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EINLEITUNG

l. EINLEITUNG

Das zentrale Nervensystem (ZNS) des Menschen besteht aus Gehirn und Riicken-
mark. Es bildet das Zentrum menschlichen Denkens und Handelns und steuert alle
Funktionen des Kdrpers: Vom kontinuierlichen Herzschlag Uber einfache motorische
Vorgéange, uber die Bildung von Emotion und Trieb bis hin zu hochkomplexen Denk-
vorgangen.

Makroskopisch und funktionell I&sst sich das Gehirn in 3 Teile gliedern: das Vor-
derhirn, bestehend aus Gro3- und Zwischenhirn, das Kleinhirn und den Hirnstamm.
Das GrofR3hirn (Telencephalon) mit seinen beiden Halften (Hemispharen) bildet das
Zentrum des Bewusstseins. Es ist der entwicklungsgeschichtlich jingste Teil des
Gehirns. Hier entstehen Gedanken, und es werden Handlungen geplant. Sinnesein-
driicke werden verarbeitet und bewertet. Ein Teil des Grof3hirns, der Hippocampus,
ist an Lernvorgangen und an der Bildung von Gedachtnis beteiligt.

Der zweite Teil des Vorderhirns, das Zwischenhirn (Diencephalon), ist am ehesten
als eine Art ,Schaltzentrale® des Gehirns zu verstehen. Hier werden Sinneseindriicke
weitergeleitet und das vegetative Nervensystem gesteuert. Dazu gehéren z.B. die
Bildung und Ausschittung von Hormonen, die Kérperfunktionen regulieren, sowie die
Steuerung des Schlaf-Wach-Rhythmus und der Schmerz- und Temperaturempfin-
dung. Das Kleinhirn (Cerebellum) besteht wie das Gro3hirn aus zwei Hemisphéaren.
Es befindet sich an der Hirnbasis und ist maf3geblich fur Gleichgewicht und Koordi-
nation verantwortlich. Im Gegensatz zum Grof3hirn gehort es zu den entwicklungsge-
schichtlich alten Hirnteilen. Der Hirnstamm bildet die Verbindung zwischen Hirn und
Ruckenmark. Hier befindet sich das Atemzentrum, zudem werden basale Reflexe
wie Schluck- und Hustenreflex gesteuert

(Silbernagl und Despopoulos 2003). Die enorme Leistung des Nervensystems,
standig neue Informationen aufzunehmen und zu bewerten, Gedachtnis zu bilden
und Neues zu lernen sowie irrelevante Informationen zu ,I6schen®, setzt die Fahig-
keit voraus, sich kontinuierlich nicht nur biochemisch, sondern auch strukturell ver-
andern zu kdnnen. Diese Veranderungen finden an den schatzungsweise 100 Milli-
arden Nervenzellen und den dazugehdérigen 100 Billionen neuronalen Verbindungs-

stellen, die Sherrington 1897 erstmals ,Synapsen® nannte, statt (Sherrington 1897;
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Song et al. 2009). Die synaptischen Verbindungen befinden sich, abhangig von der
Aktivitat des Systems, im stadndigen Wandel, es werden neue Verbindungen geschaf-
fen und bestehende stabilisiert. Andere Synapsen verschwinden. Diese aktivitatsab-
hangigen Veranderungen sind noch weitestgehend unverstanden.

Ist die normale Funktion der synaptischen Verbindung gestort, resultiert dies regel-
mafig in neuropsychologischen Erkrankungen wie zum Beispiel M. Alzheimer oder
Schizophrenie. Deshalb ist es Gegenstand intensiver Forschung, das zentrale Ner-

vensystem mit seinen Bestandteilen und Signalwegen besser zu verstehen.

.1 NERVENGEWEBE

Das Gewebe des zentralen Nervensystems besteht aus Nerven- und Gliazellen. Die
verschiedenen Gliazelltypen sind zwar nicht direkt an der SignalUbertragung beteiligt,
aber unerlasslich fur die Funktion des Nervensystems. Sie haben mechanische und
metabolische Funktionen oder dienen als Hillzellen bestimmter Strukturen (z.B.
Myelinscheidenbildung, Auskleidung der Liquorraume). Nervenzellen hingegen die-
nen ausschlief3lich der Signaltibertragung. Eine Nervenzelle (Neuron) besteht aus
dem Zellkérper (Perikaryon), einem Axon und meist mehreren, baumartig verzweig-
ten Dendriten. Sie ist in den meisten Fallen von einer Art Isolierschicht, der Myelin-
scheide, umkleidet, wodurch die Signallibertragung um ein Vielfaches beschleunigt
wird (Lullmann-Rauch 2003).

1.2 DIE SYNAPSE

Die Verbindungsstelle zwischen zwei Nervenzellen ist die Synapse. Der prasynapti-
sche Teil dieser Verbindungsstelle wird durch den terminalen Teil des Axons, den
Bouton, gebildet. Das Axon des Neurons leitet einen elektrischen Impuls in Form ei-
nes Aktionspotentials an die Prasynapse, wo es daraufhin zur Erhéhung der axo-
plasmatischen Calciumkonzentration kommt. Dies fuhrt zur Exozytose prasynapti-
scher Vesikel in den synaptischen Spalt. Das Axon bildet also den efferenten Teill
des Informationsflusses. Der Dendrit einer Nervenzelle, die einen Reiz empfangt,

bildet den afferenten Teil des Informationsflusses. Die postsynaptische Membran
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depolarisiert; dies geschieht bei exzitatorischem, d.h. erregendem, Reiz tberwiegend
Uber die Bindung des Neurotransmitters Glutamat, der aus prasynaptischen Vesikeln
freigesetzt wird und an postsynaptische Rezeptoren bindet. Bei inhibitorsichem, d.h.
hemmendem, Reiz werden die Neurotransmitter GABA (Gamma-Amino-Buttersaure)
und Glycin freigesetzt und an Rezeptoren der postsynaptischen Membran gebunden.
Exzitatorische Synapsen werden aufgrund der im Vergleich zur prasynaptischen di-
ckeren postsynaptischen Membran als asymmetrisch bezeichnet, inhibitorsche vice
versa als symmetrisch (Colonnier 1968). Eine Nervenzelle hat, je nach Grol3e ihres
Dendritenbaums, tGiber mehrere Hundert bis Hunderttausende von Synapsen Kontakt
zu Axonen anderer Zellen. Zusatzlich zu der beschriebenen chemischen Synapse
kommen im ZNS zu weitaus kleineren Teilen die phylogenetisch alteren elektrischen
Synapsen vor, die direkte Zell-Zell-Verbindungen in Form von ionenleitfahigen Kana-
len darstellen (Lullmann-Rauch 2003; Trepel 2008).

[.2.1 Ultrastruktur der chemischen Synapse

Elektronenmikroskopisch ist die prasynaptische Seite einer Synapse, die aktive Zo-
ne, an den synaptischen Vesikeln, die eine Grof3e von jeweils etwa 40 nm haben, zu
erkennen. Der synaptische Spalt ist etwa 20-24 nm breit. An der postsynaptischen
Membran befindet sich die elektronendichte postsynaptische Dichte (postsynaptic
density, PSD). Die PSD ist ein 200-800 nm breiter, 30-50 nm dicker Komplex von
Proteinen, die an der postsynaptischen Aktivitdt und der synaptischen Plastizitat be-
teiligt sind. Hierzu gehdren -zum gréf3ten Teil glutamaterge- Rezeptoren, lonenkana-
le, Adhasionsmolekile und Enzyme, die an Gerlstproteine gebunden vorliegen. Ein
biochemischer Marker fir die PSD ist das Geristprotein postsynaptic density-Protein
95 (PSD-95; Peng et al. 2004; Sheng und Hoogenrad 2007). Die meisten Hauptneu-
rone des Gehirns, z.B. die Pyramidenzellen von GroRRhirnrinde (Cortex) und Hippo-
campus, besitzen an ihren Dendriten pro um zwischen einem und zehn dendritische
Dornen (sogenannte spines), etwa 0,5-2 um lange Ausbuchtungen, an deren Enden
(heads) sich die synaptische Kontaktzone mit einem Actin-Cytoskelett, der PSD und
anderen Organellen befindet. Der dendritische Dorn wurde erstmals von Cajal et al.
beschrieben (1888) und ist tber eine schmale Verbindung, dem Dornenhals, mit dem
dendritischen Schaft verbunden (Harris und Kater 1994; Nimchinsky et al. 2002;
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Sheng und Hoogenrad 2007). Morphologisch werden sie nach ihrer Form in dinn
(thin), kurz (stubby), verzweigt (branched) und pilzférmig (mushroom-shaped) einge-
teilt, wobei an reifen Synapsen meist die pilzformigen Dornen vorkommen. Dendriti-
sche Dornen sind hochdynamisch, sie verandern sich in Zahl, Grof3e und Struktur
aktivitatsabhangig, d.h. abhangig von der Aktivitat an der Prasynapse, von hormonel-
len und anatomischen Veranderungen (Valverde 1967; Frotscher et al. 1977; Kretz et
al. 2004). Deshalb wird ihnen eine besondere Bedeutung fur Lernen und Gedacht-
nisbildung zugesprochen; sie sind sozusagen Korrelat fur aktivitdtsabhangige Veran-

derungen an neuronalen Verbindungen im Gehirn.

1.3 SYNAPTISCHE PLASTIZITAT

Abhangig von der Aktivitat an der Synapse konnen Zellen die Starke der synapti-
schen Verbindung modulieren und dendritische Dornen sich mit all ihren Komponen-
ten in ihren morphologischen Eigenschaften und ihrer Motilitat verandern. Es kdnnen
aulRerdem neue Verbindungen geschaffen und bestehende eliminiert werden. Auf
diesem Phanomen, das man synaptische Plastizitat nennt, beruhen jegliche Lern-
prozesse sowie die Speicherung von neuen Gedachtnisinhalten (Hughes 1958). Die
molekularen Mechanismen, die diesen Vorgangen zugrunde liegen, sind Gegenstand

intensiver Forschung.

[.3.1 Langzeitpotenzierung (long term potentiation, LTP)

Ein neurophysiologisches Modell, mit dem man Lernen und Gedachtnisbildung ver-
anschaulichen kann, ist die Langzeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP).
Hierunter versteht man eine nach wiederholter Reizung bis zu tagelang anhaltende
Verstarkung synaptischer Verbindungen (Bliss und Collingridge 1993; Legmo

2003; Cooke und Bliss 2006).

Die Erregung der postsynaptischen Membran durch Freisetzung von Glutamat in den
synaptischen Spalt fihrt zur Aktivierung von AMPA (Alpha-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-Isoxazolpropionsaure)-Rezeptoren und zum schnellen Natrium-Einstrom.
Die postsynaptische Membran wird depolarisiert. Durch wiederholte Aktivierung von
postsynaptischen AMPA-Rezeptoren im hochfrequenten Bereich kommt es zur Akti-

9
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vierung von NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren (das den Rezeptor blockie-
rende Magnesium-lon diffundiert ab). Der langsame Calcium-Einstrom fuhrt zu einer
Erh6hung der cytosolischen Calcium-Konzentration. Calcium aktiviert die Protein-
kinase C und bildet mit Calmodulin einen Komplex, der die CaM-Kinase Il (Calcium-
abhangige Proteinkinase Il) durch Autophosphorylierung aktiviert. Dies fuhrt, eben-
falls Gber Phosphorylierung, zur Erhéhung der Leitfahigkeit von bestehenden AMPA-
Rezeptoren und zum vermehrten Einbau von glutamatergen AMPA- und Kainat-
Rezeptoren, sowie langfristig zu physikalischem Wachstum der dendritischen Dornen
(Silbernagl und Despopoulos 2003).

Ein solcher Vorgang kann kurz-, mittel- und langfristige Veranderungen zur Folge
haben; somit wird die Langzeitpotenzierung in LTP 1, 2, oder 3, oder Frih- (early, E),
Mittel- (indermediate- 1) und Spat- (late —L) LTP eingeteilt.

LTP 1 ist eine kurzfristige Form der Potenzierung, die circa eine Stunde anhalt und
unabhangig von Proteinbiosynthese ist, das heil3t zur Aufrechterhaltung gentigen
kovalente Modifikationen bereits bestehender synaptischer Proteine. LTP 2 ist ein
langsamer abfallendes Potenzial (1-3 Stunden), das die Translation bereits beste-
hender mRNAs (messenger RNAS) erfordert. LTP 3, die zu einer langfristigen Ver-
anderung fuhrende Form der Potenzierung, bendtigt schlief3lich Transkription und
Translation (Nguyen et al. 1994; Stephani 2001; Vickers et al. 2005; Reymann et al.
2006).

Hierzu werden Kommunikationswege zwischen Synapse und Zellkern bendétigt. Doch
welche genauen biochemischen Prozesse sind fur diese Veranderungen an der Sy-
napse verantwortlich, wie werden sie gesteuert, das heil3t verstarkt oder auch inhi-
biert? Nach der aktuellen Datenlage scheint der PSD eine zentrale Rolle in der Sig-
naltransduktion an zentralen exzitatorischen Synapsen zuzukommen. Die PSD wird
durch Hunderte von Proteinen gebildet; die Funktionen vieler dieser Proteine sind zu
einem grofRen Teil jedoch noch unbekannt (Peng et al. 2004; Sheng und Hoogenrad
2007).

|.4 DER SPINE-APPARAT

Der Spine-Apparat wurde erstmals 1959 beschrieben (Gray). Er kommt in einer Sub-

population der Dornen von Dendriten telencephaler Strukturen, namlich dem Cortex,
10
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Bulbus olfactorius und Hippocampus, vor (Mundel et al. 1997; Deller et al. 2000,
2003). Am Haufigsten finden sich Spine-Apparate in den Dornenhéalsen von ausdiffe-
renzierten, pilzférmigen dendritischen Dornen. Spacek und Harris (1997) wiesen in
80% der pilzformigen dendritischen Dornen der CA-1-Region des Hippocampus Spi-
ne-Apparate nach, durchschnittlich tragen im Hippocampus 20% der denritischen
Dornen Spine-Apparate (Deller et al. 2003). Der Spine-Apparat besteht aus Zisternen
von regional spezialisiertem, glattem endoplasmatischen Retikulum, zwischen denen
sich elektronendichtes Material befindet (Spacek 1985; Spacek und Harris 1997). Er
ist mit verschiedenen Proteinen assoziiert. Dazu gehdren unter anderem F-Actin, a-
Actinin und Synaptopodin (Cohen et al. 1985; Wyszynski et al. 1998.; Deller et al.
2000a), das essentiell zur Bildung des Spine-Apparates ist (Deller et al. 2003). Dies
konnte mithilfe von Experimenten mit Synaptopodin-defizienten Mausen, in denen
das Synaptodpodin-Gen homozygot deletiert ist, gezeigt werden. Die Gehirne dieser
Tiere waren lichtmikroskopisch unauffallig, elektronenmikroskopisch wiesen die Neu-
rone jedoch ein komplettes Fehlen des Spine-Apparates auf (Deller et al. 2003). Sy-
naptopodin-defiziente Mause zeigten zudem Defizite in der Langzeitpotenzierung,
sowohl in der friihen als auch in der spéaten LTP, in vitro (Deller et al. 2003) und in
vivo (Jedlicka et al. 2009). Verhaltensstudien ergaben bei den Tieren Defizite im
raumlichen Denken, vor allem was langerfristiges Lernen und das Gedachtnis im
Raum anbetraf (Deller et al. 2003). Passend dazu konnte eine vermehrte Gen-
Expression und ein vermehrtes Vorkommen von Synaptopodin als Folge von Lang-
zeit-Potenzierung beobachtet werden (Matsuo et al. 1998, 2000; Yamazaki et al.
2001).

Die genaue Rolle des Spine-Apparates in dieser Hinsicht und insbesondere die Vor-
gange auf zellularer Ebene sind jedoch noch immer weitestgehend unbekannt. Eini-
ge Arbeitsgruppen (Golding und Segal 2003; Mc Carthy et al. 2003) postulierten,
dass er in lokale Translation dendritischer mRNA und den Transport lokal syntheti-
sierter Proteine involviert sein kdnnte.

Fifkova et al. (1983) nahmen flr den Spine-Apparat eine Funktion als Ort der lokalen
Calcium-Speicherung im dendritischen Dorn an. Eine Verbindung zwischen der im-
mer wieder angenommenen Rolle fur die lokale Calcium-Homoostase (Fifkova 1985;
Segal 1995, 2005) an dendritischen Dornen und der gezeigten Bedeutung fir zellu-

lare Verédnderungen, die synaptische Plastizitat bedingen und in vivo Voraussetzung
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fur bestimmte Lernvorgange zu sein scheinen, kénnten die Experimente von Vlachos
et al. (2009, 2011) zeigen. Diese geben Hinweise daflr, dass das im Spine-Apparat
gespeicherte Calcium im direkten Zusammenhang mit aktivitdtsabhangigen Verande-
rungen an der Synapse stehen konnte. Die Versuche zeigten, dass die Assoziation
von Synaptopodin mit Calcium-Speichern des Spine-Apparates zu einer vermehrten
Freisetzung von Glutamat und in der Folge zu einer verstarkten Akkumulation gluta-
materger (GluR1) AMPA-Rezeptoren an exzitatorischen Synapsen fuhrte und synap-
tische Verbindungen somit starkte. Die vermehrte Ausschittung von Glutamat beruht
auf der Funktionsfahigkeit eines Calcium-abhéngigen Ryanodin-Rezeptors (RyR).
Interessanterweise konnte auch eine Calcium-abhangige Abschwéachung synapti-
scher Verbindungen Uber einen Insitol-Triphosphat-Rezeptor (IP3R) gezeigt werden
(Vlachos et al. 2009; Holbro et al. 2009).

Diese Ergebnisse kdnnten auf eine entscheidende Rolle des Spine-Apparates in
Verbindung mit dem synaptischen Protein Synaptopodin fir Langzeitpotenzierung
(LTP) und synaptische Plastizitat hinweisen (Vlachos et al. 2009; Vlachos 2011).

1.5 SYNAPTOPODIN, EIN ACTIN-BINDENDES, PROLINREICHES PROTEIN
DER SYNAPSE

[.5.1 Molekulare Struktur und Expression

Synaptopodin, charakterisiert durch Mundel et al. (1997), ist ein Actin-assoziiertes
Protein, das in dendritischen Dornen von Nervenzellen und in Podozyten der Niere
vorkommt. Durch in-situ-Hybridisierung konnte Synaptopodin mRNA im Gehirn im
Bulbus olfactorius, Cortex, Striatum und Hippocampus -also ausschlief3lich in Struk-
turen des Vorderhirns- nachgewiesen werden. Es ist ein Prolin-reiches Protein (etwa
20%), weshalb es wahrscheinlich keine globulare Struktur annehmen kann und in
gestreckter Form vorliegt (Mundel et al. 1997).
Das Synaptopodin-Gen der Maus enthalt drei Exons. Es kommen zwei mRNAs vor.
Durch alternatives Spleil3en und differentielle Polyadenylierung werden drei Isofor-
men des Proteins kodiert: Die lange Form (Synpo-long) besteht aus 903 Aminosau-
ren und hat ein Molekulargewicht von 96,4 kDa (Kilodalton). Die kurze Form (Synpo-
short) besteht aus 685 Aminoséuren und hat ein Molekulargewicht von 73,7 kDa. Die
12
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Aminosauren 1-676 der beiden Isoformen sind jeweils identisch. Zusatzlich wurde
noch eine weitere Isoform (Synpo-T) mit 188 Aminosauren isoliert (Asanuma et al.
2005).

Auf DNA-Ebene hat das Synaptopodin-Gen der Maus im Vergleich zu dem des Men-
schen eine Ahnlichkeit von 77,3%, auf Protein-Ebene besteht eine Ahnlichkeit von
81,3% (Mundel et al. 1997). Eine schematische Darstellung von Synaptopodin-long
und -short zeigt Abb. II.1.

ﬁ) Synaptopodin-long, 903 Aminos3auren, MW 96,4 kDa

1 GTE 903
Aminosdure

b) Synaptopodin-short, 685 Aminosauren, MW 73,7 kDa

N llic

1 676 B85
Aminosdure

Abb. I.1: Schematische Darstellung von Synaptopodin-long und Synaptopodin-short.
a) Synaptopodin-long besteht aus 903 Aminosauren (Zahlenstrahl) und hat ein Molekularge-
wicht (MW) von 96,4kDa. N bedeutet N-Terminus; C bedeutet C-Terminus.

b) Synaptopodin-short besteht aus 685 Aminosauren und hat ein MW von 73,7 kDa. Die
Aminosauren 1-676 sind bei beiden Isoformen identisch (grin dargestellt), am C-Terminus
unterscheiden sich die Proteine (blau bzw. grau).

13
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Laut Asanuma et al. (2005) kommt die lange Form des Synaptopodin (Synpo-long) in
Podozyten der Niere und die kurze Form (Synpo-short) im Gehirn vor. Dieser Befund
wird jedoch kontrovers diskutiert. Kremerskothen et al. (2005) postulierten, dass aus-
schlief3lich die lange Form im Gehirn vorkommt und dass es sich bei der kurzen
Form um eine inkomplette Sequenz in der Datenbank handelt. Die Arbeitsgruppe
Mohr konnte in Western Blot-Analysen, durch real-time PCR und in-situ-
Hybridisierung die Existenz von sowohl der langen als auch der kurzen Form im Ge-
hirn der Ratte zeigen, Uberwiegend kam in diesen Experimenten hier jedoch Synap-
topodin short vor (PD Dr. rer. nat. E. Mohr, Institut fir Neuroanatomie, Universitats-

klinikum Hamburg-Eppendorf, unveréffentlichte Daten).

Synaptopodin verfugt Uber mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen, unter ande-
rem fur die Proteinkinase C, und zwei PPXY-Motive (P steht fur Prolin, X fur eine be-
liebige Aminosaure, Y fir Tyrosin), die das Protein dazu befahigen kénnten, mit WW -
Domanen bestimmter anderer Proteine zu interagieren (Einbound und Sudol 1996).
WW-Domanen -bezeichnet nach 2 konservierten Tryptophanresten (W)- sind etwa
30-40 Aminoséauren umfassende Proteindoménen, die durch Bindung an prolinreiche
Sequenzen Protein-Protein-Wechselwirkungen vermitteln. Im zentralen Nervensys-
tem sind Proteine mit WW-Domaéanen die der MAGI-Familie (Membran-assoziierte
Guanylat-Kinasen mit invertierter Orientierung). Diese sind involviert in Neurotrans-
mission und synaptische Plastizitat (Xu et al. 2001). Unter anderem finden sich diese
WW-Domanen zudem in Proteinen des postsynaptischen Cytoskeletts (Bork und
Sudol 1994).

Die Expression von Synaptopodin wahrend der postnatalen Entwicklung in Neuronen
des Hippocampus von Ratten wurde von Czarnecki et al. durch immunhistochemi-
sche Analysen untersucht (Czarnecki et al. 2005). Synaptopodin wurde zum Zeit-
punkt der Geburt bereits in Pyramidenzellen der CA3- (von Cornu ammonis; Am-
monshorn) Regionen exprimiert, am 6. postnatalen Tag konnte es bereits in CAl-
Pyramidenzellen nachgewiesen werden. Am neunten Tag war die Verteilung von
Synaptopodin bereits in fast allen Hauptneuronen nachweisbar, wobei die mRNA-
Expression zu allen Zeitpunkten in der CA3-Region am starksten war. Die Expressi-
on war zu diesem Zeitpunkt nahezu genauso hoch wie im Hippocampus einer aus-

gewachsenen Ratte. Hier war die Synaptopodin-Expression auf mMRNA-Ebene am
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starksten in den Hauptneuronen, auf3erdem in Mooszellen und einigen Interneuronen
des Stratum lucidum (Deller et al. 2000; Deller et al. 2002; Bas Orth et al. 2005;
Czarnecki et al. 2005). Synaptopodin scheint somit erst in einer spaten neuronalen
Entwicklungsphase, in der die Differenzierung der dendritischen Dornen stattfindet,
exprimiert zu werden, um dann in erwachsenen hippocampalen Neuronen weiterzu-
bestehen (Deller et al. 2006).

[.5.2 Funktion von Synpatopodin

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, scheint Synaptopodin Uber seine Bedeutung
fur den Spine-Apparat und Bildung und Aufrechterhaltung von LTP in synaptische
Plastizitdt und aktivitatsabhangige Veranderungen an der Synapse involviert zu sein
(Deller et al. 2003, Jedlicka et al 2009).

Die synaptische Plastizitat, also die Fahigkeit neuronaler Strukturen, neue Verbin-
dungen zu kntpfen und Verbindungen langfristig zu stabilisieren, hangt zudem von
der Motilitat des Spines ab. Fir die Funktion von Synaptopodin im Rahmen der Spi-
ne-Motilitdt und Formierung des Spine-Apparates kdnnte seine Assoziation mit den
Proteinen Actin und a-Actinin von Bedeutung sein (Mundel et al. 1997; Asanuma et
al. 2005; Kremerskothen et al. 2005). Kremerskothen et al. haben gezeigt, dass Sy-
naptopodin Uber eine Actin- und eine a-Actinin-Bindungsstelle verfligt und somit die
Bindung der beiden Proteine stabilisiert. Die Interaktion von Synaptopodin mit a-
Actinin-2 resultierte in vitro in einer Elongation von Actinfilamenten und der parallelen
Anordnung von Actinfasern. Passend hierzu haben weitere Studien einen Zusam-
menhang zwischen Synaptopodin und der VergréRerung von dendritischen Dornen
gezeigt (Okubo-Suzuki et al. 2008; Vlachos et al. 2009). Synaptopodin kdnnte also
durch Regulierung des Cytoskeletts einen entscheidenden Beitrag zur Spine-Motilitat
und -Morphologie leisten (Mundel et al. 1997; Kremerskothen et al. 2005; Okubo-
Suzuki et al. 2008; Vlachos et al. 2009).

Zudem ist es essentieller Bestandteil des Spine-Apparates, der mit seiner Rolle in
der lokalen Calcium-Homoostase ebenfalls Einfluss auf aktivitdtsabhéngige Verande-
rungen an der Synapse und somit auf die synaptische Plastizitat haben konnte (Hol-
bro et al. 2009; Vlachos et al. 2009; Vlachos 2011). Synaptopodin scheint an der
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Steuerung der lokalen Calcium-Freisetzung direkt beteiligt zu sein (Kokortian und
Segal 2011).

Um mehr tber die Funktion von Synaptopodin herauszufinden, wurden potentielle
Interaktionspartner des Proteins gesucht (B. Meyer-Hiemer, Institut fir Neuroanato-
mie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG Mohr, Dissertation in Vorberei-
tung). Hierzu wurde das Hefe-2-Hybrid-System (yeast-two-hybrid; YTH) verwendet.
Das YTH-System wird genutzt, um mdgliche Interaktionspartner fiir ein Protein zu
identifizieren bzw. Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo zu untersuchen (Fields
und Song 1989).

1.6 AIDA-1-39.1, EIN NEUES MITGLIED DER AIDA-FAMILIE

Die YTH-Experimente zeigten eine Interaktion von Synaptopodin mit einer bisher
nicht beschriebenen Form des Amyloid-3 Protein Precursor Intracellular Domain-
associated Protein-1 (AIDA-1) (B. Meyer-Hiemer, Institut fir Neuroanatomie, Univer-
sitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG Mohr, Dissertation in Vorbereitung). Von
mehr als 100 Klonen codierten tber 30% fiur diese Isoform. Die identifizierte Sequenz
kodiert fur eine am N-terminalen Ende unvollstandige Isoform und wird im Folgenden
AIDA-1-39.1 genannt.

[.6.1 Molekulare Struktur und Expression von AIDA-1-39.1

Das Protein AIDA-1 konnte erstmals von Ghersi et al. (2004a) im Rahmen der Alz-
heimer-Forschung charakterisiert werden. Die Arbeitsgruppe fuhrte YTH-
Experimente durch, um maégliche Interaktionspartner fiir das Transmembranprotein
Amyloid-3 Protein Precursor Protein (ABPP), ein Protein, dessen Spaltprodukt Amy-
loid-3 eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des M. Alzheimer spielt, zu identifi-
zieren. Hierbei wurde das Protein ABPP intracellular domain (AID), das den cyto-
plasmatischen Teil von ABPP bildet und in verschiedene Prozesse des Zellstoff-
wechsels, wie z.B. Apoptose und Transkriptionsregulation involviert ist, als Kdéderpro-
tein verwendet.
Aus der fur die YTH-Experimente verwendeten cDNA-Bibliothek wurden drei cDNAs,
AT13, AT38 und LK8O0, isoliert und sequenziert. Es zeigte sich, dass alle drei cDNAs
16
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SpleilRvarianten einer Sequenz sind, dessen Protein-Produkt schon in Leukamie-
Zellen charakterisiert werden konnte (Fu et al. 1999). Die drei Spleil3varianten enthal-
ten samtlich kein Startcodon, sind also unvollstandig und codieren fr den C-
terminalen Teil eines vermutlich gré3eren Proteins. Das Translationsprodukt war das
Protein AIDA-1a, bestehend aus 459 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von
47kDa. Es beinhaltet eine C-terminale Phosphotyrosin-Bindungsdoméne (PTB-
Domane) und zwei Sterile-Alpha-Motive (SAM)-Doménen (vgl. Abb. 1.1). PTB-
Domanen kommen meist in Adapterproteinen vor und fungieren als Protein-Protein-
Interaktions-Domanen (Bork und Margolis 1995). Die SAM-Domane findet sich in
unterschiedlichen Proteinen und Kinasen, die haufig in Transkriptions- und Translati-
onsregulation involviert sind. Sie ist, wie die PTB-Doméne, an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligt (Schultz et al. 1997). Die Interaktion von AIDA-1a mit ABPP
konnte in vivo durch Co-Immunpréziptationen sowie FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorting) bestatigt werden. Immuncytochemische Experimente zeigten eine An-
reicherung des Proteins im Zellkern, jedoch, ko-exprimiert mit ABPP, eine Kolokalisa-
tion der beiden Proteine im Cytoplasma (Ghersi et al. 2004a,b). Die Arbeitsgruppe
konnte zwei weitere Proteine der AIDA-Familie identifizieren. Das Protein AIDA-1D,
ein Protein, das aus 1250 Aminosauren besteht und -zusatzlich zur C-terminalen
PTB-Doméane und zwei SAM-Domanen- noch sechs N-terminale Ankyrin-Domanen
(sogenannte Ankyrin repeats) enthalt. Ankyrin repeats bestehen aus jeweils etwa 33
Aminosauren und befahigen Proteine, miteinander zu interagieren (Li et al. 2006;
Sedgwick und Smerdon 1999). Im Gegensatz zu AIDA-1a wurde AIDA-1b in im-
muncytochemischen Experimenten nicht im Zellkern, sondern ausschlief3lich im Cy-
tosol exprimiert. Ein weiteres, dem AIDA-1b &hnliches Protein, wurde aufgrund der
fehlenden Ankyrin repeats AIDA-1bAANnk genannt. Dieses Protein verteilte sich wie-
derum ahnlich wie AIDA-1a.

Xu und Hebert (2005) konnten eine Isoform von AIDA, das EB-1/AIDA-1c-Protein,
charakterisieren. AIDA-1c wurde im Rahmen eines YTH-Experiments identifiziert, bei
dem Coilin als Kdder diente. Auch diese Isoform verfugt tber eine PTB-Domane so-
wie zwei SAM-Domaénen. Es besteht aus 426 Aminoséuren und hat ein Molekular-
gewicht von 48kDa. In hoher Konzentration kommt es besonders in neuronalem Ge-
webe vor, und immuncytochemische Experimente zeigten eine diffuse Verteilung des

Proteins hauptséchlich im Kern transfizierter Zellen.
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Es zeigte sich im Rahmen der Klonierung verschiedener AIDA-1-Proteine die beson-
dere Komplexitat des AIDA-Gens, das sich im humanen Genom auf Chromosom 12
(12921-23) befindet und sich tber einen Bereich von mindestens einer Megabase
erstreckt. In diesem Gen existiert lediglich eine Promotor-Region, was daflr spre-
chen kénnte, dass die verschiedenen Isoformen durch alternatives SpleiRen gene-
riert werden. Die Proteine AIDA-1a und AT13 verflgen zusatzlich tber ein PDZ-
Bindungsmotiv im C-terminalen Bereich, welches sie zur Interaktion mit bestimmten
Proteinen Uber deren PDZ-Doménen befahigen konnte (Ghersi et al. 2004b). PDZ-
Domanen (P steht flr das synaptische Protein PSD95, D steht fir ein Protein in Sep-
tumverbindungen der Drosophila, Z steht flr Zonula occludens. In diesen Proteinen
wurden erstmals PDZ-Domanen gefunden) kommen meist in Gerustproteinen, wie
zum Beispiel dem synaptischen Protein PSD-95, vor. Sie interagieren mit PDZ-
Bindungsmotiven anderer Proteine und dienen zur Organisation von gréf3eren Pro-
teinkomplexen (Ranganathan und Ross 1997; Cowburn 1997; Lee und Zheng 2010,
Sheng et al. 2001). Abb. 1.2 zeigt eine schematische Darstellung der erwahnten Al-

DA-Varianten und ihrer Doménen (vgl. Ghersi et al. 2004b).
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Abb. I.2: Schematische Darstellung der verschiedenen AIDA-1-Isoformen.
Die Exons sind nummeriert von 1-28. Codierende Regionen sind hellblau dargestellt. Die Posi-
tionen der Ankyrin-repeats, SAM-Doméanen und der PTB-Domaéne sind oberhalb angezeigt. Die
Exons 14a, 15a und 27a entstehen durch alternatives SpleiRen der Exons 14,15 und 27. Die
Unterschiede in den Exons am 3'-Ende der cDNA haben den jeweils variablen C-Terminus zur
Folge (Abbildung entnommen aus Ghersi et al. 2004b).

1.6.2 Funktion der AIDA-Proteine

Die Funktion der AIDA-Proteine ist noch weitgehend unbekannt. Ghersi et al.
(20044a,b) konnten die Interaktion einiger Isoformen mit AID, dem cytoplasmatischen
Teil des ABPP, Uber die PTB-Domane zeigen. Aulerdem scheint die Spleil3variante
AIDA-1a die y-Secretase inhibieren zu kénnen, was die Spaltung von ABPP zu AB
verhindert. Somit konnte das AIDA-Protein eine wichtige Rolle im Zusammenhang
mit der Alzheimer-Krankheit spielen (Ghersi et al. 2004a), b)).

Eine neue Perspektive in der Forschung rund um das AIDA-Protein und seine Funk-
tion gaben Jordan et al. (2004) mit der Untersuchung einer weiteren Variante von
AIDA, AIDA-1d. Das Protein wurde im Rahmen von massenspektrometrischen Ana-
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lysen charakterisiert, mithilfe derer die Arbeitsgruppe Proteine der PSD, die Uber
nukleare Lokalisierungssequenzen (NLS) verfuigen, darstellten. Nukleare Lokalisie-
rungssequenzen sind Proteinsequenzen, die an Transportproteine der Kernmembran
binden und das NLS-tragende Protein so befahigen, in den Zellkern zu gelangen
(Dingwal et al. 1982; Kalderon et al. 1984). Die Experimente sollten neuen Auf-
schluss Uber die biochemischen Prozesse bringen, die wahrend der Interaktion zwi-
schen Synapse und Zellkern stattfinden. Das dabei identifizierte Protein AIDA-1d ver-
fugt Gber eine putative NLS, zwei SAM-Domanen, eine PTB-Domane, sowie an sei-
nem C-Terminus Uber ein PDZ-Bindungsmotiv. Es scheint in der PSD mit dem Pro-
tein PSD-95 Uber dessen zwei PDZ-Doméanen assoziiert zu sein. Im Western Blot
weist das Protein eine Grol3e von 60kDa auf, und es ist in der PSD corticaler, striata-
ler und hippocampaler Hirnlysate stark angereichert.

Die Arbeitsgruppe hat nicht nur das Protein AIDA-1d charakterisiert, sondern auch
aktivitatsabhangige Prozessierung und Lokalisation darstellen konnen (Jordan et al.
2007). In immuncytochemischen Analysen wurde ein GFP (green fluoresccent pro-
tein)-AIDA-1d-Fusionsprotein in der ruhenden Zelle in der PSD gezeigt. Nach Stimu-
lation der Synapse mit Kaliumchlorid oder N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) wurde es
jedoch proteolytisch prozessiert. Ein N-terminaler Teil, der die NLS beinhaltet,
scheint daraufhin in nukleare Cajal-Korper transportiert zu werden. Das C-terminale
Fragment des Proteins scheint in der PSD zu verbleiben. Nach langfristiger neurona-
ler Stimulation kam es in den Experimenten zu einer Steigerung der lokalen Protein-
biosynthese (Jordan et al. 2007; Richter und Fallon 2007). AIDA-1c und AIDA-1a
scheinen, passend hierzu, mit Coilin, dem Markerprotein der Cajal-Korper, zu intera-
gieren (Xu und Hebert 2005). Cajal-Korper und Coilin sind eng mit SnRNPs (small
nuclear ribonuclear proteins) und mit pr&-mRNA-Spleissvorgangen im Zellkern asso-
ziiert (Ogg und Lamond 2002; Matera 2003; Gall 2003).

Die Distribution von AIDA-1 in vivo haben Jakob et al. (2010) mittels immuncytoche-
mischer Analysen gezeigt. Hier war es besonders stark in Strukturen des Vor-
derhirns, i.e. Hippocampus, Cortex und Striatum, zu detektieren. In der Zelle war Al-
DA-1, passend zu den Daten von Jordan et al. (2007), sowohl punktuell im Zellkern

als auch an der Synapse -assoziiert mit der PSD- lokalisiert.
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Diese Daten deuten auf eine Beteiligung des AIDA-Proteins an der Kommunikation
zwischen Synapse und Zellkern hin, wodurch es eine Bedeutung fur die Regulation

der neuronalen, aktivitdtsabhangigen Proteinsynthese haben konnte.

.7 FRAGESTELLUNG

Die gegenwartige Datenlage deutet darauf hin, dass sowohl Synaptopodin als auch
das AIDA-Protein an aktivitditsabhangigen Veranderungen der Synapse, und somit
an synaptischer Plastizitat, Lernen und Gedachtnis beteiligt sein kdnnte.

Bjorn Meyer-Hiemer (Institut fir Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf, AG Mohr, Dissertation in Vorbereitung) identifizierte eine neue Isoform
des AIDA-Proteins, AIDA-1 39.1, und zeigte eine Interaktion dieser Isoform mit Sy-
naptopodin im YTH-System.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, AIDA-1-39.1 detailliert zu charakterisieren. Das
Protein sollte in eukaryontischen Zelllinien, insbesondere in kultivierten hippocampa-
len Neuronen, exprimiert werden, um seine subzellulare Lokalisation genauer analy-
sieren zu konnen. Die Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA sollte mittels im-
muncytochemischer Experimente, Ko-Immunprazipiation und tiber Western Blot-
Analysen demonstriert werden. Die in der Hefekultur gezeigte Interaktion von AIDA
und Synaptopodin sollte durch weitere Experimente ausfuhrlicher untersucht und
durch Ko-Immunprézipitationen bestétigt werden.

In der Literatur herrschen zudem inkongruente Aussagen Uber die Verteilung der
verschiedenen Synaptopodin-Formen und die Mechanismen des Transportes des
Proteins in bestimmte Zellkompartimente. Im Rahmen immuncytochemischer Analy-
sen sollten Sequenzen in der kurzen Form (Synpo-short) gesucht werden, die fir die

Lokalisation in Dendriten und dendritischen Dornen erforderlich sein kénnten.
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. MATERIAL UND METHODEN

1.1 MATERIAL

Nicht ndher bezeichnete Laborchemikalien wurden von der Firma Merck bezogen.

[1.1.1 Produkte und Losungen fur Gele und Western Blots

Fur Western Blots wurden Zubehore von Bio-Rad verwendet.

11.1.1a) L6ésungen

= 5xLaemmli-Probenpuffer (LPP):
0,5M DTT, 0,4 M Tris-HCI, pH 6,8, 10% SDS, 50% Glycerin
1 Spatelspitze Bromphenolblau

= A4xLaemmli-Laufpuffer (pH 8,3), 1000ml
12 g Tris-Base, 57,69 Glycin, 0,4% SDS
H20 ad 1000ml

= 10x TBE-Laufpuffer ( pH 8,3)
1 M Tris-Base, 1 M Borsaure, 20 mM EDTA

= Semi-Dry-Transfer-Puffer (pH 8,3)
25 mM Tris-Base, 150 mM Glycin, 10% Methanol p.A.

= | Osung zum Entfernen gebundener Antikorper (“stripping“-Puffer, 100ml)

20ml 10% SDS (Sodiumdodecylsulfat), 12,5ml 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)
H20 ad 100ml

Kurz vor dem Gebrauch wurden 80ul 2-Mercaptoethanol hinzugeftigt

=  Blockierlésung, 100ml

5g Magermilchpulver in 95ml PBS-T
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= 10x PBS (pH 7,4), 1000ml

100mM Na-Phosphat, 1,5M NaCl
H20 ad 1000ml

= PBS-T
10x PBS, 0,3% Tween-20

= ECL-L8sungen

Arbeitslésung pro Blot:

5ml Lésung A: 0,1M Tris-HCI (pH 8,6), 0,025% Luminol
0,5ml Lésung B: 0,11% p-Hydroxycoumarinsaure in DMSO
1,5ul 30% H20:2

= Laemmli Trenngel 10%, 10ml
4,85ml H20, 2,5ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8), 2,5ml 40% Acrylamid 29 :1
100pl 10% SDS, 100ul 10% Ammoniumpersulfat (APS), 10ul Tetramethylethy-
lendiamin (TMED)

= Sammelgel 5%, 10ml
6ml H20, 2,5ml Tris-HCI (pH 6,8), 1,25ml 40% Acrylamid 29 :1
100pl 10% SDS, 60ul 10% APS, 12ul TMED, 100ul Bromphenolblau in H20

= Agarosegel 1% (pH 8,3), 40ml|
40ml 0,5x TBE, 0,4g Agarose, 2ul Ethidiumbromid (10mg/ml)

11.1.2b) Sonstige Produkte fiir Western Blots

* Protein Assay Reagent Bio-Rad
=  Protran Nitrocellulose- Membranen Schleicher & Schuell

» Filmmaterial Agfa Cronex 5 Agfa
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[1.1.2 Produkte und Lésungen fur Fixierung und Immuncytochemie

11.1.2a) L6ésungen

= 4% Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4), 100ml
4 g Paraformaldehyd, 2ml 2 M NaOH, 10 ml 10 x PBS
H20 ad 100 ml, durch Faltenfilter filtriert.

= 10xPBS (pH 7,4, 100mM Phophat), 1000ml
90g NacCl, 10,159 Na,HPO4 (wasserfrei, 71,5 mM), 3,93g NaH2Po4xH20 (28,4
mM), H20 ad 1000m|

= TBS (Tris-buffered saline), 500ml
150 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI (pH 7,5)
H,O ad 500 ml

= Blockierldsung (TNB-1), 50ml
50 ml TBS, 0,5g Blocking Reagens (Du Pont)

11.1.2b) Sonstige Produkte fir die Immunzytochemie

= Prolong Gold Antifade mit DAPI Invitrogen

[1.1.3 Produkte und Lésungen fur (Ko-) Immunprazipitationen

11.1.3a) LOosungen

» Immunprazipitations (IP)-Puffer
120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40
Protease-Inhibitor Complete® + EDTA

» |P-Puffer @ EDTA
120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,4) 0,5 mM CacCl, oder 2 mM MgCl,
0,5% NP-40, Protease-Inhibitor Complete® & EDTA, 1mM DTT
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=  Radioimmunprazipitations-Assay (RIPA)-Puffer
150 mM NacCl, 1% NP-40, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) 0.5% Na-Desoxycholat
0,1% SDS, 5 mM EDTA, 1xPI Complete + EDTA

= Hypotonischer Puffer
10 mM HEPES (pH 7,8), 5 mM KCI, 2 mM DTT, 1x Protease-Inhibitor
0,05% Triton X-100

11.1.3b) Sonstige Produkte fir die Ko-Immunpréazipitation

» T7-Tag- Agarose Novagen
* Protein G- Agarose Santa Cruz Biotechnology
= Protein A/G- Agarose Sigma

11.1.4 Medien fir die Bakterienkultur

» SOB-Medium, 9,8ml
2%Peptone, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI
H20 ad 9,8 ml

= SOC-Medium, 10ml
9,8ml SOB-Medium, 50ul 2 M MgCI2x6 H20, 500ul 2 M MgSO4x7H20

100pl 2 M GlucosexH20

= | B-Medium (pH 7,0-7,2), 1000ml

5g Bacto-Trypton oder Select Pepton BD Becton Dickinson GmbH
5g Hefe-Extrakt OXOID
10g NacCl

H20 ad 1000ml

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde Select Agar (Invitrogen) bis zu einer End-

konzentration von 1,5% hinzugefugt.
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[1.1.5 Produkte, Losungen und Medien fir die Hefekultur

11.1.5a) Medien, 1000ml

YPDA (pH 6,5)
15ml L-Adenin-Hemisulphat (2%), 50g YPD
H20 ad 1000ml

2x YPDA (pH 6.,5)
15ml L-Adenin-Hemisulphat (2%), 100g YPD
H20 ad 1000m|

SD/-Trp (pH 5,8)
26,7g Minimal SD Base, 0,74g -Trp DO Supplement
H20 ad 1000m|

SD/-Leu (pH 5,8)
26,7g Minimal SD Base, 0,699 -Leu DO Supplement
H20 ad 1000ml

SD/-Leu/-Trp (pH 5,8)
26,7g Minimal SD Base, 0,649 -Leu/-Trp DO Supplement
H20 ad 1000ml

SD/-Ade-/-His/-Leu/-Trp (pH 5,8)
26,7g Minimal SD Base 0,609 -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement
H20 ad 1000ml

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde Select Agar (Invitrogen) bis zu einer End-

konzentration von 1,5% hinzugefugt.

11.1.5b) LOosungen, 100ml

10 x TE (pH 7,5)
0,1 M Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA
H,0 ad 100 ml
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= 10 x Lithium-Acetat (pH 7,5; Sigma)
1 M Lithium-Acetat
H,O ad 100 ml, pH mit 1% Essigsaure adjustieren

= 50% PEG 3350 (Sigma)
50 g PEG 3350
H,O ad 100 ml

* 0.9% NacCl
0.9 g NaCl
H,O ad 100 ml

11.1.5¢) Sonstige Produkte fiir die Hefekultur

= Minimal SD-Base Bio 101
= Drop-Out- Supplements Bio 101
»= Herring Testes Carrier DNA Becton Dickinson GmbH

» 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-a-D-Galactopyranoside Calbiochem

[1.1.6 Produkte, L6sungen und Medien fiur die Kultur etablierter Zelllinien

11.1.6a) LOosungen

= Versene-Puffer (pH 7,4), 1000ml
0,2g EDTA, 8g NacCl, 0,2g KClI, 1,17g NazHPOa4, 0,189 KH2PO4
H20 ad 1000ml

= 1xPBS (pH 7.,4), 1000ml|
8g NaCl, 0,2g KCl, 1,449 Na2HPO4, 0,2g KH2POa4
H20 ad 1000ml

11.1.6b) Medien

= Kulturmedium fir HEK-293- und COS-7-Zellen
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90% Dulbecco’s modified eagle’s serum (DMEM, Sigma), 10% fotales Kalber-
serum (FCS, Sigma), 100U/ml Penicillin und 100ug/ml Streptomycin.

11.1.6¢) Sonstige Produkte fiir die Kultur etablierter Zelllinien

= Trypsin Invitrogen
» Transfektionsreagenz Fugene-6 Roche
» Transfektionsreagenz Fugene- HD Roche
=  Opti-MEM (minmal essential medium) Invitrogen

[1.1.7 Produkte, Losungen und Medien fur die Neuronenkultur

Transfizierte Hippocampus-Neurone wurden von Frau PD Dr. rer. nat. Evita Mohr,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Institut fir Neuroanatomie, zur Verfiigung

gestellt.

11.1.8 Bakterienstamme

= XL-1 Blue Stratagene

11.1.9 Hefestamme

= Y 187 Clontech
= AH 109 Clontech

[1.1.10 Eukaryontische Zelllinien und Gewebe

ZELLLINIE ZELLTYP REFERENZ

HEK 293 Humane Embryonale Nierenzellen DMSZ
(Epithelzellen)

COS-7 Cercopithecus aethiops ATCC
(grine Meerkatze, Nierenzellen,
Fibroblasten-ahnlich)
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Die in der Arbeit verwendeten Gewebe stammen von Ratten aus der Tierhaltung des

Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, die nach den Richtlinien des deutschen

Tierschutzgesetzes gehalten wurden.

[1.1.11 Antibiotika

Kanamycin
Ampicillin
Streptomycin

Penicillin

[1.1.12 Enzyme

11.1.12a) Restriktionsendonukleasen

Bam-H |
BglL Il
Eco-R |
Eco-RV
Hind 111
Nco |
Nhe |
Pst |
Sac |
Xba |

11.1.12b) Sonstige Enzyme

Klenow-Polymerase
T4 DNA Ligase

Phusion Polymerase

MP Biomedicals
Sigma
Sigma
Sigma

Invitrogen
New England Biolabs
Invitrogen
New England Biolabs
Invitrogen
New England Biolabs

Fermentas

Amersham Biosciences

Invitrogen

Invitrogen

Fermentas
Invitrogen

New England Biolabs

Es wurden fur die Enzyme die vom Hersteller empfohlenen Puffer verwendet.
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[1.1.13 Antikorper

11.1.13a) Tabelle Il.1: Primare Antikodrper

Typ Verdunnung Hersteller
Kaninchen o GFP 1:5000 Rockland
Kaninchen a Synaptopodin 1:3000/1:5000 Sigma
Kaninchen a hs AIDA-1 1:1000 Invitrogen
Maus monoklon. o myc 1:2500 Sigma
Maus monoklon. o GFP 1:9000 Sigma
Maus monoklon.a Synaptopodin 1:50 Progen
Maus monoklon. o T7 1:10000 Novagen
Maus monoklon. o Flag 1:5000 Stratagene
Maus a Synaptophysin 1:2000 Millipore
Maus a NMDAR UE 1 1:2000 Chemicon

Der Antikdrper Kaninchen o mRFP wurde von Herrn PD Dr. H.-J. Kreienkamp, Uni-

versitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Institut flir Humangenetik, zur Verfigung ge-

stellt und in der Verdiinnung 1:1000 verwendet.

11.1.13b) Tabelle 11.2: Sekiindare AntikOrper

Typ geldst in/ Verdinnung Hersteller
Ziege o Kaninchen HRP 1:10000 Jackson/Dianova
Ziege o Kaninchen Alexa® 488 | 1:500 Molecular Probes
Ziege o Maus Alexa® 488 1:500 Rockland
Ziege o Maus HRP 1:10000 Jackson/Dianova
Ziege o Maus Cy3 1:250 Jackson/Dianova
Ziege o Maus Alexa® 488 1:250 Molecular Probes
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11.1.14 DNA-Konstrukte

11.1.14a) Tabelle 11.3: Durch PCR generierte DNA-Konstrukte

Néhere Bezeichnung der dazugehdrigen Primer-Paare (Vorwarts-Primer, forward

primer, FP und Rickarts-Primer, reverse primer, RP): siehe Tabelle ,Oligo-

nukleotide®.
Name des Konstrukts Nukleotide GenBank acces- Primer-Paare
(vor P) sion nr. FP/RP

Rat Synpo-short in pEGFP-C2 60-2135 NM_021695 4471446
Rat Synp-long in pEGFP-C2 4-2718 AM_980944 459/456
Rat Synpo-short in pGBKT7 1-2089 NM_021695 459/448
rnSynpo-short nt 4-1038 in pGBKT7 4-1038 NM_021695 461/462
rnSynpo-short nt 1039-2076in pGBKT7 1039-2076 NM_021695 463/464
rnSynpo-short nt 4-519 in pGBKT7 4-519 NM_021695 461/465
rnSynpo-short nt 520-1038 in pGBKT7 520-1038 NM_021695 466/462
rnSynpo-short nt 1039-1557 in pGBKT7 1039-1557 NM_021695 463/467
rnSynpo-short nt 1558-2076 in pGBKT7 1558-2076 NM_021695 468/464
rnSynpo-short nt 4-1038 in pEGFP-C2 4-1038 NM_021695 461/462
rnSynpo-short nt 1039-2076in pEGFP-C2 1039-2076 NM_021695 463/464
rnSynpo-short nt 4-519 in pEGFP-C2 4-519 NM_021695 461/465
rnSynpo-short nt 520-1038 in pEGFP-C2 520-1038 NM_021695 466/462
rnSynpo-short nt 1039-1557 in pEGFP-C2 1039-1557 NM_021695 463/467
rnSynpo-short nt 1558-2076 in pEGFP-C2 1558-2076 NM_021695 468/464
hsAIDA-1, clone 39.1 nt 1-486 in pACT2 1-486 AM_980945 470/471
hsAIDA-1, clone 39.1 nt 487-1197 in pACT2 487-1197 AM_980945 472/473
hsAIDA-1, clone 39.1 nt 1-123 in pACT2 1-123 AM_980945 470/482
hsAIDA-1, clone 39.1 nt 1-411 in pACT2 1-411 AM_980945 470/483
hsAIDA-1, clone 39.1 1-1197 in pmRFP-N1 1-1197 AM_980945 474/475
hsAIDA-1, clone 39.1 nt 1-486 in pEGFP-C2 1-486 AM_980945 4761477
hsAIDA-1, clone 39.1 nt 487-1197 in pEGFP-C2 |487-1197 AM_980945 478/479

Der Klon Myc-taged SAP90 in pCMVneo PSD95 wurde von Herrn Dr. rer. nat. Ste-
phan Kindler, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Institut fir Humangenetik,

zur Verfugung gestellt.
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Der Klon rPABP in pGBKT7 (Miroci et al. 2012) wurde von PD Dr. rer. nat. Evita
Mohr, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Institut fir Neuroanatomie, zur Ver-

fugung gestellt.

11.1.14b) Tabelle 11.4: Durch Umklonieren generierte DNA-Konstrukte

Als Template wurde das Konstrukt hs AIDA-1, clone 39.1 in pACT2, GenBank ac-

cession nr. AM_980945 verwendet.

Name des Konstruktes Nukleotide GenBank acces- Primer-Paare
(vor P) sion nr. FP/RP

hsCajalin2/AIDA-1 in pcDNA3-T7-tag 1559 AM_980945 397/398
[1.1.15 Tabelle 11.5: Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden von MWG-Eurofins bezogen.

Bezeichnung Sequenz (5’-3) Anz. | Nr.

Nukil.

pACT 2 5102-5122 FP CTATTCGATGATGAAGATACC 21 |399
pACT2 4919-4939 RP GAGATGGTGCACGATGCACAG 21 |400
pGBKT7 1506-1487 RP GTCACTTTAAAATTTGTATAC 21 |402
pEGFP-C1 1270-1285 FP GTCCTGCTGGAGTTCG 16 |405
pEGFP-C1 1482-1468 RP CAGGGGGAGGTGTGG 15 |406
rnSynpo-long (Bam H1) RP GCATGGATCCTTAGGTGGTGCAAGAGGCC 29 | 456
rn Synpo-short ORF 4-1038 (Eco R1) FP | GCATGAATTCGAGGGGTACTCAGAGGAAG 29 |461
rn Synpo-short ORF 4-1038 (BamH1) RP | CGATGGATCCGGGAGGCTTGGGGTCAG 27 462
rn Synpo-short ORF 1039-2076 (EcoR1) | GCATGAATTCATTTGAAGGGCCAGGTAG 29 463
FP
rn Synpo-short ORF 1039-2076 (BamH1) | GCATGGATCCCTTGAAGCAGAAGGAAGG 28 |464
RP
rn Synpo-short ORF 4-519 (Bam H1) RP | GCATGGATCCGCTGGAGAGGGGAGTAGC 28 | 465
rn Synpo-short ORF 520-1038 (EcoR1) GCATGAATTCTCTGGGCCACCAGCTGCAG 29 | 466
FP
rn Synpo-short ORF1039-1557 (BamH1) | CGATGGATCCAGGGGCATTAGTGGTGTAC 29 | 467
RP
rn Synpo-short ORF 1558-2076 (EcoR1) | GCATGAATTCGGGGGCTTCCGAGTGGCG 28 |468
FP
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hs AIDA-1 1-486 (Ncol+AG) FP fur CGATCCATGGAGCAGAAAGATGCACAGAG 29 470
pACT2

hs AIDA-1 1-486 RP (Sst) fur pACT2 GCATGAGCTCATTATGAACCTGATGGATC 29 471
hs AIDA-1 487-1197 (Nco1+AG) FP GCATCCATGGAGACAGGAGACTGGGGAG 28 472
hs AIDA-1 487-1197 (Sstl) RP fur pACT2 | GCATGAGCTCGAAAATCGTGGTTTCATAC 29 473
hs AIDA-1 1-1197 (EcoR1-Kozak-atg gct) | GCATGAATTCACCATGGCTCAGAAA- 36 |474
FP fir pmRFP-N1 GATGCACAGAG

hs AIDA-1 1-1197 (Sal1l+CC) RP fir GCATGTCGACCCGAAAATCGTGGTTTCATAC (31 475
pmRFP-N1 CC in codierender Regi-

on=GG

hs AIDA-1 1-486 (EcoR1) FP fir pEGFP- | GCATGAATTCCAGAAAGATGCACAGAG 27 | 476
c2

hs AIDA-1 1-486 (Sal 1) RP fiir pEGFP- CGATGTCGACATTATGAACCTGATGGATC 29 | 477
c2

hs AIDA-1 487-1197 (EcoR1) FP GCATGAATTCACAGGAGACTGGGGAG 26 478
fur pEGFP-C2

hs AIDA-1 487-1197 (Sal 1) RP fir GCATGTCGACGAAAATCGTGGTTTCATAC 29 479
pEGFP-C2

hsAIDA-1 1-123 (Sstl) RP fir pACT2 GCATGAGCTCCCGAGCCGCTCGGGCTG 27 482
hsAIDA-1 1-411 (Sstl) RP fir pACT2 GCATGAGCTCCTGAGCCATCTGCCTCTC 28 483
Sequenzierprimer T7* TAATACGACTCACTATAGGG 20 |*
Sequenzierprimer FP fir pmRFP-N1 ATGTCGTAACAACTCCGC 18 (480
Sequenzierprimer RP fir pmRFP-N1 GCCCTCGCCCTCGATCTC 18 |[481
rn Synpo Sequenzierprimer 1 GACACAGTGTTCCCCGAAT 19 449
rn Synpo Sequenzierprimer 2 ACAGGACCGCCAGGCCAT 18 450
rn Synpo Sequenzierprimer 4 CCAGAATCTCTCAGAGGC 18 452
rn Synpo Sequenzierprimer 5 CCTCGTCACGCGCTTCGT 18 453
Cajalin Sequenzierprimer 1 FP CGGTCCATCACCCTCAG 17 |460
hs AIDA Sequenzierprimer 2 FP GGAGTCAAATTTATTGAT 18 |469

*Der Sequenzierprimer T7 wurde vom Sequenzierservice des Universitatsklinikums

Hamburg-Eppendorf zur Verfiigung gestellt.

11.1.16 Plasmide

pGBKT7, Konz. 1,2 ng/pl
pACT2

Clontech
Clontech
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pEGFP-C2
pCMV-Flag 2B
pcDNA3
pGEX 6-C2

Clontech
Stratagene
Invitrogen

GE Healthcare

Das Plasmid pmRFP (Campbell et al. 2002) wurde von Herrn PD Dr. H.-J. Kreien-

kamp, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Institut fir Humangenetik, fur Expe-

rimente zur Verfiigung gestellt und nach Genehmigung von Dr. R. Tsien eingesetzt.

[1.1.17 Langenstandards

®X-174-RF-DNA-Marker

Hae Il Fragment

Lambda-DNA Langenstandard 3
Lambda-DNA, Hind Ill/Eco RI geschnitten
Full Range Rainbow molecular weight marker
Benchmark prestained protein ladder
Benchmark protein ladder

Page Ruler Plus prestained protein ladder

[1.1.18 Fertigsysteme

QIAquick PCR Purification Kit (250)
QIAquick Gel Extraction Kit (50)
High Speed Plasmid Midi Prep Kit
QlAprep Spin Miniprep-Kit

11.1.19 Gerate

Eppendorf Bio Photometer
DC 120 Camera

Gene Amp PCR System 2400
Konfokales Mikroskop SP2
Mikroskop Axiovert S135

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Amersham
Invitrogen

Invitrogen

Fermentas

QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN

Eppendorf
Agfa
Perkin Elmer
Leica
Zeiss
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Kamera Hamamatsu
Sterile Werkbank Hera Safe Heraeus
Spannungsquellen Amersham

11.1.19a) Elektrophoresekammern

GNA 100 Amersham
Mini Protean 3 Bio-Rad
Semi-Dry Transfer-Cell Trans Blot SD Bio-Rad

11.1.19b) Zentrifugen

Biofuge 13 Heraeus
Minifuge GL Heraeus
Centrifuge 5417R Eppendorf
Centrifuge 5415C Eppendorf

11.1.20 Software

Es wurden zur Aufnahme und Bildbearbeitung die Leica SP2 Software und die Pro-
gramme Open Lab (Improvision), Power Point (Microsoft) und Photoshop (Adobe)

verwendet. Die Bilder wurden im TIFF- Format exportiert.

[1.1.21 Sonstiges

10mM dNTP-Mix Invitrogen
DNA-Template Eigene Herstellung

35



MATERIAL UND METHODEN

1.2 METHODEN

[1.2.1 DNA

11.2.1a) Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Amplifikationen von DNA-Sequenzen wurden mit dem GeneAmp PCR-System 2400
(Perkin-Elmer) unter Verwendung von Phusion Hot Start DNA-Polymerase (Finnzy-
mes) durchgefuhrt. Es wurden 50pul-Ansétze verwendet, die je 2ng DNA-Template,
1U Phusion Polymerase, 10ul 5xPolymerase-Puffer, je 200uM Desoxyribonukleosidt-
ri-phosphate, 0,5uM Vorwarts- und 0,5uM Ruckwartsprimer enthielten. Das Pro-
gramm wurde in der Regel wie in der nachfolgenden Tabelle dargestellt gewahlt und
bei Bedarf abgewandelt.

Tabelle 11.6: PCR

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
1. Denaturierung 98°C 1min 1
Denaturierung 98°C 10sec
Primer-Anlagerung 72°C 30sec 30
Primer-Extension 72°C 2min
Finale Extension 72°C 10min 1
4°C hold

11.2.1b) Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit der
Firma QIAGEN nach Herstellerangaben. Zur Elution der DNA wurde 1mM Tris-HCI,
pH 7,4, verwendet.

11.2.1c) DNA-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten wurden 0,8-1,2%ige Agarosege-
le in 0,5x TBE-Puffer (pH 8,3), verwendet, denen 2ul Ethidiumbromid (10mg/ml) zur
spateren Detektion im UV-Licht zugesetzt waren. Die DNA wurde vor dem Auftragen
mit 5xDNA-Beladungspuffer (Fermentas) im Verhaltnis 1:5 versetzt. Die Gelelektro-
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phorese erfolgte horizontal in Elekrophoresekammern der Firma Pharmacia Biotech.
Als Laufpuffer wurde 0,5xTBE-Puffer (pH 8,3) eingesetzt. Als Langenstandards wur-
den in der Regel der @X-174-RF-DNA-Marker und der Lambda-DNA Langenstan-

dard 3 (Fermentas) verwendet.

11.2.1d) Restriktion von DNA

Der Verdau von DNA-Fragmenten erfolgte mithilfe von entsprechenden Restriktions-
endonukleasen. Sie wurden nach Herstellerempfehlungen und mit den vom Herstel-
ler mitgelieferten Puffern eingesetzt. Es wurde in der Regel eine Stunde bei 37°C
verdaut, die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 5xDNA-
Beladungspuffer gestoppt.

11.2.1e) Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden tber Nacht bei 16°C mit 10ul T4-DNA-Ligase (Invitrogen) durch-
gefuihrt. Es wurden insgesamt jeweils 10ng/10ul-Ansatz DNA verwendet, wobei das
mit Restriktionsenzymen verdaute Insert im dreifachen molaren Uberschuss zum

Vektor eingesetzt wurde. Es wurde der mitgelieferte Puffer verwendet.

11.2.1f) Transformation von Bakterien

Zur Transformation wurden in der Regel XL-1 Blue-Zellen (Stratagene) verwendet.
1ng Plasmid-DNA oder 1pl des 1:10 verdunnten Ligationsansatzes wurden mit 50ul
der Bakterienzellen 20min auf Eis inkubiert. Es erfolgte dann ein Hitzeschock (42°C)
von 45sec, ein Abkihlen auf Eis und eine weitere 45minttige Inkubation nach Zuga-
be von SOC-Medium bei 37°C unter Schutteln (250rpm). Nach Zentrifugation wurde
ein Teil des Uberstandes abgenommen, die Zellen resuspendiert und in zwei ver-
schiedenen Konzentrationen auf LB-Agarplatten mit dem jeweiligen Antibiotikum

ausplattiert.
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11.2.1g) DNA-Isolierung

Zur DNA-Isolierung aus prokaryontischen Zellen wurden je nach Mengenbedarf ent-
weder das QIAprep Spin Miniprep Kit fir Minipréparationen oder das High Speed
Plasmid Midi Kit fur GroRBpraparationen (QIAGEN) verwendet. Die Bakterienkulturen
wurden in 3ml bzw. 40ml LB-Medium tber Nacht bei 37°C und 250rpm geschttelt.
Dem Medium wurde das der Resistenz des jeweiligen Plasmides entsprechende An-
tibiotikum zugesetzt. Die Konzentration betrug 50pg/ml bei der Verwendung von Ka-
namycin und 100pg/ml bei der Verwendung von Ampicillin. Die Isolierung der DNA

wurde nach Herstellerangaben durchgeftihrt. Die Elution erfolgte in H20.

11.2.1h) DNA-Seguenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden vom Sequenzierservice des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefihrt. Es wurden jeweils 500ng Plasmid-DNA und

15pmol des entsprechenden Primers eingesetzt.

11.2.2 Protein

11.2.2a) Herstellung von Proteinextrakten aus eukaryontischen Zelllinien

Zur Zellernte wurden konfluent bewachsene 6cm-Petrischalen verarbeitet. Die Zellen
wurden zunachst mit 5ml PBS gewaschen, dann in 1ml PBS mit dem Zellschaber
gel6st und in ein 15ml-Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach einer Zentrifugation von 5min
bei 1500rpm und 4°C (Zentrifuge 5417R, Eppendorf) wurden der Uberstand abge-
nommen und die Zellen nochmals mit 10ml PBS gewaschen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurde erneut der Uberstand abgenommen und die Zellen in
jeweils 500ul IP-Puffer, der je nach Bedarf in der Zusammensetzung variierte, resus-
pendiert, in ein 1,5ml-Reaktionsgefal’ tberfihrt und mit Spritze und Kanile homo-
genisert. Nach einer 5mindtigen Inkubation wurde die Lyse mikroskopisch Gberpruft.
Anschlie3end erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 20min bei 1500rpm und
4°C. Der Uberstand wurde sodann abgenommen, in ein sauberes 1,5ml-GefaR uber-

fuhrt, in flussigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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Bei der Verwendung von RIPA-Puffer wurden die Zellen bereits in der Petrischale fur

15-20min mit 1ml des Puffers inkubiert.

11.2.2b) Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Protein Assay Reagent
(Bio-Rad), das auf der Methode von Lowry et al. (1951) basiert. Es wurde nach Her-
stellerangaben vorgegangen. Es wurde eine fiinfwertige Eichgerade mit einem Pro-
tein bekannter, verschiedener Konzentrationen erstellt, um anhand dieser die Kon-
zentration des isolierten Proteins ablesen zu kénnen. Hierzu wurde BSA (0,5mg/ml)
in Konzentrationen von 0,5ug-10ug (ad 20ul H20) unter Zugabe von je 1ml des 1:5
mit H20 verdiinnten Reagenz verwendet. Zur Proteinbestimmung wurden 2ul der
Proteinldsung ad 20pl H20 ebenfalls zu jeweils 1ml Reagenz gegeben. Nach einer
Inkubation von 5min erfolgte die photometrische Messung der optischen Dichte bei

einer Wellenlange von 575 nm.

11.2.2¢c) Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mithilfe der Technik der SDS-PAGE lassen sich Proteine ihrer Gro3e nach auftren-
nen. Die Proteinextrakte wurden mit 5x Laemmli-Probenpuffer versetzt, 5min bei
60°C inkubiert und auf 8-10%-Polyacrylamidgele aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 200V und maximal 150mA fur 50-60min in der Mini-Protean3- Elektro-
phoresekammer (Bio-Rad) unter Verwendung von 1x Laemmli-Laufpuffer. Zur Ermitt-
lung der Gr6R3e der aufgetrennten Proteine wurde zusatzlich ein Protein-Grof3en-
Standard aufgetragen.

11.2.2d) Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen

Der Transfer der in Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine auf Protran-
Nitrocellulose-Membranen erfolgte elektrophoretisch in Semi-Dry-Transfer-Puffer mit
der Semi-Dry Transfer-Cell Trans Blot SD (Bio-Rad) fir 60min bei 150mA und maxi-
mal 30V. Die Effizienz des Transfers wurde durch Farben der Membranen mit 0,1%

Ponceau S in 5% Essigsaure und zweimaliges Entfarben mit H20 kontrolliert.
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11.2.2e) Detektion von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen mit Hilfe von Antikor-

pern (\Western Blot")

Mithilfe des Western Blots kdnnen ihrer Gré3e nach aufgetrennte Proteine immuno-
logisch durch spezifische Primar- und Sekundarantikorper detektiert und z.B. durch
Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran wurde diese min-
destens 60min in Blockierlosung inkubiert. Sodann wurde der gewlinschte Erstanti-
korper in einer geeigneten Verdiunnung mit Blockierlosung ad 10ml (vgl. Tab. 11.1) auf
die Membran gegeben und fir 3Std unter moderatem Schiitteln inkubiert. Es folgten
mehrere Waschschritte mit PBS-T (nach zweimalig kurzem Abspilen einmal 15min
unter Schiitteln, dann noch zweimal 5min unter Schutteln). Nun konnte der ebenfalls
in 10ml Blockierlosung verdinnte Peroxidase-gekoppelte Zweitantikérper (vgl. Tab.
[1.2) auf die Membran gegeben und fir 1 Std auf dem Schiittler inkubiert werden. Im
Anschluss wurde die Membran wie nach Inkubation mit dem Erstantikorper gewa-
schen. Die Detektion des Proteins erfolgte Uber den Peroxidase-gekoppelten Zwei-
tantikorper, der durch Zugabe eines H202-enthaltenden Detektionsreagens auf dem
Rontgenfilm sichtbar wird. Hierzu erfolgte zunachst die Entfernung von Resten der
Waschlésung durch kurzes Auflegen der Membran auf Zellstoff. Sie wurde sodann
auf eine hydrophobe Oberflache (Parafilm) gebracht und mit 4ml Detektionsreagens
(ECL-Arbeitslésung, eigene Herstellung) fur 5min inkubiert. Nach Entfernung der De-
tektionslésung wurde die Membran luftblasenfrei zwischen zwei Plastikfolien in eine
Filmkassette gegeben. In der Dunkelkammer wurde dann der Réntgenfilm aufgelegt
und zunachst fur etwa 1-2min exponiert. Abhéngig von der Signalstarke nach der
ersten Exposition erfolgte die folgende Exposition mit einem neuen Film fir bis zu

60min, so dass die gewinschte Signalstarke erreicht wurde.

11.2.2f) Immunpréazipitation

Die Methode der Immunprazipitation eignet sich zur Isolation eines bestimmten Pro-
teins aus einer Losung und zur Untersuchung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Das Prinzip basiert auf der Antigen-Antikérperbindung. Ein Pro-
teingemisch wird mit bestimmten Tragermolekilen (Agarose) inkubiert, an die ein fur
das zu isolierende Protein spezifischer Antikbrper gebunden ist. Bei Verwendung
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von Protein G-/ A- oder A/G-Agarose ist dies nicht der Fall, und es wird ein Antikor-
per zugegeben. Dieser bindet Gber seinen Fc-Teil an das immobilisierte Protein G-/A-
oder A/G.

Befindet sich das gesuchte Protein in der Losung, kommt es zur Bindung durch den
Antikdrper, und es entsteht ein an die Agarose gebundener Antigen-Antikorper-
Komplex. Durch mehrere Waschschritte werden aus dem Extrakt alle nicht an die
Agarose gebundenen Proteine entfernt. Im Anschluss kdnnen die gebundenen Prote-
ine in der Western-Blot-Analyse mithilfe von Primar- und Sekundarantikorpern sicht-

bar gemacht werden.

=  Immunprézipitation mit Protein G-, Protein A- oder Protein A/G- Agarose

Pro Ansatz wurden 50l der Agarose (,beads®) verwendet. Zunachst wurden die be-
ads 5x mit je 50ul IP-Puffer gewaschen, die Zentrifugation (Zentrifuge 5417R, Ep-
pendorf) erfolgte jeweils fur 30sec bei 10000rpm und 4°C. Im letzten Waschpuffer
wurden die beads auf die den spater verwendeten Anséatzen entsprechende Anzahl
Reagenzgeféal3e verteilt und bis zur Verwendung im Kihlschrank bei 4°C gelagert.
Kurz vor der Verwendung wurden sie nochmals zentrifugiert und die Uberstande ab-
genommen. Nun erfolgte eine Vorinkubation mit dem Proteinextrakt fir 2Std bei 4°C
rotierend. Wahrenddessen wurden weitere beads vorbereitet und auf Reagenzgefa-
3e verteilt.

Nach Abschluss der Inkubationszeit erfolgte die Abnahme eines Aliquots (50ul) vom
vorgereinigten Proteinlysat (,Input®; dies wurde mit 12,5ul 5XxLPP 7min bei 99°C in-
kubiert und bis zur Verwendung in der SDS-PAGE bei -20°C gelagert). Das restliche
Proteinlysat wurde nun auf die zwei Reagenzgefal3e mit den vorbereiteten beads
verteilt. Sodann wurde eines der beiden Lysate mit dem Antikorper (vgl. Tab. 11.1),
das zweite mit 2ug Kontrol-IgG aus der dem Antikorper gleichenden Spezies fir 3Std
bei 4°C rotierend inkubiert.

Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die vorbereiteten beads hinzugefligt. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C rotierend. Am Folgetag wurden die Ansatze
mit den beads erneut fir 2min bei 3000rpm und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande
wurden abgenommen, ein 100pl-Aliquot in ein frisches GefaR tberfihrt (,Uberstand
nach Bindung®; dies wurde mit 12,5ul 5XxLPP 7min bei 99°C inkubiert und bis zur
Verwendung in der SDS-PAGE bei -20°C gelagert), der Rest verworfen. Die Ansatze
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wurden im Anschluss 5x mit je 1ml IP-Puffer gewaschen. Zur Elution wurden sie mit
je 40ul 2xLPP fur 7min bei 99°C inkubiert und anschlie3end auf Eis abgekihlt. Dann
erfolgte eine 5minlitige Zentrifugation bei 16400rpm und 4°C. Die Uberstande wur-
den in saubere Reagenzgefal3e gebracht (,Eluat®) und die Sedimente verworfen. Nun
konnten die Immunprazipitate direkt zur SDS-PAGE eingesetzt oder bei -20°C gela-

gert werden.

=  |mmunprazipitation mit T7-tag-Agarose

Die T7-tag-Agarose beinhaltet einen Maus-a-T7-tag-Antikdrper, der kovalent an die
die Agarose gekoppelt ist. Dieser bindet ein Protein mit T7-tag, weshalb die Zugabe
eines Antikorpers bei der Immunpraziptiation mit T7-tag-Agarose nicht notwendig
war. Somit ertbrigte sich auch die Durchfihrung einer Kontrolle mit dem zum ver-
wendeten Antikdrper passenden Immunglobulin G. Ferner war eine Vorinkubation
des Proteinlysates mit den beads nicht notwendig. Ansonsten war das Vorgehen das

Gleiche wie mit der Protein G-/ Protein A- oder Protein G-/A-Agarose.

[1.2.3 Eukaryontische Zellkultur

Molekularbiologische und biochemische Methoden

11.2.3a) Kultivierung von Zellen

Es wurden zunachst 1 x10° Zellen in einer 10cm-Petrischale in 10ml Medium (90%
DMEM + 10% FCS, 100U/ml Penicillin und 100ug/ml Streptomycin) ausplattiert. Die
Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% CO:. Alle 2 Tage erfolgte ein
Mediumwechsel. Einmal wdchentlich wurden die Zellen subkultiviert. Die Kultur wur-
de zu diesem Zweck nach einmaligem Waschen mithilfe von 1ml 0,2% Trypsin in
Versene-Puffer von der Schale abgel6st und nach Trituration und Transfer in ein
50ml-Falcon-Reagenzgefald mit frischem Medium tberfihrt. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden sie in der gewiinschten Verdinnung auf frischen Schalen ausplat-
tiert.

Die Kultivierung von COS-7-Zellen erfolgte in &hnlicher Weise. Es wurde jedoch

grundsétzlich 2 x in Versene-Puffer gewaschen, die Zellen wurden nach Trituration
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aulRerdem 5min bei 1500rpm zentrifugiert (Zentrifuge Eppendorf 5415C) und erst

dann in 10ml frischem Medium resuspendiert.

11.2.3b) Transfektion von HEK 293-Zellen mit Fugene HD

24 Stunden vor einer Transfektion wurden die HEK 293-Zellen in einer Dichte von
1x10° Zellen auf 6cm-Petrischalen ausplattiert. Fiir die Transfektion auf 12-Loch-
Platten wurden pro Napf 1,5x10° Zellen plattiert. Die Zahlung geschah nach Triturati-
on in Kulturmedium mit einer Zahlkammer. Es wurde Antibiotika-freies Medium ver-
wendet. Die Transfektion erfolgte mithilfe des Transfektionsreagenzes Fugene HD
(Roche) nach Herstellerangaben. Hierzu wurden je 4ug DNA, 6pl Fugene HD und
Opti-MEM (Invitrogen) ad 200ul verwendet und nach einer 15minttigen Inkubation
auf die vorbereiteten Zellen gegeben. Die Zellen wurden nach der Transfektion fur
etwa 48Std inkubiert.

11.2.3¢) Transfektion von COS 7- Zellen mit Fugene 6

24 Stunden vor einer Transfektion wurden die COS-7 Zellen in einer Zelldichte von
9x10° ausplattiert. Die Z&hlung geschah nach Trituration in Kulturmedium mit einer
Zahlkammer. Es wurde Antibiotika-freies Medium verwendet. Die Transfektion erfolg-
te mithilfe des Transfektionsreagenzes Fugene 6 (Roche) nach Herstellerangaben.
Hierzu wurden je 5ug DNA, 8ul Fugene 6 und Opti-MEM ad 250l verwendet und
nach einer 15minttigen Inkubation auf die vorbereiteten Zellen gegeben. Die Zellen

wurden nach der Transfektion fir etwa 48Std inkubiert.

11.2.3d) Kultivierung und Transfektion von Hippocampus-Neuronen

Transfizierte Hippocampus-Neuronen wurden freundlicherweise von Frau PD Dr. rer.
nat. Evita Mohr, Institut fir Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf, zur Verfigung gestellt.

11.2.3e) Fixierung und Permeabilisierung von Zellen auf Deckglaschen

Alle Schritte wurden in 30mm Petrischalen oder 12-Loch-Platten durchgefihrt. Zur
Fixierung der Zellen wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums zunéchst 1x in
PBS gewaschen. Dann erfolgte die Zugabe von je 1ml Fixans (4% Paraformaldehyd

in PBS) und 15mindtige Inkubation. Im Anschluss wurde 2x 5min in PBS gewaschen,
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sodann wurden die Deckglaschen zum Permeabilisieren 5min in 0,3% Triton X-100
in PBS inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in der
Waschlosung fir bis zu 7 Tage bei 4°C gelagert oder direkt fir immuncytochemische
Analysen eingesetzt.

11.2.3f) Immuncytochemie

Die Technik der Immuncytochemie basiert auf der Antigen-Antikérper-Reaktion. Sie
macht es mdglich, Proteine in verschiedenen kultivierten Zelllinien zu detektieren und
sie einzelnen Kompartimenten zuzuordnen. Unter bestimmten Umstanden ist es
moglich, eine Aussage zur eventuellen Ko-Lokalisation mit anderen Proteinen zu tref-
fen.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden zunachst Objekttrager mit
Parafilm belegt und mit ca. 50ul Blockierlésung versehen. Die Deckglaschen mit den
fixierten Zellen wurden luftblasenfrei aufgelegt und ca. 60min bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer inkubiert.

Anschliel3end wurden die Deckglaschen vom Objekttrager genommen. Dieser wurde
vor dem Auftragen des in 50ul Blockierldsung verdinnten Primarantikorpers (vgl.
Tab. I1.1) mit Zellstoff gereinigt. Das Deckglaschen wurde nun wieder aufgelegt und
Uber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer inkubiert. Nach einem Waschschritt von
2 x 5min und 1 x 15min in TBS wurden die Objekttrager mit frischem Parafilm belegt
und mit 50pl des ebenfalls in Blockierldsung verdinnten Zweitantikdrpers (vgl. Tab.
[1.2) versehen. Es folgte eine weitere Inkubation von 60min, bei Verwendung eines
mit Fluorochrom gekoppelten Zweitantikorpers im Dunkeln. AnschlieBend wurde er-
neut 2 x 5min und 2 x 10min in TBS gewaschen. Zum Eindeckeln wurden etwa 10pl
Antifade-Gold + DAPI auf frische Objekttrager pipettiert und die Deckgléaschen aufge-
legt. 24Std spater konnten die Praparate gereinigt und unter dem Mikroskop betrach-
tet werden. Die Lagerung erfolgte kiihl und dunkel.

[1.2.4 Detektion von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe des Hefe-2-Hybrid-

Systems (yeast-two-hybrid, YTH)

Das YTH-System wird angewandt, um mogliche Interaktionspartner eines bestimm-

ten Proteins zu finden bzw. Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo zu untersu-
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chen (Fields und Song 1989). Dieses Experiment wird in der Regel in Kulturen der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae durchgefuhrt. Grundlage ist die selektive Ak-
tivierung des Transkriptionsfaktors GAL4, der aus zwei Domé&nen besteht: die C-
terminale Aktivierungsdomane (GAL4-AD) und die N-terminale DNA-
Bindungsdoméne (GAL4-BD). Die beiden Domanen sind auch dann wirksam, wenn
sie von zwei unterschiedlichen Proteinen tber nicht-kovalente Protein-Protein-
Interaktionen zusammengebracht werden. Die DNA-Sequenzen der zwei zu untersu-
chenden Proteine werden also in jeweils einen in der Hefe kompatiblen Vektor ge-
bracht, der die kodierende Sequenz fur die GAL4-DNA-Bindungsdomane (Vektor
pGBKT7) bzw. die Sequenz fur die GAL4-Aktivierungsdomane (Vektor pACT2) ent-
halt. Nach Transkription und Translation entstehen zwei Fusionsproteine: In diesem
Fall das Koderprotein (,bait“) Synaptopodin und die GAL4-DNA-Bindungsdomane,
sowie das Beuteprotein AIDA-1 (,prey”) und die GAL4-Aktivierungsdomane.

Im Falle einer Interaktion der beiden Proteine kommt es zur Rekonstitution des Tran-
skriptionsfaktors GAL4 und darauf hin zur Expression eines oder mehrerer Reporter-
gene (vgl. Abb. 11.1). Diese kdnnen der Kultur zum Beispiel die Fahigkeit geben, be-
stimmte Substanzen (in diesem System Adenin und Histidin) selbst zu synthetisieren,
so dass sie auf einem Mangelnahrboden wachsen kann, die eben diese Substanzen
nicht enthalt (auxotrophes Reportergen). Ein weiteres Reportergen ist das sogenann-
te lacZ-Gen, dessen Expression die Zelle befahigt, 3-Galaktosidase zu synthetisie-
ren, die das Substrat X-Gal zu 5-Brom-4Chlorindol umsetzt, dass nach Oxidation ei-
nen blauen Indigo- Komplex bildet. Nach Ausstreichen der Hefekultur auf einem 5-
Brom-4Chlorindol-haltigen Nahrboden farbt diese sich im Falle einer Genexpression

blau (chromogenes Reportergen).
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Koderprotein

RMNA-Polymerase [l

GAL4-Bindungsstelle Reportergen

Abb. II.1: Grundlage des YTH-Systems: Schematische Darstellung

Das YTH-System basiert auf der Transkription von sogenannten Reportergenen. Durch die
Interaktion des Beuteproteins (,prey“) mit dem Kdderprotein (,bait“) kommt es zur Rekonstituti-
on und dadurch selektiven Aktivierung des Transkriptionsfaktors GAL4, der aus zwei Doméanen
besteht: die C-terminale Aktivierungsdomane (AD) und die N-terminale DNA-Bindungsdoméne
(BD). Die Bindungsdomane bindet an die GAL4-Bindungsstelle, die Aktivierungsdoméne akti-
viert die RNA-Polymerase Il. Die Aktivierungsdoméne befindet sich in dem Vektor pACT2, die
Bindungsdomaéne befindet sich in dem Vektor pGBKT7. Die zu untersuchenden Proteine wer-
den jeweils als DNA des Kdderproteins in pGBKT7 und als DNA des Beuteproteins in pACT2
eingebracht, so entstehen Fusionsproteine, deren Interaktion zur Rekonstitution von GAL4
fuhren. Durch die Expression der Reportergene wird die Interaktion zweier Proteine in Form
bestimmter Fahigkeiten der Hefekultur ,sichtbar gemacht".
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11.2.4a) Kultivierung von Hefezellen

Ein kleiner Tropfen des bei -80°C in 25% Glycerin gelagerten Hefestammes wurde
auf einer YPD-Agarplatte ausgestrichen. Nach 3-5tagiger Inkubation bei 30°C wurde
die gut bewachsene Platte (in der Mehrzahl Kolonien mit einem Durchmesser von
etwa 2mm) bis zu vier Wochen im Kihlschrank gelagert. Alle vier Wochen wurde ei-
ne grof3e Kolonie auf einer frischen YPD-Agarplatte ausgestrichen und erneut 3-5
Tage bei 30°C inkubiert.

11.2.4b) Transformation von Hefezellen

Die Transformation von Hefezellen wurde nach der Ltihium-Acetat-Methode (Yeast
Protocols Handbook, Clontech) durchgefuhrt.

Es wurde zunéachst eine 3ml-Flussigkultur (YPDA-Vollmedium) mit einer Kolonie des
Hefestammes AH109 angeimpft und 8Std bei 30°C, 150rpm geschiittelt. Anschlie-
Rend wurden 5pul der Kultur in 50ml YPDA-Medium Uberfihrt und weitere 16-20Std in
gleicher Weise inkubiert. Nach Erreichen einer ODgqo (Optical densitiy) von 0.15-0.3
und Zentrifugation (Zentrifuge Minifuge GL, Heraeus, 5min, 700g bei Raumtempera-
tur) wurden die Zellen in 100ml YPDA-Medium resuspendiert. und erneut 3-5Std in-
kubiert, um die logarithmische Wachstumsphase (ODggo= 0.4-0.5) zu erreichen.

Mit dem Hefestamm Y187 wurde leicht abgewandelt verfahren. Auch hier wurde eine
3ml-Flussigkultur (YPDA-Vollmedium) mit einer Kolonie des Hefestammes angeimpft
und 8Std bei 30°C, 150rpm geschiuittelt. AnschlieRend wurden 5ul der Kultur in 50ml
YPDA-Medium Uberfuhrt und ca. 23Std in gleicher Weise inkubiert, bis die logarith-
mische Wachstumsphase (ODggo= 0.4-0.5) erreicht war.

Das weitere Vorgehen war fir beide Stamme gleich.

Nach erneuter Zentrifugation bei 700g fur 5min bei Raumtemperatur wurden die Kul-
turen auf je 250ml-Falcon-ReagenzgefalRe verteilt und erneut zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abgenommen und die Zellen in je 30ml H20 resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (15sec, Raumtemperatur) wurde wieder der Uber-
stand abgenommen, die Zellen in je 1,5ml 1.1XTE/LIAc resuspendiert und in 1,5ml-
Reagenzgefal3e Uberfuhrt. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt, nach der zwei-
ten Wiederholung wurden die Zellen in frische 1,5ml-Reagenzgefal3en auf Eis in je
600ul 1.1XTE/LiAc resuspendiert.
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Fir die Transformation der Hefezellen wurde zunachst die herring testes carrier DNA
(10ug/pl, Clontech) zur Denaturierung bei 95-100°C fur 5min inkubiert und bis zur
Benutzung auf Eis gelegt. Es wurden sodann 50ul der Hefezellen mit je 100ng Plas-
mid-DNA und 5ul der herring testes carrier DNA in ein vorgekihltes Reagenzgefaf3
gebracht und vorsichtig vermischt. Dann wurden 0,5ml PEG/LiAc hinzugefiigt und fur
30min bei 30°C inkubiert. Im Anschluss wurden 20ul DMSO hinzugefiigt und der An-
satz 15min bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifuga-
tion bei maximaler Geschwindigkeit fir 15sec bei Raumtemperatur. Der Uberstand
wurde abgenommen, die Zellen in 1ml YPD resuspendiert und erneut 15sec zentrifu-
giert. Nach Abnahme des Uberstandes erfolgte die Resuspension in ml 0,9%Nacl.
Die transformierten Zellen konnten nun in verschiedenen Verdinnungen (unver-

dinnt, 1:10, 1:100) auf YPD-Agarplatten ausgestrichen werden.

11.2.4¢) Verpaarung von Hefezellen

Die Fahigkeit der Hefen, sich sexuell durch Paarung zu vermehren, macht man sich
in diesem Experiment zu Nutze, um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen.
Diese Methode funktionierte effizienter als die Ko-Transformation und war somit vor-
zuziehen. Die DNA-Sequenzen der zu untersuchenden Proteine wurden zunachst in
die Vektoren pGBKT7 bzw. pACT2 inseriert. Der Hefestamm AH 109 wurde mit
pGBKT7 und der Hefestamm Y187 mit pACT2 transformiert. Sodann wurde die Ver-
paarung (single mating) durchgefihrt. Hierbei entstanden diploide Hefezellen, die
beide Plasmide enthielten.

Zur Verpaarung wurde ein 1,5ml-Reagenzgefall mit 500ul YPDA beflllt und mit einer
etwa 2-3mm grof3e Kolonie von jeder der zwei transformierten Hefestamme beimpft.
Es folgte eine Inkubation bei 150rpm und 30°C flr 20-24Std.

100pl der verpaarten Kultur wurden in zwei Verdiinnungen (1:10 und 1:100) auf den
jeweiligen Selektionsmedien ausgestrichen. Nach 3-5 Tagen Inkubation bei 30°C
wurde das Ergebnis abgelesen. Auf dem Leucin- und Tryptophan-depletierten Medi-
um (double-drop-out-/ DDO-Medium) konnten nun nur jene Zellen wachsen, bei de-
nen eine Verpaarung stattgefunden hatte und die somit beide Vektoren beinhalteten.
Die verwendeten Vektoren besitzen namlich Gene, die als Selektionsmarker dienen.
pGBKT7 enthalt ein Gen, das fir ein Enzym zur Leucinsynthese kodiert, pACT2 ent-

halt ein Gen, das fir ein Enzym zur Tryptophansynthese kodiert. Somit sind nur He-
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fezellen, die beide Plasmide enthalten, in der Lage, auf dem Selektionsmedium zu
wachsen. Eine schematische Darstellung zeigt die Abbildung II.1. Im Falle einer In-
teraktion der beiden Proteine zeigt sich ein Wachstum auch auf dem quadrouple-
drop-out (QDO)-Medium. IThm fehlen Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan (SD-
Ade/-His/-Leu/-Trp). Ein Wachstum auf dem Leucin-/ Tryptophan-/ Adenin-/ Histidin-
depletierten Medium (quadrouple-drop-out-medium, QDO-Medium) zeigte eine Inter-
aktion der zwei untersuchten Proteine an. Diese Kolonien wurden nochmals auf ei-
nem SD/-Leu/-Trp/-Ade/-His/X-alpha Gal-depletierten Medium (QDO-X-Alpha Gal-
Medium) ausgestrichen. Eine Blaufarbung der Kolonien war ein weiterer Indikator fir

die Interaktion.

pGBKTT
+ Tryptophansynthese

DDO-Medium
- Leucin/ -Tryptophan
— -
o pACT2
+ Leucinsynthese
1. Transformation 2. Verpaarung 3. Kultivierung der diploiden Zellen

Abb. Il.2: Schema zur Verpaarung von Hefezellen (single mating).

Die Vektoren pACT2 und pGBKT7 werden in den Hefestamm Y187 bzw. AH109 einge-
bracht. Die Plasmide enthalten jeweils Gene zu Tryptopahn- bzw. Leucinynthese (rot). Im
Rahmen der Verpaarung der beiden Hefekulturen entstehen diploide Hefezellen, die beide
Plasmide enthalten. Zur Uberpriifung des Erfolges werden die transformierten Kulturen auf
einem Leucin- und Tryptophan-depletierten Selektionsmedium (double-drop-out-DDO) kulti-
viert. Nur Zellen, die beide Plasmide aufgenommen haben, kdnnen auf diesem Medium
wachsen.
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lIl. ERGEBNISSE

Die durch die Arbeitsgruppe Mohr (Dissertation Bjorn Meyer-Hiemer, Universitatskli-
nikum Hamburg-Eppendorf, Institut flir Neuroanatomie, in Vorbereitung) durchgefthr-
ten Experimente im YTH-System zeigten eine Interaktion von Synaptopodin mit einer
bisher nicht beschriebenen Form des AIDA-1-Proteins. Die identifizierte Sequenz
kodiert fur eine am N-terminalen Ende unvollstdndige Isoform und wird AIDA-1-39.1
genannt. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, AIDA-39.1 naher zu charakterisie-

ren.

I11.1 CHARAKTERISIERUNG VON AIDA-1-39.1

Die identifizierte, bisher nicht beschriebene AIDA-Isoform, AIDA-1-39.1, kodiert fur
ein Protein mit 399 Aminoséuren und einem Molekulargewicht von 44,8 kDa. Es be-
inhaltet zwei putative nukledre Lokalisierungssequenzen (NLS), eine PTB-Doméne
und am C-Terminus eine Bindungsstelle fiir Proteine mit PDZ-Domanen. Es enthalt
im Gegensatz zu anderen in der Literatur beschriebenen (vgl. Ghersi et al. 2004b,
Abb. 1a; Jordan et al. 2004, 2007) keine Ankyrin-repeats und keine SAM-Domanen
(schematische Darstellung von AIDA 1-39.1 in Abb. Ill.1). In dieser AIDA-Isoform
scheint nur eine der zwei NLS, namlich die N-terminale (Aminosaure 50-53, HRKR),
funktionell zu sein (Jordan et al. 2007).

Dieses Protein weist einen unvollstdndigen N-Terminus mit fehlendem ATG-
Startcodon auf und reprasentiert vermutlich eine neue Spleil3variante der bereits be-
schriebenen AIDA-Isoformen (vgl. Ghersi et al. 2004a, b; Jordan et al. 2007). Am
ahnlichsten ist diese Variante dem AIDA-1d (Ratte) und dem Cajalin-2b (Mensch). In
der Datenbank befindet sich ein weiteres Protein, das AIDA-1-39.1 ahnlich ist und
einen Teil der N-terminalen Sequenz enthélt. Hierbei handelt es sich um eine Cajalin-
2- Teilsequenz, der die Aminosauren 128-162 fehlen. Zur Veranschaulichung zeigt
Abb. 111.2 einen Vergleich der genannten Proteinsequenzen mit AIDA-1-39.1 (vgl.
Jordan et al. 2007, Abb. 1).
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Nukledre Lokalisierungsseguenzen PTB-Domane PDZ-Bindungsmotiv

50-53 115-118 199-234 396-399
1 100 200 300 399
Aminosaure

Abb. lll.1: Schematische Darstellung von AIDA-1-39.1

Das Protein enthalt 399 Aminosauren (Zahlenstrahl). Das N steht fur N-Terminus, C fir den
C-Terminus. Rot: Das Protein verfugt Uber 2 nukleére Lokalisierungssequenzen (Aminosau-
ren 50-53 und 115-118), von der nur die N-terminale funktionsfahig zu sein scheint. Grin:
Die Aminosauren 199-234 bilden eine PTB-Domé&ne. Blau: Am C-Terminus (Aminosauren
396-399) befindet sich das PDZ-Bindungsmotiv.

AIDA 1d (Ratte) 112
Cajalin-2b (Mensch) 112
Cajalin 2 (Mensch) 1
AIDA-1.39.1 (Mensch) 1

ATIDA 1d (Ratte) 161
Cajalin-2b (Mensch) 161
Cajalin 2 (Mensch) 50
AIDA-1.39.1 (Mensch) 50

ATIDA 1d (Ratte) 210
Cajalin-2b (Mensch) 210
Cajalin 2 (Mensch) 100
AIDA-1.39.1 (Mensch) 100

AIDA 1d (Ratte) 259
Cajalin-2b (Mensch) 259
Cajalin 2 (Mensch) 150
AIDA-1.39.1 (Mensch) 150

AIDA 1d (Ratte) 308
Cajalin-2b (Mensch) 308

PTSVAEWLDSIELGDYTKAFLINGYTSMDLLKKIWELELVNVLKISLIG
PTSVAEWLDSIELGDYTKAFLINGYTSMDLLKKIWEYELINVLKINLIG
OKDAQRORLGERRFKPHVCVLGGQSPPALADPGSRPARAARVLKINLIG
OKDAQRORLGERREFKPHVCVLGGQSPPALADPGSRPARAARVLKINLIG

ILASLGDRLHDDPPQKPPRSITLLREPSGNHTPPQLSPSLSQSTY

ILASLGDRLHDDPPQKPPRSITLLREPSGNHTPPQLSPSLSQSTY

ILASLGDRLHDDPPQKPPRSITLLREPSGNHTPPQLSPSLSQSTY

ILASLGDRLHDDPPQKPPRSITLLREPSGNHTPPQLSPSLSQSTY

TTGGSLDVPHIIMQGDA NENYFDDIPRSKLERQMAQOSSVCEIWT
TTGGSLDVPHIIMQGDA NENYFDDIPRSKLERQMAQ-SSVCEIWT
TTGGSLDVPHIIMQGDA NENYFDDIPRSKLERQMAQ

TTGGSLDVPHIIMQGDA NENYEFDDIPRSKLERQMAQQOSSVCEIWT

NONAGFPFSAIHQVHNTGDWGEPSITLRPPNEATASTPVQYWQHHPEKL
NONAGFPFSAIHQVHNTGDWGEPSITLRPPNEATASTPVQYWQHHPEKL

TGDWGEPSITLRPPNEATASTPVQYWQHHPEKL
NONAGFPFSATHQVHNTGDWGEPSITLRPPNEATASTPVQYWQHHPEKL

IFQSCDYKAF
IFQSCDYKAF
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Cajalin 2 (Mensch) 200
AIDA-1.39.1 (Mensch) 200

AIDA 1d (Ratte) 357
Cajalin-2b (Mensch) 357
Cajalin 2 (Mensch) 250
AIDA-1.39.1 (Mensch) 250

AIDA 1d (Ratte) 406
Cajalin-2b (Mensch) 406
Cajalin 2 (Mensch) 300
AIDA-1.39.1 (Mensch) 300

ATIDA 1d (Ratte) 455
Cajalin-2b (Mensch) 455
Cajalin 2 (Mensch) 350
AIDA-1.39.1 (Mensch) 350

ATIDA 1d (Ratte) 504
Cajalin-2b (Mensch) 504
Cajalin 2 (Mensch) 390
AIDA-1.39.1 (Mensch) 390

IFQSCDYKAF
IFQFSCDYKA

GGHSSTLP
KSNHHYCHVFTAFDVNLAYEITILTLGOQAFEVAYQLALQARKGGHSSTLP
KSNHHYCHVFTAFDVNLAYETIILTLGQAFEVAYQLALQARKGGHSSTLP
KSNHHYCHVFTAFDVNLAYEITILTLGQAFEVAYQLALQARKGGHSSTLP

EGFENKPSKPIPKPRVSIRKSVQIDPSEQKTLANLPWIVEPGQEAKRGI
ESFENKPSKPIPKPRVSIRKSVQIDPSEQKTLANLPWIVEPGQEAKRGI
ESFENKPSKPIPKPRVSIRKSVQIDPSEQKTLANLPWIVEPGQEAKRGI
ESFENKPSKPIPKPRVSIRKSV-IDPSEQKTLANLPWIVEPGQEAKRGI

NTKYETTIF
NTKYETTIF
NTKYETTIF
NTKYETTIF

Abb. ll.2: Vergleich der AIDA-Isoform 1d (Ratte) und der Cajalin-Isoformen 2b (Mensch) und 2
(Mensch) mit der neu beschriebenen AIDA-Isoform 1-39.1 (Mensch), vgl. Jordan et al. 2007.

Genbank Accession-Nummern:
AIDA-1d(Ratte): AM_980945

Cajalin-2b (Mensch):AY 356353.1
Cajalin-2 (Mensch): AY 356353.1
AIDA-1.39.1 (Mensch): AM_ 980945
Magenta: AIDA-1-39.1 und Cajalin-2 verfligen Uber eine identische N-terminale Sequenz, diese
kommt in keiner der bisher beschriebenen AIDA-Varianten vor.
Rot: Unterschiede einzelner Aminosauren zwischen den gezeigten Proteinen.
Putative nukledre Lokalisierungssequenzen (NLS).
Unterstrichen: Immunisierungspeptid (a-AIDA-Antikérper; Zymed/Invitrogen, vgl. Jacob et al. 2010)
Fehlende Sequenz im Cajalin-2

PTB-Domane

Dunkelblau: Bindungsstelle fir Proteine mit PDZ-Doméanen
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111.2 IMMUNCYTOCHEMISCHE ANALYSEN ZUR SUBZELLULAREN LO-
KALISATION VON AIDA-1-39.1

Die Technik der Immuncytochemie basiert auf der Antigen-Antikérper-Reaktion. Sie
macht es maoglich, Proteine in verschiedenen kultivierten Zelllinien zu detektieren und
sie einzelnen Kompartimenten zuzuordnen. Unter bestimmten Umstéanden ist es
maoglich, eine Aussage zur eventuellen Ko-Lokalisation mit anderen Proteinen zu tref-
fen. Hierzu werden kultivierte Zellen mit der fur das zu untersuchende Protein kodie-
renden cDNA transfiziert. Ein spezifischer Antikorper erkennt einen Teil des Protein-
produktes und bindet kovalent an das Protein. Durch Zugabe eines an ein Flu-
orochrom gebundenen Zweitantikdrpers, der den Erstantikorper detektiert, wird das
Protein in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Es ist aul3erdem mdoglich,
eine cDNA in ein Plasmid einzubringen, dass bereits ein Fluorochrom enthalt oder
das Proteinprodukt mit einem bereits fluoreszierenden Erstantikdrper sichtbar zu ma-
chen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Immuncytochemie genutzt, um die Lokalisation
von AIDA-1-39.1 in der humanen Zelllinie HEK 293 sowie in hippocampalen Neuro-
nen der Ratte darzustellen. Zudem wurden die Targetingsequenzen von AIDA-1-
39.1, die fur die subzellulare Lokalisation des Proteins erforderlich sein kdnnten, cha-

rakterisiert.

[11.2.1 Expression von AIDA-1-39.1 in der eukaryontischen Zelllinie HEK 293

Zur Untersuchung der Expression von AIDA-1-39.1 in eukaryontischen Zelllinien
wurde die cDNA in das Plasmid pcDNA3-T7-tag einkloniert. Sodann wurden kultivier-
te HEK 293-Zellen mit dem beschriebenen Plasmid transfiziert. Es wurde ein Pri-
marantikdrper aus der Maus verwendet, der das T7-tag erkennt. Die Inkubation mit
einem Cy3-markierten monoklonalen Ziege-anti-Maus-Sekundarantikdrper machte
den Protein-Antikdrper-Komplex in der Fluoreszensmikroskopie anhand der roten
Fluoreszenz sichtbar. Die Kernmarkierung erfolgte mit DAPI (4',6-Diamidin-2-
Phenylindol). Wie die Abbildung I11.3 zeigt, ist AIDA-1-39.1 in diesem Experiment
uberwiegend im Kern, schwach auch im Cytosol lokalisiert.
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Uberlagerung

Abb. 111.3: AIDA-1-39.1 ist in HEK 293-Zellen Gberwiegend im Zellkern lokalisiert.
Die cDNA von AIDA-1-39.1 wurde in das Plasmid pcDNA3-T7-tag einkloniert. Sodann
wurde die Transfektion von HEK 293 mit dem genannten Plasmid durchgefuhrt. Die im-
muncytochemische Analyse erfolgte mit einem Primarantikdrper aus der Maus, der das
T7-tag erkennt, als Sekundarantikérper wurde ein monoklonaler, Cy3-markierter Ziege-
anti-Maus-Antikorper verwendet. Die Zellkernmarkierung erfolgte mit DAPI.

A: AIDA-39.1 ist hauptséachlich im Zellkern (Pfeil), weniger auch im Cytosol, lokalisiert.
B: Markierung der Zellkerne mit DAPI.

C: Uberlagerung.

Der Mal3stab (Bild C) entspricht 20um.

[11.2.2 Expression von AIDA-1-39.1 in kultivierten Hippocampus-Neuronen der
Ratte

Analog zum Experiment in der eukaryontischen Zelllinie wurde fir die Expression
von AIDA-1-39.1 in kultivierten Hippocampus-Neuronen von neugeborenen Ratten
ein EGFP-AIDA-1-39.1 Konstrukt hergestellt. EGFP (enhanced green fluorescent
protein) zeigt in der Fluoreszenzmikroskopie eine grine Farbung. Es wurden der
primare Kaninchen-anti-GFP- und ein Alexa® 488-markierter Ziege anti-Kaninchen-
Sekundarantikdrper verwendet.

Wie die Abbildung Ill.4 zeigt, konnte in diesen Hippocampus-Neuronen eine punktu-
elle Verteilung von AIDA-1-39.1 in den Dendriten, vermutlich in den dendritischen
Dornen, gezeigt werden. Es akkumulierte zudem im Zellkern. Hier zeigte sich eine
homogene Verteilung.
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Abb. 1ll.4: Punktuelle Verteilung von AIDA-1-39.1 in Dendriten von Hippocampus-
Neuronen.

A: EGFP-AIDA-1-39.1, markiert mit den Antikérpern Kaninchen-anti-GFP und Ziege-anti-
Kaninchen Alexa® 488. Es zeigt sich eine punktuelle Anreicherung in Dendriten, vermutlich in
dendritischen Dornen. Zudem ist eine homogene Verteilung im Zellkern zu erkennen.

B zeigt den durch den weil3en Kasten in A markierten Bildausschnitt in der VergroRerung, um die
beschriebene Verteilung zu verdeutlichen.

Der Malf3stab (in Bild A) entspricht 20pum.

[11.2.3 Charakterisierung der Targetingsequenzen von AIDA-1-39.1, die fir die

subzellulare Lokalisation des Proteins erforderlich sein kdnnten

In Hippocampus-Neuronen konnte sowohl eine Expression von AIDA-1-39.1 in Dend-
riten und dendritischen Dornen als auch eine homogene Verteilung des Proteins im
Zellkern gezeigt werden. Um die Targetingsequenzen innerhalb des Proteins, die fur
den Transport in diese Regionen notwendig sind, ndher zu charakterisieren, wurden
zwei verschiedene DNA-Konstrukte, die Teilsequenzen des Proteins kodieren, her-
gestellt. Das erste Konstrukt kodierte den N-terminalen Teil von AIDA-1-39.1 mit den
Aminosauren 1-162, das zweite Konstrukt kodierte den C-terminalen Teil mit den
Aminosauren 163-399, einschliel3lich des PDZ-Bindungsmotivs und der PTB-
Domane. Es wurde fur diese Konstrukte der Vektor pEGFP-C2 gewahlt, so dass bei-
de Proteine als EGFP-Fusionsproteine vorlagen (Abb. 111.5). Wieder wurden Hippo-

campus-Neurone von neugeborenen Ratten mit den Konstrukten transfiziert und so-
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dann immuncytochemische Analysen durchgefuihrt. Zur Detektion wurden ein Kanin-

chen-anti-GFP Priméarantikorper und ein Alexa® 488-markierter Ziege-anti-

Kaninchen-Antikorper verwendet. Fur das N-terminale Fragment von AIDA-1-39.1

zeigte sich eine homogene Verteilung in der Zelle (Abb. 111.6 A, B).

In Zellen, die das C-terminale Fragment von AIDA-1-39.1 exprimierten, zeigte sich

ein Verteilungsmuster, das dem des gesamten Proteins (vgl. Abb. 111.4) ahnelte. Hier

war es punktuell in Dendriten und dendritischen Dornen lokalisiert (Abb. 111.6 C, D).

Dieses Fragment enthalt das PDZ-Bindungsmotiv. Das Ergebnis kdnnte ein Hinweis

darauf sein, dass das PDZ-Bindungsmotiv mdglicherweise notwendig sein konnte,

um das Protein in dendritischen Dornen an Proteinen mit PDZ-Doménen zu fixieren.

a) MLS MNLS
NEGFP] | I Jc
50-53 115-118
1 162
Aminosaure
b)
PTB-Dom&ne PDZ-Bindungsmotiv
NESFP] [ Ic
199-234 396-399
163 399

Aminosaure

Abb. lll.5: Schematische Darstellung der EGFP-AIDA-1-39.1-Teilproteine, die
flr dieses Experiment konstruiert wurden.

a) EGFP-AIDA-1-39.1As1-162. Das Fragment enthélt 162 Aminosauren (Zahlen-
strahl). N: N-Terminus, C: C-Terminus. Rot: Nukledre Lokalisierungssequenzen
(NLS).

b) EGFP-AIDA-1-39.1As163-399. Das Fragment enthélt 237 Aminoséauren (Zahlen-
strahl). Grun: Die Aminosauren 199-234 bilden eine PTB-Domaéne. Blau: Am C-
Terminus (Aminosauren 396-399) befindet sich das PDZ-Bindungsmotiv (Aminosau-
ren 396-399).
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C-Terminus

Abb. lll.6: Subzellulare Verteilung von EGFP-AIDA-1-39.1AS1-162

und EGFP-AIDA-1-39.1AS163-399

A: Das N-terminale Fragment (EGFP-AIDA-1.39.1As1-162) zeigt eine homogene Ver-
teilung in der Zelle. Das in den Vektor pEGFP-C2 klonierte Konstrukt kodiert fur den
N-terminalen Teil von AIDA-1-39.1 mit den Aminoséauren 1-162. Die Markierung er-
folgte mit den Antikdrpern Kaninchen-anti-GFP und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa®
488.

B: Im Bildausschnitt aus A zeigen die Pfeile die homogene Verteilung.

C: Das C-terminale Fragment (EGFP-AIDA-1.39.1AS5163-399) ist punktuell in Dendriten
und homogen im Zellkern verteilt. Das in den Vektor pEGFP-C2 klonierte Konstrukt
kodiert fir den C-terminalen Teil von AIDA-1-39.1 mit den Aminosauren 163-399.
Dies enthélt das PDZ-Bindungsmotiv. Die Markierung erfolgte mit den Antikérpern
Kaninchen-anti-GFP und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa® 488.

D: Der Bildausschnitt verdeutlicht die punktuelle dendritische Verteilung (Pfeile).

Der Maf3stab (Bild A und C) entspricht 20pm.
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Ein weiteres Experiment mit hippocampalen Neuronen deutete ebenso darauf hin,
dass das PDZ-Bindungsmotiv am C-Terminus von AIDA-1-39.1 im Zusammenhang
mit der in der Immuncytochemie beobachteten punktuellen Verteilung im Bereich der
Dendriten stehen konnte.

Erneut wurden Neurone mit zwei verschiedenen AIDA-1-39.1 Konstrukten trans-
fiziert. Es wurde erstens das Konstrukt EGFP-AIDA-1-39.14s 1-399 und zweitens das
Konstrukt AIDA-1-39.1-mRFPas1-399 (monomeric red fluorescent protein) hergestellt,
indem die fur das vollstandige Protein kodierende cDNA in das jeweilige Plasmid
einkloniert wurde. Im Konstrukt AIDA-1-39.1-mRFPas 1-399 lag das mRFP C-terminal.
das PDZ-Bindungsmotiv war somit durch mRFP maskiert und nicht mehr funktions-
fahig. Im Konstrukt EGFP-AIDA-1-39.1as 1399 lag das EGFP N-terminal, das PDZ-
Bindungsmotiv war hier funktionsfahig. Eine schematische Darstellung der Konstruk-
te zeigt Abb. 111.7. Die Proteine wurden in den Zellen ko-exprimiert.
AIDA-1-39.1-mRFPas 1399 zeigte sich homogen verteilt (Abb. 111.8 A, B). Zur Markie-
rung wurden ein Kaninchen-anti-mRFP-Priméarantikdrper und ein Cy3- markierter
Ziege-anti-Kaninchen- Sekundarantikorper verwendet. Das Protein mit funktionsfahi-
gem PDZ-Bindungsmotiv, EGFP-AIDA-1-39.1 as 1399, war erneut punktuell in Dendri-
ten, vermutlich in dendritischen Dornen, und homogen im Zellkern zu detektieren
(Abb. 111.8 C, D). Diese Daten legen nahe, dass das PDZ-Bindungsmotiv fur die Ver-

ankerung in dendritischen Dornen verantwortlich ist.

a)
N[Ecre] T [ ] Ic
NLS PTB-Domane PDZ-Bindungsmotiv
b)
N[N [ ] [mrFPlC
NLS PTB-Doméane PDZ-Bindungsmotiv

Abb. 111.7: Schematische Darstellung von EGFP-AIDA-1-39.1 und AIDA-1-39.1-mRFP.

a) Im Konstrukt EGFP-AIDA-1-39.1 befindet sich das EGFP N-terminal, das PDZ-Bindungsmotiv
liegt funktionsfahig am C-Terminus. Die zwei nukleéaren Lokalisierungssequenzen (NLS) sind in
Rot eingezeichnet, die PTB-Domane ist griin dargestellt. N: N-Terminus, C: C-Terminus.

b) Im Konstrukt AIDA-1-39.1-mRFP liegt das PDZ-Bindungsmotiv nicht mehr am C-Terminus,
es ist durch das mRFP maskiert und nicht funktionsféhig. In der immuncytochemischen Analyse
sollte untersucht werden, ob sich, abhéngig von der Funktionsfahigkeit des PDZ-
Bindungsmotivs, Unterschiede in der subzellularen Lokalisation zeigen.
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Abb. 111.8: Ko-Expression von zwei verschiedenen AIDA-1-39.1-Konstrukten in Hip-
pocampus-Neuronen

A: AIDA-1.39-1-mRFP mit maskiertem PDZ-Bindungsmotiv: Die Verteilung in der Zelle ist
homogen. Die Markierung erfolgte mit den Antikérpern Kaninchen-anti-mRFP und Ziege-
anti-Kaninchen-Cy3.

B: Der Ausschnitt aus A verdeutlicht die homogene Verteilung (Pfeile).

C: EGFP-AIDA-1-39.1 mit funktionsfahigem PDZ-Bindungsmotiv. Es zeigt sich eine punk-
tuelle Verteilung in den Dendriten und eine homogene Verteilung im Zellkern. Dargestellt
ist die EGFP-Autofluoreszenz.

D: Der Ausschnitt aus C verdeutlicht die dendritische Verteilung (Pfeile).

E: Die Uberlagerung aus A+C macht die unterschiedliche Verteilung deutlich.

F: Uberlagerung aus B und D. Die Pfeile deuten auf die dendritische Lokalisation von
EGFP-1-39.1(grun). Hier findet sich kein AIDA-1-39.1mRFP.

Der Mafl3stab (Bild A) entspricht 20um.
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1.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR INTERAKTION VON SYNAPTOPODIN MIT
AIDA 1-39.1

[11.3.1 Interaktion von Synaptopodin und AIDA-1-39.1. in Hefezellen

111.3.1a) Bestatigung der Interaktion durch Verpaarung

Um potentielle Interaktionspartner fur Synaptopodin zu finden, wurde von Bjorn Mey-
er-Hiemer (Institut fur Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG
Mohr, Dissertation in Vorbereitung) das YTH-System verwendet. Es wird genutzt, um
maogliche Interaktionspartner fur ein Protein zu identifizieren bzw. Protein-Protein-
Wechselwirkungen in vivo ndher zu untersuchen. Im Zuge dieser Experimente wurde
die neue AIDA-Isoform AIDA 1-39.1 als Interaktionspartner fir die kurze Isoform des
Synaptopodins identifiziert. Diese Interaktion sollte nun ausfihrlicher charakterisiert
werden. Die Fahigkeit von Hefezellen, sich sexuell durch Paarung zu vermehren,
wird im YTH-System genutzt, um die Interaktion zweier bestimmter Proteine zu un-
tersuchen. Die Interaktion zwischen Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in der Hefekultur
wurde durch eine derartige, experimentelle Verpaarung (single mating) verifiziert. Die
Methode ist im Abschnitt I1.2.4 detailliert beschrieben. Die DNA-Sequenz des als Ko-
derprotein dienenden Synaptopodin (Synpo-short, kodiert Aminosauresequenz 2-
692), wurde in den Vektor pGBKT7 inseriert. Dieser enthielt die GAL4-
Bindungsdomaéne. Als Beuteprotein diente AIDA-1-39.1 (kodiert Aminosauresequenz
1-399), das in den Vektor pACT2 inseriert wurde. pACT2 enthielt die GAL4-
Akivierungsdomane. So entstanden durch Transkription und Translation zwei Fusi-
onsproteine. Die beiden Konstrukte wurden durch Transformation in die Hefestamme
AH 109 (Synpo-short in pGBKT7) bzw. Y187 (AIDA-1-39.1 in pACT2) eingebracht.
Durch Kultivierung im selben Medium fiir einen definierten Zeitraum, entstanden dip-
loide Hefezellen, die beide Plasmide enthielten und somit beide Fusionsproteine ex-
primierten. Das Gelingen der Verpaarung wurde geprift, indem die Zellen auf dou-
ble-drop-out- (DDO-) Medium kultiviert wurden. Diesem Nahrboden fehlen die es-
senziellen Aminoséauren Leucin und Tryptophan. Nur eine Hefezelle, die beide Plas-
mide, pACT2 und pGBKT7, aufgenommen hat, vermag hier zu wachsen, da die bei-
den Plasmide Gene besitzen, die fir Enzyme zur Leucin- (pGBKT7) und Tryptophan-
(PACT2) Synthese kodieren.
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Zur Prufung der Interaktion der beiden Proteine wurden die Zellen auf quadrouple-
drop-out- (QDO)-Medium kultiviert. Diesem Nahrboden fehlen die fur den Hefestoff-
wechsel notwendigen Verbindungen Leucin, Tryptophan, Histidin und Adenin. Findet
eine Interaktion der beiden Proteine, jeweils als Fusionsprotein mit Aktivierungs-
bzw. Bindungsdomane im jeweiligen Vektor vorliegend, statt, kommt es zur Rekonsti-
tution des GAL4-Transkriptionsfaktors und zur Transkription der Reportergene. Diese
kodieren fur Enzyme, die die Zelle befahigen, Histidin und Adenin zu synthetisieren.
Die Interaktion wird somit als Koloniewachstum ,sichtbar gemacht®. Diese Kolonien
wurden zusatzlich auf einem QDO-x-a-GAL-Nahrboden kultiviert. Dies ist ein mit X-
Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-Galactopyranosid) bestrichener QDO-Nahrboden.
Hier wird die Interaktion durch Rekonstitution des Reportergens lacZ zur Aktivierung
der 3-Galaktosidase sichtbar gemacht. Diese katalysiert die Umsetzung des Substra-
tes XGal zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl (5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol),
das durch Kontakt mit Sauerstoff einen blauen Indigo-Komplex bildet, den Kolonien
also eine blaue Farbung geben.

In der Verpaarung konnte die zuvor durch das YTH-Screening gezeigte Interaktion
von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 so bestatigt werden (Tab. I11.1).

111.3.1b) Charakterisierung der Interaktion zwischen Synaptopodin und AIDA-1-39.1

Im nachsten Schritt sollten die miteinander interagierenden Domanen der beiden
Proteine n&her eingegrenzt werden. Hierzu wurden verschiedene Synaptopodin-
kodierende Teilsequenzen durch PCR erzeugt, die in das Plasmid pGBKT7 einklo-
niert wurden. Die DNA-Sequenz der zuvor verwendeten kurzen Form des Synapto-
podin (Synpo-short, kodiert Aminosauren 2-692) wurde zunachst in zwei etwa gleich
groRe Halften geteilt, die jeweils fur ein N-terminales Synaptopodin-Teilprotein (Ami-
nosauren 2-346) und fur ein C-terminales Synaptopodin-Teilprotein (Aminosauren
347-692) kodierten. Diese zwei Teilsequenzen wurden in weiteren Experimenten
erneut geteilt, so dass vier weitere DNA-Sequenzen entstanden, die jeweils fur ein
kurzes Protein-Teilstlick von Synaptopodin (Synpo-short) kodierten. Fiur die Experi-
mente wurden also sechs DNA-Sequenzen generiert und in den Vektor pGBKT7 ein-
kloniert (vgl. auch Abb. 111.9):

e Synpo-shortas 2-346 in pPGBKT7

e Synpo-shortas 347-692 in pGBKT7
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e Synpo-shortas 2-173in pGBKT7

e Synpo-shortas 174-3a6 in pGBKT7
e Synpo-shortas 347-519 in pGBKT7
e Synpo-shortas 520-692 in pGBKT7

Hefezellen des Stamms AH109 wurden sodann mit den Synaptopodin-
Teilsequenzen in pGBKT7 transformiert, Zellen des Stamms Y187 wurden mit AIDA-
1.39.1 in pACT?2 transformiert. AnschlieRend folgte die jeweilige Verpaarung der
transformierten Hefestamme.

Zunachst wurden die Zellen die Synpo-shortas 2-346 und Synpo-shortas 347-692 in
pGBKT7 enthielten, mit Zellen, die AIDA-1-39.1in pACT erhielten, verpaart. Bei bei-
den Verpaarungen zeigte sich ein positives Ergebnis, das heil3t, beide Synaptopodin-
Proteinfragmente interagierten in der Hefekultur mit AIDA-1-39.1. Um die Bindungs-
stellen innerhalb dieser beiden Teile des Proteins noch weiter einzugrenzen, wurde
mit den vier weiteren Konstrukten auf gleiche Weise verfahren. In der Verpaarung
der vier Konstrukte mit AIDA-1-39.1 zeigten sich positive Ergebnisse flir das Teilkon-
strukt rnSynpo-shortas 174-346 in pGBKT7, sowie fur das Teilkonstrukt Synpo-shortas
520-692 IN PGBKT7. Eine schematische Darstellung der Ergebnisse zeigt Abb. 111.9,
eine detaillierte Ergebnis-Ubersicht zeigt Tabelle 11l.1. Zur Negativkontrolle wurden in
jeder Versuchsreihe Hefekulturen, die das Plasmid pACT2 exprimierten, mit Hefekul-
turen gepaart, die das Plasmid pGBKT7 exprimierten. Sodann wurden Hefekulturen,
die pACT2 exprimierten, mit Hefekulturen gepaart, die eine Synaptopodin-Sequenz
in pGBKT7 exprimierten. Vice versa wurden Hefekulturen, die pGBKT7 exprimierten
mit Hefekulturen gepaart, die eine AIDA-1-39.1-Sequenz in pACT2 exprimierten
(Tab. 1l.2). Diese Ergebnisse lassen die Vorstellung zu, dass es im Protein Synapto-
podin-short zwei Bindungsstellen fur AIDA-1-39.1 geben kdnnte, die unabhéngig
voneinander mit AIDA-1-39.1 interagieren kdnnen: Eine im Bereich der Aminosauren
174-346 und eine im Bereich der Aminosauren 520-692.
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Tabelle 11l.1: Detaillierte Ergebnisse der Verpaarungen der einzelnen Synaptopodin-
Konstrukte mit AIDA-1-39.1 (vgl. auch schematische Abb. 111.9).

Verdin- | AIDA-1-39.1in Durchschnittl. Ko- Durchschnittl. Starke der
nung pACT2, gepaart | loniezahl auf DDO- | Koloniezahl auf | Farbung auf x-o-Gal
mit Synpo-short Medium QDO- Medium (QDO)
in pGBKT7

1:10 AS 1-692 246 250 +++
1:100 AS1-692 106 75 +++
1:10 AS 2-346 247 183 ++
1:100 AS 2-346 66 53 ++
1:10 AS 347-692 273 159 ++
1:100 AS 347-692 87 21 ++
1:10 AS 2-173 343 - -
1:100 AS 2-173 111 - -

1:10 AS 174-346 232 49 ++
1:100 AS 174-346 57 10 ++
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Tabelle Ill.1; Fortsetzung

Verdun- | AIDA-1-39.1in Durchschnittl. Ko- Durchschnittl. Starke der
nung pACT2, gepaart | loniezahl auf DDO- | Koloniezahl auf | Farbung auf x-o-Gal
mit Synpo-short Medium QDO- Medium (QDO)
in pGBKT7
1:10 AS 347-519 259 - -
1:100 AS 347-519 54 - -
1:10 AS 520-692 329 135 ++
1:100 AS 520-692 117 38 ++

Jedes Experiment wurde mindestens viermal durchgefiihrt, die Kolonien wurden jeweils gezéhlt,
die angegebenen Zahlen sind aus erhobenen Daten errechnete Durchschnittswerte.

1. Spalte: Verdinnung: Die Hefekulturen wurden in einer Verdiinnung von 1:10 bzw. 1:100 auf
den jeweiligen Nahrbdden ausgestrichen.

2. Spalte: Zur Verpaarung wurde immer AIDA-1-39.1 1-399 in pACT2 verwendet. Dieser Klon
wurde mit den verschiedenen, vorbeschriebenen Synaptopodin-Konstrukten in pGBKT 7 ver-
paart. AS= Aminosauresequenz.

3. Spalte: DDO-Medium bedeutet double-drop-out-Medium, es fehlen die essenziellen Amino-
sauren Leucin und Tryptophan. Nur eine Hefezelle, die beide Plasmide, pACT2 und pGBKT?7,
aufgenommen hat, vermag hier zu wachsen.

4. Spalte: QDO-Medium bedeutet quadrouple-drop-out-Medium, hier fehlen die fir den Hefest-
offwechsel notwendigen Verbindungen Leucin, Tryptophan, Histidin und Adenin. Findet eine
Interaktion der beiden Proteine, und somit Rekonstitution des GAL4-Transkriptionsfaktors statt,
kommt es zur Transkription der Reportergene. Histidin und Adenin kénnen von der synthetisiert
werden und es kommt zum Koloniewachstum.

5. Spalte: x-a-GAL ist ein mit X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-Galactopyranosid) bestriche-
ner QDO-Nahrboden. Im Falle einer Interaktion der untersuchten Proteine kommt es durch Re-
konstitution des Reportergens lacZ zur Aktivierung der R-Galaktosidase, so dass sich ein blauer
Indigo-Komplex bildet. Die Hefekultur féarbt sich also bei Interaktion blau. Die Markierung + ent-
spricht einem deutlichen Hellblau, ++ einer mittelblau gefarbten Kultur und +++ entspricht einem
satten Indigo-Farbton.
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Interaktion

AIDA- 1-3911-399

Abb. I11.9: Schematische Darstellung der festgestellten Interaktion von Synaptopodin und
AIDA-1-39.1.

Zwei Teilsequenzen von Synaptopodin interagieren unabhangig voneinander mit AIDA-1-39.1

In grau angegeben sind die Proteinsequenzen. Gelb: AIDA-1-39.1 Die Teilkonstrukte von Synapto-
podin, die mit AIDA-1-39.1 im Hefe-2-Hybrid-System eine Interaktion zeigten, sind rot dargestellt.
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Tabelle 111.2: Kontrollen

Verdln-

nung

In diploiden
Hefezellen
exprimierte
Konstrukte

Durchschnittl.
Koloniezahl auf
DDO-Medium

Durchschnittl.
Koloniezahl auf
QDO-Medium

Starke der

Farbung auf x-a-Gal

(QDO)

1:10

Kontrolle 1:
Plasmide pACT2
und pGBKT7

>400

1:100

Kontrolle 1:
Plasmide pACT2
und pGBKT7

>200

1:10

Kontrolle 2:
AIDA-1-39.1in
pACT2 und
Plasmid pGBKT7

>200

1:100

Kontrolle 2:
AIDA-1-39.1in
pACT2 und
Plasmid pGBKT7

158

1:10

Kontrolle 3: Syn-
po-short in
pGBKT7
und
Plasmid pACT2

400

1:100

Kontrolle 3: Syn-
po-short in
pGBKT7
und
Plasmid pACT2

220

Zur Negativkontrolle wurden Hefekulturen, die das Plasmid pACT2 exprimierten, mit Hefekul-
turen gepaart, die das Plasmid pGBKT7 exprimierten. Sodann wurden Hefekulturen, die
pACT2 exprimierten, mit Hefekulturen gepaart, die eine Synaptopodin-Sequenz in pGBKT7
exprimierten. Vice versa wurden Hefekulturen, die pGBKT7 exprimierten mit Hefekulturen
gepaart, die eine AIDA-1-39.1-Sequenz in pACT2 exprimierten. Diese Kontrolle wurde im
Rahmen jeder Versuchsreihe durchgefiihrt. Die angegebenen Zahlen sind Durchschnittswerte
der erhobenen Daten.
Das Symbol — bedeutet kein Wachstum. Es findet in jeder Kontrolle ein Wachstum auf dem
DDO-Medium statt, da die Hefekultur immer mit beiden Plasmiden transformiert wurde.
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[11.3.2 Lokalisation von Synaptopodin und AIDA-39.1 in der postsynaptischen

Dichte von hippocampalen Neuronen der Ratte (Western Blot-Analyse)

An der postsynaptischen Membran der Synapse befindet sich die elektronendichte
postsynaptische Dichte (PSD). Die PSD ist ein zisternenartiger Proteinkomplex, der
fur die Lokalisation der Neurotransmitter-Rezeptoren und die korrekte Signalweiter-
leitung erforderlich ist. Auch AIDA-1-Isoformen wurden immuncytochemisch in der
PSD detektiert (Jordan et al. 2007; Jacob et al. 2010). Synaptopodin, ein Protein, das
eigentlich mit dem Spine-Apparat assoziiert ist, konnte, zumindest immunhisto-
chemisch, ebenso in der PSD nachgewiesen werden (Mundel et al. 1997; Deller et
al. 2000).

Die subzellulare Verteilung von Synaptopodin und AIDA-1 sollte mithilfe der SDS-
PAGE und des Western Blots verifiziert werden. Es wurde Protein-Homogenat aus
dem Hippocampus der Ratte sowie biochemisch gereinigte Fraktionen von Synapto-
som und PSD aus demselben Gewebe verwendet. Die Proteinextrakte wurden
freundlicherweise von Frau Christiane Schroder-Birkner (Institut fir Neuroanatomie,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) zur Verfiigung gestellt. Sodann wurden
Synaptopodin und AIDA-1 in den einzelnen Fraktionen detektiert.

Synaptopodin zeigte eine Anreicherung in der PSD-Fraktion, reprasentiert durch eine
Bande zwischen 82 und 115 kDa (Abb. I11.10 A).

Das AIDA-1-Protein zeigte erwartungsgemal} ebenfalls eine deutliche Anreicherung
in der PSD-Fraktion (Abb. 111.10 B). Es waren funf Banden in der Western Blot-
Analyse sichtbar, die verschiedene AIDA-Isoformen reprasentieren. Diese durch al-
ternatives Spleil3en generierten Proteine wurden alle durch den verwendeten Anti-
AIDA-Antikorper detektiert (dieser erkennt die Sequenz RLHDDPPQKPPRSITL, vgl.
Abb. 111.2 und Jordan et. al 2010). Die 82 kDa-Bande kdnnte das Protein EB-1 repra-
sentieren. Fur AIDA-1e wird durch die Bande bei 49 kDa dargestellt. Die 64 kDa-
Bande reprasentiert AIDA-1d, ein Fragment dieser Isoform zeigte sich aul3erdem
durch ein Signal im Bereich von etwa 28 kDa. Jakob et al. (2010) haben inzwischen
ebenfalls Western Blot-Analysen mit Hirnlysaten durchgefiihrt, diese ergaben eine
Verteilung in &hnlicher Weise. Anders jedoch als bei Jacob et al., zeigte sich hier
noch eine zusatzliche Bande zwischen 37 und 49 kDa (Abb. 111.10 B, durch einen
Stern (*) markiert). Die neue Isoform AIDA-1-39.1 hat ein Molekulargewicht von
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44,8kDa. Somit konnte die zusatzliche Bande dieser Isoform entsprechen. Es wirde
in diesem Fall nur ein kleiner Bereich am N-Terminus fehlen.

Zur Kontrolle der Reinheit der einzelnen Fraktionen wurden zusatzlich fur die PSD-
Fraktion die NMDA-Rezeptor-Untereinheit 1 (NMDA-R1) und fur die Synaptosomen
das prasynaptische Protein Synaptophysin detektiert. kommt als charakteristischer
Bestandteil von synaptischen Vesikeln in nahezu allen Nervenzellen des ZNS vor. Es
dient als Marker fur die Quantifizierung von Synapsen. Im Western Blot zeigt Synap-
tophysin eine besondere Anreicherung in Synaptosomen, das aus Proteinen der ge-
samten Synapse besteht. Der NMDA-Rezeptor befindet sich an der postsynapti-
schen Membran. Die Untereinheit 1 wird als Marker fiir die postsynaptische Memb-
ran sichtbar gemacht.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl Synaptopodin als auch das AIDA-Protein Be-
standteile der PSD sind. Gemeinsam mit den im Hefe-2-Hybrid-System dargestellten
(Kap. 111.3.1) Ergebnissen wéare es denkbar, dass die Proteine in Nervenzellen mitei-

nander interagieren.
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MwW 1 2 3
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A 115- Synaptopodin
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B 82- o EB1?
64- am— t AIDA-1d
el AIDA-1e
37- — s
=, AIDA-1d-Fragment
cC Synaptophysin

37- - -

D 200- NMDA-Rezeptor UE 1

115- —

Abb. Il1.10: Western Blot. Synaptopodin und AIDA sind in der PSD ko-
lokalisiert.

SPALTEN 1-3: FRAKTIONEN

1): Gesamthomogenat; 2): Synaptosomen; 3): Postsynaptische Dichte (PSD)
ZEILEN A-D: DETEKTIERTE PROTEINE

A: Synaptopodin:

Synaptopodin zeigt eine Anreicherung in der PSD, reprasentiert durch ein Signal um
100kDa.

B: AIDA:

In der PSD zeigt sich die Anreicherung von verschiedenen AIDA-Isoformen, repré-
sentiert durch funf Banden (vgl. auch Jacob et al. 2010, Fig.1A): EB-1 (ca. 72kDa),
AIDA-1d und ein Spaltprodukt von AIDA-1d (ca. 64 und 28kDa), AIDA-1e (ca.
49kDa) und eine zusétzliche Bande bei ca. 45kDa (mit einem * gekennzeichnet).
Hierbei kdnnte es sich um AIDA-1-39.1 handeln.

C+D: Synaptophysin, NMDA-Rezeptor-Untereinheit 1:

Zur Kontrolle der Reinheit der einzelnen Fraktionen wurde fur die PSD-Fraktion die
NMDA-Rezeptor-Untereinheit 1 und fir die Synaptosomen das Protein Synaptophy-
sin detektiert.
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[11.3.3 Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in eukaryontischen

Zelllinien

111.3.3a) Subzellulare Verteilung von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in HEK- und
COS-Zellen

Die Demonstration der Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA erfolgte in euka-
ryontischen Zelllininen mittels immuncytochemischer Analysen.

Die Zelllinien HEK 293- und COS-7 wurden in 12-Loch-Platten kultiviert und zunéchst
einzeln mit den Konstrukten pEGFP-Synpo-short und pT7-AIDA-1-39.1 transfiziert.
Die Detektion der Proteine erfolgte mit einem Primé&rantikbrper Kaninchen-anti-GFP
bzw. Maus-anti-T7. Als Sekundarantikérper wurden ein Alexa® 488-markierter Ziege-
Anti-Kaninchen- und ein Cy3-markierter Ziege-anti-Maus-Antikdrper eingesetzt. In
der Fluoreszenzmikroskopie konnte man eine Verteilung von EGFP-Synaptopodin-
short fast ausschlief3lich im Zytoplasma beobachten (Abb. 111.11 A und B). T7-AIDA-
1-39.1 wurde zum grof3ten Teil im Kern, zu kleineren Teilen aber auch im Zytoplas-
ma sichtbar (Abb. 111.11 C und D).

111.3.3b) Ko-Expression von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in HEK- und COS-Zellen

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob AIDA-1-39.1 und Synaptopodin
bei Ko-Expression in eukaryontischen Zelllinien ko-lokalisiert vorliegen. Hierzu wur-
den die Zelllinien mit pEGFP-Synpo-short und pT7-AIDA ko-transfiziert und die re-
kombinanten Proteine mit vorgenannten Antikérpern detektiert. Es zeigte sich in etwa
20% der Zellen beider Zelltypen eine Ko-Lokalisation von T7-AIDA-1-39.1 und
EGFP-Synaptopodin-short im Zytoplasma (Abb. I11.12 D und H, weil3e Pfeile), in 80%
konnte keine Ko-Lokalisation gesehen werden. Auffallend war jedoch die eher klum-
pige Struktur, in der die Proteine im Zytoplasma vorlagen (Abb. 111.12 A und B, gelbe
Pfeile). Es konnte sich bei dieser vermeintlichen Ko-Lokalisation um Aggregatan-
sammlungen gehandelt haben, die nicht physiologisch waren. Dennoch weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass die beiden Proteine in der eukaryontischen Zelle zumin-
dest im engen raumlichen Kontakt zueinander stehen kénnten und, wie die Experi-
mente in der Hefekultur (Kap. 111.3.1) suggerierten, unter Umstadnden miteinander in-

teragieren koénnen.
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HEK COS

Abb. lll.11: Subzellulére Verteilung von Synaptopodin und AIDA-1-
39.1in HEK- und COS- Zellen.

Links: HEK-Zellen; Rechts: COS-Zellen.

A und B: HEK- bzw. COS-Zellen wurden mit pEGFP-Synp-short trans-
fiziert, die Markierung des Proteins erfolgte mit den Antikdrpern Kanin-
chen-anti-GFP und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa 488. Das Protein ist
hauptséachlich im Cytoplasma lokalisiert.

C und D: HEK bzw. COS-Zellen wurden mit pT7-AIDA transfiziert und
mit den Antikdrpern Maus-anti-T7 und Ziege-anti-Maus-Cy3 markiert.
Das Protein wird fast ausschlieR3lich im Zellkern sichtbar.

Der Mal3stab betragt 20um.
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Uberlagerung

Uberlagerung

Abb. 111.12: Ko-Lokalisation
von Synaptopodin und Al-
DA-1-39.1 in HEK- und COS-
Zellen.

Links: HEK-Zellen; Rechts:
COS-Zellen.

HEK- bzw. COS-Zellen wurden
mit EGFP-Synpo-short und
AIDA-T7 ko-transfiziert. Es
erfolgte die Markierung mit den
Antikérpern Kaninchen-anti-
GFP und Ziege-anti-Alexa®
488 (A und E), sowie den Anti-
koérpern Kaninchen-anti-T7 und
Ziege-anti-Maus Cy3 (B und
F). Synaptopodin wird haupt-
séchlich im Cytoplasma expri-
miert (A, E). Im Zuge der Ko-
Expression wird AIDA nicht nur
im Zellkern, sondern auch
deutlich im Cytoplasma sicht-
bar (B und F, im Gegensatz
dazu vgl. Abb. 111.11 C und D).
C und G: Zellkernmarkierung
mit DAPI.

D und H: Uberlagerung von
A,B,C bzw. E,F,G: In ca. 20%
der Zellen zeigte sich die Ko-
Lokalisation von Synaptopodin
und AIDA im Cytoplasma, er-
kennbar an den gelben Berei-
chen (durch weil3e Pfeile mar-
kiert), jedoch in Form von
.Klumpigen*“ Ansammlungen
(gelbe Pfeile in A und B). Zum
Vergleich zeigt der orangene
Pfeil (H) eine Zelle, in der Sy-
naptopodin und AIDA nicht ko-
lokalisiert vorliegen.

Der MaR3stab (Bild D und H)
entspricht 20pm.
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[11.3.4 Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in Hippocampus-

Neuronen

Zur Untersuchung der Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in neuro-
nalen Zellen wurden, analog zu den vorausgegangenen Experimenten in den euka-
ryontischen Zelllinien, wurden Synaptopodin- und AIDA-1-39.1-Konstrukte in den
hippocampalen Neuronen von neugeborenen Ratten exprimiert und die Lokalisation
der Proteine immuncytochemisch analysiert.

Es wurden hierzu Neurone mit den DNA-Konstrukten pFlag-Synpo-short und
pPEGFP-AIDA ko-transfiziert. Zur Detektion der rekombinanten Proteine wurden die
Primarantikdrper Maus-anti-Flag sowie Kaninchen-anti-GFP sowie die Sekundaranti-
korper Ziege-anti-Maus-Cy3 und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa® 488 verwendet. Flag-
Synaptopodin wurde in der Nervenzelle stark exprimiert, und zwar hauptsachlich in
den Dendriten (Abb. lll. C, D). Auch EGFP- AIDA-1-39.1 war im Zellkern und in den
Dendriten zu sehen (Abb. 111.13 A, B). Es zeigte sich in etwa 10% der Zellen eine
Ko-Lokalisation der beiden Proteine im Bereich der Dendriten, hier zum Teil lokal
angereichert, vermutlich in den dendritischen Dornen (Abb. Ill. 13 E, F). Diese Er-
gebnisse konnten auf eine Interaktion der beiden Proteine im Bereich der Dendriten

hinweisen.
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Abb. Ill.13: Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in Hippocampus-
Neuronen.

A: AIDA (EGFP-AIDA 1-39.1) ist besonders stark im Zellkern, aber auch dendritisch lokalisiert.

Zur Markierung wurden die Antikdrper Kaninchen-anti-GFP und Ziege-anti-Kaninchen-Alexa®
488 verwendet. B zeigt den markierten Abschnitt in A in der Vergrd3erung, um die Verteilung
deutlich zu machen (weiRe Pfeile). C: Synaptopodin (Flag-Synpo-short) zeigt eine Verteilung
im Cytoplasma, vor allem in Dendriten. Zur Markierung wurden die Antikérper Maus-anti-Flag
und Ziege-anti-Maus-Cy3 verwendet. D zeigt den markierten Abschnitt in C in der VergrofR3e-
rung, um die Verteilung deutlich zu machen (weiRe Pfeile). E und F: In der Uberlagerung zeigt
sich eine deutliche Ko-Lokalisation von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 an den Dendriten,
vermutlich im Bereich der dendritischen Dornen (gelbe Bezirke, in F durch Pfeile markiert).
Der Mal3stab (Bild A) entspricht 20pum.
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[11.3.5 Ko-Immunprazipitationen zur Untersuchung der Interaktion zwischen Sy-
naptopodin und AIDA-1-39.1

Die Methode der Immunprazipitation eignet sich zur Isolation eines bestimmten Pro-
teins aus einer Lésung, zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen ist
die Ko-Immunprazipitation geeignet. Die Ko-Immunprazipitation wurde genutzt, um
die im YTH-System beobachtete Interaktion von Synaptopodin und AIDA-1-39.1 in
eukaryontischen Zellen zu untersuchen. Hierzu wurden mit verschiedenen Synapto-
podin- und AIDA-39.1 DNA-Konstrukten transient transfizierte Zellen der eukaryonti-
schen Zelllinien HEK-293 und COS-7 verwendet. Die rekombinanten Proteine wur-
den im Anschluss durch Western Blot-Analysen immunologisch detektiert. Trotz gu-
ter Expression beider Proteine in den Zellen konnte keine Interaktion gezeigt werden.
Dies kdnnte bedeuten, dass die beiden Proteine in diesen Zellen nicht interagieren.
Auch in Ko-Immunprazipitationen aus Proteinlysaten des Hippocampus der Ratte
zeigte sich keine Interaktion von Synaptopodin mit Isoformen von AIDA (personliche
Mitteilung von PD Dr. rer. nat. E. Mohr, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf,
Institut fir Neuroanatomie, unveréffentlichte Daten). Es ist auch méglich, dass die
Interaktion sehr schwach bzw. transient und deshalb mittels dieser Methode nicht

detektierbar ist.

I11.4. CHARAKTERISIERUNG DER SEQUENZEN VON SYNAPTOPODIN-
SHORT, DIE FUR DIE LOKALISATION IN DENDRITISCHEN DORNEN ER-
FORDERLICH SIND

Mit Hilfe detaillierter immunhistochemischer Analysen ist gezeigt worden, dass Sy-
naptopodin in vivo, in hippocampalen Neuronen des Nagerhirns, sehr selektiv und
fast ausschlief3lich im Hals dendritischer Dornen lokalisiert ist (Deller et al. 2007).
Dieses subzellulare Verteilungsmuster setzt prazise Lokalisierungsmechanismen
voraus, die den Transport des Proteins zum Zielort gewéhrleisten. Die daflr verant-
wortlichen Abschnitte im Synaptopodin-Molekil werden in der Literatur jedoch kont-
rovers diskutiert (Asanuma et al. 2005; Kremerskothen et al. 2005). So berichteten
Kremerskothen et al. (2005), dass eine einzige a-Actinin 2-Bindungsstelle im Synap-

topodin-Molekil den Transport in dendritische Dornen vermittelt. Dieser Bereich um-
75



ERGEBNISSE

fasst die Aminosauren 753-903 in der langen Form des Synaptopodins, die der kir-
zeren Isoform, die lediglich 692 Aminosauren umfasst (vergl. Abb. 111.14) und die
hauptsachlich in Neuronen exprimiert ist, vollkommen fehlen. Im Gegensatz dazu
wurden in der kurzen Variante des Synaptopodins der Maus zwei nicht Gberlappende
a-Actinin 2-Bindungsstellen gefunden. Sie umfassen die Aminosauren 300-550 bzw.
551-691 (Asanuma et al. 2005). Ob samtliche Aminosauren dieser beiden Bereiche

fur die Assoziation mit a-Actinin 2 erforderlich sind, wurde nicht naher charakterisiert.

Daher wurden im letzten Teil dieser Arbeit die bereits fir die Analysen im YTH-
System erzeugten DNA-Fragmente, die fir Teilsequenzen von Synaptopodin der
Ratte kodieren, herangezogen, um diesen Punkt ndher zu untersuchen. Die Frag-
mente wurden in einen EGFP-Vektor kloniert, um Synaptopodin oder Teilsequenzen
des Proteins als EGFP-Fusionsproteine in hippocampalen Dispersionskulturen der
Ratte zu exprimieren. Die verwendeten Konstrukte sind schematisch in der Abb.
[11.14 dargestellt. Wahrend das rekombinante Protein, das die N-terminalen Amino-
sauren 2-346 umfasst, homogen in Dendriten verteilt ist (Abb. 111.15 B), ist der C-
terminale Abschnitt (Aminosauren 347-692) in dendritischen Dornen lokalisiert (Abb.
[11.15 C) und zeigt damit ein Verteilungsmuster, das auch das gesamte Protein auf-
weist (Abb. [11.17 A). Entsprechende Ergebnisse wurden erhalten, wenn das N-
terminale Segment erneut die zwei Teilsequenzen unterteilt und wie oben beschrie-
ben als EGFP-Fusionsproteine zur Expression gebracht wurden (Abb. 111.15 D, E).
Beide Subfragemente aus dem C-terminalen Bereich des Synaptopodins, die Amino-
sauren 347-519 bzw. 520-692 umfassend, wiesen ebenfalls eine Lokalisation in
dendritischen Dornen auf (Abb. 111.15 F, G). Tendenziell schien diese Lokalisierung
durch das C-terminale Fragment (Aminosauren 520-692) besser vermittelt zu werden
(Abb. 111.15 G). Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass die zum Transport erforderlichen
Sequenzen im C-terminalen Abschnitt der kurzen Isoform des Synaptopodins lokali-

siert sind.
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a)
EGFP Synpo 2692
EGFP Synpo 2-346 |
EGFP Synpo 347692
EGFP Synpo 2173 |
EGFP Synpo 174-346 |
EGFP Synpo 347-519 |
EGFP Synpo 520692 |
b)

core EECTCONNN |

Alpha-Actinin-2-Bindungsstellen

Abb. Ill.14: Schematische Darstellung der EGFP-Synpo-short-Konstrukte.
a) Schematische Darstellung der verwendeten EGFP-Synpo-short- Konstrukte.

b) Asanuma et al. (2005) ordnen den Aminosauren 300-550 und 551-691 jeweils noch eine a-
Actinin-2-Bindungsstelle zu, in Rot dargestellt.
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Abb. I11.15: Verteilung verschiedener Synpo-short-Konstrukte in Hippocampus-Neuronen:

Die Targetingsequenz zur Lokalisation in Dendriten und dendritischen Dornen liegt im C-
terminalen Bereich.

A: EGFP Synpo-shortas2-692; B: EGFP Synpo-shortas2-346; C: EGFP Synpo-shortas347-692; D:
EGFP Synpo-shortas2-173; E: EGFP Synpo-shortAasi74-346; F: EGFP Synpo-shortAs347-519; G:
EGFP Synpo-shortAss20-692.

Die Verteilung des Proteins unterscheidet sich deutlich je nach Sequenz. Die C-terminalen
Konstrukte C, F und G zeigen eine starke Expression in dendritischen Dornen. Die anderen
Konstrukte sind homogen verteilt. C und F verfluigen, wie die schematische Darstellung (Abb.
[11.14) zeigt, Uber eine Actin-Bindungsstelle (Kremerskothen et al. 2005). C, F und G beinhalten
It. Asanuma et al. (2005) eine der zwei a-Actinin-Bindungsstellen.

Der Mal3stab entspricht 20um.
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V. DISKUSSION

Das Protein Synaptopodin ist in dendritischen Dornen von Nervenzellen des Vor-
derhirns lokalisiert. Es ist mit dem Spine-Apparat assoziiert und dartber hinaus in der
PSD detektiert worden (Mundel et al. 1997; Deller et al. 2000 a,b). Vermutlich ist es
an aktivitatsabhangigen Veranderungen an der Synapse und somit synaptischer
Plastizitat beteiligt (Deller et al. 2003; Jedlicka et al 2009). Auf welche Art und Weise
Synaptopodin in diese Vorgange eingebunden ist, ist weitgehend unbekannt.

Um die Funktion des Proteins naher zu untersuchen, wurden von Bjorn Meyer-
Hiemer (Institut fir Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG
Mobhr, Dissertation in Vorbereitung) mit Hilfe des YTH-Systems Interaktionspartner fur
Synaptopodin gesucht. Dabei wurde eine bisher unbekannte Isoform von AIDA-1, als
AIDA-1-39.1 bezeichnet, als mit Synaptopodin interagierendes Protein identifiziert.

IV.1 CHARAKTERISIERUNG VON AIDA-1-39.1

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation erfolgte zunachst die Charakterisierung
von AIDA-1-39.1. Das Protein weist einen einzigartigen, aber unvollstdndigen
N-Terminus auf und reprasentiert vermutlich eine neue Spleil3variante der bereits
beschriebenen AIDA-1-Proteine (Ghersi et al. 2004a,b; Xu und Hebert 2005). Die
Datenbank enthélt drei Proteine, die der hier charakterisierten Variante sehr ahnlich
sind: AIDA-1d (Ratte), Cajalin-2b (Mensch) und eine Cajalin-2-Teilsequenz.

In den durchgefuhrten immuncytochemischen Analysen war AIDA-1-39.1 in HEK-
und COS-Zellen hauptsachlich im Zellkern lokalisiert (vgl. Abb. 111.3). In Hippocam-
pus-Neuronen war die Verteilung interessanterweise ganz anders — das Protein war,
neben einer homogenen Verteilung im Zellkern, punktuell in Dendriten und dendriti-
schen Dornen lokalisiert (vgl. Abb. 111.4). Die Arbeitsgruppe Jordan et al. (2007) be-
schrieb die Lokalisation von AIDA-1d ebenfalls im Zellkern, assoziiert mit Cajal-
Kdrperchen, sowie in dendritischen Dornen im Bereich der PSD. Die Gruppe geht
davon aus, dass AIDA-1 aktivitatsabhéngig an der PSD prozessiert wird. Wéhrend
der C-terminale Teil an der Synapse verbleibt, gelangt der N-terminale Bereich in

den Zellkern. Die Autoren vermuten, dass AIDA-1 an der Kommunikation zwischen
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Synapse und Zellkern beteiligt sein konnte. Passend zu diesen Beobachtungen ha-
ben Xu und Hebert (2005) die Interaktion von AIDA-1c und AIDA-1a mit Coilin, dem
Markerprotein der Cajal-Korper, gezeigt. Auch Jakob et al. (2010) haben die Vertei-
lung von AIDA-1 untersucht und das Protein im Vorderhirn sowohl punktuell im Zell-
kern als auch an der Synapse — assoziiert mit der PSD — nachgewiesen. Die vorlie-
genden Experimente zeigen, dass AIDA-1-39.1 ebenfalls in diesen beiden Zellkom-
partimenten lokalisiert ist, was die von Jordan et al. (2007) aufgestellte These stitzen
konnte. Allerdings konnte keine punktuelle Verteilung in Kompartimenten des Zell-
kerns, wie zum Beispiel in den von Jordan et al. (2007) gezeigten Cajal-Korpern, be-
obachtet werden. Cajal-Korper spielen vermutlich eine Rolle bei der post-
transkriptionellen Modifikation von mRNA-Molekulen (Nizami et al. 2010), AIDA-1-
39.1 hingegen war homogen im Zellkern verteilt und hat daher wahrscheinlich eine
andere Funktion als die von Jordan et al. (2007) beschriebene AIDA-1-Isoform.
Mittlerweile ist eine ganze Reihe von AIDA-1-Spleil3varianten identifiziert worden, die
in unterschiedlichen Zelltypen des ZNS vorkommen und auch eine verschiedenartige
subzellulare Verteilung zeigen. Dies deutet darauf hin, dass die unterschiedlichen
SpleiRvarianten individuelle Funktionen haben kénnten (Jakob et al. 2010). Hierfur
spricht auch die haufig zufallige Identifikation einer neuen SpleiRvariante tber die
Suche nach Interaktionspartnern verschiedenster Proteine: Ghersi et al. (2004a,b)
identifizierten das AIDA-1-Protein als Interaktionspartner des ABPP, Xu und Hebert
(2005) entdeckten AIDA-1c Uber die Interaktion mit Coilin und Bjérn Meyer-Hiemer
(Institut fur Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG Mohr, Dis-
sertation in Vorbereitung) konnte AIDA-1-39.1 uber die Interaktion mit Synaptopodin

identifizieren.

Zur Charakterisierung der Sequenzabschnitte innerhalb von AIDA-1-39.1, die fur die
Lokalisation des Proteins in Dendriten und dendritische Dornen notwendig sind, wur-
den Neurone mit DNA-Konstrukten, die fur ein C-terminales bzw. ein N-terminales
AIDA-1-39.1-Fragment kodierten, transfiziert. Das N-terminale Fragment zeigte eine
homogene Verteilung in der Zelle, wahrend das C-terminale Fragment, das uber ein
PDZ-Bindungsmotiv verfugt, punktuell in Dendriten und dendritischen Dornen lokali-
siert war (vgl. Abb. I11.6). Das Ergebnis spricht dafuir, dass das PDZ-Bindungsmotiv

moglicherweise notwendig sein kénnte, um das Protein in dendritische Dornen zu
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bringen oder es dort Uber die Interaktion mit Proteinen, die PDZ-Domé&nen enthalten,
zu verankern. Auch ein Experiment mit zwei AIDA-1.39.1-Konstrukten, von denen
eines so verandert war, dass das PDZ-Bindungsmotiv durch ein C-terminales mRFP-
tag maskiert war, bestatigte die These: Nur das rekombinante Protein mit funktions-
fahigem PDZ-Bindungsmotiv zeigte eine punktuelle Verteilung in Dendriten und
dendritischen Dornen. Die Arbeitsgruppe Jordan postuliert, dass das Protein Gber
sein PDZ-Bindungsmotiv in der PSD mit dem Protein PSD-95 assoziiert sein kdnnte
(Jordan et al. 2007), was zu den vorliegenden Beobachtungen passt. Mulholland et
al. (2012) haben jedoch in Experimenten mit AIDA-1 gezeigt, dass die Interaktion des
Proteins mit PSD-95 nicht notwendig fur seine Lokalisation in der PSD zu sein
scheint. Eine mdgliche Erklarung fur dieses Ergebnis kdnnte sein, dass AIDA-1 Uber
sein PDZ-Bindungsmotiv mit einem anderen Protein der PSD interagiert und so hier
fixiert wird. Zudem ist es mdglich, dass die verschiedenen AIDA-1-Isoformen durch
unterschiedliche Protein-Protein-Wechselwirkungen in unterschiedliche Zellkompar-
timente gelangen oder dort fixiert werden. Mullholland et al. (2012) haben zusatzlich
eine durch NMDA-Rezeptor-Stimulation verstarkte Ko-Lokalisation von AIDA-1 mit
p80-Coilin beschrieben, was die These stitzt, dass das Protein unter verschiedenen
zellularen Bedingungen mit unterschiedlichen Proteinen ko-lokalisiert vorliegt oder
sogar interagiert. Wie bereits beschrieben, konnten die bisher bekannten AIDA-1-
Spleil3varianten tber eine Vielzahl unterschiedlicher Interaktionspartner identifiziert
werden (Ghersi et al. 2004a,b; Xu und Hebert 2005; Bjorn Meyer-Hiemer, Institut far
Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG Mohr, Dissertation in
Vorbereitung).

Der derzeitige Stand der Literatur zeigt, dass die Umstéande, unter denen die unter-
schiedlichen Varianten von AIDA-1 in der Zelle vorkommen und mit anderen Protei-

nen interagieren, noch nicht ausreichend verstanden sind.
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IV.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR INTERAKTION VON AIDA-1-39.1 MIT SY-
NAPTOPODIN

Durch ein screening im YTH-System wurde AIDA-1-39.1 als Interaktionspartner von
Synaptopodin identifiziert (Bjorn Meyer-Hiemer, Institut fir Neuroanatomie, Universi-
tatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG Mohr, Dissertation in Vorbereitung). Die Inter-
aktion konnte durch die vorliegenden Ergebnisse im Rahmen der Verpaarung im
YTH-System nicht nur bestétigt werden, sondern es wurden auch zwei Abschnitte
innerhalb des Synaptopodin-short Proteins als Interaktionsdoméanen naher einge-
grenzt. Diese in Hefezellen erzielten Ergebnisse liel3en sich jedoch in Sdugerzellen
nicht bestéatigen. Nach transienter Transfektion von HEK-293-Zellen mit Synaptopo-
din- und AIDA-1-39.1-kodierenden Plasmiden konnte durch anschlieend durchge-
fuhrte Ko-Immunprazipitationen die Interaktion der beiden Proteine in Western Blot-
Analysen nicht gezeigt werden. Mogliche Griunde fur diese Diskrepanz sollen im Fol-
genden erortert werden.

Ein Vorteil des YTH-Systems ist, dass auch sehr schwache Interaktionen zwischen
Proteinen detektiert werden kdnnen. Es besteht die Moéglichkeit, dass die im YTH-
System deutlich gezeigte Interaktion in vivo transient und nur unter bestimmten Be-
dingungen stattfindet oder sehr schwach ist, so dass sie in der Ko-
Immunprazipitation nicht zu detektieren war. Unter der Vorstellung, dass die Interak-
tion der beiden Proteine ein bestimmtes, z.B. calciumreiches, Milieu erfordern kénn-
te, wurden die Experimente in Losungen verschiedener Zusammensetzung durchge-
fuhrt, was aber ebenfalls nicht zum erwarteten Ergebnis flihrte.

So vorteilhaft das YTH-System ist, auch beztglich der Mdglichkeiten der Identifikati-
on einer Vielzahl von Protein-Protein-Interaktionen, so anfallig ist es fur falsch-
positive wie falsch-negative Ergebnisse. Falsch-positive Ergebnisse kdnnen aus ver-
schiedenen Griinden entstehen. Zum einen kann es zur Autoaktivierung der Re-
portergene durch nur eines der beiden eingesetzten Fusionsproteine kommen. Hier-
durch ergibt sich ein positives Ergebnis, das jedoch von einem der beiden vermeintli-
chen Interaktionspartner allein hervorgerufen wird. Dies wurde in den vorliegenden
Experimenten jedoch ausgeschlossen, indem Kontrollen durchgefiihrt wurden, in de-
nen die Hefezellen jeweils mit einem der beiden Fusionsproteine in seinen Plasmid

und dem ,leeren” Plasmid des anderen Fusionsproteins transformiert und verpaart
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wurden. Es kam in keinem Fall zu einem Wachstum auf dem jeweiligen Selektions-
medium (vgl. Tab. 111.2).

Zum anderen findet die Interaktion der untersuchten Proteine im YTH-System im
Zellkern statt. Dies konnte dazu fuhren, dass das Protein hier in einer anderen Form
vorliegt als in dem Organismus, in dem es physiologisch vorkommt. Dieser Umstand
kann sowohl zu falsch-positiven als auch zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren,
und die Fehlerquelle lIasst sich durch Kontrollen nicht aufdecken. Des Weiteren muss
eine im YTH-System gezeigte Interaktion unter physiologischen Bedingungen nicht
stattfinden, z.B. wenn die Proteine in unterschiedlichen Geweben, subzellularen
Kompartimenten oder Phasen des Zellzyklus vorkommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Synaptopodin-short und AIDA-1-39.1
in Dendriten und dendritischen Dornen, zumindest partiell, ko-lokalisiert sind. Zudem
sind beide Proteine Bestandteil biochemisch gereinigter Fraktionen der PSD. Obwohl
dies keineswegs beweisend fir eine in-vivo-Interaktion beider Proteine ist, ware es
vorstellbar, dass es sich um eine transiente oder sehr schwache Interaktion handelt,
die mit Hilfe der hier durchgefiihrten Analysen nicht zu detektieren war. Andererseits
ist nicht auszuschliel3en, dass die Proteine unter keinen physiologischen Bedingun-

gen miteinander assoziiert sind.

V.3 CHARAKTERISIERUNG DER SEQUENZEN VON SYNAPTOPODIN-
SHORT, DIE FUR DIE LOKALISATION IN DENDRITEN UND DENDRITI-
SCHE DORNEN ERFORDERLICH SIND

Um die Targetingsequenz zur dendritischen Lokalisation fr Synaptopodin-short zu
identifizieren, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene EGFP-Synaptopodin-
short-Teilkonstrukte in Hippocampus-Neuronen der Ratte exprimiert. Wahrend das
rekombinante Protein, das die N-terminalen Aminosauren 2-346 umfasst, homogen
in Dendriten verteilt war, zeigte der C-terminale Abschnitt (Aminosauren 347-692)
eine punktuelle Verteilung in dendritischen Dornen, was dem Verteilungsmuster des
endogenen Proteins (Deller et al. 2007) entspricht. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Lokalisierung des Proteins in dendritischen Dornen durch Bereiche im C-

terminalen Teil vermittelt wird.
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Die vorliegenden Daten stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von Kre-
merskothen et al. (2005). Zum einen postulierte die Gruppe, dass nur die lange
Form, Synaptopodin-long, in neuronalen Strukturen vorkommt. Im Gegensatz hierzu
haben andere Arbeitsgruppen die Existenz von Synpaptopodin-short im Gehirn
nachgewiesen (Mundel et al. 1997, Asanuma et al. 2005). Bjérn Meyer-Hiemer konn-
te mittels Western Blot-Analysen eine Existenz von sowohl Synaptopodin-short als
auch Synaptopodin-long ebenfalls in Neuronen des ZNS zeigen (Bjorn Meyer-
Hiemer, Institut fir Neuroanatomie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, AG
Mohr, Dissertation in Vorbereitung).

Nach Kremerskothen et al. (2005) interagiert Synaptopodin-long in vivo mit F-Actin
und a-Actinin. Eine Actin-Bindungsstelle wird den Aminosauren 391-485 zugeordnet,
die a-Actinin-Bindungsdoméane identifizierte die Arbeitsgruppe im C-terminalen Ab-
schnitt von Synaptopodin-long, namlich im Bereich der Aminoséuren 792-903. Zu-
satzlich sei dies auch die Targetingsequenz, die das Protein in Dendriten und dendri-
tische Dornen lokalisiert.

In den hier dargestellten Experimenten zeigte Synaptopodin-short eine Expression in
dendritischen Dornen von Neuronen des Hippocampus. Die Sequenz, die Kre-
merskothen et al. (2005) als Targetingsequenz zur Lokalisation in dendritische Dor-
nen identifiziert haben, fehlen jedoch der kurzen Variante.

Asanuma et al. (2005) fanden in der kurzen Variante zwei nicht Uberlappende a-
Actinin-Bindungsstellen, die die Aminosauren 300-550 bzw. 551-691 umfassen. In
Zusammenschau mit den vorliegenden Ergebnissen liegt die Vermutung nahe, dass
diese Bindungsstellen die Lokalisation von Synaptopodin-short in dendritische Dor-
nen vermitteln kdnnten — analog zu der als Targetingsequenz fur Synaptopodin-long
von Kremerskothen et al. (2005) postulierten a-Actinin-Bindungsstelle.

Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass ein ganz anderes, unbekanntes Protein die
postsynaptische Lokalisation von Synaptopodin vermittelt, und dass die Bindungs-
stellen fir dieses Protein rein zufallig im gleichen Abschnitt wie die Actin- und a-

Actinin-Bindungsstellen liegen.
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IV.4 AUSBLICK

Synaptopodin spielt in Neuronen des Saugerhirns eine Rolle bei Vorgangen, die zu
synaptischer Plastizitat fihren. Es ist essentiell fur die Ausbildung des Spine-
Apparates in dendritischen Dornen sowie im Initialsegment von Axonen, und das
Fehlen von Synaptopodin fuhrt zu Lerndefiziten, was in Experimenten mit Synapto-
podin-defizienten Mausen demonstriert wurde (Deller et al. 2003; Jedlicka et al.
2009). Die exakte Funktion des Proteins in Neuronen bleibt jedoch bis heute eher
spekulativ. Es ist daher winschenswert zu wissen, in welches Netzwerk von Protei-
nen Synaptopodin eingebunden ist, um erste Hinweise auf die Funktion zu erhalten.
Die mit Hilfe des YTH-Systems gefundene Interaktion von Synaptopodin mit einer
bisher unbekannten Isoform des AIDA-1 Proteins ist zwar potentiell sehr interessant,
konnte in Sédugerzellen jedoch nicht bestétigt werden. Da das YTH-System anfallig
fur falsch-positive Ergebnisse ist, missten andere Methoden zur Identifizierung von
Synaptopodin-interagierenden Proteinen zur Anwendung kommen. Denkbar wéaren
hier sogenannte Protein-Pulldown-Experimente in Kombination mit massenspektro-
metrischen Analysen, mit deren Hilfe Protein/Protein-Wechselwirkungen ebenfalls
analysiert werden kdnnen. Ansatze dieser Art haben dem YTH-System gegenuber
den Vorteil, dass die Proteine in Saugerzellen exprimiert werden und sich zudem im

korrekten zellularen Kompartiment befinden.

Auch Uber die Funktionsweise von AIDA-1 und die Bedeutung der grof3en Zahl an
identifizierten SpleiRvarianten, darunter auch AIDA-1.39.1, das in der vorliegenden
Arbeit charakterisiert wurde, ist noch wenig bekannt. Jordan et al. (2007) beschrei-
ben einen Signaltransduktionsweg, bei dem AIDA-1 durch noch ungeklarte Umstan-
de an der PSD prozessiert und dann mit seinem N-terminalen Fragment in den Zell-
kern transloziert wird. Die Evidenz fur eine tatsachliche Interaktion von Synaptopodin
und AIDA-1 im Bereich der PSD und damit Bedeutung von Synaptopodin flr den von
Jordan et al. beschriebenen Vorgangen ist jedoch in Anbetracht der vorliegenden
Ergebnisse gering. In der Zukunft ware es sinnvoll, weitere Interaktionspartner fur
AIDA-1 zu identifizieren, die in diese Signalkaskade eingebunden sein kdnnten. Hier-
zu wirde sich in Form eines screenings erneut das YTH-System eignen. Gegebe-

nenfalls ware es Uber die Charakterisierung weiterer Interaktionspartner auch mog-
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lich, die Funktion des PDZ-Bindungsmotivs zur Lokalisation des Proteins in dendriti-

schen Dornen bzw. in der PSD besser zu verstehen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Das Protein Synaptopodin ist in Podocyten der Niere sowie in Neuronen des Ne-
ocortex, Hippocampus, Striatum und Bulbus olfactorius zu finden. In Nervenzellen ist
es nahezu ausschlief3lich in dendritischen Dornen und im Initialsegment der Axone
lokalisiert, und es ist maRRgeblich an der Ausbildung des Spine-Apparates, einer spe-
zialisierten Form des glatten endoplasmatischen Retikulums, beteiligt. Seine Funkti-
on in Nervenzellen ist jedoch bis heute unzureichend verstanden. Die Kenntnis der
Integration von Synaptopodin in ein Netzwerk von Proteinen bietet die Moglichkeit,
Uber seine Funktion zu spekulieren und mit Hilfe geeigneter experimenteller Ansétze
zu charakterisieren. Ausgangspunkt fur die vorliegende Arbeit war die mit Hilfe der
YTH-Technik gefundene Interaktion von Synaptopodin mit einer bisher nicht be-
schriebenen SpleiRvariante des Proteins AIDA-1, die die Arbeitsgruppe als AIDA-1-
39.1 bezeichnete (B. Meyer-Hiemer, Institut fir Neuroanatomie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf, AG Mohr, Dissertation in Vorbereitung). AIDA-1, von dem zahl-
reiche Speil3varianten beschrieben sind, wird in Neuronen exprimiert und ist unter
anderem maoglicherweise an der Signalweiterleitung von der Synapse in den Zellkern
beteiligt. In dieser Arbeit konnte die Interaktion von Synaptopodin mit AIDA-1-39.1 in
Hefezellen bestatigt werden. Dartiber hinaus wurden innerhalb des Synaptopodin-
Molekils die mit AIDA-1-39.1 interagieren Bereiche durch umfangreiche Experimente
unter Verwendung des YTH-Systems naher eingegrenzt. AnschlieRende immuncyto-
chemische Analysen mit HEK-293- und COS-7 Zellen zeigten, zumindest in einigen
Fallen, eine Kolokalisation der beiden Proteine im Cytoplasma. Auch in priméar kulti-
vierten hippocampalen Neuronen der Ratte wiesen einige der dendritischen Dornen
sowohl AIDA-1-39.1- als auch Synaptopodin-Immunreaktivitat auf. Durch Western
Blot-Analysen konnte zudem gezeigt werden, dass beide Proteine Bestandteil bio-
chemisch gereinigter Praparationen der PSD waren. Zur weiteren Analyse der Inter-
aktion wurden Ko-Immunprazipitationen mit Proteinlysaten von HEK-293 Zellen nach
Transfektion mit Synaptopodin- und AIDA-1-39.1 Expressionsvektoren durchgefihrt.
In Western Blot-Analysen konnte die Interaktion beider Proteine nicht nachgewiesen
werden. Dies lasst darauf schlie3en, dass die Interaktion entweder sehr schwacher
oder transienter Natur ist. Es ist ebenfalls nicht auszuschlie3en, dass die in Hefezel-
len bestatigte Assoziation beider Proteine in Sdugerzellen nicht stattfindet. Die Fra-
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ge, ob Synaptopodin gemeinsam mit AIDA-1 an Signalvorgangen von der Synapse
zum Zellkern beteiligt ist, bleibt daher offen.

Da uber die subzellulare Verteilung der neuen Isoform AIDA-1-39.1 in Nervenzellen
keinerlei Daten vorlagen, wurde dies anschlie3end mit Hilfe immuncytochemischer
Verfahren naher untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass AIDA-1-39.1 sowohl im
Zellkern sowie punktuell in Dendriten und dendritischen Dornen hippocampaler Neu-
rone lokalisiert ist. Als maR3geblich fiir die Lokalisierung des Proteins in dendritischen
Dornen erwies sich ein PDZ-Bindungsmotiv am C-terminalen Ende des Proteins.
Abschliel3end wurde in kultivierten hippocampalen Neuronen untersucht, welche Be-
reiche der kurzen Variante von Synaptopodin, die vorwiegend im Zentralnervensys-
tem exprimiert wird, fir den Transport in dendritische Dornen (oder die Verankerung
am Ort der Funktion) verantwortlich sind. Dazu wurden Vektoren, die fur Teilsequen-
zen des Proteins kodieren, zur Expression gebracht. Auf diese Weise wurden zwei
Abschnitte im C-terminalen Bereich von Synaptopodin identifiziert, die unabhangig
voneinander den Transport der rekombinanten Proteine in dendritische Dornen ver-

mitteln.
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RNA

RP

rpm

RyR

sec

SNRNP

SAM-Doméne
SD-Medium/-Ade/-His/-Leu/-Trp

SDS
SOB-Medium
SOC-Medium

SP

Synpo
Tab.
TBE-Puffer
TBS
TMED
Tris

\Y

XGal

YPD
YPDA
z.B.
ZNS

ribonucleic acid (Ribonukleinséure)
reverse primer (Ruckwarts-Primer)
rounds per minute
Ryanodin-Rezeptor

Sekunden

small nuclear ribonucleoprotein
Sterile Alpha Motif-Doméane

synthetic defined Medium/
-Adenin/-Histidin/-Leucin/-Tryptophan
Sodiumdodecylsulfat (Natrium-Dodecylsulfat)
super optimal broth-Medium

super optimal broth with catabolite repres-
sion-Medium

Sequenzierprimer

Synaptopodin

Tabelle

Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tris-buffered-saline
Tetramethylethylendiamin
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan
Volt

5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-
Galactopyranosid

yeast peptone dextrose

yeast peptone dextrose adenine

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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