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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Die eukaryotische Genexpression kann schon auf der Ebene von Transkription und mRNA-
Prozessierung vielfdltig beeinflusst werden. Vor alem in polarisierten Zellen ermdglicht die
zusétzliche Regulation von mRNA-Lokalisation und -Stabilitét sowie der Trandation die
raumliche und zeitliche Kontrolle der Proteinexpression. Diese Mechanismen sind in
Nervenzellen von besonderer Bedeutung, da sie asymmetrisch aufgebaut sind und lange,
verzweigte Zellfortsdtze besitzen. Dabel sind die Axone auf die Weiterleitung der elektrischen
Erregung und die Dendriten auf den Empfang der Signale anderer Neurone spezidisiert. Die
Kontakte zwischen Axon und Dendrit sind hochspezialisierte Strukturen, welche as Synapsen
bezeichnet werden.

Es wird angenommen, dass die lokale Modifikation der Proteinexpression an Synapsen
essentiell fur langanhaltende, plastische Verdnderungen dieser Kontakte ist (Sutton und
Schuman, 2006). Um nur aktivierte Synapsen in Struktur und Zusammensetzung zu verandern,
muss eine sogenannte Input-Spezifitdt vorhanden sein. Dabel konnten im Soma synthetisierte
Proteine selektiv an bestimmte, markierte Synapsen transportiert werden (Frey und Morris,
1997). Andererseits wirde eine gezielte Veranderung der Plastizitét einzelner Kontakte auch
durch die Lokalisation und Trandation spezifischer mRNASs im aktivierten Bereich erreicht
werden (Jiang und Schuman, 2002; Abb. 1.1). Dieser Mechanismus kdnnte einen schnelleren
und direkten Umbau der Synapsen ermoglichen. Die fir diesen Prozess notwendigen
Polyribosomen wurden erstmals 1982 von Steward und Levy an der Basis der dendritischen
Dornen gefunden. Einige Jahre spéter konnten auch mRNAS in distalen Dendriten kultivierter
Neurone nachgewiesen werden (Davis et a., 1987). Aulerdem wurde gezeigt, dass
Polyribosomen nach synaptischer Aktivierung in die vergrofRerten dendritischen Dornen
(Spines) transportiert werden, auf denen die exzitatorischen Synapsen lokalisiert sind (Ostroff
et al., 2002; Abb. 1.1). In den letzten Jahren wurde fir einige wichtige synaptische Proteine
eine dendritische Lokalisation der kodierenden mRNAS gezeigt (Martin und Zukin, 2006).
Aullerdem wurde deutlich, dass die lokale Proteinsynthese tatsachlich essentiell fir die
synaptische Plastizitdt und langfristige Lernvorgange ist (Sutton und Schuman, 2005). Dabel
sind die Lokalisation der mRNA und die Kontrolle der Translation Uber RNA-bindende
Faktoren eng miteinander gekoppelt.
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Abb. 1.1: Schematische Dar stellung des dendritischen mRNA-Transportsund der lokalen
Trandation im Bereich aktivierter Synapsen. (modifiziert aus Miki et al., 2005)

1.1 Dendritischer mRNA-Transport in Neuronen

Die Anzahl der dendritisch lokalisierten mMRNAs wurde auf Grundlage molekul arbiologischer
Methoden auf mehrere Hundert geschétzt, wovon mehr as 30 ndher charakterisiert werden
konnten (Miyashiro et al., 1994). Studien zeigten die Prasenz dendritischer mRNAs, die fir
cytosolische, Cytoskelett-, Membran- oder synaptische Proteine kodieren, wobei nur ein Teil
der gefundenen Transkripte auch in-vivo in Gehirnschnitten eine dendritische Lokalisation
aufwies (Steward und Schuman, 2003). Als erstes konnte die mRNA des Mikrotubuli-
assoziierten Proteins MAP2 in Dendriten nachgewiesen werden (Garner et a., 1988). Weitere
wichtige Beispiele sind die a- Untereinheit der Calcium/Calmodulin-abhangigen Kinase Il
(CamKll; Burgin et al., 1990), das aktivitdtsregulierte Cytoskelett-assoziierte Protein
(Arc/Arg3.1; Link et a., 1995) oder die kurze, untrandatierte BC1-RNA (Muslimov et a.,
1997). Haufig findet man entwicklungs- oder aktivitétsabhdngige mRNA-Lokalisationen
(Crino und Eberwine, 1996; Link et d., 1995). Synaptische Stimulation in-vivo fuhrt z.B. nicht
nur zur verstdrkten Transkription, sondern auch zur dendritischen Translokation der
Arc/Arg3.1 mRNA (Steward und Worley, 2001) und KCI-Depolarisation in Kultivierten
Neuronen erhoht den CamKlla mRNA-Transport in distale Dendriten (Rook et al., 2000).
Gezeigt wurde, dass die Transkripte in grof3en Granula transportiert werden (MRNPs =
messenger ribonucleoprotein), die aulRerdem RNA-bindende Proteine, Ribosomen,
Trandationsfaktoren und Motorproteine enthalten und mit Geschwindigkeiten von bis zu 0,1
um/s Mikrotubuli-abhangig bewegt werden (Knowles et al., 1996; Kana et al., 2004,
Hirokawa, 2006).
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Als Motorprotein konnte dabei KIF5 identifiziert werden, welches zur Kinesin 1 - Familie
(conventional kinesin) gehdrt und Cargo-Molekile zum Plus-Ende der Mikrotubuli
transportiert (Hirokawa und Takemura, 2005). Da zumindest in proximalen Dendriten die
Mikrotubuli in gemischter Polaritét vorliegen, konnte KIF5 sowohl antero- als auch
retrograden Transport vermitteln (Baas et a., 1988). Aul3erdem scheint auch das Motorprotein
KIF3C, ein Mitglied der Kinesin 1l - Familie, am dendritischen Transport von mRNPs beteiligt
zu sein (Davidovic et al., 2007).

Die Regulation des dendritischen Transports wurde erst fir einige Beispiele genauer
untersucht. Dabel liegen die cis-agierenden Sequenzen meist in der 3' untrandlatierten Region
(3UTR) der transportierten mRNA und werden als dendritic targeting elements (DTES)
bezeichnet. Diese Sequenzen sind haufig wenig homolog, so dass fir die Bindung
interagierender Faktoren von einem grof3eren Einfluss der Sekundéarstruktur ausgegangen wird
(Huang et al., 2003). Die CamKIla mRNA enthélt z.B. zwei distinkte DTESs (Mori et al., 2000;
Blichenberg et a., 2001) und zwel Kopien des Hexanukleotid-Motivs CPE, welches die
dendritische Lokalisation Uber das RNA-bindende Protein CPEB vermitteln kann
(cytoplasmatic polyadenylation element binding, Huang et al., 2003). Die grof3e Bedeutung der
durch die 3'UTR vermittelten exakten Lokalisation und somit lokaen Trandation der
CamKlla mRNA zeigen Untersuchungen einer transgenen Maus, der diese Region fehlt. Die
Tiere wiesen erhebliche Defizite in der Langzeitpotenzierung und der Gedéachtnisleistung auf
(Miller et a., 2002). Auch der dendritische Transport der MAP2 mRNA wird durchein DTE in
der 3 UTR vermittelt (Blichenberg et a., 1999). Die Proteine MARTAL und MARTA2 (MAP2
RNA transacting factor) interagieren mit diesem Element (Rehbein et al., 2000). Die
Trandokation der MAP2 mRNA in die Dendriten ist von Motorproteinen der Kinesin 1 —
Familie abhangig und wird durch dominant-negative MARTA2-Konstrukte inhibiert (Zivra),
Dissertation 2005). Ein weiteres, gut charakterisiertes DTE liegt in der 3 UTR der b-Aktin-
MRNA. Diese sogenannte zipcode-Sequenz besteht aus 54 Nukleotiden und wird von ZBP1
gebunden (zipcode binding protein; Zhang et al., 1999). Interessant ist hierbei, dass die b-Aktin
MRNA schon wahrend der Transkription im Zellkern mit ZBP1 assoziiert ist (Oleynikov und
Singer, 2003) und in Neuronen der dendritische Transport von mRNA und ZBP1
aktivitatsabhangig reguliert wird (Tiruchinapalli et al., 2003).
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Ein anderes wichtiges RNA-bindendes Protein in dendritischen Granula ist Staufen. Es wurde
urspringlich als Bindepartner der bicoid- und oskar-mRNA im Drosophila-Embryo
identifiziert (St Johnston et al., 1991). Die Sduger-Homologe Staufenl und Staufen2 enthalten
mehrere dsRBDs (double-stranded RNA-binding domains) und binden RNA in-vitro Sequenz-
unabhéngig (Monshausen et a., 2001). Beide Proteine sind in distinkten mRNA-Granula
lokalisiert (Duchaine et al., 2002), spielen eine wichtige Rolle fur den dendritischen mRNA-
Transport (Kanai et al., 2004; Tang et al., 2001) und scheinen auch an der Regulation der
Trandation beteiligt zu sein (Dugre-Brisson et al., 2005). Haufig sind RNA-bindende Proteine,
welche den Transport vermitteln, auch direkt an der Regulation der Trandlation beteiligt, indem
sie wie Staufen mit Faktoren der Tranglationsmaschinerie interagieren und die Proteinsynthese
reprimieren oder aktivieren (Wells, 2006). Auch die Poly-C-bindenden Proteine wie hnRNP-K
oder hnRNP-E binden RNA Uber ihre hnRNP-K-Homology—Domanen (KH) und erfillen
vielfétige Aufgaben (Makeyev und Liebhaber, 2002). HNRNP-K beeinflusst neben dem
MRNA-Export, -Transport und der -Stabilitdt auch die Trandlation spezifischer mRNAS
(Bomsztyk et al., 2004). Ein weiteres Beispiel ist das Poly-A-bindende Protein PABP, welches
ebenfalls in dendritischen Transportkomplexen vorhanden ist und die mRNA-Stabilitét sowie
die Trandation reguliert (Khanam et al., 2006).

Die grof3e Vielfalt cis-agierender Sequenzelemente und trans-agierender Faktoren weist auf die
mogliche Bedeutung lokaler Trandation spezifisch regulierter Transkripte in Neuronen hin.
Wahrend des Transports entlang des Cytoskeletts wird die Trandation der mRNAS reprimiert.
Diese Inhibition der Proteinsynthese kann dann am Bestimmungsort z.B. den dendritischen
Dornen wahrend der Entwicklung oder den Synapsen nach Aktivierung durch verschiedene

Regul ationsmechani smen aufgehoben werden.

1.2 Regulation der Trandation

Die eukaryotische Translation l&uft in vier Schritten ab: Initiation, Elongation, Termination
und Recycling. Das Ribosom erkennt das Initiationskodon mit der Methionyl-Initiator-tRNA
an seiner sogenannten Peptidyl(P)-Position. Wahrend der Elongation gelangen Aminoacyl-
tRNAs an die Akzeptor(A)-Position und dekodieren das nachste Triplett. Nach Bildung der
Peptid-Bindung kommt es zur Translokation und das folgende Kodon riickt an die A-Position.
Am Ende der kodierenden Sequenz wird das Stoppkodon erkannt und das synthetisierte Protein
vom Ribosom freigegeben. Danach kommt es zur Dissoziation der Ribosomen-Untereinheiten
und Freigabe der mRNA sowie der deacylierten tRNAs (Kapp und Lorsch, 2004).
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Vielfdtige Regulationsmechanismen ermoglichen die Beeinflussung der Trandation bei alen
beschriebenen Schritten. Die Kontrolle der Initiation ist dabei besonders effizient (Gingras et
al., 1999; Jiang und Schuman, 2002) und erfolgt unter anderem Uber regulative Proteine, die
sowohl an 5 as auch 3 untrandatierte Regionen (UTRs) binden. Da dies im besonderen
Interesse dieser Arbeit liegt, werden im Folgenden nur die Initiation der Translation und
Regulationen durch die 5’ UTR naher erléutert.

Der erste Schritt der Initiation ist die Bildung des ternéren elF2-GTP-Met-tRNA Komplexes
(elF = eukaryotischer Initiationsfaktor), wobei der Austausch von GDP nach GTP durch elF2B
vermittelt wird. Der elF2-Komplex bildet dann zusammen mit den Faktoren elF1, 1A, 3und 5
sowie der gebundenen 40S Ribosomen-Untereinheit den sogenannten 43S Pré&Initiations-
Komplex (Abb. 1.2). Dieser wird wéahrend der cap-abhéngigen Trandation nun an das 5" -Ende
der mRNA rekrutiert. Dies geschient mit Hilfe des elF4F-Komplexes, der aus el F4E (bindet
das m7GpppG cap), elF4A (ATPase-abhangige RNA-Helicase) und elFAG (bindet elF3)
besteht. Die Bindung zwischen 43S-Komplex und mRNA wird auf3erdem von den RNA-
bindenden Proteinen PABP und elF4H bzw. elF4B unterstiitzt. Der Komplex bewegt sich dann
in 5'-3 Richtung entlang der mRNA, bis ein Startkodon in gutem Sequenzumfeld (optimal:
ACCAUGG; Kozak, 1986) von der Initiator-tRNA erkannt wird (48S-Komplex). Das GTPase-
aktivierende Protein elF5 ermdglicht die GTP-Hydrolyse durch elF2 und somit die
Positionierung der Met-tRNA an die P-Position des Ribosoms. Nach Dissoziation aller anderen
Faktoren sowie GTP-Hydrolyse bindet elF5B-GTP und rekrutiert die 60S Ribosomen-
Untereinheit an den Met-tRNA-mRNA-Komplex (Kapp und Lorsch, 2004).

GTP
LLL | .
. ® © E P AT 40S subunit
= elF1 elF1A
aFz o
&GP 48S complex
elF4F o, EPA
4G
AECTEy FL. 43S complex

PABP EPA +

elF4B T alF5B-
. A resaTe

— @—AUG R
Factors
m-‘t.‘wijAUG-'W
mMmRNA
F . o
a ' EPA
-AUG - Dnn]
EPA 80S initiation complex

Abb. 1.2: Ablauf der eukaryotischen cap-abhangigen Initiation der Trandation.
(modifiziert aus Holcik und Pestova, 2007)
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Die Initiation der Trandation lauft bel den meisten mMRNASs wie beschrieben cap-abhéngig ab.
Ein alternativer Mechanismus ist die zuerst in Viren beschriebene internal ribosomal entry site
(IRES; Pelletier und Sonenberg, 1988). Das Ribosom erkennt hierbei nicht das @ulerste 5 Ende
der MmRNA, sondern bindet an komplexe Sekundéarstruktur-Motive innerhalb der 5 UTR. IRES-
Elemente weisen dabei héufig keine Homologien in Primérsequenz und Struktur auf (Baird et
al., 2006). Diese Form der Initiation wurde auch fir dendritische mRNAs wie Arc/Arg3.1 oder
MAP2 beschrieben und konnte die selektive Regulation der lokalen Trandlation fir diese
Transkripte ermoglichen (Pinkstaff et al., 2001). Der genaue Initiationsmechanismus durch
IRES-Elemente ist jedoch nur fur einige Viren aufgeklart, wobei sich dafir notwendige
Initiationsfaktoren und Regulationen jewells stark unterscheiden (Jackson, 2005).

Die durchschnittliche 5’ UTR der mRNASs in Sdugetieren enthdlt 150-200 Nukleotide und weist
einen GC-Gehalt von 50-60% auf. Das Vorhandensein einer untrandatierten Region vor der
kodierenden Sequenz ermdglicht die vielfdtige Regulation der Genexpression auf Ebene der
Trandation. Mit steigender Lange und GC-Gehalt der 5’ UTR erhoht sich auch der Einfluss auf
die Initiation der Trandation. In 10-45% der Fale sind aulRerdem sogenannte upstream Open
Reading Frames = uORFs vorhanden (lacono et a., 2005; Hughes, 2006). Da diese uORFs
trandatiert werden konnen, sollte korrekterweise nicht von untrandatierten Regionen
gesprochen werden (Morris und Geballe, 2000). Dennoch wird zur Vereinfachung in dieser
Arbeit die allgemein gebrauchte Bezeichnung 5 UTR beibehalten. In Abbildung 1.3 sind alle
im Folgenden beschriebenen Méglichkeiten der Regulation wahrend der Initiation schematisch

zusammengefasst.
Sekundar- Re_ggle_wtion Uber die
struktur I nitiationsfaktoren

und das Ribosom

UAUG m)>
ORF

regulatorische trans-agierende  upstream Open
RNAs Faktoren Reading Frames

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Regulationsmoglichkeiten durch Struktur-
elemente und interagierende Faktoren innerhalb der 5 UTR.
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Besonders bei stark regulierten Proteinen wie z.B den Zellzyklus-Faktoren findet man haufig
lange, stark strukturierte 5’UTRs. Die Lange und Stabilitdét der 5’UTR sowie ihre
Sekundérstruktur beeinflusst die Effizienz der Trandation erheblich (Kozak, 1991). Besonders
nahe dem 5’ cap-Ende gelegene Haarnadel-Strukturen verhindern die Bewegung des 43S
Komplexes auf der mRNA. Neben der Wirkung as physkalische Barrieren konnen
Sekundérstruktur-Elemente aber auch as Bindestelle fir interagierende Faktoren dienen. So
blockiert z.B. die Bindung des iron regulatory protein an das iron-responsive element (IRE) in
der Nahe des m7GpppG-cap der Ferritin mRNA die Rekrutierung des Pr&lInitiations-
Komplexes (Gray und Hentze, 1994; Paraskeva et al., 1999).

Die Trandation spezifischer mRNAs wird auch direkt durch Modifikation der Initiations-
faktoren beeinflusst. So ist elF4E ein Ziel der Regulierung durch mTOR (mammalian target of
Rapamycin). Die Funktion von elFAE wahrend der Initiation wird durch Bindung von 4E-BP1
blockiert. 4E-BP1 kann jedoch nach Phosphorylierung nicht mehr an el F4E binden, so dass die
Trangdlation verstarkt wird (Averous und Proud, 2006). mTOR ist eine Kinase, die verschiedene
Signalwege in der Zelle beeinflusst und nach Aktivierung den Faktor 4E-BP1 phosphoryliert.
Dadurch kénnen z.B. betroffene synaptische mRNAs vermehrt trandatiert werden. Unter
anderem konnte die Beteiligung von mTOR an der Ausbildung der Langzeitpotenzierung im
Hippokampus nachgewiesen werden (Tang et a., 2002). mTOR aktiviert aul3erdem die p70 S6-
Kinase und vermittelt somit die Trandation der sogenannten 5 TOP-mRNAs (5'terminal
oligopyrimidine tract) die fir PABP und andere an der Tranglation beteiligte Faktoren kodieren
(Jiang und Schuman, 2002).

Die Inititation der Trandation kann auf3erdem durch uORFs vielfétig beeinflusst werden
(Meijer und Thomas, 2002). Besonders wenn der abgelesene uORF mit dem eigentlichen
Leserahmen Uberlappt oder der uORF weit vor dem néchsten AUG stoppt, kann die
Trandation der mRNA vallig inhibiert sein. Andererseits ermdglicht die Initiation an UORFsin
stark strukturierten 5’ UTRs oft erst Re-Initiationen an dahinter gelegenen Startpunkten, da das
Ribosom ohne Erkennung des uAUGs vor Haarnadelstrukturen haufiger von der mRNA
abfalen wirde (Morris und Geballe, 2000). Zur Re-Initiation bleibt die 40S-Ribosomen-
Untereinheit nach Ablesen des uUORFs mit der mMRNA assoziert, bindet an einen neuen terndren
Komplex und kann somit das nachfolgende Startkodon erkennen (Hinnebusch, 2005). Nicht
alle AUGs in gutem Kozak-Kontext werden vom Ribosom erkannt, so dass sie mit Hilfe des
|eaky-scannings Uberlesen und das néchste Startkodon abgel esen werden kann. Dies ermdglicht
u.a. die Entstehung N-terminal verkirzter Protein-Isoformen, da ein Teil der Ribosomen nicht

das erste, sondern dahinter liegende AUGs nutzen kann (Kochetov, 2005).



1. Einleitung 8

Besonders gut untersucht ist die Regulation der Tranglation durch uORFs fur den Hefe-
Transkriptionsfaktor GCN4 (General Control Non-inducible; Hinnebusch, 2005) und das
entsprechende homologe Protein ATF4 in Sdugetieren (Activating Transcription Factor; Lu et
al., 2004). Die mRNA des Transkriptionsaktivators GCN4 enthdlt vier kurze uORFs, welche
die Trangdation des eigentlichen ORFs stark inhibieren. Wahrend Hungerphasen, in denen der
Hefe nicht ausreichend Aminosduren zur Verfiigung stehen, wird der uUORF1 zum positiven
Regulator der Trandation. Erst nach der Initiation an diesem UAUGL1 kann GCN4 durch Re-
Initiation abgelesen werden. Die Regulation erfolgt hierbei Uber den Initiationsfaktor elF2, da
dessen a-Untereinheit wahrend Aminosauremangel verstarkt phosphoryliert wird. Durch die
Phosphorylierung sinkt der Anteil von elF2-GTP und die verfigbare Menge des ternaren Met-
tRNA-Komplexes in der Zelle. Die 40S Ribosomen-Untereinheiten werden somit nach
Ablesen des UORF1 langer ohne gebundenen terndren Komplex entlang der mRNA bewegt
und Uberlesen damit haufiger die sonst inhibierend wirkenden uORFs 2-4. Somit wird die
Initiation der Trandation am GCN4 Startkodon verstéarkt (Hinnebusch, 2005). Eine dhnliche
Regulation findet sich bei ATF4. Auch hier wirkt der 1.UORF as positiver Regulator, da in
gestressten Zellen bei hohem Anteil von phosphoryliertem elF2a ein inhibierender 2.UORF
Uberlesen werden kann (Vattem und Wek, 2004). In einigen Féllen wie z.B. dem AdoMetDC-
Transkript (S-Adenosylmethionin-Decarboxylase) kann auch das abgelesene uORF-Peptid
selbst durch Interaktion mit der Translationsmaschinerie weitere Initiationen beeinflussen.
Dabel kann das Peptid mit 23S rRNA-Komponenten interagieren, das Ribosom in seiner
Bewegung blockieren oder mit anderen zelluléaren Faktoren wie den tRNA-Komplexen
assoziiert sein (Lovett und Rogers, 1996).

Obwohl AUG das universelle Startkodon ist und in der Mehrheit der Falle ausschliefdich
dieses Triplett als Initiationskodon von der Met-tRNA erkannt wird, wurden in den letzten
Jahren immer mehr Beispiele der Initiation an non-AUG Startkodons gefunden. Schon 1966
wurde biochemisch gezeigt, dass die Met-tRNA auch andere Tripletts wie GUG binden kann
(Kellogg et a., 1966). Erste Beispiele der Nutzung alternativer Startpunkte konnten in
Bakterien, Viren und Pilzen nachgewiesen werden (Becerra et al., 1985; Chalut und Egly,
1995; Zitomer et a., 1984), wobei diese in einigen Fadlen sogar das einzige Startkodon
darstellen (Xiao et a., 1991; Sugihara et a., 1990). Interessanterweise werden aber auch in
immer mehr Sadugetier-Genen non-AUGs gefunden, welche meist als UORF-Startpunkte
wichtige regulatorische Funktionen erflllen. Haufig sind dabei Proteine betroffen, welche
hochgradig in ihrer  Expression kontrolliert werden, wie Proto-Onkogene,
Transkriptionsfaktoren, Kinasen oder Wachstumsfaktoren (Hann, 1994).
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Auch kleine RNAs von 21-23 nt Lange (miRNAS) und small modulatory (sm) RNAs wie BC1
(Ratte) oder BC200 (human) konnen gebunden an UTR-Sequenzen die Proteinsynthese
beeinflussen. Die Regulation durch miRNAs wurde urspriinglich in C.elegans entdeckt, wobei
die Mechanismen der Repression weitgehend unbekannt sind (Gebauer und Hentze, 2004).
BC1 und BC200 bilden trotz unterschiedlichem evolutiondrem Ursprung dieselbe
Sekundérstruktur aus. Beide binden PABP sowie moglicherweise weitere Initiationsfaktoren
und blockieren so die Trandation (Cao et al., 2006).

1.3 Shank1 — Gerlstprotein der postsynaptischen Dichte

Die postsynaptisch lokalisierten Shank-Proteine (SH3 domain and Ankyrin repeat containing
protein) wurden unabhdngig voneinander in mehreren Studien als Interaktionspartner fir
Membran- und cytoplasmatische Proteine identifiziert. Mitglieder der Shank-Proteinfamilie
(Naishitt et al., 1999) wurden von den verschiedenen Gruppen auch as Somatostatin-Rezeptor
interagierendes Protein (SSTRIP; Zitzer et al., 1999), Prolin-reiches Synapsen-assoziiertes
Protein (ProSAP; Bockers et al., 1999), Cortactin-bindendes Protein (Du et al., 1998) oder
Synamon (Yao et a., 1999) bezeichnet. Die Doméanenstruktur von Shankl und die Position
innerhalb der postsynaptischen Dichte (PSD) ist in Abbildung 1.4a schematisch dargestellt.
Shank interagiert indirekt oder direkt mit NMDA- (Uber GKAP und PSD-95; Bockers et al.,
1999; Naishitt et al., 1999) und AMPA-Rezeptoren (durch direkte Bindung an die Shank PDZ-
Doméne, Uchino et al., 2006) und direkt mit dem Calcium-unabhéngigen Rezeptor fir
a- Latrotoxin (Kreienkamp et al., 2000; Tobaben et al., 2000). Shank-Proteine sind aul3erdem
durch die Bindung von Homer mit metabotropen Glutamat-Rezeptoren assoziiert (Tu et al.,
1999). Die Interaktion mit GKAP Uber die PDZ-Domane (Abb. 1.4a) scheint zumindest fir
Shankl essentiell fir eine synaptische Lokalisation zu sein (Sala et al., 2001). Die
postsynaptische Lokalisation von Shank2 und 3 wird hingegen durch Motive am C-Terminus
vermittelt (Bockers et al., 2005). Die C-terminde SAM-Doméane von Shank3 bindet Uber
Interaktion mit Zink-lonen an die SAM-Domanen anderer Shank3-Molekile. Das so gebildete
Netzwerk kénnte somit die Plattform fir die Organisation der PSD bilden (Baron et al., 2006).
Die Interaktionen von Shank-Proteinen mit dem Aktin-assoziierten Cortactin (Du et a., 1998),
Abpl (Qualmann et al., 2004) oder a- Fodrin (Bockers et al., 2001) sprechen auf3erdem fir
eine Rolle as Gerustprotein zwischen Membran-standigen Rezeptoren und dem Aktin-
Cytoskelett.
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Abb. 1.4: Shank befindet sich als Gertlstprotein in der postsynaptischen Dichte (PSD)
exzitatorischer Synapsen. Die Shankl und 3 mRNAs sind im Hippokampus dendritisch
lokalisiert.

a: Schematischer Aufbau der postsynaptischen Dichte mit Shank als zentralem Gerlstprotein. Zur
Vereinfachung sind nicht ale Interaktionspartner in der PSD aufgefihrt. Gezeigt ist auerdem die
Domaénenstruktur von Shankl, mit den N-terminalen Ankyrin-Motiven, der SH3-Doméne (src
homology), der PDZ-Doméne (PSD-95/discs-large/zona-occludens-1) und dem C-terminalen Prolin-
reichen Motiv sowie der SAM-Domaéne (sterile alpha motif). (modifiziert aus Sheng und Kim, 2000)

b: In-situ-Hybridisierungen von Hippokampus-Schnitten des Rattengehirns zeigen eine dendritische
Lokalisation der Shankl und 3 mRNAs. Der weil3e Strich (schrég) markiert die Molekularschicht
zwischen den Zellkorpern. (Balken = 1mm; modifiziert aus Bockers et al., 2004)

Die Shank-Proteine sind mit etwa 200 kDa relativ grof3 und weisen eine Vielzahl unterschied-
licher SpleiRvarianten auf, bei denen Doméanen fehlen oder alternative Start- und Stoppkodons
genutzt werden (Sheng and Kim, 2000). Die Spleivarianten scheinen teilweise auch
entwicklungsabhéngig reguliert zu sein (Lim et al., 1999). Shankl wird vor allem im Gehirn
exprimiert (Zitzer et al., 1999), Shank2 ist sowohl stark im Gehirn, as auch in Niere und Leber
vorhanden (Du et al., 1998) und Shank3 wird vor alem in Herz, Gehirn, Niere und Leber
gefunden (Lim et a., 1999). Die Uberexpression von Shankl fiihrt in hippokampalen
Neuronen zu einer veranderten Morphologie dendritischer Dornen. Diese sind Ausstilpungen
der dendritischen Membran auf denen sich exzitatorische Synapsen befinden. Shankl1
vermittelt die VergroRerung und Reifung der Kdpfe dendritischer Dornen (Sala et al., 2001).
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Interessanterweise wurden Mutationen im Shank3-Gen mit Symptomen des 22013.3
Mikrodeletionssyndrom in Verbindung gebracht. Dieses Syndrom ist eines der haufigsten
Ursachen fir kognitive Defizite, Autismus, verzogerte Entwicklung und neonatale Hypotonie
(Manning et a., 2004). Die genomische Deletion der C-terminalen SAM-Domane (Abb. 1.4a)
und der 3'UTR sowie andere Mutationen von Shank3 fihren in betroffenen Patienten zur
mentalen Retardierung und Sprachstérungen (Durand et al., 2006; Bonaglia et al., 2001 und
2006). Dabei handelt es sich in alen bekannten Falen um heterozygote Mutationen. Da aso
noch eine intakte Kopie des Shank3-Gens vorhanden ist, scheint es sich um einen sogenannten
gene dosage Effekt zu handeln. Dies zeigt, dass die genau eingestellte Menge der Shank-
Proteine im Gehirn wichtig fur die Entwicklung von Sprache und Kommunikation ist.
Ahnliche Symptome und autistische Verhaltensweisen wie bei der Shank3-Haploinsuffizienz
wurden auch in Patienten mit Mutationen der Neuroligine gefunden, welche an verschiedene
Proteine mit PDZ-Domanen wie Shankl und 3 oder PSD-95 binden konnen (Meyer et a.,
2004). Die postsynaptischen Neuroligine interagieren mit Neurexinen in der PréSynapse und
sind essentiell fur die Ausbildung synaptischer Kontakte (Brose, 1999). Moglicherweise ist
also der Proteinkomplex der Neuroligin und Shank-Proteine enthdlt an der Bildung
spezialisierter postsynaptischer Strukturen beteiligt, die kognitive Fahigkeiten sowie
Sprachkommunikation vermitteln.

In verschiedenen Gehirnregionen konnte fir die Shank-mRNA aul3erdem eine Lokalisation in
Dendriten nachgewiesen werden (Bockers et a., 2004). Die Shankl und 2 mRNAs wurden
dabel in Purkinje-Zellen im Cerebellum, die Shankl und 3 mRNAs im Hippokampus in
distalen Dendriten gefunden (Abb. 1.4b). Fur Shankl konnte innerhalb der 3 UTR ein 200
Nukleotide umfassendes DTE identifiziert werden (dendritic targeting element; Bockers et al.,
2004). Dieses Element weist keine Ahnlichkeit mit bekannten DTEs anderer dendritischer
MRNASs auf. Auch Shank2 und 3 enthalten keine homologe Sequenz innerhalb der 3 UTR.
Moglicherweise ist aso nicht die Primédrsequenz, sondern eine bestimmte Sekundarstruktur
von besonderer Bedeutung fur die Bindung interagierender Faktoren und damit den Transport
in die Dendriten. Die Regulation des Shankl mRNA-Transports kénnte sich andererseits auch
von den bekannten Mechanismen anderer dendritischer mRNAs unterscheiden. Poly-C-
bindende Proteine (PCBPs) wie z.B. hnRNP-E und hnRNP-K, sowie das Poly-A-bindende
Protein (PABP) konnten als trans-agierende Faktoren fir das Shank1-DTE identifiziert werden
(Iglauer, Dissertation 2005). In derselben Arbeit wurde gezeigt, dass die 5 UTR von Shank1
die Trandation von Reporter-Transkripten stark inhibiert.
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Moglicherweise wird die Translation der Shankl mRNA wéahrend des Transports und der
Lokalisation im Bereich der dendritischen Dornen also zunéchst inhibiert. Entwicklungs- oder
aktivitatsabhangig konnte diese Inhibition der Shank1-Synthese dann lokal aufgehoben
werden. Da Shank eines der wichtigsten Gerustproteine der postsynaptischen Dichte ist, wirde
die dendritische mRNA-Lokalisation z.B. eine lokale Steuerung der Synapsenbildung
ermoglichen. Die Shank-Synthese im Bereich der Synapsen kdnnte aul3erdem von Bedeutung
fur die Plagtizitdt und dem damit zusammenhéngenden Umbau der PSD sein. Die Shank-
Proteine in der PSD bilden durch Interaktion der SAM-Doméanen untereinander kompakte
Netzwerke. Diese Aggregatbildung konnte den Transport im Soma synthetisierter Shank-
Proteine erschweren. Auch hier wére die lokale Trandation von Vortell, da die Shank-

Aggregate direkt nach der Synthese in die PSD eingebaut werden kénnten.

1.4 Zidl der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es die Bedeutung der 5 und 3'untrandlatierten Bereiche der Shankl
MRNA fur die Expression dieses wichtigen PSD-Proteins in Neuronen zu untersuchen.
Zunéchst sollte der 3 UTR-abhangige Shankl mRNA-Transport in lebenden Neuronen mit
Hilfe von Time-lapse-Aufnahmen visuaisiert werden. Auflerdem sollte der Einfluss der
bekannten 3'UTR-bindenden Proteine wie hnRNP-K und PABP auf die dendritische
Lokalisation der Shank mRNA untersucht werden. Ein weiteres Ziel war die Charakterisierung
anderer in den mMRNA-Granula vorhandenen interagierenden Faktoren, sowie die Untersuchung
der Rolle des Cytoskel etts fur den dendritischen Transport.

Ein weiterer Tell der Arbeit beschéftigte sich mit der Untersuchung der lokalen Translation der
Shank1l mRNA. Ziel war es zunéchst den Mechanismus der 5’ UTR-abhangigen Inhibition der
Trandation mit Hilfe verschiedener Reporter-Systeme aufzukl&ren. Auflerdem sollte gezeigt
werden, wie diese Regul ationsmechanismen die Proteinsynthese und Verteilung von Shankl in

der postsynaptischen Dichte beeinflussen kénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materid

2.1.1 Chemikalien

Die Zusammensetzung aller Puffer und Medien ist im Anhang aufgefuhrt (Abschnitt 7.1). Alle
Chemikalien und Zellkulturreagenzien wurden soweit nicht anders vermerkt von den Firmen
Merck, Roth, Sigma-Aldrich, Invitrogen/Gibco oder PAA in reinst Qualitét (p.A.) bezogen.
Verwendete Enzyme stammten von NEB, Fermentas, Roche oder Promega.

2.1.2 Bakterienstamme, Zelllinien und Tiere

Fur alle Klonierungen wurden Escherichia coli Bakterien vom Stamm TOP10F (Invitrogen)
und zur Expression von rekombinanten Proteinen vom Stamm BL21-CodonPlus (Stratagene)
genutzt. Fur die eukaryotische Zellkultur wurden die Zelllinie HEK293 (Human Embryonic
Kidney, ATCC) und primére Neurone aus Rattus norvegicus (Stamm: Wistar; Tierhatung
UKE, Hamburg) verwendet.

2.1.3 DNA-Vektoren

Tab. 2.1: FUr Klonierungen verwendete DNA-Vektoren.

Vektor Beschrelbung/Resistenz Hersteller

pPEGFP Eukaryotische Expression, Enhanced Green BD-Biosciences
Fluorescent Protein, Kanamycin Clontech

pmRFP Eukaryotische Expression, Monomeric Red Katrin Falley (mMRFP-
Fluorescent Protein, Kanamycin, basierend auf Sequenz von Roger
den pEGFP Tsien, San Diego)

pCMV - Tag 2 Eukaryotische Expression , N-terminaler Flag- | Stratagene
Tag, Kanamycin

pcDNA3.1 Eukaryotische Expression, ohne Tag, Ampicillin | Invitrogen

pBlaulicht FUr in-vitro-Transkription, Photinus- Hans-Jirgen
Luciferase-Vektor, basiert auf pBluescript, Kreienkamp,
Ampicillin Hamburg
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Vektor Beschrelbung/Resistenz Hersteller

pBicFire Eukaryotische Expression, Bicistronischer Jan Christiansen,
Vektor mit Photinus- und Renilla-Luciferase, K openhagen
Ampicillin

pGEX-4T-2 Prokaryotische Expression, Glutathion-S- Amersham Pharmacia
Transferase, Ampicillin

pBluescript II SK+ | Fir in-vitro-Transkription, Ampicillin Stratagene

pCRII-TOPO Fur die Klonierung von PCR-Produkten, Invitrogen
Ampicillin und Kanamycin

Diein Tabelle 2.1 aufgelisteten Plasmide dienten als Ausgangsvektoren fur ale Klonierungen.
Die damit hergestellten Expressionskonstrukte sind im Anhang aufgefuhrt (Abschnitt 7.3).

2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide fir PCR und Sequenzierungen wurden bei Sigma-Aldrich
bestellt, mit tridestilliertem Wasser gelost und auf 10 pmol/pl eingestellt. Eine Liste aller
verwendeten Primer befindet sich im Anhang (Abschnitt 7.2).

2.1.5 Antikorper

In den Tabellen sind alle verwendeten Priméar- (Tab. 2.2) und Sekundéar-Antikorper (Tab. 2.3)
aufgefihrt. Zum Nachweis von Aktin-Filamenten wurde TRITC-gekoppeltes Phalloidin
verwendet (Verdinnung: 1:40, Molecular Probes).

Tab. 2.2: Ubersicht der eingesetzten Primar-Antikor per.
m = mouse (Maus); rb = rabbit (Kaninchen)

Verdinnung
Primar-Antikor per Hersteller Western Blot | Immuncytochemie
rb-Anti-ACGUORF Auftragsimmunisierung | 1:500

(Biogenes)

m-Anti-DIG-Cy3 Abcam 1:100
m-Anti-EGFP Covance 1:1.000
rb-Anti-EGFP Abcam 1:2.000
m-Anti-el F2a Abcam 1:1.000
rb-Anti-el F2a Phospho Abcam 1:500
m-Anti-Flag Sigma-Aldrich 1:10.000
rb-Anti-Flag Sigma-Aldrich 1:100
rb-Anti-KI1F5C ABR 1:200
rb-Anti-MAP2 (Serum) S. Kindler, Hamburg 1:5.000
rb-Anti-Neomycin- Upstate 1:1.000
Phosphotransferase 11
m-Anti-PSD-95 Upstate 1:1.000
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Primar-Antik or per Hersteller Western Blot | Immuncytochemie
rb-Anti-mRFP (Serum) Auftragsimmunisierung | 1:2.000 1:1.000
(Biogenes)
rb-Anti-Shank1-C-Term. Neuromics 1:1.000
rb-Anti-ShankNT (Serum) H.-J. Kreienkamp, 1:2.000
Hamburg
rb-Anti-ShankPDZ (Serum) | H.-J. Kreienkamp, 1:2.000
Hamburg
rb-Anti-Staufenl (Serum) S. Kindler, Hamburg 1:100
m-Anti-Tubulin Abcam 1:10.000 1:1.000
rb-Anti-Tubulin Abcam 1:500

Tab. 2.3: Ubersicht der eingesetzten Sekundar-Antikorper und Verdiunnungen.

Verdinnung
Sekundar -Antikor per Hersteller Western Blot | Immuncytochemie
Cy3-Anti-Maus 1gG Dianova 1:400
Cy3-Anti-Kaninchen 1gG Dianova 1:400
Cy5-Anti-Maus 1gG Dianova 1:500
Cy5-Anti-Kaninchen-1gG Dianova 1:500
Alexa-Fluor488-Anti-Maus | Molecular Probes 1:300
1gG
Alexa-Fluor488-Anti- Molecular Probes 1:300
Kaninchen IgG
HRP-Anti-Maus IgG Amersham 1:2.500
HRP-Anti-Kaninchen 19gG Amersham 1:2.500

2.2 Molekularbiol ogische M ethoden

2.2.1 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Zur gezielten Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion
genutzt. Der Gesamtansatz betrug dabei 50ul. Es wurden 10-100ng Plasmid-DNA as Matrize,

10-50pmol Primer und je 100umol Desoxyribonukleotide eingesetzt. Fir Klonierungen der
5 UTR von Shankl wurde aufgrund des hohen GC-Gehalts auch 10% Glycerol zugegeben.
Andere Komponenten der Reaktion wurden dann gemal3 den Empfehlungen des Herstellers zur

PCR mit der AmpliTag-Polymerase (Perkin Elmer) oder der Pfu-Turbo-Polymerase
(Stratagene) eingesetzt. Zunéchst wurde die DNA 2-5 Minuten bel 94°C denaturiert, es folgten
30-35 Zyklen aus 30 Sekunden 94°C, 55-65°C Primer-Anlagerung (5°C unter der von Sigma-
Aldrich berechneten Temperatur) und 72°C Elongation fur 1 Minute/1.000 Nukleotide.
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Im Anschluss erfolgte ein abschlief3ender V erlangerungsschritt bei 72°C fur 10 Minuten, wobel
im Falle der Pfu-PCR auch noch Tag-Polymerase zugegeben wurde um Uberhdngende A-
Enden zu erhalten. Dies ermdglichte nach Agarose-Gelelektrophorese und Aufreinigung der
PCR-Produkte die Klonierung in den pCRII-TOPO-Vektor (Invitrogen, Durchfiihrung nach
Herstellerangaben). Zur weiteren Klonierung der Fragmente waren diese entweder schon durch
die verwendeten Primer mit Restriktionsschnittstellen versehen oder es wurden Schnittstellen
des TOPO-V ektors genutzt.

2.2.2 Agarose-Gel el ektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten

Je nach Grof3e der Fragmente wurden 0,8 - 2%ige Gele fur horizontale nicht-denaturierende
Elektrophoresen hergestellt. Hierfir wurde Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht und nach
Abkihlen mit 0,2ug/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Plasmide, Restriktionsansdtze oder
PCRs wurden mit 5x DNA-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen aufgetragen und mit 1x
TAE-Laufpuffer bei 100V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Grof3enmarker wurden der | - und
Gene Ruler 100bp - Standard von Fermentas verwendet. Die Dokumentation erfolgte unter
UV-Licht, wobei gewunschte Fragmente ausgeschnitten und durch Bindung an Glasmilch aus

der Agarose isoliert werden konnten (Qiaex Il von Qiagen).
2.2.3 Restriktionsverdau und Ligation von DNA-Fragmenten

Plasmid-DNA wurde fur Klonierungen mit Restriktionsenzymen in 20-40ul Ansétzen verdaui.
Dabel wurde 1ug DNA fir Vektoren und 5ug fir die Isolierung von Fragmenten eingesetzt.
Der Verdau erfolgte mit je 5U Enzym und entsprechendem Puffer fir 2 Stunden bei 37°C.
Wenn in ener Klonierung nur ein Enzym verwendet wurde, musste der Vektor um
Religationen zu verhindern noch mit CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) fur 30
Minuten bei 37°C dephosphoryliert werden (Inaktivierung des Enzyms bei 85°C fur 15 min).
Falls glatte Enden erwiinscht waren, wurden, je nach verwendetem Enzym, Uberhéangende
Enden noch durch Zugabe von dNTPs und der T4 DNA-Polymerase aufgefillt. Anschlief3end
wurde der Restriktionsansatz auf ein Agarose-Gel aufgetragen, die gewinschten Fragmente
isoliert und fir DNA-Ligationen genutzt. Die linearisierte Vektor-DNA wurde hierbel mit dem
3-10fachen molaren Uberschuss an entsprechend geschnittenem DNA-Fragment in 10-20l
Ansdtzen zusammengegeben. Die Ligation erfolgte mit der T4 DNA-Ligase und
entsprechendem Puffer fur 1 Stunde bel Raumtemperatur oder tber Nacht bel 4-16°C.
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2.2.4 Herstellung von Deletionskonstrukten und Einfihrung von

Punktmutationen

Die Shank1l-5'UTR Deletionskonstrukte wurden z.T mit Hilfe vorhandener Restriktions-
schnittstellen hergestellt. Aufgrund des hohen GC-Gehalts der 5’UTR kam es aul3erdem bel
PCR-Reaktionen immer wieder zur zufélligen Synthese deletierter 5’ UTR-Fragmente, wobei
meist innerhalb der Sequenz mehrere Hundert Nukleotide fehlten. Diese Fragmente wurden aus
dem Gd isoliert, in TOPO-V ektoren kloniert sowie sequenziert und konnten dann ebenfalls as
Deletionskonstrukte verwendet werden. Um Punktmutationen in die 5UTR einzufihren
mussten mehrere PCRs kombiniert werden. Hierzu wurde eine 1.PCR mit einem forward
Primer (ermoglicht glattes 5 Ende), der die Punktmutation enthielt, und dem 5 UTR-Wildtyp
revers Primer (enthdt eine EcoRI-Schnittstelle) durchgeftihrt. Eine 2.PCR enthielt den 5 UTR-
Wildtyp forward Primer (ebenfalls mit EcoRI-Schnittstelle) und einen revers Primer
(erméglicht glattes 3'Ende), der in der Sequenz genau an den mutierten forward Primer der
1.PCR angrenzte. Beide Produkte wurden isoliert, mit EcoRI verdaut und dann gleichzeitig in
einen mit EcoRI linearisierten, dephosphorylierten Vektor ligiert. Dabei ist durch Ligation der
beiden glatten Enden der PCR-Produkte 1 und 2 wieder die vollstandige 5’ UTR entstanden, die
nun aber die gewlinschte Punktmutation enthielt und in die gewtnschten Vektoren kloniert
werden konnte. Nur fir die Mutation des 3.UAUGs in der 5UTR war diese Methode leider
nicht erfolgreich. Daher wurden hier eingefihrte Restriktionsschnittstellen genutzt. Der
mutierte forward Primer der 1.PCR enthielt eine BamHI-, der revers Primer der 2.PCR eine
Bglll-Schnittstelle. Diese erzeugten bei der Restriktion gleiche Uberhdngende Enden und
konnten ligiert werden. Durch diese Art der Klonierung musste jedoch zusétzlich zur
gewunschten eine 2.Punktmutation eingefiihrt werden (siehe auch Abb. 3.23).

2.2.5 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Zur Herstellung kompetenter Bakterien wurde aus einer Einzelkolonie (Stamm: TOP10F') eine
5ml Vorkultur gestartet (LB-Medium mit 15ug/ml Tetrazyklin) und dber Nacht bei 37°C
geschittelt. Damit wurde eine 500ml Kultur in LB-Medium ohne Zusétze angeimpft und bis zu
einer ODggo Von 0,3-0,6 bel 37°C inkubiert. Die Kultur konnte anschliefRend auf Eis vorgekihit
und bei 1000g/4°C fur 15 Minuten zentrifugiert werden.
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Das Pellet wurde in 50ml eiskaltem TSB resuspendiert, fur 15 Minuten auf Eis inkubiert, in
vorgekihlte Gefal3e aliquotiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte
bei -80°C.

Zur Transformation wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut und pro Ansatz 100ul kompetente
Zéellen zu 20ul 5x KCM-Puffer, 5ul Ligationsansatz oder 1pg Plasmid-DNA sowie 75l
tridestilliertem Wasser gegeben. Nach 20 Minuten Inkubation auf Eis und Hitzeschock bei
37°C fur 5 Minuten wurde der Ansatz mit 1ml LB-Medium versetzt und 1-2 Stunden bei 37°C
geschiittelt. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplatten (je nach Vektor mit 100 ug/mi
Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.6 Mini- und Midiprgparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mittels alkalischer Lyse (Sambrook et al., 1989) aus Bakterienkulturen
aufgereinigt. Zur Herstellung von bis zu 20ug DNA wurden die Puffer P1-3 und das
entsprechende Protokoll der Firma Qiagen verwendet (= Miniprgparation). Fir die
Aufreinigung von Plasmid-DNA in grofRerem Mal3stab und von hoherer Reinheit wurde der
NucleoBond-XtraMidi-Kit genutzt (Macherey&Nagel; = Midi- bzw. Maxipraparation). Die
DNA-Konzentration wurde mit einem Spektrophotometer durch Messung der Absorption bei
260nm bestimmt.

2.2.7 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden nach der Didesoxy-Methode (Sanger et a., 1977) mit dem
Abi Prism Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Mini-DNA wurde
zunéchst noch einmal geféllt und mit Ethanol gewaschen. Midi-DNA konnte direkt eingesetzt
werden. Es wurden dann 0,4-1ug DNA, 2ul PreMix Big Dye, 1ul Primer auf 10ul mit
tridestillierten Wasser aufgefillt und eine PCR durchgefihrt (96°C 1 min; 25x 96°C 20 s, 50°C
5's, 60°C 4 min). Die Reaktion wurde auf 20ul aufgeftillt und nach Zusatz von 2ul 3M NaAc,
sowie 55ul 100% Ethanol bei 13.000g 30 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%

Ethanol gewaschen, getrocknet und bis zur Sequenzierung bei -20°C eingefroren.
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2.2.8 In-vitro-Transkription und Translation

Fur die Untersuchung der Translation mit dem Luciferase-Reporter-System musste zunachst
RNA (Photinus Luciferase mit oder ohne Shank1-5UTR) hergestellt werden. Hierflr wurde
die in-vitro-Transkription nach Herstellerangaben mit dem mMessage-mMachine-cappedRNA-
Kit (T7-Promotor, Ambion) durchgefiihrt. Die Konzentration der RNA wurde im
Spektrophotometer durch Messung der Absorption bel 260nm bestimmt und 100ng RNA
wurden anschlief3end im in-vitro Ansatz in Kaninchen Retikul ozyten-Lysat nach dem Protokoall
des Herstellers trandatiert (Flexi Rabbit Retikulocyte Lysate System, Promega). Die Effizienz
der Translation wurde durch Messung der Luciferase-L umineszenz bestimmt (Luciferase Assay
System, Promega).

2.2.9 In-vitro-Transkription von DIG-markierten Sonden

Um in Neuronen mRNA nachzuweisen, wurden fir die jeweillige mRNA spezifische
Digoxigenin(DIG)-markierte Sonden hergestellt. Alle Losungen wurden RNase-frei und in
DEPC-Wasser angesetzt. Zunachst wurden 20ug Plasmid-DNA am 5 Ende (fur die Sense-
Sonde) oder am 3 Ende (fUr die Antisense-Sonde) der gewinschten Sequenz linearisiert
(Verdau in 100ul mit 20U Enzym), im Agarose-Gel analysiert und mittels Phenol/Chloroform-
Extraktion aufgereinigt. Fur diese Extraktion wurden zum Verdau zunéchst 2ul 0,5M EDTA,
pH 8.0 und 11yl 3M NaAc, pH 7.0 und 110ul Phenol/Chloroform gegeben und nach
grindlichem Mischen fiir 5 Minuten bei 13.000g zentrifugiert. Der walrige Uberstand wurde
abgenommen, die Extraktion wiederholt und anschlief3end einmal mit Chloroform préazipitiert.
Die DNA wurde dann mit 100% Ethanol gefdllt, gewaschen und das Pellet in 30ul DEPC-
Wasser gelost. Die so behandelte DNA diente nun als Matrize zur Synthese der DIG-
markierten Sonden. Hierzu wurde ein Nukleotid-Mix aus 1ul ATP, 0,65ul UTP, 1ul GTP, 1ul
CTP (alle 100mM) sowie 3ul DIG-UTP (10mM) und 3,35ul DEPC-Wasser angesetzt. Davon
wurden 2ul zu 2ul DNA, 4ul 5x Puffer, 1l RNase-Inhibitor, 10,3ul DEPC-Wasser und O, 7ul
T7 oder T3-Polymerase (Roche) gegeben. Die in-vitro-Transkription wurde 2 Stunden bel
37°C inkubiert, anschlief3end auf 100ul aufgeftllt und die noch enthaltene DNA mit 2ul DNase
verdaut (15 min, 37°C, Promega). Die RNA-Sonden wurden dann bei 70°C denaturiert und im
Agarose-Gel (TBE-Puffer) analysiert. Die Hydrolyse der Sonden in 200-300 Nukleotid-lange
Fragmente erfolgte durch Zugabe von 60pl DEPC-Wasser und je 20ul 0,4M NaHCO; und
0,6M Na;HCOg3 bei 60°C im Wasserbad.
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Die Dauer der Inkubation richtete sich nach der Lénge der Sonden:

t(mn)= Lo-Lf k =0,11 Schnitte pro Kilobase (kb) pro Minute
kxLoxLf Lo = Lénge der Sondein kb;
Lf = gewlnschte Lange der Fragmente (200-300 nt)

Danach wurden 1,3ul Essigsdure, 6,6ul 3M NaAc, pH 5.2 und 2ul Hefe-tRNA (Sigma)
zugegeben, mit 100% Ethanol prazipitiert (Uber Nacht bel -20°C, dann zentrifugieren),

gewaschen und das Pellet in 100ul DEPC-Wasser aufgenommen. Um die freien Nukleotide zu
entfernen wurden die Sonden anschlief3end in G25 MicroSpin-Saulen (Amersham) gereinigt
und im Gel analysiert.

2.3 Biochemische M ethoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gel el ektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts. Die
Gele wurden im Mini-Protean |1 oder |11 — System (Biorad) gegossen, wobel die Trenngele 6-
15% Polyacrylamid (Sambrook et a., 1989) enthielten. Die Proben wurden mit 5x Laemmli-
Puffer versetzt, bel 95°C fur 5 Minuten denaturiert und bei einer Spannung von 120-180 Volt
im Gel aufgetrennt. Als Marker dienten der Full Range Rainbow Marker (Amersham) bzw. der
Precision Plus Protein Sandard (Biorad). Um sehr kleine Proteine (5-15kDa) nachzuweisen,
wurden spezielle Tricin-Gele hergestellt (Schégger und Jagow, 1987).

2.3.2 Proteinnachweis im Western Blot

In der SDS-PAGE aufgetrennte Proteine konnen zum Nachweis mit spezifischen Antikorpern
im Western Blot auf Nitrocellulose-Membranen (Protan, Schleicher und Schuell) transferiert
werden. Hierzu wurden Gele, Membranen und Whatman-Papiere (Schleicher und Schuell) kurz
im Transfer-Puffer aquilibriert und nach Herstellerangaben zusammengesetzt (Mini-Trans-Blot
Apparatur, Wet Blot, Biorad). Der Transfer erfolgte dann bei 100 Volt im Transfer-Puffer fur
eine Stunde. Danach wurde die Membran in 5% Milchpulver (Topfer) in TBST fur eine
Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C geblockt. Die Inkubation mit dem
Primar-Antikorper erfolgte ebenfalls in dieser Blockier-Losung fur 2 Stunden bei

Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C.
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Danach wurde die Membran mindestens dreimal mit TBS-T gewaschen (je 5-15 min) und fir
eine Stunde mit dem HRP-gekoppelten (Horse Radish Peroxidase) Sekundar-Antikérper in
TBS-T inkubiert. Nach dreimaligem Waschen konnte der Western Blot dann mit Hilfe des
ECL-Reagenz (Enhanced Chemiluminescence, Amersham) nach Herstellerangaben entwickelt
werden, wobei die Detektion durch Belichtung von Rontgenfilmen erfolgte (Cronex5 Medical
X-Ray, Agfa).

2.3.3 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen,

Protei nbestimmung und Coomassie-Farbung

Um polyklonale Antikérper gegen mRFP und das ACG-uORF-Peptid in Kaninchen
herzustellen (Firma Biogenes) musste die gewinschte Sequenz as Glutathion-S
Transferase(GST)-Fusionsprotein aus transformierten Bakterien aufgereinigt werden. Hierzu
wurde aus einer 5ml Vorkultur (37°C, Uber Nacht) eine 200ml Kultur angeimpft (jeweils LB +
100ug/ml Ampicillin) und diese bis zu einer ODgy Von 0,6 bei 37°C wachsen gelassen. Die
Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG fur 2 Stunden bei
37°C. Die Kultur wurde anschlief3end zentrifugiert (5.000rpm, GSA Sorvall A6.14, 15 min,
4°C), das Pellet in 10ml kaltem STE aufgenommen, nochmals zentrifugiert und wieder in 10ml
STE resuspendiert. Nach Zugabe von 100ul Lysozym (10 mg/ml) und Protease-Inhibitoren (10
pug/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin, 100 uM PM SF) wurde 20 Minuten auf Eis inkubiert, Uber
Nacht bei -20°C eingefroren und nach dem Auftauen gegebenfalls 5x 5 Sekunden mit
Ultraschall behandelt. Danach wurde die Losung mit 2 ml Triton X-100 (aus 10% in PBYS)
versetzt, 20 Minuten auf Eis inkubiert und zentrifugiert (16.000rpm, Corex Sorvall A8.24, 25
min, 4°C). Der Uberstand wurde dann zu 1-2ml Glutathion-Sepharose (vorher 2x mit STE
waschen, 500g, 5 min) gegeben und fur 30 Minuten oder tber Nacht bei 4°C auf dem Rotator
inkubiert. Die Sepharose konnte nach 3-5 Waschschritten (mit je 10ml STE, 5009, 5 min) auf
eine Saule gegeben und das GST-Fusionsprotein mit 4x 0,5ml Elutionspuffer von der
Sepharose gel6st werden.

Die Proteinkonzentration wurde dann durch den Bradford-Test bestimmt. Als Vergleich diente
eine BSA-Standardreihe von 0,5-8ug/20ul Wasser. Die Probe selbst wurde ebenfalls in 20pl
Wasser verdinnt und wie der Standard mit 180pul Bradford-Reagenz versetzt. Nach 5 Minuten
erfolgte die Extinktionsmessung bei 620nm im ELISA-Reader und die Auswertung anhand der

Standardkurve im Programm Excel (Microsoft).
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Die Grof3e des Proteins wurde in der SDS-PAGE mit anschlief3ender Coomassie-Farbung
Uberprift. Hierzu wurde das Gel zunéchst 20 Minuten in Coomassie-L6sung geféarbt und dann

mit Entfarbe-L dsung gewaschen.

2.3.4 Aufreinigung von Proteinen durch GKAP-Sepharose und

Proteinsequenzierung

Um en durch einen upstream Open Reading Frame der Shankl 5 UTR kodiertes Protein
mittels Proteinsequenzierung analysieren zu kdnnen, wurde diese Sequenz in einen Vektor
kloniert, der fur die Shankl PDZ-Domane kodiert. Diese Doméne bindet spezifisch an ein
Peptid der letzten 10 Aminosauren des PSD-Proteins GKAP/SAPAPL aus der Ratte (Sequenz:
IYIPEAQTRL; Brendel et a., 2004). Dieses Peptid (3mg in NHS-Kopplungspuffer) wurde
kovalent nach Angaben des Herstellers an 1 ml aktivierte NHS-Sepharose (4 Fast Flow,
Amersham) gebunden. Mit dem PDZ-Konstrukt transfizierte HEK-Zellen (zehn 10cm-Schalen)
wurden in je 1ml RIPA-Puffer (+ Protease-Inhibitoren) geerntet und 5 Minuten bei 14.000g
zentrifugiert. Die Uberstande wurden vereinigt und auf 50-150u1 GKAP-Sepharose gegeben
und 2 Stunden oder Uber Nacht bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. Danach wurde 3-5 mal mit
RIPA gewaschen, 5x Laemmli-Puffer zugegeben und bei 95°C gekocht um das PDZ-Protein
von der GKAP-Sepharose zu |6sen. Nach Zentrifugation (13.000g, 5 min) wurde der Uberstand
dann vollstandig auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und el ektrophoretisch aufgetrennt. Die
gewlnschte Bande konnte nach der Coomassie-Férbung ausgeschnitten, eingefroren und zur
Sequenzierung in ein Service-Labor gegeben werden (Friedrich Buck, UKE Hamburg). Hierbei
wurde die Probe im Gel mit Trypsin verdaut (Shevchenko et al., 1996) und extrahierte Peptide
Uber ZipTip-Saulen (Millipore) gereinigt, aufkonzentriert und mit dem ES-Qtof2-
M assenspektrometer (Micromass) analysiert.

2.3.5 Aufreinigung polyklonaler Antikorper aus Serum

Etwa 500ug des fur die Antikorper-Herstellung verwendeten GST-Fusionsproteins wurde unter
Verwendung einer durchgehenden Geltasche mittels SDS-PAGE und Western Blot auf eine

Nitrocdllulose-Membran transferiert.
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Die Membran wurde mittels Ponceau S (0,2% in 3% Trichloressigsdure / 3% Sulfosalicylsaure)
geféarbt, die GST-Fusionsprotein-Bande ausgeschnitten und mit Wasser entfarbt. Nach dem
Blocken der Membran mit 3% BSA in PBS fur eine Stunde, wurde 1ml des hitzeinaktivierten
Antiserumsin 10ml 3% BSA in PBS verdiinnt und die Membran damit fiir 2 Stunden oder Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte mit 150 mM NaCl fur 10 Minuten, sowie
dreimaliges Waschen mit PBS fur 5 Minuten. Die gereinigten Antikorper konnten dann mit
1ml Elutionspuffer in 10 Minuten von der Membran gel6st werden, wobei der Elutionspuffer
dann sofort mit 0,2ml 2 M TrigHCI, pH 8.0 neutralisiert wurde. Die Antikorper wurden
anschlief3end mittels Dialyse in PBS umgepuffert.

2.3.6 Dual-Luciferase-Bestimmungen

Die Dual-Luciferase-Konstrukte wurden in HEK-Zellen oder Neuronen transfiziert und 24
Stunden exprimiert. Anschliefend wurden die Zellen lysiert und die Lumineszenz der
Photinus- und Renilla-Luciferase bestimmt. Alle Puffer und Reagenzien stammten dabel aus
dem Dual Luciferase Assay System (Promega) und wurden den Herstell erangaben entsprechend

verwendet.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung und Transfektion von HEK-Zellen

Die humane, embryonale Nierenzelllinie HEK293 wurde in DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Lonza) und 10% FCS (fétales Kélberserum, PAA) bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen mit Versene-Puffer gewaschen und nach Zugabe
von 0,5ml/10cm Schale Trypsin (0,25% in Versene) 5 Minuten im Inkubator von der Schale
abgelost. Das Trypsin wurde durch Zugabe von 10ml DMEM inaktiviert, die Zellen
resuspendiert und je nach Anwendung 1:4 - 1:10 verdinnt wieder ausplattiert. Die Zellen
wurden so alle 3-4 Tage passagiert. Die transiente Transfektion der HEK-Zellen erfolgte mit
FUGENE 6 oder FUGENE-HD (Roche) nach Herstellerangaben.
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2.4.2 Kultivierung und Transfektion priméarer Neurone

Hippokampus- und Cortex-Neurone wurden aus 18-20 Tage alten Rattenembryonen prapariert.
Dabel wurden zunéachst die Hippokampi aus den cortikalen Hemispheren isoliert. Diese wurden
dann in 1x HBSS/100pg/ml Penicillin-Streptomycin (Hanks Balanced Salt Solution, Gibco)
gesammelt, ebenso wie die sauber praparierten Cortex-Halften (ohne Haute). Alle Angaben
gelten fur 12 Gehirne, also 24 Hippokampi und Cortices.

Hippokampus: Zu 4,5ml HBSS mit den Hippokampi wurden 0,5ml Trypsin (2,5%) gegeben
und 15 Minuten bei 37°C im dicht verschlossenen Gefal3 leicht schwenkend inkubiert. Danach
wurde dreima je 5 Minuten mit insgesamt 50ml Ausplattier-Medium: MEM mit 10%
Pferdeserum (PAA) und 0,6% Glucose gewaschen, wobel die zusammenhéngenden
Hippokampi jeweils abgesaugt und in ein neues Gefal? Uberfuhrt wurden. Danach erfolgte die
Trituation in 3ml Medium mit einer normalen und anschlief3end einer verengten feuerpolierten,
gestopften Glaspasteurpipette (je 15mal pipettieren). Nach dem Auffullen auf 14ml
Ausplattiermedium wurden die Neuronen gezahlt (Neubauer-Zahlkammer) und in einer Dichte
von 1,5 - 2 x 10° Zellen pro ml ausplattiert. Dafiir wurden 18mm Deckglaschen (Assistent, 2x
in 100% Ethanol gewaschen, 1x in tridestillierten Wasser und 4 Stunden bei 180°C gebacken)
verwendet. Diese Deckglaschen wurden vor dem Ausplattieren mit Poly-L-Lysin (1 mg/ml in
Borat-Puffer) beschichtet und dreimal mit tridestilliertem Wasser gewaschen.

Cortex: Die Cortex-Haften wurden zerkleinert und 30 Minuten mit 0,25% Trypsin in 25ml
HBSS bei 37°C geschiittelt. Danach wurde dreimal 5 Minuten mit je 50ml Ausplattier-Medium
gewaschen, das Gewebe dann in 20ml Medium mit der 10ml-Pipette grob zerkleinert und
anschlieffend in 5ml-Aliquots, wie oben beschrieben, trituiert. Die Losung wurde dann
vorsichtig durch eine Nylongaze gefiltert (Cellstrainer, 40um, Falcon) und die Zellzahl
bestimmt. Etwa 3 - 10 x 10° Neurone pro ml wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete Platten
gegeben.

Nach dem Absetzen der Neurone (2-4 Stunden) wurde das Ausplattiermedium gegen
Neurobasal-Medium ausgetauscht. Dies enthielt 1x B-27 Supplement (Gibco), 0,5 mM L-
Glutamin und 25 uM Glutamat. Der erste Mediumwechsel erfolgte 3-4 Tage nach der
Praparation, dabei wurde die Hafte des Neurobasal-Mediums ausgetauscht. Dieses enthielt B-
27, L-Glutamin und 7uM AraC (Sigma), welches Wachstum, Zellteilung und somit die
Ausbreitung von Fibroblasten hemmt. Ein weiterer Mediumwechsel mit Neurobasal/B-27/L-
Glutamin erfolgte mit der Transfektion an Tag 7 oder bei nicht transfizierten Kulturen an Tag
0.
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Transfektion: Die Transfektion der Neurone erfolgte an Tag 7 in Kultur mittels
Cal ciumphosphat-Prézipitation. Zur Transfektion von 2 wells (12 well — Platte, Nunc) wurden
0,5-5ug Plasmid-DNA mit tridestilliertem Wasser auf 90ul aufgefdllt und dann 10ul 2,5 M
CaCl, zugegeben. Anschlief3end wurden 100ul 2x BBS (pH 6,96) unter standigem Mischen
(Vortex) langsam zugetropft. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden je
100ul Préazipitat auf die Zellen getropft und das Neurobasal-Medium nach 3 Stunden und drei
Waschschritten mit 1x HBSS, gewechselt.

2.4.3 Stimulierung von Zellkulturen und Herstellung von Zelllysaten

Tabelle 2.4 zeigt dle genutzten Zellgifte und stimulierenden oder inhibierenden Reagenzien,
sowie die eingesetzten Mengen und Inkubationszeiten. Alle Chemikalien waren dabei in
DM SO (Dimethylsulfoxid) gelost.

Tab. 2.4: Ubersicht verwendeter Zellgifte und stimulierender/inhibierender Reagenzien.

Name der Reagenz Konzentration Inkubationszeit
Colcemid 10 pg/mi 30 Minuten
CytochalasinD 5 pg/ml 2-4 Stunden
Natrium-Arsenit 50 uM Uber Nacht
Nocodazol 6 pug/mi 4 Stunden
Thapsigargin 1uM Uber Nacht
Vinblastin 5uM 3 Stunden
Vincristin 3 UM 5 Stunden

Fir mikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen anschlief3end fixiert und

immuncytochemisch geférbt (siehe 2.4.4 und 2.4.5).

Fur biochemische Analysen erfolgte nach dem Waschen mit PBS die Lyse der Zellen auf Eis
mit RIPA-Puffer (+ Protease-Inhibitoren; 100ul fur ein well einer 12well-Schale, 1ml fir eine
10cm-Schale) fur 15 Minuten. Das Zelllysat wurde fur 10 Minuten bei 13.000g und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand mit 5x Laemmli-Puffer versetzt, bei 95°C gekocht sowie in
SDS-PAGE und Western Blot analysiert.
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2.4.4 Fixierung, Permeabilisierung und immuncytochemische Farbung

von kultivierten Neuronen

Zum mikroskopischen Nachweis von Proteinen in Neuronen wurden diese zundchst mit PBS
gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd in PBS (w/v) fir 20 Minuten fixiert. Nach einem
weiteren Waschschritt erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,2% Triton X-100 in PBS
(v/v) fur 2 Minuten. Anschlief3end wurden die Neurone mit PBS grundlich gewaschen und mit
2% Pferdeserum/PBS 2 Stunden blockiert. Die Inkubation mit dem Primér-Antikorper erfolgte
ebenfalls verdinnt in 2% Pferdeserum / PBS fur 2-4 Stunden bel Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4°C. Nach dem Waschen mit PBS (3x 10 Minuten) wurde der Sekundar-Antikorper
in 2% Pferdeserum/PBS fUr eine Stunde bei Raumtemperatur zugegeben, erneut gewaschen
und die Deckglaschen dann in Permafluor (Beckman Coulter) eingebettet.

2.4.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung kultivierter Neurone mit
spezifischen RNA-Sonden und damit kombinierte
| mmuncytochemie (FISH/ICC)

Alle Lésungen wurden RNase-frel und in DEPC-Wasser angesetzt. Fur die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung wurden die Neurone zunéchst mit PBS/4% Saccharose gewaschen, dann
far 20 Minuten fixiert (4% PFA, 4% Saccharose, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl,in PBS), wieder
gewaschen und mit 0,2% Triton in PBS 2 Minuten permeabilisiert. Danach wurden die
Neurone dreimal mit 2 mM MQgCl, in PBS gewaschen, getrocknet (etwa 30 Minuten auf
Zellstoff) und bei -80°C bis zu ihrer Verwendung eingefroren.

Tab. 2.5: Zusammensetzung der Prahybridisierungs- und Hybridisierungsldsung

L 6sung Stock Endkonzentration | Menge fir en Deckglas
(Pra- + Hybridisierungslsg)

Formamid(deionisiert) 100% 50% 50ul

SSC 20X 5x 25ul

Denhardt’s LOsung 100x 5x 5ul

SDS 10% 0,2% 2ul

Heparin 50 pg/ul 50 pg/mi 0,1l

tRNA (Hefe) 10 pg/ul 250 pg/mi 2,5ul

Die Pr&/Hybridisierungslésung wurde wie in Tabelle 2.5 dargestellt angesetzt. Die Losung
wurde dann in zwei Gefél3e verteilt (je 42,3ul).
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Fur die Praéhybridisierung wurden zuvor 5,2ul DEPC-Wasser mit 2,5ul Hering-Sperma DNA
(5 pg/ul, Sigma) fur 5 Minuten aufgekocht, gleich auf Eis abgekihlt und in das erste Gefal3
gegeben (insgesamt dann 50ul pro 18mm Deckglas). In der gleichen Weise wurden DEPC-
Wasser, Hering-Sperma DNA und die Digoxigenin-markierte RNA-Sonde (siehe auch 2.2.9,
200-400 ng/ml bzw. 1:200 verdunnt, die genaue Menge musste fir jede Sonde empirisch
bestimmt werden) aufgekocht, auf Eis gelagert und spéter fir die Hybridisierung in das zweite
Geféld gegeben. Die Prahybridisierung erfolgte fir 2 Stunden bei 50°C in einer feuchten
Kammer (50% Formamid), wobel die Deckglaschen umgedreht in einen Tropfen (50ul) der
Losung auf mit Parafilm beschichteten Objekttragern (Marienfeld) gelegt wurden. Auf die
gleiche Weise wurden die Deckgldschen dann in die Hybridisierungsiésung mit der
spezifischen Sonde gegeben und Uber Nacht bei 50°C inkubiert. Danach erfolgten je 2
Waschschritte mit 1x SSC/0,1% SDS (je 5 min); 0,2x SSC/0,1% SDS (je 10 min bei 50°C) und
100 mM Tris, pH 7.5/150 mM NaCl (= Puffer 1, je 5 min). Anschliefiend wurden die
Deckglaschen 1-2 Stunden mit 1% Blockier-Reagenz (Roche, in Puffer 1) inkubiert. Die
Inkubation mit den Priméar-Antikdrpern (Anti-DIG-Cy3, kombiniert mit weiteren gewlnschten
Antikorpern) erfolgte ebenfalls in Blockier-Reagenz fur 4 Stunden bei Raumtemperatur. Nach
dem Waschen mit Puffer 1 wurden auch die Sekundar-Antikorper in Blockier-Reagenz
verdinnt, fir eine Stunde zugegeben, wiederum mit Puffer 1 gewaschen und in Permafluor
eingebettet.

2.4.6 Mikroskopie, Time-lapse-Analysen und statistische Auswertung

Die Analyse der immuncytochemisch geféarbten Zellen erfolgte am Axiovert135 — Fluoreszenz-
Mikroskop (Zeiss) mit dem Programm OpenLab 2.2.5 (Improvision). Fir konfokale
Aufnahmen wurde ein Laserscan-Mikroskop (Leica, ZMNH, Hamburg) und das Programm
LSM 3.96 verwendet. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit PaintShopPro (Corel).

Die Time-lapse-Aufnahmen wurden mit dem Axiovert200 (Zeiss) und dem Programm MetaVue
6.2r6 (Universal Imaging) durchgefihrt. Die Neuronen wurden hierfir auf spezielle Schalen
mit eingelassenem Deckglas (MatTek, Ashland USA) plattiert und das Medium fir die
Aufnahmen durch vorgewarmten, physiologischen HEPES-Puffer ersetzt. Filme wurden durch
Bearbeitung der Einzelbilder im Programm iMovie (Apple) erhalten.

Fur statistische Auswertungen wurden in dieser Arbeit Mittelwerte, Standardabweichungen
und p-Werte nach dem Sudent’ s t-test mit Excel (Microsoft) berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur dendritischen Lokalisation der Shank1

MRNA in kultivierten Hippokampus-Neuronen

3.1.1 Nachweis der dendritischen Lokalisation der endogenen
Shankl mRNA und Einflussder 3 UTR

Ein Ziel dieser Arbeit war es die Lokalisation von Shankl mRNA-Granula und die Regulation
ihres Transports in kultivierten Neuronen zu untersuchen. Dabei wurde sowohl ein System fir
die Untersuchung des mRNA-Transports in lebenden Zellen etabliert, als auch Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierungen fixierter Hippokampus-Neurone durchgefihrt. AufRerdem wurde der
Einfluss méglicher interagierender Proteine auf die mRNA-L okalisation betrachtet.

Eine dendritische Lokalisation der Shankl mRNA konnte erstmals mit Hilfe von in-situ-
Hybridisierungen an Gehirnschnitten aus Rattus norvegicus nachgewiesen werden. Diese
dendritische mMRNA-Lokalisation wird von der Shankl 3UTR vermittelt (Bockers et al.,
2004). Die 3 UTR in Rattus norvegicus umfasst 2350 Nukleotide (nt) und weist innerhalb der
ersten 200 und der letzten 488 nt eine hohe Ubereinstimmung mit der humanen Sequenz auf.
Die dazwischen liegenden Nukleotide sind in der humanen Sequenz wenig konserviert und
koénnen ds Intron herausgespleifdt werden. Transfektion verschiedener Reporter-mRNAS und
anschlieffende in-situ-Hybridisierung in kultivierten Neuronen fuhrte zur Identifizierung eines
dendritic targeting elements = DTE innnerhalb der ersten 200 nt der Shank1-3' UTR (Segger-
Junius, Dissertation 2003).

Die dendritische Lokalisation der endogenen Shankl mRNA wurde bisher nur in Hirn-
schnitten gezeigt und zur weiteren Betrachtung mit transfizierten Reporter-Konstrukten
gearbeitet. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zundchst untersucht, ob die mRNA in
kultivierten Hippokampus-Neuronen auch endogen dendritisch lokalisiert ist. Hierzu wurde ein
Gemisch DIG-markierter RNA-Sonden hergestellt, die ale Bereiche der Shankl mRNA
Uberlappend abdecken.
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Diese Sonden wurden anschlief3end von Cy3-gekoppelten Antikdrpern erkannt und geféarbt. Ab
dem 8. Tag nach dem Ausplattieren der Zellen (div8 = days in vitro) konnten mRNA-Granula
in distalen Dendriten gefunden werden. Die Anzahl der cytoplasmatisch und dendritisch
lokalisierten Shankl MRNA-Granula nimmt bis div2l stark zu. In Abbildung 3.1 sind
exemplarisch Neuronen nach 5, 8, 14 oder 21 Tagen in Kultur dargestellt. Als Marker fir
Dendriten wurde das Mikrotubuli-assoziierte Protein MAP2 verwendet, welches in
kombinierten Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen und Immuncytochemie-Experimenten
(FISH/ICC) mit der Shankl mRNA gleichzeitig geférbt werden konnte. Im Gegensatz zur
Kontrolle (Sense-Sonde, Abb. 3.1, Bild E) zeigte nur die spezifische Shank1-Sonde (Abb. 3.1,
Bild A-D) Transportkomplexe in Cytoplasma und Dendriten.

Shank1 mRNA MAP2 ShanklmRNA  MAP2
div5 ' “XE

Abb. 3.1: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) zeigen, dass die endogene Shank1
MRNA in kultivierten Neuronen dendritisch lokalisiert ist.

Gezeigt sind fixierte hippokampale Neurone an div5,8,14 und 21 (div = days in-vitro) nach Farbung mit
kombinierter FISH/ICC. Eine Shank1-spezifische DIG-markierte RNA-Sonde wurde zum Nachweis der
endogenen mMRNA verwendet (FISH, Bild A-D; rot). Die Sense-Sonde diente as Kontrolle und zeigte
keine unspezifischen Signale in Dendriten (E). Die Sonden wurden mittels Cy3-gekoppeltem DIG-
Antikorper gefarbt (Bild A-E; rot). Als dendritischer Marker wurde aulferdem MAP2
immuncytochemisch nachgewiesen (ICC, A’-E’; grin). Deutlich wird, dass erst ab div8 Granula in
distalen Dendriten nachgewiesen werden kénnen, wobel deren Zahl bis div21 stark zunimmt. (Balken =
20um).
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a Shankla mRNA GFP Uberlagerung
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Abb. 3.2: Die Shank1-3'UTR vermittelt die dendritische L okalisation der Shank1l mRNA.
a: Kultivierte Hippokampus-Neurone wurden mit GFP-Shankla-Konstrukten (mit 3'UTR = Bild A-A”’
oder ohne 3'UTR = Bild B-B’’) transfiziert, an divl4 fixiert und mittels kombinierter FISH/ICC
geférbt. Dabei wurden DIG-markierte GFP-spezifische Sonden verwendet (A,B; rot) und gleichzeitig
das GFP-Protein geféarbt (A’,B’; grin). (Baken = 20um) b: Statistische Auswertung der mRNA-
Transporteffizienz: Es wurden 30 Neurone aus mindestens 3 Experimenten fotografiert und die Anzahl
der mRNA-Granula in einem distalen 50pm-Abschnitt des Dendriten bestimmt (distal = mindestens
einen Zellkorperdurchmesser vom Soma entfernt). Bei vorhandener 3'UTR gibt es durchschnittlich 17,
ohne 3'UTR nur 2 mRNA-Granulaim 50um Dendritenabschnitt (p < 0,002).

Abbildung 3.2 zeigt den Einfluss der Shank1-3'UTR auf den dendritischen Transport einer fr
GFP-Shank1a kodierenden mRNA. Die Proteine Shankla und b sind Spleil3varianten, welche
sich im C-Terminus unterscheiden. Shankla enthdlt im Gegensatz zu Shank1b die komplette
SAM-Doméne. Die Shankla-Plasmide wurden von Carlo Sala (Institute of Neuroscience,
Mailand) zur Verfigung gestellt, in Hippokampus-Neurone transfiziert und diese mittels
kombinierter FISH/ICC geféarbt (spezifische DIG-Sonden fur die GFP-mRNA in Kombination
mit GFP-Antikorpern). Die GFP-Shankla mRNA kann nur dann in distalen Bereichen der
Dendriten nachgewiesen werden, wenn die 3 UTR vorhanden ist (Abb. 3.2a; Bild A).
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In Abbildung 3.2b ist die statistische Auswertung zur mRNA-Transporteffizienz mit und ohne
3'UTR graphisch dargestellt (je 30 Neurone aus 3 Experimenten, Anzahl der mRNA-Granula
in einem distalen 50pum umfassenden Dendritenabschnitt). Im Gegensatz zur unterschiedlichen
Lokalisation der Transkripte (Abb. 3.2a, Bild A und B) scheint die synaptische Lokalisation
und somatodendritische Verteilung des GFP-Shankla-Proteins (Bild A’ und B’) in den
Neuronen jedoch nicht verandert.

Fur die nachfolgenden Untersuchungen des mRNA-Transports wurden, trotz der Moglichkeit
die endogene Shankl mMRNA zu féarben, meist Reporter-Konstrukte mit der Shankl 3 UTR
verwendet. Grund hierfur ist die vergleichsweise schwache Farbung der endogenen mRNA in
Dendriten, die sehr schnell ausbleicht und bei gleichzeitiger Uberexpression anderer Proteine
(siehe Abschnitt 3.1.3) mittels in-situ-Hybridisierung kaum noch sichtbar ist. Auf3erdem
ermdglichten diese Reporter-Konstrukte im Gegensatz zur endogenen Farbung auch die

Visualisierung des mRNA-Transports in |ebenden Neuronen (Abschnitt 3.1.2).

3.1.2 Darstellung des Shank1l mRNA-Transports in lebenden Neuronen

3.1.2.1 Die Methode: Das GFP-M S2-System

Die Visuadisierung von mRNA in Zellen mittels in-situ-Hybridisierung erlaubt nur die
Untersuchung der Lokalisation nicht aber der Dynamik des mRNA-Transports. Daher wurde
fur die Betrachtung der Shankl mRNA-Granula in lebenden Neuronen das sogenannte GFP-
M S2/Bakteriophagen-System etabliert (Abb. 3.3). Dieses wurde erstmals in Hefen verwendet
(Bertrand et al., 1998) und zum Beispiel auch zur Darstellung des 3'UTR-abhangigen
Trangports der CaMKlla mRNA in Neuronen genutzt (Rook et al., 2000).

Ein aus dem MS2-Bakteriophagen stammendes Strukturprotein wurde in diesem System so
manipuliert, dass keine Phagen-Capsid-Struktur mehr gebildet werden kann. Es bindet mit
hoher Affinitédt an die ebenfalls aus diesem Phagen stammenden MS2-RNA-Loops. An das
MS2-Protein wurde zur Detektion N-terminal GFP fusioniert und auf3erdem am C-Terminus
eine starke Kernlokalisationssequenz angefligt, so dass nicht an die RNA gebundenes GFP-
MS2-Protein im Zellkern zurtickgehalten wird. Dieses und ein fur die MS2-RNA-Loops
kodierendes Plasmid wurden von Kenneth S. Kosik (Harvard Medical School, Boston) bzw.
Robert H. Singer (Albert Einstein College, NY) zur Verfigung gestellt. Jeder von einem GFP-
M S2-Protein-Dimer mit hoher Affinitét gebundener RNA-Loop besteht aus 19 Nukleotiden.
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Zur Signalverstarkung wurden 8 Wiederholungen dieser MS2-Bindestelle an das Reportergen
MRFP (monomeres rot fluoreszierendes Protein) kloniert. Stromabwaérts wurde die Shank1-
3'UTR eingeflgt, so dass eine indirekt von GFP erkannte Fusions-mRNA entsteht, die entlang

der Dendriten transportiert wird.

Konstrukt 1: Protein
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- M

9
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v v
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i A . t . 3UTR
M (DTE)
M S2-bindende RNA-Loops
_

—
Konstrukt 2: mRNA

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des GFP-MS2-Systems zur Visualiserung des
MRNA-Transportsin lebenden Zelen.

In diesem Live-lmaging-System wird eine Fusions-Reporter-mRNA von einem fluoreszierenden
Fusions-Protein erkannt. Das mMRNA-Konstrukt besteht aus der kodierenden Region fuir mRFP, den
MS2-RNA-Loops und der Shankl 3'UTR. Die MS2-RNA-Loops werden spezifisch vom MS2-Protein
gebunden, welches an GFP fusioniert ist, so dass nach Kotransfektion beider Konstrukte die mRNA
indirekt grin fluoreszierend beobachtet werden kann. Die Shank1-5'UTR ist an mRFP fusioniert um
die Trandlation der Reporter-mRNA zu kontrollieren.

Abb. 3.4. Die Shankl-5UTR
inhibiert die mRFP - Expression
vollstandig ohnedie L okalisation der
MRNA zu beeinflussen.

Das GFP-MS2- und die mRFP-MS2-
RNA-Loop-3'UTR-Konstrukte wurden in
div7 Neurone kotransfiziert und 24h spéter
fixiert. Deutlich wird, dass die Shankl
5'UTR die Trandation der Reporter-
MRNA vollsténdig inhibiert und keine rote
Fluoreszenz mehr nachgewiesen werden
kann (A‘). Die Lokaisation der mRFP-
MRNA konnte durch das gebundene GFP-
MS2-Protein nachgewiesen werden (siehe
auch Abb. 3.3). Die 5'UTR scheint dabel
keinen Einfluss auf die durch die Shank1-
3'UTR vermittelte mRNA-Lokalisation in
dislalen Dendriten zu haben (A,B).
(Balken = 20um)

GFP-MS2/mRNA
+3'UTR mRFP

+5'UTR

-5°UTR
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Urspringlich wurde mRFP als Reporter gewdhlt um auch die 5 UTR-abhédngige lokale
Trandation (siehe auch Abschnitt 3.2) der Shankl mMRNA im Live-lmaging untersuchen zu
koénnen. Versuche hierzu waren aufgrund zu geringer Sensitivitédt und starkem Ausbleichen
jedoch nicht erfolgreich. Abbildung 3.4 zeigt, dass die Shank1-5UTR die Trandation der
MRFP mRNA vollstandig inhibiert und somit keine rote Fluoreszenz nachweisbar ist. Dies
ermdglichte fir nachfolgende Versuche die rote Farbung der Reporter-mRNA (5" UTR-mRFP-
(MS2-Loops)-3' UTR) mit DIG-markierten Sonden und Cy3-gekoppelten DIG-Antikérpern in
kombinierten FISH/ICC-Analysen.

GFP-MS2/mRNA  Reporter-mRNA (FISH) Uber lagerung

+3'UTR

Abb. 3.5: Mit dem GFP-M S2-System und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen werden
dieselben Reporter-mRNA-K omplexe gefar bt.

Die Konstrukte (Abb. 3.3) wurden in Neurone transfiziert (div7) und 24h spéter fixiert. Die Reporter-
mRNA wurde durch eine mRFP-spezifische DIG-markierte Sonde nachgewiesen, gefolgt von Cy3-
gekoppelten DIG-Antikérpern  (FISH; A’,B’; rot). GFP-MS2 konnte mit GFP-Antikérpern
nachgewiesen werden (ICC; A,B; griin). Die Uberlagerung (A’ ,B’’) zeigt, dass beide Methoden
dieselben Strukturen erkennen, das GFP-M S2-Protein also die Reporter-mRNA spezifisch erkennt. Nur
bei vorhandener 3'UTR erfolgt ein dendritischer mRNA-Transport (Bild A-A’"). (Balken = 20pm)
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Zunéchst sollte verifiziert werden, dass GFP-MS2 tatséchlich die Reporter-mRNA spezifisch
erkennt. HierfUr wurden, nach Transfektion beider Konstrukte und Fixierung der Zellen, in-
situ-Hybridisierungen mit mRFP-spezifischen Sonden durchgefiihrt. Aus Abbildung 3.5 geht
hervor, dass das GFP-MS2-Protein (Bild A,B) tatsachlich spezifisch die FusionssmRNA
erkennt, da Protein und mRNA exakt kolokalisiert vorliegen (Bild A’’,B’’). Aul3erdem gibt es
mit beiden Methoden nur dann dendritisch lokalisierte Transportgranula, wenn die Shankl-
3'UTR an die Reporter-mRNA fusioniert wurde (Vergleich Bild A,A’ mit B,B’).

Alle im Abschnitt 3.1 verwendeten Reporter-Konstrukte enthalten die Nukleotide 1-588 der
Shank1-3'UTR aus Rattus norvegicus, da diese in vorherigen Versuchen die héchste
Transporteffizienz aufwiesen (Bockers et a., 2004; Segger-Junius, Dissertation 2003). Zu
Beginn dieser Arbeit lag die 3UTR nur in Einzelfragmenten vor, die aus EST-Klonen
(Expressed Sequence Tags) oder cDNA-basierten PCRs stammten. Diese Teilstiicke wurden
daher an Uberlappenden Stellen hybridisiert, mit PCR-Reaktionen verléngert oder durch
vorhandene Restriktionsschnittstellen verbunden, so dass nun die 3'UTR zusammenhéangend
von Nukleotid 1-1980 vorhanden war. Alle Reporter-K onstrukte wurden daher auch mit dieser
fast vollstandigen 3'UTR fusioniert und verhielten sich im Vergleich zu den Konstrukten mit
Nukleotid 1-588 in allen Experimenten identisch (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.2 Visualisierung und Kinetik des Shankl mRNA-Transports

Fur die sogenannte Time-lapse-Videomikroskopie wurden hippokampale Neurone auf
speziellen Schalen kultiviert, in deren Boden ein Deckglas eingelassen ist. 24h nach
Kotransfektion der in Abbildung 3.3 dargestellten Konstrukte des GFP-M S2-Systems konnten
an einem speziell daftr ausgertsteten Mikroskop Time-lapse-Aufnahmen gemacht werden. Die
Analyse erfolgte zunéchst mit 2 Bildern pro Minute in einem Zeitraum von 10 Minuten. Bel
Bewegung der Granula wurde derselbe Dendrit bis zu 30 Minuten fotografiert. Langere
Aufnahmen erwiesen sich als nicht sinnvoll, da die Fluoreszenz stark ausbleicht. Auch die
Vitditat der Neurone nimmt schnell ab, da zum Zeitpunkt der Versuche noch kein Mikroskop
in einer 37°C und CO,-regulierten Kammer zur Verfigung stand. In Abbildung 3.6aund b sind
Beispiele fur die Bewegung von mRNA-Granula in lebenden Zellen dargestellt. Die
statistische Auswertung zeigte, dass auch im GFP-MS2-System nur dann mRNA-Granula in
Dendriten lokalisiert sind, wenn die 3 UTR in der Reporter-mRNA vorhanden ist (Abb. 3.6c,
entspricht den Ergebnissen der FISH-Analysein Abb. 3.2).
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Der beobachtete Transportkomplex in Abb. 3.6a bewegt sich zunéchst in retrograder Richtung
(zum Soma hin), andert nach dem Passieren einer Verzweigung die Richtung hin zu
anterograder (vom Soma weg, Bild 5,5 und 6.0') und zeigt zum Ende des Films nur noch
oszillatorische (relativ kurze Strecke, abwechselnd retro-/anterograde) Bewegung. Die
durchschnittliche Geschwindigkeit betrug dabei 1,3um pro Minute (schrittweise: S5um in 5
Minuten, 6um in 30 Sekunden und 2um in 30 Sekunden). Der in Abb. 3.6b gezeigte mMRNA-
Partikel bewegt sich mit relativ gleichméfdiger Geschwindigkeit von 2um pro Minute in
retrograder Richtung. Nach Auswertung von 22 Filmen (80 Granula) wurde deutlich, dass 80%
der beweglichen mRNA-Komplexe nur oszillatorische oder saltatorische (,springende”)
Bewegung zeigen und Entfernungen unter 5um zurlcklegen. Tatséchlich bewegen sich
insgesamt nur 1-5% der mRNA-Granula in einer Zelle innerhalb einer Time-lapse-Aufnahme
von 10 Minuten. Die beobachteten Transportgeschwindigkeiten von 1-2um (maximal 12um)
pro Minute entsprechen den fir andere dendritisch lokalisierte mMRNAS (Knowles et a., 1996;
Rook et al., 2000) und RNA-bindende Proteine (Tiruchinapali et al., 2003) gezeigten Werten.

3.1.3 Regulation der dendritischen Shankl mRNA-Lokalisation durch

Interagierende Faktoren

3.1.3.1 Der Shankl mRNA-Transport in Dendriten erfolgt Mikrotubuli-abhangig

Der Transport und die Lokalisation der mRNA-transportierenden Ribonucleoprotein-Partikel
(RNPs) in Neuronen wie auch in anderen Zellen ist vom Cytoskelett abhangig. Dabel werden
fast alle RNPs von Mikrotubuli-basierenden Motorproteinen transportiert (Carson et al., 2001),
weniger verbreitet ist eine Aktin-abhangige Lokalisation (Tekotte und Davis, 2002).

Um zu untersuchen, ob der Transport der Shankl mRNA von den Mikrotubuli oder dem Aktin-
Cytoskelett vermittelt wird, wurden Neurone nach der Transfektion der 5 UTR-Reporter-
3UTR- und GFP-MS2-Konstrukte (siehe auch Abb. 3.3) mit verschiedenen Zellgiften
behandelt. Dabei fuhrte das Mikrotubuli-depolymerisierende Reagenz Nocodazol zur fast
vollstandigen Inhibition des MRNA-Transports in distale Bereiche der Dendriten (Abb. 3.73,
Bild B; Abb. 3.7b). Die Ergebnisse konnten auch mit anderen Mikrotubuli-Giften wie
Colcemid, Vincristin und Vinblastin bestdtigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Behandlung
der Neurone mit Cytochalasin D, welches an das Plus-Ende der Aktin-Filamente bindet und
deren Verlangerung verhindert, zeigte dagegen keinen Einfluss auf die dendritische
Lokalisation der Reporter-Transkripte (Abb. 3.7aBild C; Abb. 3.7b).



3. Ergebnisse 37

a
DM SO Nocodazol

GFP-M S2/mRNA Tubulin GFP-M S2/mRNA Tubulin

CytochalasinD
GFP-MS2/mRNA Aktin b
3
\ of &
, LB
4 Eg 8
58S
c C 55 T
<< ]

Abb. 3.7: Der durch die Shank1-3'UTR vermittelte mRNA-Transport ist Mikrotubuli-
abhangig.

Neurone wurden an div7 mit den Konstrukten aus Abb. 3.3 kotransfiziert, 20h weiterkultiviert und vor
dem Fixieren 4h mit Reagenzien behandelt: DM SO als Kontrolle (A), 6 pg/ml Nocodazol (B), 5 pg/mi
CytochalasinD (C). a: Zum Nachweis der GFP-MS2/Reporter-mRNA-Komplexe wurde ein GFP-
Antikorper verwendet (Bild A, B und C; griin). Die Mikrotubuli wurden mit einem Tubulin-Antikorper
(Bild A’,B’; rat), Aktin-Filamente mittels TRITC-gekoppeltem Phalloidin (C'; rot) geféarbt. Die mRNA
ist nur mit intakten Mikrotubuli dendritisch lokalisiert (A,C). (Balken = 20um) b: Die statistische
Auswertung der Experimente zeigt, dass die Anzahl der Granulamit DM SO und Cytochalasin D bel 12,
mit Nocodazol nur bei 1 Partikel/50um Dendrit liegt (30 Neurone, n=3, p<0,002).

Die Zerstérung der Mikrotubuli inhibierte auch in Live-lmaging-Experimenten die Motilitat
der wenigen verbliebenen Granula, so dass in Time-lapse-Aufnahmen keine Bewegung mehr
nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Da der Shankl mRNA-Transport entlang des Mikrotubuli-Cytoskeletts erfolgt, wurde im
Folgenden der Einfluss der Mikrotubuli-Motorproteine Kinesin und Dynein untersucht. Der
Transport zum Plus-Ende der Mikrotubuli hin erfolgt mit Hilfe von Kinesin, in Richtung

Minus-Ende wird er durch Dynein vermittelt (Goldstein und Y ang, 2000).
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Die Organisation der Mikrotubuli in Dendriten ist komplex. Im Gegensatz zum Axon kommen
Mikrotubuli hier in gemischter Polaritét vor, so dass Kinesine und Dyneine jeweils sowohl den
retrograden als auch den anterograden Transport vermitteln kénnen (Baas et al., 1988). Fir
verschiedene dendritisch lokaliserte mRNAs wie z.B. der CamKlla und Arc/Arg3.1
(Hirokawa, 2006) oder MAP2 mRNA (Zivrgj, Dissertation 2005) konnte ein KIF5-abhéngiger
Transport gezeigt werden. Die KIF5-Motorproteine gehtren zur Kinesinl-Familie (=
conventional kinesin) und transportieren neben mMRNA/RNPs z.B auch Mitochondrien,
Lysosomen, Tubulin-Oligomere oder das AMPA-Rezeptor Adaptor-Protein GRIP (Hirokawa
und Takemura, 2005). KIF5 besteht aus zwei dimerisierten kinesin heavy chains = KHC und
zwei kinesin light chains = KLC. Die KHCs enthalten jewells eine konservierte N-terminale
Motordomane, eine Dimerisierungs- und eine C-terminale Schwanzdoméne (Abb. 3.8c). Die
jeweiligen Cargo-Komplexe werden im C-terminalen Bereich gebunden (Bindung an KLC fur
axonalen, an KHC fir dendritischen Transport; Kanai et al., 2004).

Um zu untersuchen ob auch die dendritische Lokalisation der Shankl mRNA KIF5-abhangig
ist, wurde ein fur KIF5 dominant-negativ (dn) wirkendes Konstrukt verwendet. Dieses ist N-
terminal an GFP fusioniert und wurde von Antonino Schepis zur Verfiigung gestellt (EMBL,
Heidelberg). Es enthdlt nur die Motordomane von KIF5C und wirkt dominant-negativ auf den
Transport von Mitochondrien und Intermedi&rfilamenten, da es wahrscheinlich durch Bindung
an den C-Terminus des endogenen KIF5 den Transport von Cargo-Komplexen verhindert
(Schepis et a., 2007). Hierzu wurden Neurone mit den 5UTR-mRFP-3'UTR Reporter-
Konstrukten transfiziert und die mRNA-Lokalisation mittels FISH nachgewiesen. Das GFP-
MS2-System konnte hierbei nicht verwendet werden, da das KIF5dn Konstrukt ebenfalls an
GFP fusioniert war. Abbildung 3.8 zeigt, dass der dendritische Transport des Reporter-
Transkripts tatsachlich durch Koexpression des KIF5Cdn Konstrukts fast vollstandig inhibiert
wird (Abb. 3.8a. Bild B’, Abb. 3.8b). Dagegen fuhrt weder die Kotransfektion des GFP-
Leervektors (Bild A,A’) noch eines Dynamitin-GFP-Konstrukts (zur Verfigung gestellt von
Richard Vallee, Columbia University, NY; Bild C,C') zu einer Beentrachtigung der
dendritischen Lokalisation der mRNA. Dynamitin ist Bestandteil des Dynactin-Komplexes und
wirkt bei Uberexpression dominant-negativ auf den Dynein-abhangigen Transport (Burkhardt
et a., 1997). AulRerdem fallt auf, dass die Koexpression des KIF5Cdn Konstrukts auch zur
Verringerung der nachgewiesenen mRNA-Menge im Soma fuhrt. Dies ist moglicherweise
darauf zuriickzufthren, dass die nicht von KIF5 gebundenden und transportierten mRNA-

Komplexe instabilisiert und verstéarkt abgebaut werden.
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Abb. 3.8: Das Mikrotubuli-assoziierte Motorprotein KIF5C vermittelt den mRNA-
Transport der Reporter-Konstrukte.

a: Neurone wurden an div7 mit 5 UTR-mRFP-3'UTR Reporterplasmiden und rekombinanten GFP-
Konstrukte kotransfiziert. 24h spéter wurden die Zellen fixiert und kombinierte FISH/ICC-Farbungen
mit mRFP-spezifischen DIG-Sonden (Cy3-DIG-Antikorper; Bild A’,B’ und C’; rot) und GFP-
Antikorpern (ICC; Bild A,B,C; gruin) durchgefiihrt. Die Kotransfektion des KIF5Cdn-K onstrukts (Bild
B) fuhrt zur Inhibition des dendritischen mRNA-Transports (Bild B"). Der GFP-Leervektor (A,A’) und
Dynamitin (= Dynein dn Konstrukt; C,C’) beeinflussen die dendritische Lokalisation der Reporter-
MRNA hingegen nicht. (Balken = 20um)

b: Statistische Auswertung der Experimente: In den Kontrollversuchen wurden durchschnittlich 12
Granula, mit dem KIF5dn Konstrukt jedoch nur weniger a's 2 Granulain 50pm gezahit. (je 30 Neurone,
n = 3, p<0,002) c: Schematische Darstellung von Kinesin/KIF5, welches aus zwei dimerisierten
kinesin heavy chains (KHC, braun) besteht, an die C-terminal zwei kinesin light chains (KLC, blau)
gebunden sind (Abbildung modifiziert aus Hirokawa et a., 2005). Das eingesetzte dn KIF5C-Konstrukt
enthalt nur die N-terminale Motordoméne fusioniert an GFP.
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Mittels eines KIF5C-spezifischen Antikorpers in Kombination mit Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungen wurde anschlief3end untersucht, ob die endogene Shankl mRNA mit KIF5C-
Komplexen kolokalisiert vorliegt. Abbildung 3.9 zeigt, dass nur ein Teil der endogenen Shank1
MRNA-Transportgranula mit KIF5C kolokalisiert ist (quantitative Auswertung: 27% (+/-11)
Kolokalisation, 50uM Dendrit in 10 Neuronen, n = 3). Die Motordomanen von KIF5A, B und
C sind hochkonserviert, so dass das KIF5Cdn-Proteinfragment moglicherweise auch die
anderen KIF5-Motorproteine blockiert. Die nicht mit KIF5C kolokalisierten Shankl mRNA-
Komplexe kdnnten also auch von KIF5A oder B transportiert werden. Vorstellbar ist auch,
dass die nicht kolokalisierten mRNA-Granula ihren Bestimmungsort erreicht haben und daher
nicht mehr mit dem Cytoskelett assoziiert vorliegen.

Shank1 mRNA (endo) KIF5C (endo) Uberlagerung

Abb. 3.9: Die endogene Shank1l mRNA kolokalisiert nur teilweise mit endogenem KI1F5C.
Dargestellt sind kombinierte FISH/ICC-Farbungen an div14 - Neuronen mit Shank1-spezifischen DIG-
gekoppelten Sonden (Cy3-DIG-Antikdrper, Bild A; rot) und Farbung von endogenem KIF5C (A’;
grin). Shankl mRNA und KIF5C kolokalisieren nur partiell (Bild A’’, weil3e Pfeile). (Baken = 20um)

3.1.3.2 Der Einfluss RNA-bindender trans-agierender Faktoren auf den Shank1
MRNA-Transport

Schon vor Beginn dieser Arbeit wurden einige mit der Shank1l-3'UTR trans-agierende
Faktoren wie z.B. PABP und hnRNP-K gefunden und charakterisiert (Iglauer, Dissertation
2005). Ihr Einfluss auf den Shank1l mRNA-Transport wurde daher mit Hilfe der vorliegenden
Reporter-K onstrukte in in-situ-Hybridisierungs-Experimenten untersucht.

Das cytoplasmatische Poly-A-Bindeprotein (PABP) ist ein Bestandteil von somatodendritisch
lokalisierten mRNP-Partikeln und mit trandatierenden Polyribosomen assoziiert (Hensold et
al., 1996; Mohr und Richter, 2004).
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Das Protein besitzt vier N-terminale RNA recognition motifs (RRMs) und einen Prolin-reichen
C-Terminus (Abb. 3.10a). Von Evita Mohr (UKE, Hamburg) wurden drel verschiedene
dominant-negative PABP-Konstrukte zur Verfigung gestellt. Sie enthalten jeweils die RNA-
bindenden Doménen: RRM1+2, RRM2+3 und RRM3+4 mit N-terminaem Flag-Tag. Die
resultierenden verkirzten PABP-Proteine sind weniger stark dendritisch und nicht mehr in
granuléren Strukturen lokalisiert (Abb. 3.10b, Vergleichwt im Bild A’ und RRM1+2dnin B’).

a

B rrvie Jrrvz [rrvz JrRV4 Prolin-reiches Motiv | PABP
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Abb. 3.10: PABPdn Konstrukte beeinflussen die L okalisation der Reporter-mRNA nicht.

a: Schematische PABP-Darstellung: N-terminal besitzt das Protein 4 RNA recognition motifs (RRMs,
blau) und C-termina eine Prolin-reiche Doméane. b: Die Reporter-mRNA und Flag-Tag-markierte
PABP-Konstrukte wurden in div7 - Neuronen koexprimiert und nach 36h fixiert. Es folgten kombinierte
FISH/ICC-Farbungen mit Reporter-spezifischen DIG-gekoppelten Sonden (Cy3-DIG-Antikorper, Bild
A,B; rot) und Flag-Antikdrpern (Bild A’,B’; blau). Wildtyp-PABP liegt mit der Reporter-mRNA

kolokalisiert vor (A’’). Die dominant-negativen PABP-Konstrukte (exemplarisch gezeigt fir RRM1+2)
inhibieren den mMRNA-Transport nicht (Bild B). (konfokale Aufnahmen, Balken = 20um)

Flag Uberlagerung

PABPdn
RRM1+2
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Die dominant-negativen PABP-Konstrukte wurden mit den 5 UTR-mRFP-3' UTR-Reporter-
Konstrukten kotransfiziert um ihren Einfluss auf den mRNA-Transport zu untersuchen.
Sowohl die Koexpression der einzelnen RRMs (in Abb. 3.10b nur fir RRM1+2 exemplarisch
gezeigt, Bild B) as auch aler RNA-Bindemotive gleichzeitig fuhrte nicht zu ener
Veranderung der mRNA-Transporteffizienz (quantitative Auswertung in Abb. 3.15). PABP ist
zwar in denselben mMRNPs lokalisiert (Abb. 3.10b, Bild A’’), scheint jedoch kein essentieller
Faktor fur die dendritische Lokalisation der Shankl mRNA zu sein.

a
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Abb. 3.11: hnRNP-Kdn Konstrukte beeinflussen die Reporter-mRNA-L okalisation nicht.
a: Schematische hnRNP-K-Darstellung: das Protein besitzt zwei N-terminale hnRNP-K Homol ogy-
Domanen (KH) und eine KH-Doméne am aufRersten C-Terminus (rot), dazwischen befindet sich ein
Prolin-reiches Motiv. b: Die Durchfihrung erfolgte wie in Abb. 3.10b beschrieben (Cy3-DIG-
Antikorper, Bild A,B; rot und Flag-Antikorper, Bild A’,B’; grin). Wildtyp-hnRNP-K liegt mit der
Reporter-mRNA kolokalisiert vor (A’’). Das dn hnRNP-K-Konstrukt (enthélt nur die KH-Doménen 1
und 2) inhibiert den mRNA-Transport nicht (Bild B). (Balken = 20um)
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Ein weiterer mit dem Shank1-3'UTR DTE interagierender Faktor ist hnRNP-K (heterogenous
nuclear ribonucleoprotein K). Dieses Protein gehort zu den Poly-C-bindenden Proteinen und
enthdt zwel N-terminale und eine C-terminale KH-Domane (hnRNP-K-Homology, Abb.
3.11a). HnRNP-K ist ein zwischen Kern und Cytoplasma wechselnd lokalisiertes Protein,
welches am mRNA-Transport und der Regulation der Trandation betelligt ist (Ostareck-
Lederer et a., 2002). Nach Uberexpression in Neuronen sind hnRNP-K und die Reporter-
MRNA in denselben dendritischen Transportpartikeln kolokalisiert (Abb. 3.11b, Bild A’"). Es
wurden dominant-negative Konstrukte hergestellt, die nur die RNA-bindenden Doméanen KH1
und 2 bzw. nur KH3 mit N-terminalem Flag-Tag enthalten, wobei die RNA-Bindung fast
ausschliefdlich von KH1 und 2 vermittelt wird (Paziewska et al., 2004). Koexpression von
KH1+2 mit den 5 UTR-mRFP-3' UTR-Reporter-Konstrukten fuhrte nicht zur Inhibition des
MRNA-Transports (Abb. 3.11b, Bild B; quantitative Auswertung in Abb. 3.15), obwohl das
hnRNP-Kdn Protein nur noch schwach und eher diffus in den Dendriten lokalisiert ist (Bild
B’). Konstrukte, die nur die KH3-Domane enthielten, konnten leider in transfizierten Neuronen
nicht nachgewiesen werden, mdglicherweise da sie aufgrund ihrer geringen Gréfde schnell
abgebaut werden. Daher wurde die KH3-Doméne an die fluoreszierenden Reporterproteine
GFP und RFP fusioniert. Die Expression dieser Konstrukte schadigte die Zellen jedoch so, dass
keine Auswertung der mMRNA-Transporteffizienz mehr mdglich war.

Staufenl ist ein RNA-bindendes Protein, welches u.a eine wichtige Rolle im dendritischen
Transport der CaMKlla mRNA spielt und in KIF5-enthaltenden Granula vorkommt (Kanai et
al., 2004; Kim et al., 2005). Daher wurde auch der Einfluss dieses Proteins auf den Shank1l
MRNA-Transport untersucht. Staufenl besitzt vier konservierte double-stranded RNA binding
domains (dsRBDs, Abb. 3.12a) und eine Mikrotubuli-Bindedoméne (TBD). Im Rattenhirn
kommt Staufenl in zwei alternativen Spleil3varianten vor, die sich nur durch Insertion von 6
Aminosauren am Beginn der dsRBD2 unterscheiden. Dabei wird die Variante mit dem
Einschub als Staufenl+, ohne das Insert as Staufenl- bezeichnet. Staufenl+ weist in in-vitro
Studien eine geringere RNA-Bindeaktivitdt auf als Staufenl- (Monshausen et al., 2001).
Staufen1-Wildtyp und dominant-negative Konstrukte, die nur die 2. und 3. RNA-Bindedoméane
enthalten, wurden von Stefan Kindler (UKE, Hamburg) zur Verfligung gestellt. In Abbildung
3.12 sind kombinierte FISH/ICC-Farbungen nach Kotransfektion der Reporter-mRNA- und
Staufenl-Konstrukte dargestellt. Das Uberexprimierte Staufenl+-Protein und die Reporter-
MRNA liegen kolokalisiert in denselben Transportpartikeln vor (Abb. 3.12b, Bild A’’). Die
Koexpression des dsRBD2/3- dn Konstrukts fuhrte nur zu einer leichten Verringerung der
MRNA-Transporteffizienz (Abb. 3.12b, Bild B).
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ADbb. 3.12: Das Staufenl dn Konstrukt dsRBD2/3+, nicht aber dsRBD2/3- inhibiert den
dendritischen Transport der Reporter-mRNA.

a: Schematische Staufenl-Darstellung: Enthalten sind 4 N- und C-terminale dsRBDs (double-stranded
RNA binding domains, rosa) und eine Mikrotubuli-bindende Doméne (TBD, grau). Markiert ist auch die
Position der Insertion von 6 Aminosduren am Beginn der dsRBD2 in den Staufenl+-Konstrukten.

b: Die Durchfiihrung erfolgte wie in Abb. 3.10b beschrieben (Cy3-DIG-Antikérper, Bild A-C, rot und
Flag-Antikorper, Bild A’-C’, blau). Wildtyp-Staufenl+ liegt mit der Reporter-mRNA kolokalisiert vor
(A’"). Im Gegensatz zu RBD2/3- (B) inhibiert RBD2/3+ (+ 6 Aminosdure-Insertion) fast vollsténdig
den Transport der Reporter-mRNA (C). (konfokale Aufnahmen, Balken = 20um)



3. Ergebnisse 45

Die quantitative Auswertung in Abb. 3.15 gestaltete sich fir die Versuche mit dsRBD2/3-
relativ schwierig, da die mRNA héaufig eher diffus as in distinkten Granula verteilt war. Auch
das dsRBD2/3- -Protein selbst zeigt keine granuldre Verteilung mehr (Abb. 3.12b, Bild B’)
obwohl es im Gegensatz zu dsRBD2/3+ (Bild C') noch dendritisch lokalisiert ist.
Interessanterweise kommt es nach Kotransfektion mit dsRBD2/3+ zur fast vollsténdigen
Inhibition des Reporter-mRNA-Transports (Abb. 3.12b, Bild C; Abb. 3.15), obwohl sich dieses
Konstrukt von dsRBD2/3- nur in der Insertion von 6 Aminosduren am N-Terminus
unterscheidet. Dieser Einschub scheint nicht nur fir die Lokalisation von Staufenl selbst,
sondern auch fur den Shank1-3' UTR-abhangigen mRNA-Transport von grof3er Bedeutung zu
sein. Mdoglicherweise ist die Shankl mRNA also nur mit der Staufenl+ - Spleil3variante
assoziiert, wobel das Aminosaure-Insert auch Interaktionen mit anderen Bestandteilen der
RNPs verandern konnte. Die Koexpression von Staufenl+ und Staufenl- in Neuronen zeigte
jedoch, dass beide Isoformen in denselben RNP-Komplexen vorkommen (Abb. 3.13, Bild A’").
Staufen2, ein weiteres Staufen-Homolog in Saugerzellen, ist in anderen mMRNP-Populationen
als Staufenl in Dendriten lokalisiert (Duchaine et a., 2002). Staufen2dn Konstrukte zeigten
daher wie erwartet keinen Einfluss auf den Shank1-3'UTR-abhdngigen mRNA-Transport
(Daten nicht gezeigt).

Staufen1+ Flag Staufen1- GFP Uberlagerung

Abb. 3.13: Staufenl+ und Staufenl- sind in dendritischen Granula kolokalisiert.
Beide Staufenl-Isoformen wurden 24h in div7-Neuronen koexprimiert. Staufenl+ (+Insert) wurde mit
dem Flag-Tag (Bild A, rot), Staufenl- an GFP fusioniert (A’, griin) nachgewiesen. (Balken = 20pum)

Um zu untersuchen, ob auch die endogene Shank mRNA mit Staufenl-Partikeln assoziiert ist,
wurden in-situ-Hybridisierungen mit Shank1-spezifischen Sonden (Abb. 3.14, Bild A) und
Farbungen des endogenen Staufenl-Proteins (Bild A’) durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass
28% (+/-10, 10 Neurone, n = 3) der Shankl mRNA-Granula mit Staufen1-mRNPs kolokalisiert
sind (Abb. 3.14, A’’). Der Einfluss der untersuchten RNA-bindenden trans-agierenden
Faktoren auf den Shankl mRNA-Transport ist in Abbildung 3.15 zusammengefasst.
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PABP und hnRNP-K kolokalisieren zwar mit den Reporter-Konstrukten, die statistische
Auswertung zeigt jedoch, dass dominant-negative Konstrukte die mRNA-Transporteffizienz
nicht verandern. Staufenl ist ebenfalls mit den Reporter-Transkripten kolokalisiert. Dominant-
negative Konstrukte verschiedener Staufenl-SpleiRvarianten inhibieren die dendritische

MRNA -Lokalisation interessanterwei se unterschiedlich stark.

Shank1l mRNA (endo)

Staufenl (endo)

Uberlagerung

gy ¢
=

Abb. 3.14: Die endogene Shank1 mRNA und Staufenl sind nur teilweise kolokalisiert.
Dargestellt sind kombinierte FISH/ICC-Farbungen an div14 - Neuronen mit Shank1-spezifischen DIG-
gekoppelten Sonden (Cy3-DIG-Antikorper, Bild A; rot) und Staufenl-Antikorper (A’; grin). Die
Shank1 mRNA und Staufenl kolokalisieren nur partiell (Bild A™’, weil3e Pfeile). (Balken = 20um)
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Abb. 3.15: Statistische Auswertung der Untersuchungen zum Einfluss dominant-
negativer RNA-bindender Proteine auf den Shankl mRNA-Transport.

Eswurde bei je 30 Neuronen aus mindestens drei verschiedenen Experimenten die Anzahl der mRNA-
Granula in einem 50um Abschnitt eines distalen Dendriten bestimmt. Kotransfektionen der Wit-
Plasmide fuhrten im Vergleich zur Kontrolle (= Leervektor, schwarz) nicht zu einer signifikanten
Anderung des mRNA-Transports. Auch hnRNP-Kdn (dunkelgrau) oder PABPdn Konstrukte (hellgrau)
verdnderten die Lokalisation der Reporter-Transkripte nicht. Staufenldn Konstrukte (weil3) zeigten
jedoch einen Einfluss auf den mRNA-Transport: dsRBD2/3- -Konstrukte verringern die Anzahl der
Granulavon 12 auf 8 (p<0,04), dsRBD2/3+-K onstrukte sogar von 12 auf 2 Granula (p<0,002).
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3.2 Regulation der Trandation der Shankl mRNA

3.2.1 Inhibition der Trandation der Shankl mRNA durch die5 UTR

Lokale Proteinsynthese in Dendriten ist ein wichtiger Mechanismus zur Ausbildung
synaptischer Plastizitét (Miller et a., 2002). Die direkte aktivitdtsabhangige Regulation der
Trandation an der Synapse wird durch den Transport spezifischer mMRNASs und die dendritisch
lokalisierte Tranglationsmaschinerie ermdglicht (Wang und Tiedge, 2004).

Die Lokalisation der Shankl mRNA in distalen Bereichen der Dendriten und ihre Assoziation
mit Tranglations-regulierenden Proteinen (Staufenl, PABP und hnRNP-K) l&sst auch fir
Shank1 eine gezielte Kontrolle lokaler Trandation im Bereich der Synapsen vermuten. Mit
Hilfe von Luciferase- (Iglauer, Dissertation 2005) und mRFP-Reporter-Konstrukten (Abb. 3.4)
konnte gezeigt werden, dass die humane Shank1l 5 UTR die Expression sehr stark inhibiert.
Die Versuche im Abschnitt 3.1.2 verdeutlichen auch, dass die 5UTR ausschliefdlich die
Trandation und nicht den 3'UTR-vermittelten dendritischen mRNA-Transport verhindert.
Shank1 ist in der postsynaptischen Dichte eines der wichtigsten GerUstproteine (Sheng und
Kim, 2000). Mdglicherweise erfolgt die Translationsinhibition nur wadhrend des mRNA-
Transports sowie der Lokalisation im Bereich der dendritischen Dornen oder Synapsen und
kann dann als Antwort auf spezifische Signale lokal aufgehoben werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde untersucht, auf welche Weise die Shankl 5 UTR die Trangation inhibiert und
wie dieser Mechanismus in Neuronen reguliert wird.

Die Exon-Intron-Struktur im 5'-Bereich des Shank1-Gens stimmt zwischen Mensch und Ratte
weitgehend Uberein. Die Basen 370-634 der 5 UTR weisen eine Ubereinstimmung von 91%
auf. Der 5 dazu liegende Bereich ist im Genom von Rattus norvegicus jedoch nur
unvollstandig sequenziert und konnte bisher nicht durch PCRs aus cDNA amplifiziert werden.
Daher wurde in allen folgenden Versuchen die humane 5 UTR verwendet. Die Shank1-5 UTR
ist sehr lang (634 Nukleotide) und weist einen auf3ergewdhnlich hohen GC-Gehalt von fast
80% auf. Sie bildet daher vermutlich sehr stabile Sekundérstrukturen mit einer freien Energie
von bis zu -324,1 kca/mol aus (Berechnung mit dem Programm mfold: Zuker, 2003; Abb.
3.17). AulBRerdem befinden sich innerhalb der 5UTR drei upstream Open Reading Frames
(UORFs), die in Abbildung 3.16 schematisch dargestellt sind. Solche uORFs koénnen die
Expression eines Proteins auf verschiedene Weise beeinflussen, z.B. die Initiation an folgenden
AUGs verhindern oder diese erst ermoglichen (Re-Initiation; Morris und Geballe, 2000).
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Eine wahrscheinliche Faltungsvariante und die Lage der verschiedenen AUGs sind in
Abbildung 3.17 dargestellt. Ob ein AUG-Kodon as Trandationsstartpunkt genutzt werden
kann, wurde mit dem Programm Netstart (Pedersen und Nielsen, 1997; Abb. 3.17) berechnet,
wobei ein Index Uber 0,5 eine mogliche Nutzung als Startpunkt bedeutet. Das 1. und 2.
upstream AUG (UAUG) kodieren fur sehr kurze Peptide von nur 9 bzw. 2 Aminosauren Lange.
Dagegen kodiert der 3.uORF fur 59 Aminosauren und Uberlappt mit dem Leserahmen des
4.AUG (Abb. 3.16). Der Leserahmen des 4. AUG-Startkodons lauft in-frame in den ORF des
5.AUG, welches urspriinglich als Shank1-Startpunkt veréffentlicht wurde (Naisbitt et al., 1999;
AF131951). Um zu Uberprifen, ob auch das 4.AUG ds aternatives Shankl Startkodon in
Neuronen genutzt werden kann, wurde ein spezifischer Antikorper hergestellt (= a ShankNT).
Tatsachlich konnte die N-terminal um 72kDa langere aternative 4.AUG-Isoform mit diesem
Antikorper in Maus- und Ratten-PSD-Prdparationen nachgewiesen werden (PSD =
postsynaptische Dichte; Kreienkamp unverdffentlicht). Der in dieser Arbeit zur Vereinfachung
as 5. AUG bezeichnete Shankl-Startpunkt beschreibt drel mogliche, eng benachbarte
Startkodons (in Abb. 3.16 und 17 als 5.1, 5.2 und 5.3 benannt).

Bisherige Versuche zeigten auf3erdem, dass die 5 UTR keine internal ribosomal entry sites
enthdt (IRES; Iglauer, Dissertation 2005). Im Gegensatz zur Cap-abhéngigen Trandation wird
mit diesem Mechanismus ohne vorheriges Scannen der 5UTR und auch bei stabilen
Sekundérstrukturen die Trandation effizient gestartet. Beispiele hierfir findet man
interessanterweise vermehrt bel dendritisch lokalisierten mRNAs (Pinkstaff et al., 2001)

1 634
5UTR
//////////////////////tiL
UAUG1 UuAUG2 UuAUG3 AUG4 AUG 5.1 AUG 5.2
AUG 53

Shank1 alternativer Start

I | UORF 3
—
Vereinfachend als
Shank1-Isoformen AUG 5 bezeichnet
I upstream Open Reading Frames = UORFs L
I 5 untranglatierte Region = 5'UTR Translationsstartpunkte

Abb. 3.16: Schematische Dar stellung der Shank1-5°UTR.

Die Shank1-5UTR besteht aus 634 Nukleotiden (tirkis) und besitzt 3 upstream AUGS, welche
maogliche Startpunkte fur kurze uORFs (rot) sind. Die Trandation des Shank1-ORFs (blau) kann
dternativ vom 4. oder 5,AUG (5.1, 5.2, 5.3) beginnen.
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Abb. 3.17: Mégliche Sekundar struktur der Shank1-5°UTR.
Dargestellt ist die mit dem Program mfold (Zuker, 2003) berechnete stabilste Sekundérstruktur der
5UTR. Die Lage der einzelnen uAUGs und AUGs innerhalb der Haarnadelstrukturen ist durch
schwarze Pfeile gekennzeichnet. Aulerdem gezeigt sind die Netstart-Werte (Pedersen und Nielsen,
1997; schwarzer Kasten) fur ale moglichen Startpunkte. Ein Wert Gber 0,5 bedeutet dabei die

wahrscheinliche Nutzung als Startkodon.

3.2.2 Mechanismus der 5 UTR-vermittelten Trang ationsinhibition

Die starke Beeinflussung der Trandationseffizienz durch die Shank1l-5UTR kann
verschiedene Ursachen haben: komplexe und stabile Sekundarstrukturen, mogliche

regulierende trans-agierende Faktoren oder die Translation von upstream Open Reading

Frames (Mejer und Thomas, 2002). Mit Hilfe von Luciferase-Reporter-mRNASs wurde daher

zun&chst untersucht, welcher dieser Mechanismen die Shankl1l-Expression reguliert. Dabei

konnten die jewelligen Trandationseffizienzen durch Messungen am Luminometer bestimmt

werden.
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3.2.2.1 Einfluss der Sekundarstruktur und trans-agierender Faktoren

Zunéchst wurde der Einfluss der ausgedehnten Sekundéarstruktur der 5 UTR untersucht (Abb.
3.18-3.20). In den dabei verwendeten Konstrukten sind jewells ein oder mehrere der stabilen
Haarnadel strukturen der 5 UTR deletiert (Vergleich mit Abb. 3.17). Mit Hilfe von PCRs und
durch die Nutzung vorhandener Restriktionsschnittstellen wurden  verschiedene
Deletionskonstrukte der Shank1l 5’ UTR hergestellt (Abb. 18) und als 5’ UTR vor die Photinus-
Luciferase kloniert (Abb. 3.19a, 20a). Nicht alle gewinschten Deletionen konnten hierbel
erhalten werden, da PCRs wegen des hohen GC-Gehalts der 5 UTR nur beschrankt mdglich

sind und haufig ungewollte M utationen verursachen.

Wildtyp-5‘UTR
1-138

D1-138
138-583
D40-340
D140-340
D170-290

D1-490
D1-583

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der verwendeten 5’UTR-Deletionskonstr ukte.
Zur Veranschaulichung der deletierten Bereiche der Sekundarstruktur, sind die Haarnadelschleifen aus
Abb. 3.17 vereinfacht dargestellt (Wildtyp-5'UTR). Die Positionen der uAUGS/Nukleotide sind nur im
Wildtyp-Konstrukt markiert. Im Konstrukt D170-290 fehlt nur ein Teil der 2.Haarnadel schleife.

Fir die Untersuchungen im zellfreien System wurden die Luciferase-K onstrukte zunéchst in-
vitro transkribiert und die erhaltene RNA dann in Retikulozyten-Lysaten trandatiert. Diese
Lysate enthalten alle notwendigen eukaryotischen Translationsfaktoren und Ribosomen, jedoch
keine DNA oder RNA. Aus Abbildung 3.19 geht hervor, dass die Shankl 5UTR die
Trandation der Luciferase mRNA im in-vitro-System sehr stark inhibiert. Auch die Deletion
groRerer Sekundarstruktur-Bereiche im vorderen Teil der 5 UTR fuhrte nicht zur deutlichen
Verbesserung der Trandlationseffizienz (Abb. 3.19 z.B. D40-340). Interessant ist aber, dass
eine starke Sekundéarstruktur alein schon das Ablesen des Transkripts verhindern kann, denn
fur das Konstrukt 138-583rev wurde dieser Teil der 5 UTR revers vor die Luciferase kloniert,

so dass sequenzabhangige Regulationen verhindert bzw. verandert werden.
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Abb. 3.19: Einflussder 5’UTR-Sekundar struktur auf die Translation in-vitro.

a: Schematische Darstellung des in-vitro transkribierten Luciferase-Konstrukts (gelb), der alternative
ORF des 4.AUG (gestreift) liegt in-frame mit dem LuciferaseORF. b: In-vitro transkribierte
Luciferase-mRNA wurde in Retikulozyten-Lysaten translatiert. Die Lumineszenz wurde ins Verhdtnis
zur Kontrolle (Luciferase ohne 5 UTR) gesetzt und in % angegeben (grin, n=5). Deutlich wird, dass
auch die Entfernung grofRer Sekundarstruktur-Bereiche die Trandation nicht stark verbessert. Gezeigt
ist auch, dass die Zugabe von 5UTR-RNA im Uberschuss (zur Kompetition um mogliche
interagierende Faktoren) die Translation nicht signifikant erhoht (rot, n=3).

Abbildung 3.19 verdeutlicht auRerdem, dass im Retikulozyten-Lysat schon die letzten 50
Nukleotide der 5’ UTR die Trandationsrate um 50% verringern (D1-583).

Ahnliche Deletionskonstrukte wurden auch in transfizierten HEK-Zellen und Neuronen
untersucht. Hierbei wurden bicistronische Vektoren verwendet, bei denen die 5UTR die
Trandation der Photinus-Luciferase mRNA reguliert (Cap-abhéangig). Die auf demselben
Transkript 3' dazu liegende Sequenz fir die Renilla-Luciferase wird unabhéngig davon mit
Hilfe der EMCV-IRES (Encephalomyocarditis Virus - internal ribosomal entry site)
trandatiert. Die Lumineszenz der Renilla-Luciferase korreliert somit direkt mit der in der Zelle
vorhandenen mRNA-Menge des transfizierten Konstrukts und kann zur Normalisierung dienen
(Pedersen et al., 2002; Abb. 3.20a, Ausgangsvektor zur Verfigung gestellt von Jan
Christiansen, Kopenhagen). Zur Auswertung wurden die Lichtintensitdten von Photinus- und
Renilla-Luciferase ins Verhdltnis gesetzt und die Werte fur die einzelnen 5 UTR-Konstrukte
als Prozentzahl im Bezug auf die Kontrolle ohne 5SUTR angegeben. Generell war zu
beobachten, dass die Inhibition der Trandation bel den in-vitro-Versuchen (Abb. 3.19) viel
stérker war asin HEK-Zellen oder auch Neuronen (Abb. 3.20).
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Dies lasst auf den Einfluss interagierender Faktoren schlief3en, welche in Zellen nicht aber im
Retikulozyten-Lysat vorhanden sind. Abbildung 3.20 verdeutlicht, dass die Sekundarstruktur
bei der Trandation in kultivierten HEK-Zellen und Neuronen eher tberwunden werden kann.
So steigt die Trandationsrate bei Deletion der ersten 490 Nukleotide von 10% auf 70%, bei
Entfernung der ersten 583 Nukleotide sogar auf tber 100% im Gegensatz zu 50% im in-vitro-
Versuch (Abb. 3.19). Die Inhibition der Trandation durch die 5’UTR ist in Neuronen fir alle
Konstrukte etwas stérker als in HEK-Zellen, dennoch ergaben sich fir die Deletionskonstrukte
in allen Féllen vergleichbare Luciferase-Werte. Besonders interessant ist, dass das Konstrukt 1-
138 allein schon die Trandation stark inhibiert, bei Deletion der Nukleotide 1-138 von der
Gesamt-5' UTR aber eine weitere Reduktion der Luciferase-Aktivitédt zu verzeichnen ist. Dieses

Phénomen wird im Punkt 3.2.3 naher erldutert.
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Abb. 3.20: Einflussder Sekundérstruktur auf die Tranglation in kultivierten Zellen.

a: Schematische Darstellung der bicistronischen Luciferase-Konstrukte (gelb), der aternative 4. AUG-
ORF (gestreift) liegt in-frame mit dem Luciferase-ORF. b:Bicistronische Luciferase-Konstrukte
wurden 24h in HEK-Zellen (gelb) oder Neuronen (grau) exprimiert. Die Aktivitdt der Photinus wurde
gegen die Renilla-Luciferase (=Transfektionskontrolle) normalisiert und die Werte der 5UTR-
Konstrukte dann im prozentualen Verhaltnis zur Kontrolle ohne 5 UTR angegeben (n=5). Der Einfluss
der Sekundérstruktur auf die Trandation in Zellkulturen hangt stark vom jewells del etierten Bereich ab.
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Wenn nur die Faltung und Struktur der 5’UTR allein eine effektive Trandation verhindern
wurden, hétte die Entfernung der stabilen Haarnadelschleifen die Trandationseffizienz
kontinuierlich verbessern missen. Die Ergebnisse der Deletionsversuche zeigen, dass die
unterschiedlichen Sekundarstruktur-Bereiche der 5 UTR (Abb. 3.17 und 18) die Trandation in
Luciferase-Reportersystemen jedoch unterschiedlich stark beeinflussen. Dies lasst auf
zusétzliche Regulationsmechanismen schlieffen. Um zu untersuchen ob trans-agierende
Faktoren die Trandation verhindern, wurde im in-vitro-Versuch zu einem Retikulozyten-Lysat
zusdtzlich zum 5 UTR-Luciferase-Transkript die 5 UTR-RNA im zehnfachen Uberschul
zugesetzt, so dass eventuell interagierende Faktoren von dieser kompetitiv gebunden werden.
Dies fuhrte alerdings nicht zum Anstieg der Trandlation des Reporter-Transkripts (Abb. 3.19).
Entweder hangt die Inhibition also nicht von trans-agierenden Faktoren ab oder mdgliche

regulative Proteine oder microRNAs sind im Retikulozyten-Lysat nicht vorhanden.

3.2.2.2 Einfluss der Shank1 upstream Open Reading Frames

Um die Bedeutung der drei uORFs und des aternativen 4. AUG-ORF (Abb. 3.16) fur die
Shank1-Expression zu untersuchen, wurden diese vier AUGs mutiert. Dadurch kdnnte neben
dem Verlust des Startpunktes selbst, auch durch den Verlust des kodierten Peptids oder eine
gednderte RNA-Konformation die Trandation beeinflusst werden (Pentecost et al., 2005). Eine
Berechnung mit dem Programm: mfold (Zuker, 2003) zeigte, dass die Sekundarstruktur bei
allen Punktmutationen nahezu unveréandert ist (Daten nicht gezeigt).

Die Expression von Luciferase-Reporter-Konstrukten wurde dann, wie schon in Punkt 3.2.2.1
beschrieben, sowohl in-vitro (Abb. 3.21) als auch in transfizierten HEK-Zellen und Neuronen
(Abb. 3.22) betrachtet. Die gemessenen Werte in HEK-Zellen und Neuronen waren fir ale
Konstrukte vergleichbar. Wie schon fur die Sekundéarstruktur-Konstrukte beobachtet, zeigten
sich auch fur die AUG-Mutationen in-vitro und in Zellkultur unterschiedliche Ergebnisse. Nur
die Mutation des 1.UAUG fihrt in beiden Systemen nicht zu einer verénderten Tranglation
(Abb. 3.21 und 3.22). Wenn das 2.UAUG mutiert ist, verstérkt sich interessanterweise die
Inhibition der Luciferase-Expression in transfizierten Zellen (Abb. 3.22). Dies kdnnte z.B.
bedeuten, dass die Erkennung des 2.UuAUGs in der Wildtyp-5’UTR verhindert, dass ein
Grofldeil der Ribosomen wahrend des Scannens wegen starker Sekundérstrukturen von der
MRNA abféllt. Dieser Mechanismus entspricht bekannten Beispielen, wobei UORFs die Re-
Initiation an dahinter gelegenen Startpunkten ermdglichen (Krummheuer et a., 2007).
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Abb. 3.21: Einfluss der upstream Open Reading Frames auf die Trandlation in-vitro.
Schematische Darstellung des in-vitro transkribierten Luciferase-Konstrukts und Durchfiihrung: siehe
Abb. 3.19. Nur die Mutation des 3.uUAUGs fuhrt zum leichten Anstieg der Translation (* p<0,05).
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Abb. 3.22: Einflussder uORFs auf die Translation in kultivierten Zellen.

Schematische Darstellung der bicistronischen Luciferase-Konstrukte und Durchfiihrung: siehe Abb.
3.20. Die Mutationen des 2.UAUG und 4. AUG verringern die Trandation im Vergleich zur Wildtyp-
5 UTR sogar noch (*p<0,002), die Mutation des 3.uAUGs erhoht die Luciferase-Expression dagegen
um das 3fache (**p<0,002).
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Die Mutation des dternativen 4. AUG-Startpunktes verrringert in HEK-Zellen und Neuronen
ebenfalls die Luciferase-Aktivitdt enorm. Da es sich bei der gemessenen Lumineszenz der
Wildtyp-5 UTR-Konstrukte vermutlich um einen aus der 4AUG- und 5.AUG-Isoform
addierten Wert handelt (siehe auch Abb. 3.20a), war ein geringerer Wert nach Mutation des
4.AUG auch zu erwarten.

Die Mutation des 3.uAUGSs fuhrt hingegen zur dreifachen Erhéhung der Trandl ationseffizienz,
sowohl in-vitro as auch in transfizierten Zellen. Die verbesserte Translation nach Mutation des
3.UAUGS ist besonders interessant, da der 3.AUG-uORF vor dem 4.AUG (langere aternative
Isoform) startet, mit diesem Uberlappt und erst kurz vor dem 5.AUG (kirzere Isoform) stoppt
(Abb. 3.16). Vorstellbar wére also folgendes Modell der Translationsregulation der Shankl-
Isoformen: Falls das 3.UAUG vom Ribosom erkannt und abgelesen wird, kann das 4.AUG
nicht mehr genutzt werden, so dass nur die kirzere 5. AUG-Isoform durch Re-Initiation
entsteht. Wird das 3.uAUG aber Uberlesen, so kommt es zur Initiation der Trandation am
4.AUG und damit nur zur Entstehung der 1&ngeren Isoform.

Um zu untersuchen, ob dieses Modell tatsachlich fur die Trandation der Shankl mRNA
zutrifft, wurden cDNA-Konstrukte genutzt, welche die 5’UTR und einen grof3en Teil der
Shank1-Sequenz enthalten (Abb. 3.23c). Aus Abbildung 3.23a geht hervor, dass vom
transfizierten Wildtyp- Shank1-Transkript beide Isoformen ungeféhr gleich stark abgelesen
werden (ShankPDZ-Antikorper) und es sich bei der grofReren Isoform tatséchlich um den
4.AUG-Startpunkt handelt (ShankNT-Antikorper = adternativer N-Terminus). Nach dem schon
beschriebenen Modell der Regulation durch den 3.uORF wird also méglicherweise in einem
Teil der Transkripte das 3.UAUG erkannt und somit die kurze Isoform abgelesen. Bei der
anderen Hélfte der mRNA wird das 3.uAUG nicht abgelesen und daher kann die léngere
Shank1-Isoform entstehen. Daher wirde man erwarten, dass nach Mutation des 3.uUAUG nur
noch die langere Shank1-I1soform entsteht. Wie in Abbildung 3.23a deutlich wird, &nderte sich
durch diese Mutation am Verhdltnis der vom 4. und 5.AUG ausgehenden Isoformen jedoch
nichts. Interessanterweise kam es aber zu einer dritten, noch etwa 12 kDa grof3eren distinkten
Bande. Diese wurde sowohl vom PDZ- a's auch vom N-Terminus-Antikorper erkannt (Pfeile
in Abb. 3.23a und c). Um Klonierungsartefakte auszuschlief3en, wurden die Konstrukte noch
einmal sequenziert und mit verschiedenen Restriktionsschnittstellen sowie in andere Vektoren
kloniert. Mit diesen Kontrollen und in anderen Reportersystemen (siehe auch Abb. 3.24 und
3.28) wurde dennoch immer wieder die relativ stark exprimierte grof3ere Bande im Western
Blot erhalten.
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Abb. 3.23: Das 5’UTR-Wt-Transkript fuhrt zur Expression beider Shank1-1soformen
und nach Mutation des 3. UORFs entsteht zusatzlich einedritte, groi3ere I sofor m.

a: In HEK-Zellen wurden die Shank1-Konstrukte 24h exprimiert, die Zellen lysiert und im 6%igen
SDS-Gel aufgetrennt. Mit ShankPDZ-Antikorpern erhdlt man fur die Wildtyp-5UTR zwei Banden
(4.AUG-128kDa und 5.AUG-120kDa-lIsoform). Der 4.AUG-Start wurde mit dem aShankl N-
Terminus(NT)-Antikorper bestétigt. Wenn der 3.uORF mutiert ist, erhdlt man eine zusétzliche distinkte
Bande (140kDa). (Transfektionskontrolle=Neomycin-Phosphotransferase; kDa=Kilodalton).

b: Schematisch dargestellt ist der von der Mutation des 3.UORFs (rot) betroffene Bereich der 5 UTR
sowie verursachte Sequenz-/Leserahmenanderungen. Die Uberlappung des 3.UuAUGs mit dem
maoglichen Stoppkodon eines unbekannten UORFs ist umrahmt, mutierte Basen sind kursiv (Kreis)
dargestellt. ¢: Schematische Darstellung der im Blot erkannten Isoformen. Die langste Form entsteht
nur nach Mutation des 3.AUG und kénnte an unbekannter Stelle stromaufwarts beginnen.

In quantitativen Real-Time-PCRs wurde aul3erdem nachgewiesen, dass auch die mRNA-Menge
durch die Mutation nicht verandert ist (Daten nicht gezeigt). Das Entstehen der gréf3eren Bande
nach Transfektion des 3.AUGmMut-Konstrukts muss also in der Struktur der 5UTR selbst
begriindet sein. Zum besseren Verstandnis der 3.UAUG-Mutation ist daher in Abbildung 3.23b
die exakte Sequenz dargestellt. Das AUG wurde zu einem AUC mutiert. Es mussten hierbei
neue Restriktionsschnittstellen eingefiigt werden; daher ist auch ein 2 Nukleotide vor dem
AUG liegendes U zu einem A verandert. Interessanterweise wird hierbei ein mit dem 3.UAUG

Uberlappendes mdgliches UGA-Stoppkodon zu AGA mutiert (Abb. 3.23b, schwarze Kéasten).
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Ein moglicherweise zu diesem Stoppkodon gehtrender uORF (Abb. 3.23c) lauft durch die
Mutation zufdlig in-frame in den 4. und 5. AUG-Leserahmen. Das resultierende Protein konnte
daher von den Shank-Antikoérpern tatsachlich erkannt werden. Ein zu diesem moglichen uORF
gehorendes AUG konnte in der 5’ UTR jedoch nicht gefunden werden.

AulRerdem wurde auch die Isoformenverteilung nach Mutation der anderen uAUGSs betrachtet.
Hierbel wurden Konstrukte aus 5'UTR und der Shank1-PDZ-Doméne verwendet, da diese nur
etwa 15kDa grof3 ist und somit die Isoformen anhand ihrer GroRRe besser aufgetrennt werden
koénnen. Abbildung 3.24 zeigt, dass nur nach Mutation des 3.UAUGs die zusétzliche grof3ere
Bande auftritt. Dasin Abb. 3.24b dargestellte PDZ-K onstrukt wurde im Folgenden auch fir die
Proteinsequenzierung dieser Bande eingesetzt (Abschnitt 3.2.3.1).
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Abb. 3.24: Nur die Mutation des .uUAUGsflhrt zu einer 3.Bande im Western Blot.

a: Die 5’ UTR-PDZ-Konstrukte wurden 24h in HEK-Zellen exprimiert, diese dann lysiert und im 15%-
SDS-Gel aufgetrennt. Im Western Blot mit dem Shank-PDZ-Antikérper zeigte sich, dass die hthere
Bande nur bei den beiden 3. AUGmut-Konstrukten auftritt. Bei Mutation des 4.AUG entféllt wie
erwartet die dternative grofere Isoform. (Neo=Transfektionskontrolle, kDa=Kilodalton)

b: Schematische Darstellung des verwendeten Reporter-Konstrukts und mogliche Erkl&rung fir die
grofere Bande bei 3. AUGmMuUL.

3.2.3 Regulation der Translation der Shankl mRNA durch einen non-
AUG upstream Open Reading Frame

3.2.3.1 Nachweis des UORFs durch Proteinsequenzierung

Zunéchst wurde untersucht, ob es sich bel der zusétzlichen Bande im Konstrukt 3.AUGmMut
tatsachlich um ein von einem unbekannten UORF ausgehendes Protein handelt. Hierfur wurde
das PDZ-Konstrukt (Abb.3.24b) in HEK-Zellen exprimiert und die erhatenen drel Isoformen
Uber GKAP-Sepharose aufgereinigt.
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Hypothetische Proteinsequenz der 5 UTR: AgG-Kodon

RARRVAEEARSGRRRRRPEEEEEEE AEI_IRRPEPAGPSR
GRARRGAAAAAEGGALCGWPGPARIGGGEVLGPPALPP
GPRPPPPRARSPSGAVGHGLRVPRLRGGGGWGEGGGAA
GAADRDSAAPPGSRLRSCRPPSPRGPT.......

Abb. 3.25: Die Unter suchung mittels M assenspektrometrie beweist die Existenz eines
non-AUG-uORFsin der 5’UTR.

Gezeigt ist die hypothetische Proteinsequenz am Beginn der Shank1-5UTR (im Leserahmen des
4./5.AUG). Zur Sequenzierung wurde das in Abb. 3.24b dargestellte 3. AUGMuUt-PDZ-Konstrukt
eingesetzt. Nach Expression in HEK-Zellen wurden die drei erhaltenen Isoformen Uber GKAP-
Sepharose aufgereinigt und nur die zusétzliche, grof3e Bande aus einem Coomassie-geféarbten SDS-Gel
isoliert. Zur Vereinfachung sind nur die im Bereich des vermuteten UORFs gefundenen Peptide
(Kasten) dargestellt. Diese beweisen, dass es einen 5 vor diesem Bereich gelegenen Startpunkt geben
muss. Das einzige in Frage kommende Startkodon ist ein ACG (= non-AUG-Start, Pfeilkopf).

Dabel wird genutzt, dass die Shank1-PDZ-Domaéne spezifisch an den C-Terminus des Proteins
GKAP/SAPAPL bindet (Krelenkamp et al., 2002; Brendel et al., 2004), welcher an die
Sepharose gekoppelt ist. Die dre aufgereinigten aus dem 3. AUGMut-Transkript
hervorgehenden Isoformen (ACG-Start, 4. AUG-Start, 5,AUG-Start) wurden im 15%igen SDS-
Gel aufgetrennt, geféarbt und die grofte, vermutete UORF-Bande ausgeschnitten. Die
Proteinsequenzierung erfolgte mittels Massenspektrometrie (Friedrich Buck, Service-Labor,
UKE). Tatséchlich konnten hier neben Peptiden aus der PDZ-Domane und dem alternativen N-
Terminus auch Sequenzen aus einem UORF nachgewiesen werden (Abb. 3.25). Aus der Lage
des grofiten gefundenen Peptids und mittels der Grof3eninformationen aus den Western Blotsin
den Abbildungen 3.23 und 3.24 konnte nun die Position des Startpunktes dieses UORFs weliter
eingeschrankt werden. Allerdings gibt es im in Frage kommenden Bereich der ersten 150
Nukleotide kein AUG-, sondern nur ein ACG-Kodon. Es weist eine gute Erkennungssequenz
nach Kozak auf (Kozak, 1986) und liegt im Leserahmen des mit dem 3.uUAUG Uberlappenden
Stoppkodons (Abb.3.23b). In der Literatur sind einige interessante Beispiele der Initiation an
non-AUG Kodons beschrieben. Sie wurden zuerst in Viren, spéter auch in Hefen und Sauger-
Transkripten gefunden und betreffen haufig hochgradig regulierte Proteine wie Proto-
Onkogene oder Zellzyklus-Faktoren (Hann, 1994; Chang et al., 2006). Je nach verwendeter
Methode wurden fir non-AUG-Kodons Initiationseffizienzen von 3-30% im Vergleich zu
AUGs nachgewiesen. Dabei sind GUG, CUG und ACG die effektivsten gefundenen non-AUG-
Startpunkte (Mehdi et a., 1990).

Eine N-terminale Proteinsequenzierung durch den sogenannten Edman-Abbau (Edman, 1950)
war leider nicht erfolgreich, da der N-Terminus des ACG-uORFs vermutlich durch chemische
Modifikationen blockiert ist.
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Daher konnte leider nicht gezeigt werden, ob die erste Aminosdure dem herkémmlichen
Methionin oder dem von ACG tatsichlich kodierten Threonin entspricht (Bsp. fur Ubersetzung
eines CUG-Startkodons in Leucin: Nemeth et al., 2007). Abbildung 3.26 stellt noch einmal den
aus Abbildung 3.16 bekannten Aufbau der 5 UTR dar (nt und Peptidsequenzen siehe Anhang
Abb. 7.1). Zusétzlich ist hier die Position des ACG-uORFs dargestellt, der interessanterweise
mit dem 3.uAUG Uberlappt und somit dessen Tranglation verhindern konnte.

ACGUORF
UACG
)
UAUG 1 UAUG 2 UAUG 3 AUG4 AUG5.1 AUG5.2
AUG 5.3
Shank1 alternativer Start
v v v

Abb. 3.26: Schematische Dar stellung der Shank1-5°UTR.
Zusétzlich zu dem in Abb. 3.16 erklérten Aufbau der 5 UTR ist hier die Position des non-AUG-UORFs
mit einem ACG-Startkodon gekennzeichnet, dessen Stoppkodon mit dem 3.uAUG Uberlappt (rot).

3.2.3.2 Nachweis des uORF-Peptids in transfizierten Zellen

Die aus UORFs synthetisierten Peptide werden nach ihrer Trandation haufig gleich abgebaut.
Sie koénnen aber auch regulatorisch wirken z.B. durch Interaktion mit Komponenten der
Tranglationsmaschinerie, wobei auch die Peptidsequenz selbst von Bedeutung sein kann
(Lovett und Rogers, 1996). Abbildung 3.27 zeigt, dass ACG tatséchlich als Startkodon fungiert
und das davon gestartete UORF-Peptid in transfizierten HEK-Zellen stabil ist. Hierfir wurde
nur der 12kDa grof3e uUORF-Bereich C-terminal mit dem Flag-Tag fusioniert.

A
a b Fey Qg((‘
s
ACG KDa 0&\ ‘?OO
UORF-Peptid %=
15 =—
— -
10
Flag-Tag a Flag

Abb. 3.27: Das ACG-uORF-Peptid wird in HEK-Z€len stabil exprimiert.

a: Schematische Darstellung des verwendeten ACG-UuORF-Konstrukts mit C-terminalem Flag-Tag.

b: Dieses wurde 24h in HEK-Zellen exprimiert. In speziellen Tricin-Gelen fur kleine Proteine wurde
nachgewiesen, dass das entstehende 12kDa-Peptid in diesen Zellen stabil ist. (kDa = Kilodalton)
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3.2.3.3 Charakterisierung moglicher Trand ationsstartpunkte mit Hilfe
spezifischer Antikorper

Zur weiteren Charakterisierung des ACG-uORFs wurden die Wildtyp-5UTR bzw. das
Konstrukt mit der Mutation des 3.AUG (gleichzeitig ACG-Stoppkodon-Mutation) in mRFP-
Vektoren kloniert. Zunéchst sollten die, nach Transfektion des mutierten Konstrukts in HEK-
Zéllen, erhaltenen Western Blot-Banden mittels verschiedener Antikorper identifiziert werden.
Ein mRFP-Antikorper erkennt dabei alle erwarteten Banden des ACG-, 4.AUG- und 5.1 AUG-
bzw. 5.2/5.3 AUG-Startpunkts (Abb. 3.28b; siehe auch Abb. 3.26). Der gegen den alternativen
Shank1 N-Terminus gerichtete Antikdrper markiert hingegen wie erwartet nur die ACG- und
4.AUG-Bande (Abb. 3.28c). AulRerdem wurde ein fur das ACG-uORF-Peptid spezifischer
Antikorper hergestellt (Abb. 3.28d). Dieser beweist zusétzlich die Identitdt der erhaltenen
dritten Bande fUr das Konstrukt 3. AUGmut (Abb. 3.28a).

a ACG 4.AUG 5.AUG

! save | asherknT| ¢ |amerp ]
5 UTR Wt - - L. >

SUTR + a ACGUORF

3.AUG mut - - I I ),
(ACGstoppmut)
b S C s d S
& 00 Q- \)O < \)O
. . 2.2 . 2% . D . 'b?
kDa 60 %) 60 153 60 %)
50— - ACC <«ACG | +ACG
o o e | <4.AUG - <+« 4.AUG
«51AUG
30— - <4+-5.2/53 AUG
a mMRFP a ShankNT a ACGuORF
30—
— a Neo - a Neo a Neo

Abb. 3.28: Nachweisder Identitét der einzelnen I soformen mit spezifischen Antikor pern.
Die mRFP-Konstrukte (Wildtyp-5 UTR und 3.AUGmMut) wurden 24h in HEK-Zellen exprimiert, die
Zéellen lysiert und im 10%-SDS-Gel analysiert. (Neo = Transfektionskontrolle, kDa = Kilodalton)

a: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte: mRFP ist rot, der alternative N-Terminus
blau und der ACG-uORF well3 bzw. gestreift dargestellt. b: Western Blot mit einem mRFP-Antikorper.
c: Western Blot mit Antikérper gegen den alternativen Shank1-N-Terminus. d: Western Blot mit ACG-
UORF-Antikorper, der die Existenz dieses non-AUG-UORFs bestétigt.
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Der ACG-uORF-Antikérper wurde gegen das humane Peptid gerichtet, da die entsprechende
Sequenz fur Maus und Ratte unbekannt ist. Sowohl in Maus- as auch in Ratten-Hirnlysat
konnte keine UORF-Bande nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Mdglicherweise gibt
es hier keinen solchen UORF oder er unterscheidet sich zu stark in der Peptidsequenz. Humane
Hirn- oder Neuronenlysate standen leider nicht zur Verfigung um die Existenz des uORF-
Peptids endogen in Hirngewebe nachzuwei sen.

3.2.3.4 Einflussder 3'UTR auf die Trandation des ACG-uORFs und der

Shank1-lsoformen

Bel der Regulation der Trandation spielt in vielen Falen auch die 3 UTR eine Rolle. Diese
kann Uber interagierende Faktoren wie PABP oder hnRNP-K mit der 5 UTR rdumlich
assoziiert sein (Komarova et al., 2006), weshalb auch der Einfluss der Shank1-3'UTR auf die
Trangdlation und Verteilung der Shankl1-1soformen betrachtet wurde. Hierzu konnte die 3 UTR
(Nukleotide 1-588) stromabwérts der vorhandenen mRFP-Konstrukte kloniert werden.
Abbildung 3.29 zeigt, dass die 3UTR die Trandation nur wenig beeinflusst. Auch das

Verhaltnis der trand atierten Isoformen andert sich bael den 5 UTR-K onstrukten nicht.

mMRFP  +5UTR +5 3.AUGMUt
FUTR. - + o+ s
kDa
50— s W | ACG
P —— Y Y ¢
35— <«51AUG
- e €52/53AUG
30—
a mRFP

Abb. 3.29: Die Vertellung der Shankl1-1soformen und des ACG-uORF wird von der
3’UTR nicht beeinflusst.

Die mRFP-Konstrukte (Wildtyp 5 UTR und 3. AUGMut jeweils ohne oder mit 3'UTR) wurden 24h in
HEK-Zellen exprimiert, die Zellen lysiert und im 10%-SDS-Gel analysiert. Der Western Blot mit
MRFP-Antikorper zeigt, dass die Shank1-3'UTR die Trandation der Isoformen insgesamt nur wenig
beeinflusst. (Neo = Transfektionskontrolle, kDa = Kilodalton)
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3.2.3.5 Einfluss des ACG-uORFs auf die Trandation der Shank1l mRNA

Um zu untersuchen welchen Einfluss der ACG-uORF auf die Expression und das Verhdtnis
der 4. AUG/5.AUG Isoformen zueinander hat, wurden deletierte und ACG-mutierte Konstrukte

hergestellt. Diese wurden sowohl im mRFP- als auch im Luciferase-Reportersystem analysiert.
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Abb. 3.30: Die Deletion oder Mutation des upstream ACGs verandert die Shank1-
Trandationseffizienz und die Nutzung des 4. und 5.AUG.

a: Durchfihrung wie in Abb. 3.28. Deletion und Mutation des ACGs verringern stark die Tranglations-
effizienz und verhindern wie erwartet die zusétzliche Bande bei 3. AUGmMut (= ACGstoppmut). Nach
ACG-Mutation wird nur noch die 5,AUG-Isoform exprimiert. b: Cortex-Neurone wurden an div7
transfiziert und 2Tage spéter lysiert. Auch hier reduziert die Deletion des ACGs die Trandation der
MmRFP mRNA deutlich. (Neo=Transfektionskontrolle, kDa=Kilodalton) c¢: Die Expression
bicistronischer Luciferase-Konstrukte in HEK-Zellen erfolgte wie in Abb. 3.20 beschrieben. Deletion
und besonders auch die Mutation des ACGs fihrte zu geringeren Luciferase-Werten im Vergleich zur
Wildtyp-5' UTR (*p<0,05; **p<0,002).
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Die Deletion der Nukleotide 1-138 und damit des ACG-Startpunktes (nt 84-86) fuhrte
interessanterwel se zur deutlichen Verringerung der ohnehin schon durch die 5’ UTR inhibierten
Trandation (Abb. 3.30a, b und c; siehe auch Abschnitt 3.2.2.1 Abb. 3.20). Wenn das ACG
nicht deletiert, sondern durch Punktmutation zu AAG verdndert wurde, so nahm die
Trangdationseffizienz Uberraschenderweise sogar noch stéarker ab und das Verhdltnis der
Isoformen des 4. und 5.AUG-Startpunktes verschob sich deutlich (Abb. 3.30a und c). Im
Western Blot kann im Gegensatz zum Deletionskonstrukt nur noch die 5.2/5.3 AUG-Bande
nachgewiesen werden (Abb. 3.30a; siehe auch Abbildung 3.26). Fur die ACG-mutierten
Konstrukte konnte in Cortex-Neuronen leider gar keine Proteinexpression mehr nachgewiesen
werden, da die Transfektionseffizienz im Vergleich zu HEK-Zellen zu gering war. Die
Ergebnisse zeigen, dass der ACG-uORF die Trandlation in der Wildtyp-5 UTR erst ermdglicht
und damit eine wichtige Rolle fir die Shank1l-Expression spielt. Auferdem beeinflusst der
non-AUG-Startpunkt auch die Nutzung der stromabwaérts gelegenen Shank1-Startkodons.

Die Initiation an non-AUG Startpunkten wird nicht nur von stabilen Sekundarstrukturen
gefordert (Kozak, 1990), sondern kann auch vom Phosphorylierungsstatus des
Initiationsfaktors elF2a abhangen (Schwab et al., 2004). Dieser ist Bestandteil des terndren
Komplexes mit GTP und der Initiator-Methionyl-t-RNA und ladt diese auf die 40S
Ribosomen-Untereinheit. Die elF2a-Phosphorylierung inhibiert die Translation der meisten
Transkripte. Einige wenige mRNAs werden aber auch in ihrer Trandation gefordert, dazu
gehoren Transkriptionsfaktoren wie ATF4 oder GCN4 (Harding et al., 2000; Hinnebusch,
2005). Die Regulation erfolgt hierbei Uber eine verénderte Expression von UORFs, wobel die
Phosphorylierung des elF2a die Re-Initiation an stromabwérts liegenden Startkodons
erleichtert. Daher wurde auch der Einfluss dieses Initiationsfaktors auf die Translation der
Shank1l mRNA untersucht. Verwendet wurden die Zellgifte Thapsigargin und Natrium-Arsenit,
die auf verschiedenen Signalwegen die Phosphorylierung von elF2a induzieren. Abbildung
3.31 zeigt, dass diese Behandlungen weder die Menge noch Isoformenverteilung der
transfizierten mRFP-Reporter-Proteine (siehe auch Abb.3.28a) in HEK-Zellen und Cortex-
Neuronen verandern. Dies zeigt, dass die ACG-uORF-Erkennung und damit die Translation
des 4.- und 5. AUG-ORFs nicht von diesem Initiationsfaktor reguliert werden. Andererseits
verringert sich die mRFP-Expression auch nicht deutlich, obwohl die Phosphorylierung von
elF2a algemein die Trandation der meisten Transkripte hemmt. Mogliche Effekte kénnten
jedoch durch die starke Uberexpression oder hohe Stabilitét der transfizierten mRFP-

Konstrukte Uberdeckt sain.
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Abb. 3.31: Der Phosphorylierungsstatus des Initiationsfaktors el F2a hat keinen Einfluss
auf die Nutzung des Shank1 ACG-uORFs oder des4. und 5.Startkodons.

a: mRFP-Konstrukte wurden 24h in HEK-Zellen exprimiert, diese dann Uber Nacht mit DMSO
(Kontrolle), Thapsigargin (1uM) oder Natrium-Arsenit (50uM) behandelt, lysiert und im 10%-SDS-Gel
aufgetrennt. Mit einem Antikorper gegen die phosphorylierte Form von elF2a wurde die Wirkung der
eingesetzten Gifte nachgewiesen. Der Phosphorylierungsstatus des elF2a hat jedoch keinen Einfluss
auf die Regulation der Trandlation der Shankl mRNA. b: Cortex-Neurone wurden an div 7 transfiziert,
wiein a behandelt und 2 Tage spéter lysiert. Auch hier ergab sich kein Unterschied in der 1soformen-
Verteilung. (Neo = Transfektionskontrolle, kDa = Kilodalton)

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Trandation der Shankl mRNA durch eine
Kombination verschiedener Regulationsmechanismen gesteuert wird. Von besonderer
Bedeutung sind dabei die upstream Open Reading Frames, insbesondere ein neu entdeckter

non-AUG-uORF am Beginn der 5’ UTR.



