Proteinen mittels Western Blot Analyse nicht daszktwerden. Aus diesem Grund ist das
Zellkultur-Modell mit der Expression von kurzen dHninalen Huntingtin-Proteinen sehr gut
geeignet, um nur ein N-terminales Fragment von igtih genauer zu analysieren ohne den
zusatzlichen Effekt eines anderen Fragments.

Um zu untersuchen, ob es ein zweites N-terminalagritent mit einer vergleichbaren Grol3e
zu cp-B gibt, wurde Volllangen-Huntingtin exprimieMittels Western Blot Analyse konnte
hier neben einem cp-A-dhnlichen Fragment auch euB-&hnliches Fragment detektiert
werden. Die Spaltprodukte wurden Fragment 1 un@agnt, wobei das Fragment 1 mit
einer Lange von circa 120 Aminosauren identisclienn naher analysierten Fragment nach
der Expression von kurzen Huntingtin-Proteinen wdeben der Expression in HEK 293-
Zellen konnten diese beiden kurzen N-terminalergifente ebenfalls in striatalen Maus-
Neuronen detektiert werden, die Volllangen-Huniimgiit 111 Glutaminen exprimierten
(Abb. 28). Ratovitsket al. konnten in HEK 293-Zellen, die N-terminale HuntingProteine
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mit den ersten 511 Aminosauren exprimierten, ebsniin cp-A- und cp-B-ahnliches
Fragment nachweisen (Ratovitski al. 2009). Nur das cp-B-ahnliche Fragment konnte
mittels MS analysiert und die Aminosaure 167 alef@ninus dieses spezifischen Fragments
identifiziert werden. Die Grol3e des N-terminaleadfments von Ratovitsla al. ist ahnlich

zu dem 43 kDa grol3en Fragment 2, welches in di@sbeit nach der Expression von
Volllangen-Huntingtin in HEK 293-Zellen detektievurde.

Nach der Expression von Volllangen-Huntingtin mR &lutaminen in HEK 293-Zellen
konnten im Western Blot neben den kurzen N-termneimaFragmenten 1 und 2 weitere
Proteinbanden im hohermolekularen Bereich mit detik&rpern htt 81-90 und htt 115-129
detektiert werden. Caspase- und Calpain-Fragmerite82nGlutaminen sollten mit einer
Molekularmasse von circa 70-100 kDa im Western Bhsichweisbar sein. Mit dem
Antikorper htt 115-129 waren zuséatzliche Proteirtgam mit einer moglichen Grof3e von
Caspase- oder Calpain-Fragmenten, welche in deansgiizierten Kontrolle nicht vorkamen,
detektierbar. Um diese Fragmente naher zu anagdysiend zu bestimmen, ob es sich um
spezifische Caspase- oder Calpain-Fragmente handedsten Epitop-spezifische Antikdrper
eingesetzt werden. Diese Huntingtin-Antikdrper smu gegen die C-terminale Spaltsequenz
eines spezifischen Caspase- oder Calpain-Fragmgenithtet, wie zum Beispiel der Peptid-
spezifische Antikérper Neo-htt586 gegen das Caspdseagment (Ratovitsket al. 2007,
Wellingtonet al. 2002, Warbyet al. 2008).

In dieser Arbeit konnten zwei kurze N-terminale I§padukte, welche kirzer sind als die
Caspase- und Calpain-Fragmente, nach der Expression VolllAngen-Huntingtin im
Western Blot nachgewiesen werden. Diese beidenikgimt-Fragmente haben eine Lange

von circa 120 und 170 Aminoséauren.

4.5  Zellulare Einschlusskorper

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie und subzelleld Fraktionierung konnte nach der
Transfektion vorhtt N233-82Q-Konstrukten das kurze N-terminale Fragnmeih circa 120
Aminosauren und das Hauptprodukt mit 233 Aminos@éunekleédr und zytoplasmatisch
detektiert werden. Nukleare Einschlusskorper, Ibesté aus aggregierten N-terminalen
Huntingtin-Proteinen mit und ohne das Epitop Améwog 115-129, waren nachweisbar. Das
hier charakterisierte N-terminale Fragment kann el@sprechend im Zellkern aggregieren.
Diese Daten bestatigen eine vorherige Studie, dteridinale Huntingtin-Fragmente ohne

das Epitop Aminosaure 115-129 in neuronalen Zeiker der Grof3hirnrinde von
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Chorea Huntington-Gehirnen und in HD-N171-82Q tgame&n Mausen nachgewiesen hat
(Schilling et al. 2007). Die nukleare Lokalisation von spezifiscikeagmenten kénnte eine
Rolle in der Pathogenese von Chorea HuntingtorespiéJnterschiedliche Studien konnten
einen Zusammenhang zwischen nukledrer Lokalisatamn Huntingtin und der Entstehung
von Chorea Huntington nachweisen (Van Raamsabiak 2005, Saudoet al. 1998, Peters

et al. 1999, Benret al. 2005, Schillinget al. 2004). Mutierte Huntingtin-Fragmente kénnen
entweder in l6slicher oder aggregierter Form mithtigen Regulatoren der Transkription
Interaktionen eingehen und diese Proteine auchggrégaten sequestrieren (Zleaal. 2005,

Li et al. 2002, Nuciforaet al. 2001, Steffaret al. 2000, Baeet al. 2005). Nicht nur kurze
N-terminale Fragmente, wie das in dieser Arbeitlymiarte Fragment, kénnen nukleér
lokalisiert sein, sondern auch endogen gespalt@aspase-6-Fragment, welches nicht nur
zytoplasmatisch, sondern auch nuklear generiertlevekann (Warbyt al. 2008). Endogen
gespaltene Caspase-2/3-Fragmente sind im Gegensatndogen gespaltenem Caspase-6-
Fragment nur zytoplasmatisch lokalisiert. Endogespgltenes Caspase-6-Fragment ist in
einem Maus-Modell toxisch und verursacht Neurodegaion. Das endogen gespaltene
Caspase-6-Fragment kann im Vergleich zu exprimmer@aspase-6-Fragment mit 586
Aminosauren nuklear akkumulieren (Warkgg al. 2008, Grahamet al. 2006). Die
Lokalisierung von spezifischen N-terminalen Hunting-ragmenten mit einem expandierten

Polyglutamin-Abschnitt scheint sehr wichtig flr elerToxizitat zu sein.

4.6  Erhohte Apoptoserate

Die MutationA121-122, die eine 2,5-fach verstarkte Spalteffizieon mutiertem Huntingtin
bewirkte, flihrte zu einer Freisetzung von Cytochmwrms Zytosol, zu einer erhdhten
Aktivitat der Caspasen 3 und 7 und zu einer veeitan Zellvitalitat nach der Expression der
entsprechenden Mutante. Die Expression der erst2@ Aminosduren mit einer
vergleichbaren Ladnge zu dem N-terminalen Spaltgkbdthat wiederum keine apoptotische
Wirkung, obwohl die Proteinmenge wesentlich hokerks ist daher nicht eindeutig, ob die
Aktivierung von apoptotischen Prozessen nach d@rdssion von Htt N233-82Q121-122
eine Folge durch die verstarkte Produktion des rihtgalen Fragments oder durch die
Mutation A121-122 im Hauptprodukt ist. Da die Expression \ih N233-82Q und die

N-terminale Spaltung ebenfalls nicht Apoptose-indend sind, besteht die Mdglichkeit,
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dass die N-terminale Spaltung von Huntingtin nitihit die Aktivierung von apoptotischen
Prozessen verantwortlich ist.

Es ware moglich, dass Phosphorylierung im N-teritemaBereich von Huntingtin die
Aktivierung von apoptotischen Prozessen und dielt@pg bei circa Aminosaure 120
beeinflusst. Die Mutatio\121-122 kénnte eventuell die Phosphorylierung in Begion
verhindern und somit zu einem apoptotischen Effigkiten bei gleichzeitiger Verstarkung der
Huntingtin-Spaltung. Interessanterweise haben im gdatativen Spaltregion zwischen
Aminosaure 116-125 zwei Serine (Serll6 und Ser&2@ hohe Wahrscheinlichkeit fur
Phosphorylierung (NetPhos 2.0; > 0.9 score), dier albch nichtinvitro oder invivo
bestatigt werden konnte. In vielen neurodegenerativErkrankungen spielt die
Phosphorylierung des krankheitsverursachenden iRsoteine wichtige Rolle in der
Pathogenese (Annet al. 2007, Emamianet al. 2003, Chenet al. 2003). Huntingtin-
Phosphorylierungsstellen konnten mittels MS idenéft werden und kommen hauptséchlich
in den PEST-Sequenzen 2,3 und 4 vor (Schilingl. 2006). Serin 421 von Huntingtin kann
durch die Proteinkinase Akt und durch die Serumd @lucocorticoid-induzierte Kinase
(SGK) phosphoryliert werden, was einen toxischeriekEf von mutiertem Huntingtin
verhindert (Humberét al. 2002, Pardat al. 2006, Rangonet al. 2004). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Phosphorylierung an Serin 421 Attleumulierung des Caspase-6-
Fragments in der Zelle reduziert (Warétyal. 2009). Eine Phosphorylierung von Serin 434
durch die Cyclin-abhangige Kinase 5 (Cdk5) reduzidie Huntingtin-Spaltung durch
Caspasen und eine Phosphorylierung von Serin 58&iert die Huntingtin-Spaltung durch
Calpaine (Luoet al. 2005, Schillinget al. 2006). Phosphorylierungen von N-terminaleren
Huntingtin-Resten wurden bist dato nicht identdizi Vorlaufige Daten von Mutationen von
Serin 116 und Serin 120 in jeweils ein Alanin (phtus-dead) zeigten statistisch signifikant
erhohte Caspase 3 und 7-Aktivitaten in HEK 293-&tellwelche mit den entsprechenden
Konstrukten transfiziert wurden (Daten nicht geReig

Es ist nicht auszuschlielBen, dass die MutatM21-122 die Erkennungssequenz fur die
Kinase verandert, dadurch eine mdgliche Phospleswylg verhindert wird und folglich die
Protease das Substrat Huntingtin besser erkennegrspaiten kann. Alternativ kbnnte das
Fragment durch die MutatioA121-122 stabiler sein, so dass mehr von dem N-teden
Fragment akkumuliert. Ein anderer Grund fir dieiiktung von apoptotischen Prozessen
konnte einerseits die spezifische Mutation seiniciae die Konformation des Proteins so
andert, dass es eventuell neue Interaktionen nderan Proteinen eingehen kann oder
anderseits konnte durch die Mutation eine neuetSpHé entstanden sein, wobei dieses neue
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Fragment mit seinem verédnderten C-terminus eineoptafischen Effekt in der Zelle
verursacht.

Caspase 3 und 7-Aktivitaten von transfizierten HEX3-Zellen, welche Htt N120-82Q,
Htt N171-82Q, Htt N233-82Q wund Htt FL-82Q mit urgeniedlicher Proteinlange
exprimierten, waren nur in Htt N171-82Q-exprimieden Zellen erhoht. Zuséatzlich konnte
ein toxischer Effekt von Htt N171-82Q in neuronalégllen nachgewiesen werden, da die
Zellvitalitat nach der Expression vermindert waD4N171-82Q transgene Mause, welche
ebenfalls Htt N171-82Q exprimieren, zeigen intradéte Einschlisse, apoptotische Neurone
und einen krankheitsassoziierten Phanotyp dival. 2003, Schillinget al. 1999). Das Protein
Htt 171-82Q ist demzufolgm vivo undin vitro toxisch und kann in Zusammenhang mit der
Erkrankung von transgenen Mausen gebracht werdémw &t al. zeigten, dass die
~shortstop“-Maus mit der Expression von 117 Amings# und 120 Glutaminen zellulare
Einschlisse besitzt, aber keinen Phanotyp mit nsafoen Dysfunktionen und
Neurodegeneration aufweist (Sloa al. 2005). Erhohte Effektorcaspase-Aktivitaten in
HEK 293-Zellen, die Htt N117-82Q exprimierten, kéam dieser Arbeit nicht nachgewiesen
werden. Des Weiteren konnten ual. nachweisen, dass in Zellen, die mit unterschibdlic
langenhuntingtin-Konstrukten transfiziert wurden, die erhéhte Ak&Y von Caspasen nicht
mit der Lange der Huntingtin-Proteine korreliertu(s al. 2003). Die hier vorliegende Arbeit
in Ubereinstimmung mit anderen Studien konnte zgigass verschieden lange Huntingtin-
Fragmente unterschiedlich apoptotische ProzesseTomzitat auslésen kénnen und die
generelle Hypothese, die besagt je kirzer ein mesieHuntingtin-Fragment, desto toxischer
ist es revidiert werden muss (Hackanal. 1998).

Weitere Untersuchungen mussen klaren, ob versamedelltypen unterschiedlich auf die
Generierung spezifischer N-terminale Fragmenteieeaig oder spezifische Fragmente nur in
bestimmten Subpopulationen von Neuronen, wie did¢telgrolien bedornten striatalen
Neurone (,medium spiny neurons") toxisch sind umkeeRolle in der Degeneration dieser
spielen.

Diese hier vorliegendeim vitro-Ergebnisse zeigen, dass verschiedene N-termimagnfente
von Huntingtin mit identischem Polyglutamin-Absdiirein unterschiedliches Potential fur
die Aktivierung von apoptotischen Prozessen undTiixizitat haben und die Lange oder
Modifikation des Proteins sowie die darausfolger8idimensionale Struktur eine Rolle
spielen konnte. Grahamt al. konnten ebenfalls nachweisen, dass ein CaspasagbrEnt
von Huntingtin (586 Aminosduren) gegentber einesp@se-3-Fragments (513 oder 552
Aminosauren)invivo toxisch ist (Grahanet al. 2006). Die Hypothese, dass spezifische

Fragmente ein unterschiedliches Potential flr Tigkihaben, konnte schon in der Alzheimer
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Krankheit (AD) nachgewiesen werden. Die Spaltung Aleyloid{3-Precurser Proteins durch
Proteasen fuihrt unter anderem zur Generierung \@#2A-ragmenten, welche eine wichtige
Rolle in der Neurodegeneration von AD spielen rigi et al. 2004). Selektive
Runterregulierung des [M2-Fragments und nicht des #0-Fragments durch das
Nichtsteroid-Analgetika NSAID verbesserte den Pliyggman AD-Maus-Modellen (Eriksest

al. 2003).

Die zellulare Toxizitat von Huntingtin wird hauptsdich durch die Lange des Polyglutamin-
Abschnitts bestimmt, da die Einfihrung einer mi¢ier(CAG)-Wiederholung in ein nicht-
krankheitsassoziiertes Gen einen Chorea-Huntingtotiichen Phanotyp in transgenen
Mausen und Apoptose in Zellkultur auslést (Ordwdy 1997, Sancheet al. 1999). Es ist
aber mdglich dass Polyglutamin-flankierenden Sepgrenoder deren Modifikation die
Neurodegeneration modulieren und zusatzlich anzidielare Mechanismen beeinflussen als
expandiertes Polyglutamin allein. Durch die Mutatf&l21-122 kénnte Huntingtin zellulare
Wege beeinflussen durch beispielsweise abnormaleteiRbindung. Unterschiedliche
Huntingtin-Fragmente konnten verschiedene FormenNirodegeneration auslosen, die
vom Protein-Kontext abhangig sind. Proteolyse kénwdrschiedenste Huntingtin-Fragmente
generieren, wobei ein jeweiliges Fragment eine iipelze Form der Neuropathologie von
Chorea Huntington herbeifiihrt. Dies konnte auch dierschiedensten Typen der
Neurodegeneration in Chorea Huntington-Gehirnen Mads-Modellen erklaren (Dragunow
et al. 1995, Thomast al. 1995, Turmainest al. 2000, Yuet al. 2003, Portera-Cailliaet al.
1995).

N-terminales Huntingtin  mit einem expandierten Bblyamin-Abschnitt kann
zytoplasmatisch und nuklear aggregieren und zedul&inschlusskorper bilden. Die
Expression von Htt N233-82QA121-122 verstarkt nicht nur die Freisetzung von
Cytochrome ¢ ins Zytosol, Effektorcaspase-Aktiwtatund Zelltod, sondern auch die
Aggregation von Huntingtin-Fragmenten im Verglemi Htt N233-82Q. Umgekehrt konnte
eine reduzierte Aggregation detektiert werden, wezine Mutante mit reduziertem
Spaltprodukt (AA124-125) exprimiert wurde. Da H®238-82Q allein schon keine
Effektorcaspasen in HEK 293-Zellen aktivierte, ktnrbei der Mutante Htt N233-82Q
AA124-125 eine Reduktion dieser nicht detektiertdes, trotz Reduktion des Spaltprodukts.
Die Expression von Htt N120-82Q ist nicht toxisam Vergleich zur Expression von
Htt N233-82QA121-122, obwohl das Htt N120-82Q-Protein stark iokldus aggregiert und
nukleére Einschlusskérper bildet. Interessanteenvigibrte die Expression von Htt N233-82Q

A121-122 zur Freisetzung von Cytochrom c ins Zytepla bevor zellulare Einschlusskérper
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mikroskopisch detektierbar waren. Diese Daten stiiezen vorherige Studien, die keine
Korrelation zwischen Einschlusskorpern mit aggregie Huntingtin-Fragmenten und
zellularer Toxizitat nachweisen konnten (Saudbal. 1998, Arrasatet al. 2004, Gutekunst
et al. 1999, Slowet al. 2005). Untersuchungen gaben Hinweise, dass |&sichutiertes
Huntingtin wahrscheinlich toxisch ist. Nagatial. konnten nachweisen, dass fehlgefalfite

Faltblatt-reiche Polyglutamin-Monomere zytotoxidahZellen sind (Nagagt al. 2007).

4.7  Mogliche involvierte Proteasen

Die verantwortlichen Proteasen fur die Generierdegkurzen N-terminalen Fragmente sind
nicht identifiziert. Untersuchungen der N-termimal8paltung von Huntingtin in HEK 293-
Zellen mittels Protease-Inhibitoren ergaben Hinegislass Cysteinproteasen und/oder
Aspartylproteasen in der Generierung des Fragnmaiitgirca 120 Aminosauren involviert
sind (Arbeitsgruppe Neurobiologie von Chorea Hugttm, Frau Dr. Christina Weisse). Die
Protease-Inhibitoren E64-d, MG132, EDTA, EGTA urep$ftatin zeigten eine Reduktion des
Spaltprodukts, was mittels Western Blot Analyseekigért werden konnte. Die Region von
Huntingtin zwischen Aminosaure 116-125, welche weghfur die Generierung des
Fragments 1 ist, wurde naher analysiert. Die DaekRiIMEROPS fasst alle bisher bekannten
Proteasen zur Klassifikation zusammen und kann theoretischen Identifikation von
putativen Spaltstellen nach Position P1 und vor itlbos Pl genutzt werden
(www.merops.co.uk). Nach sequentieller Eingabe darzelnen Aminosduren an die
Positionen P1 und P11 konnten mdgliche Proteasesntiftziert werden. Zwischen
Aminosaure 116-125 koénnten moglicherweise Cathepsik und L sowie Calpain 1 und 2
schneiden. Interessanterweise sind diese ProtegiseiG-und Aspartylproteasen und Calpain
1 und 2 zusatzlich Ghabhangig. Diese Daten sind Uibereinstimmend mitRéetuktion des
Fragments durch die eingesetzten Protease-InhebitoZukinftige Untersuchungen unter
Verwendung embryonaler Mausfibroblasten (MEF), defit fur Cathepsin D, L und die
kleine Untereinheit von Calpain 1 und 2, sollergeei, ob diese Proteasen an der Proteolyse
von Huntingtin beteiligt sind.

Lunkeset al. testeten den Effekt von Protease-Inhibitoren @aifGenerierung der Fragmente
cp-A und cp-B in neuronalen NG108-15-Zellen (Lunkeisal. 2002). Pepstatin, ein
Aspartylprotease-Inhibitor, verhinderte die Gerremg von cp-A und cp-B. Kimet al.

inkubierten Huntingtin-exprimierende, neuronale X&llen mit Cathepsin D, B und L-
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Inhibitoren und beobachteten eine Reduktion deruiklilation von kurzen N-terminalen
Huntingtin Fragmenten. Zusatzlichin vitro-Assays, in denen Zellaufschlisse mit der
Aspartylprotease Cathepsin D inkubiert wurden, teeigdie Generierung von N-terminalen
Fragmenten mit einer dhnlichen Grol3e wie cp-A Y ¢Kim et al. 2006).

Huntingtin mit einem normalen Polyglutamin-Abschnvird, wie andere Proteine, durch das
Ubiquitin-Proteasom-System und durch den lysosomAlebauweg degradiert. Durch seine
Resistenz gegenluber dem Abbau durch das Proteddamaliert mutiertes Huntingtin Uber
die Zeit in der Zelle (Waeltest al. 2001). Die Expression von mutiertem Huntingtinunrt
Autophagie (Kegeét al. 2000, Petersee al. 2001, Ravikumaet al. 2002). Huntingtin kann
durch lysosomale Proteasen wie Cathepsin D, B yndid_bei einem sauren pH-Wert ihre
hdchste Aktivitat zeigenn vitro abgebaut werden (Kegetlal. 2000, Qinet al. 2003, Kimet

al. 2006). Akkumulierung von Huntingtin-immunreaktivemultivesikularen Organellen in
Neuronen von post-mortalen Chorea Huntington-Gehiim Vergleich zu Kontrollgehirnen
konnte eine Dysfunktion des Endosomalen/lysosomAleimauwegs aufzeigen (Sagp al.
1997). Unterschiedliche Stimuli kdnnen eine Schéwligvon Lysosomen auslésen, wobei die
Membran permeabilisiert werden kann und folglickakaisch aktives Cathepsin D, B und L
in das Zytoplasma freigesetzt wird (Guicciagtial. 2004, Kageda#t al. 2001, Biderezt al.
2003). Cathepsin D-Aktivitat im Zytosol kann Apopeoauslésen und bei neutralen pH-Wert
Huntingtin spalten (Guicciardit al. 2004, Kimet al. 2006). In Endosomen und Lysosomen
degradiert Cathepsin L Proteine bei saurem pH-We8leichzeitig ist Cathepsin L im
Zytoplasma sowie im Zellkern aktiv und ist fur dieoteolyse von verschiedenen Substraten
verantwortlich (Gouleét al. 2004, Nagayat al. 1998, Hanisclet al. 2003).

Huntingtin wird vermutlich durch Aspartyl- oder Ggmproteasen im N-terminalen Bereich
gespalten, was zur Generierung von kurzen N-tedemndduntingtin-Fragmenten flhrt.
Weiterfuhrende Untersuchungen sind nétig, um dieamsvortliche(n) Protease(n) zu

identifizieren.
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5 Ausblick

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die N-termi@aProteolyse von Huntingtin in
Zellkultur untersucht. Die N-terminale Spaltung vetuntingtin mit einem expandierten
Polyglutamin-Abschnitt, die als Voraussetzung fiegr Aggregation und die Pathogenese in
Chorea Huntington angesehen wird, war das ThenszidArbeit. Die N-terminalen Spaltung
von Huntingtin konnte durch Mutationen in der pivia Spaltregion Aminosaure 116-125
beeinflusst werden und ging mit einer Modulation Aggregation und Toxizitat einher. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass verschiedagelaN-terminale Fragmente mit
identischem Polyglutamin-Abschnitt ein unterschidus Potential flr Toxizitat haben.

Die experimentellen Resultate dieser Arbeit solltexvo in einem geeigneten Tier-Modell
reproduziert werden. Da vorlaufige Daten Hinweigé&ne posttranslationale Modifikation
durch madgliche Phosphorylierung in der putativen al®egion liefern, was ein
Zusammenhang mit der N-terminalen Spaltung bedekaem, sollte dies naher untersucht
werden. Weitere Erkenntnisse zu spezifischen endggspaltenen Fragmenten und deren
zellularer Toxizitain vivo sind wichtig in Bezug auf die Pathogenese.

Eine Strukturanalyse von Huntingtin mit normalemeindexpandiertem Polyglutamin-
Abschnitt durch Proteinkristallisation kdnnte zugsberen Verstandnis der Strukturen fihren.
Die Identifikation der beteiligten Protease(n) amr dsenerierung kurzer N-terminaler
Fragmente ware ein grof3er Vorteil, um die Proteolysn Huntingtin besser zu verstehen.
Spezifische Protease-Inhibitoren zur UnterdriickdagN-terminalen Spaltung kénnten dann
getestet werden.

Eine Modulation der Spaltung durch bestimmte Molekdie das Substrat binden, damit die
Protease nicht schneiden kann, konnte schon belAtireimer Krankheit nachgewiesen
werden. Molekile, wie das Tarenflurbil, binden damyloid Precursor Protein und
modulieren die Spaltung, so dass weniger von dgisdioen A342-Fragmenten entstehen
(Kukar et al. 2008). Eine Identifikation von Modulatoren, diet&minale Proteolyse von
Huntingtin unterdriicken, wére sehr aufschluf3reich.

Mutierte Huntingtin-Fragmente konnen mit Hilfe déutophagie degradiert werden.
Versuche bei denen dieser Abbaumechanisimugro undin vivo gesteigert wurde, zeigten
eine eindeutig bessere Klarung von l6slichen ungregierten Huntingtin-Fagmenten im
Zytoplasma (Ravikumaet al. 2004, Ravikumaet al. 2002). Es ware interessant geeignete
Molekile, welche die Autophagie verstarken und s$odne Degradierung von toxischen

Huntingtin-Fragmenten foérdern, in Patienten testankdénnen. Es konnte erst kirzlich in
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primaren Neuronen und in einem transgei®degans-Modell gezeigt werden, dass die
Acetylierung von mutiertem Huntingtin an einem Ly$test (K444) die Degradierung durch
Makroautophagie férdert (Jeomgal. 2009). Eine mégliche posttranslationale Modifikati

wie Acetylierung, von kurzen N-terminalen Huntimgiragmenten beztglich regulatorischer
Mechanismen zur selektiven lysosomalen Degradierdiigser Proteine sollte naher

untersucht werden.
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Anhang

Huntingtin-Sequenzen

Htt N120-18Q

MATL EKL MKAFESL KSFQQQRRRAMAAAAQAARQPPPPPPPPPPPQL PQPPPQAQPL L PQP
QPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCL TI CENI VAQSVRNS

Htt N120-82Q

R A RS US 510000000 00009090090000900900900009000000000099)

QRREEINIIPPPPPPPPPPPQL POPPPQAQPLL P
QPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQSVRNS

Htt N171-18Q

MAT L EKL MKAFESL KSFQQQRQRQRQQRRARAAQQAPPPPPPPPPPPQL POPPPQAQPL L PQP
QPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQSVRNSPEF(KLLG

AMEL FL L CSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLE

Htt N171-18Q-myc

MATL EKL MKAFESL KSFQQQRRRAMAARAAQAARQQPPPPPPPPPPPQL PQPPPQAQPL L PQP
QPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCL TI CENI VAQSVRNSPEFQKLLG
ANEL FL L CSDDAESDVRWADECLNKVI KAL MDSNL PRLQLEHASRGSEQKL | SEEDL

Htt N171-82Q

RSB ES,C 50000000000000000900000000000000000000000000909,

QRRRERECIINIIPPPPPPPPPPPQL POPPPQAQPLL P
QPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENl VAQSVRNSPEF(KL L

G AVELFLLCSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLE

Hit N233-18Q

MAT L EKL MKAFESL KSFQQQQQRQQRARQARAAQQAPPPPPPPPPPPQL POPPPQAQPL L PQP
QPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQSVRNSPEF(KLLG

AMEL FLLCSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNL PRLQLEL YKEI KKNGAPRSL RAALV\R
FAELAHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAA
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Htt N233-82Q

VUSRS, 51000000000000000090000000000000000000000000000,

QRREECINIIPPPPPPPPPPPQL POPPPQAQPLL P
QPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQSVRNSPEF(KL L

G AVELFLLCSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLEL YKEI KKNGAPRSLRAAL
VRFAELAHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAA

Htt N233-82QA116-125

USRS, 5000000000000000090000000000000000000000000000,

QRREREINIIPPPPPPPPPPPOL PQPPPQAQPLL P
QPQOPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQ' LLA AMELFLL

CSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLEL YKEI KKNGAPRSL RAALWRFAEL AHL
VRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAA

Htt N233-82Q AA124-125

VAT L EKL MKAF E S KSFQRRRRRQRRRQLARQALRARLALAQAALAQAAARLAQARARAQ

QRREREINIIPPPPPPPPPPPOL PQPPPQAQPLL P
QPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQSVRNSPEFAAL L

G AVELFLLCSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLEL YKEI KKNGAPRSLRAAL
VRFAELAHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAA

Htt N233-82QA121-122

R A RS SU S 510000000 00009090090090900000000009000000000099;

QRRERECIINIIPPPPPPPPPPPOL PQPPPQAQPLL P
QPQOPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCLTI CENI VAQSVRNS/ FQKLLG

I AVELFLL CSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLEL YKEI KKNGAPRSLRAALW
RFAELAHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAA

Htt FL-82Q

R = R RS, 51000000009009000090000900900009000000000000009,

QEERRRPPPPPPPPPPPQL PGPPPQAGPLL P
QPQPPPPPPPPPPGPAVAEEPL HRPKKEL SATKKDRVNHCL TI CENI VAQSVRNSPEF(QKL L

G AVELFLLCSDDAESDVRWADECLNKVI KALMDSNLPRLQLEL YKEI KKNGAPRSLRAAL
VRFAEL AHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRTSKRPEESVQETLAAAVPKI MASFGNFANDNEI K
VLLKAFI ANLKSSSPTI RRTAAGSAVSI COHSRRTQYFYSW.LNVLLGLLVPVEDEHSTLLI

LGVLLTLRYLVPLLQRQVKDTSLKGSFGVTRKEMEVSPSAEQLVQVYEL TLHHT QHQDHNVV
TGALELLQQLFRTPPPELLQTLTAVGE GQL TAAKEESGGRSRSGSI VELI AGGGSSCSPVL
SRKQKGKVL L GEEEAL EDDSESRSDVSSSAL TASVKDEI SGELAASSGVSTPGSAGHDI | TE
QPRSQHTLQADSLDLASCDL TSSATDGDEED! L SHSSSQVSAVPSDPANMDLNDGTQASSPI S
DSSQITTEGPDSAVTPSDSSEI VLDGTDNQYLGLQ GOPQDEDEEATG LPDEASEAFRNSS
MAL QQAHL L KNMSHCRQPSDSSVDKFVL RDEATEPGDQENKPCRI KGDI GQSTDDDSAPLVH
SVRLLSASFLLTGGEKNVLVPDRDVRVSVKALAL SCVGAAVALHPESFFSKLYKVPLDTTEYP
EEQYVSDI LNYI DHGDPQVRGATAI LCGTLI CSI LSRSRFHVGDWMGT T RTLTGNTFSLADC
| PLLRKTLKDESSVTCKLACTAVRNCVMSLCSSSYSELGLQLI | DVLTLRNSSYW.VRTELL
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ETLAEI DFRLVSFLEAKAENL HRGAHHYTGLLKLQERVLNNVVI HL L GDEDPRVRHVAAASL
| RLVPKL FYKCDQGQADPVVAVARDQSSVYLKLLMHETQPPSHFSVSTI TRl YRGYNLLPSI
TDVTMENNL SRVI AAVSHEL | TSTTRAL TFGCCEAL CLL STAFPVCI WL GWHCGVPPL SAS
DESRKSCTVGVATM LTLLSSAWFPL DLSAHQDALI LAGNLLAASAPKSL RSSWASEEEANP
AATKQEEVWPAL GDRAL VPMVEQLFSHLLKVI NI CAHVL DDVAPGPAI KAALPSLTNPPSLS
Pl RRKGKEKEPGEQASVPL SPKKGSEASAASRQSDT SGPVTTSKSSSL GSFYHLPSYLRLHD
VLKATHANYKVTL DL QNSTEKFGGFLRSALDVL SQ LELATLQDI GKCVEEI LGYLKSCFSR
EPMVATVCVQQL LKTL FGTNLASQFDGL SSNPSKSQGRAQRL GSSSVRPGL YHYCFMAPYTH
FTQAL ADASL RNMVQAEQENDT SGAFDVL QKVSTQLKTNL TSVTKNRADKNAI HNHI RLFEP
LVI KALKQYTTTTCVQLOKQVLDLLAQLVQLRVNYCLLDSDQVFI GFVLKQFEY! EVGQFRE
SEAI | PNI FFFLVLLSYERYHSKQ | Gl PKI | QLCDG MASGRKAVTHAI PALQPI VHDLFV
L RGTNKADAGKEL ETQKEVMVSMLLRLI QYHQVLEMFI LVL QQCHKENEDKVKRL SRQ ADI
| LPMLAKQQVHI DSHEALGVLNTLFEI LAPSSLRPVDM.LRSMFVTPNTMASVSTVQLW SG
| LAl LRVLI SQSTEDI VLSRI QELSFSPYLI SCTVI NRLRDGDSTSTLEEHSEGKQ KNLPE
ETFSRFLLQLVG LLEDI VTKQLKVEMSEQQHTFYCQELGTLLMCLI HI FKSGVFRRI TAAA
TRLFRSDGCGGSFYTLDSLNLRARSM TTHPALVLLWCQ! LLLVNHTDYRWAAEVQQTPKRH
SLSSTKL L SPQVSGEEEDSDL AAKL GVCNRE! VRRGAL | LFCDYVCQNLHDSEHL TWLI VNH
| QDLI SLSHEPPVQDFI SAVHRNSAASGLFI QAl QSRCENLSTPTMLKKTLQCLEG HLSQS
GAVL TLYVDRLLCTPFRVLARMDI LACRRVEM.LAANL QSSMAQLPMVEELNRI QEYLQSSG
L AQRHQRL YSL L DRFRL STMQDSL SPSPPVSSHPL DGDGHVSL ETVSPDKDWYVHL VKSQCW
TRSDSAL LEGAELVNRI PAEDMNAFMVNSEFNL SLLAPCL SLGVBEI SGEQKSAL FEAAREV
TLARVSGTVQQL PAVHHVFQPEL PAEPAAYWSKL NDL FGDAAL YQSL PTLARALAQYLVWV/S
KLPSHLHLPPEKEKDI VKFWATLEALSWHLI HEQ PLSLDLQAGLDCCCLALQLPGLVBW
SSTEFVTHACSLI YCVHFI LEAVAVQPGEQL L SPERRTNTPKAI SEEEEEVDPNTQNPKY! T
AACEMVAEMVESL QSVL AL GHKRNSGVPAFLTPLLRNI | | SLARLPLVNSYTRVPPLWKLG
WSPKPGGDFGTAFPE| PVEFLQEKEVFKEF] YRI NTLGM SRTQFEETWATLLGVLVTQPLV
MEQEESPPEEDTERTQ NVLAVQAI TSLVL SAMIVPVAGNPAVSCLEQQPRNKPLKAL DTRF
GRKLSI | RG VEQEI QAMVSKRENI ATHHL YQAVWDPVPSL SPATTGAL | SHEKLLLQ NPER
EL GSMBYKLGQVSI HSVWLGNSI TPLREEEWDEEEEEEADAPAPSSPPTSPVNSRKHRAGVD
| HSCSQFLLEL YSRW LPSSSARRTPAI LI SEVWRSLLVWSDLFTERNQFELMYVTLTELRR
VHPSEDEI LAQYLVPATCKAAAVL GVDKAVAEPVSRLLESTLRSSHLPSRVGALHG LYVLE
CDLLDDTAKQLI PVI SDYLLSNLKG AHCVNI HSQQHVLVMCATAFYL| ENYPLDVGPEFSA
SI | QVCGVMLSGSEESTPSI | YHCALRGLERL LL SEQL SRLDAESL VKL SVDRVNVHSPHRA
MAAL GLM_TCMYTGKEKVSPGRT SDPNPAAPDSESVI VAMERVSVLFDRI RKGFPCEARVWA
Rl LPQFLDDFFPPQDI MNKVI GEFL SNQQPYPQFMATWWYKVFQTL HSTGQSSM/RDW/MLS
L SNFTQRAPVAMATWSEL SCFFVSASTSPW/AAI LPHVI SRMGKL EQVDVNL FCLVATDFYRH
Q EEEL DRRAFQSVL EVWWAAPGSPYHRLLTCLRNVHKVTTC
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