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1. Einleitung

Die eukaryotische Genexpression kann schon auf der Ebene von Transkription und mRNA-

Prozessierung vielfältig beeinflusst werden. Vor allem in polarisierten Zellen ermöglicht die

zusätzliche Regulation von mRNA-Lokalisation und -Stabilität sowie der Translation die

räumliche und zeitliche Kontrolle der Proteinexpression. Diese Mechanismen sind in

Nervenzellen von besonderer Bedeutung, da sie asymmetrisch aufgebaut sind und lange,

verzweigte Zellfortsätze besitzen. Dabei sind die Axone auf die Weiterleitung der elektrischen

Erregung und die Dendriten auf den Empfang der Signale anderer Neurone spezialisiert. Die

Kontakte zwischen Axon und Dendrit sind hochspezialisierte Strukturen, welche als Synapsen

bezeichnet werden.

Es wird angenommen, dass die lokale Modifikation der Proteinexpression an Synapsen

essentiell für langanhaltende, plastische Veränderungen dieser Kontakte ist (Sutton und

Schuman, 2006). Um nur aktivierte Synapsen in Struktur und Zusammensetzung zu verändern,

muss eine sogenannte Input-Spezifität vorhanden sein. Dabei könnten im Soma synthetisierte

Proteine selektiv an bestimmte, markierte Synapsen transportiert werden (Frey und Morris,

1997). Andererseits würde eine gezielte Veränderung der Plastizität einzelner Kontakte auch

durch die Lokalisation und Translation spezifischer mRNAs im aktivierten Bereich erreicht

werden (Jiang und Schuman, 2002; Abb. 1.1). Dieser Mechanismus könnte einen schnelleren

und direkten Umbau der Synapsen ermöglichen. Die für diesen Prozess notwendigen

Polyribosomen wurden erstmals 1982 von Steward und Levy an der Basis der dendritischen

Dornen gefunden. Einige Jahre später konnten auch mRNAs in distalen Dendriten kultivierter

Neurone nachgewiesen werden (Davis et al., 1987). Außerdem wurde gezeigt, dass

Polyribosomen nach synaptischer Aktivierung in die vergrößerten dendritischen Dornen

(Spines) transportiert werden, auf denen die exzitatorischen Synapsen lokalisiert sind (Ostroff

et al., 2002; Abb. 1.1). In den letzten Jahren wurde für einige wichtige synaptische Proteine

eine dendritische Lokalisation der kodierenden mRNAs gezeigt (Martin und Zukin, 2006).

Außerdem wurde deutlich, dass die lokale Proteinsynthese tatsächlich essentiell für die

synaptische Plastizität und langfristige Lernvorgänge ist (Sutton und Schuman, 2005). Dabei

sind die Lokalisation der mRNA und die Kontrolle der Translation über RNA-bindende

Faktoren eng miteinander gekoppelt.



1. Einleitung                                                                                                                                  2

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des dendritischen mRNA-Transports und der lokalen
Translation im Bereich aktivierter Synapsen. (modifiziert aus Miki et al., 2005)

1.1 Dendritischer mRNA-Transport in Neuronen

Die Anzahl der dendritisch lokalisierten mRNAs wurde auf Grundlage molekularbiologischer

Methoden auf mehrere Hundert geschätzt, wovon mehr als 30 näher charakterisiert werden

konnten (Miyashiro et al., 1994). Studien zeigten die Präsenz dendritischer mRNAs, die für

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 al., 1988). Weitere

wichtige Beispiele sind die α−Untereinheit der Calcium/Calmodulin-abhängigen Kinase II

(CamKII; Burgin et al., 1990), das aktivitätsregulierte Cytoskelett-assoziierte Protein

(Arc/Arg3.1; Link et al., 1995) oder die kurze, untranslatierte BC1-RNA (Muslimov et al.,

1997). Häufig findet man entwicklungs- oder aktivitätsabhängige mRNA-Lokalisationen

(Crino und Eberwine, 1996; Link et al., 1995). Synaptische Stimulation in-vivo führt z.B. nicht

nur zur verstärkten Transkription, sondern auch zur dendritischen Translokation der

Arc/Arg3.1 mRNA (Steward und Worley, 2001) und KCl-Depolarisation in kultivierten

Neuronen erhöht den CamKIIα mRNA-Transport in distale Dendriten (Rook et al., 2000).

Gezeigt wurde, dass die Transkripte in großen Granula transportiert werden (mRNPs =

messenger ribonucleoprotein), die außerdem RNA-bindende Proteine, Ribosomen,

Translationsfaktoren und Motorproteine enthalten und mit Geschwindigkeiten von bis zu 0,1

µm/s Mikrotubuli-abhängig bewegt werden (Knowles et al., 1996; Kanai et al., 2004;

Hirokawa, 2006).

nucleus

PSD

local
translationnucleus

PSD

local
translation
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Als Motorprotein konnte dabei KIF5 identifiziert werden, welches zur Kinesin 1 - Familie

(conventional kinesin) gehört und Cargo-Moleküle zum Plus-Ende der Mikrotubuli

transportiert (Hirokawa und Takemura, 2005). Da zumindest in proximalen Dendriten die

Mikrotubuli in gemischter Polarität vorliegen, könnte KIF5 sowohl antero- als auch

retrograden Transport vermitteln (Baas et al., 1988). Außerdem scheint auch das Motorprotein

KIF3C, ein Mitglied der Kinesin II - Familie, am dendritischen Transport von mRNPs beteiligt

zu sein (Davidovic et al., 2007).

Die Regulation des dendritischen Transports wurde erst für einige Beispiele genauer

untersucht. Dabei liegen die cis-agierenden Sequenzen meist in der 3’ untranslatierten Region

(3’UTR) der transportierten mRNA und werden als dendritic targeting elements (DTEs)

bezeichnet. Diese Sequenzen sind häufig wenig homolog, so dass für die Bindung

interagierender Faktoren von einem größeren Einfluss der Sekundärstruktur ausgegangen wird

(Huang et al., 2003). Die CamKIIα mRNA enthält z.B. zwei distinkte DTEs (Mori et al., 2000;

Blichenberg et al., 2001) und zwei Kopien des Hexanukleotid-Motivs CPE, welches die

dendritische Lokalisation über das RNA-bindende Protein CPEB vermitteln kann

(cytoplasmatic polyadenylation element binding, Huang et al., 2003). Die große Bedeutung der

durch die 3’UTR vermittelten exakten Lokalisation und somit lokalen Translation der

CamKIIα mRNA zeigen Untersuchungen einer transgenen Maus, der diese Region fehlt. Die

Tiere wiesen erhebliche Defizite in der Langzeitpotenzierung und der Gedächtnisleistung auf

(Miller et al., 2002). Auch der dendritische Transport der MAP2 mRNA wird durch ein DTE in

der 3’UTR vermittelt (Blichenberg et al., 1999). Die Proteine MARTA1 und MARTA2 (MAP2

RNA transacting factor) interagieren mit diesem Element (Rehbein et al., 2000). Die

Translokation der MAP2 mRNA in die Dendriten ist von Motorproteinen der Kinesin 1 –

Familie abhängig und wird durch dominant-negative MARTA2-Konstrukte inhibiert (Zivraj,

Dissertation 2005). Ein weiteres, gut charakterisiertes DTE liegt in der 3’UTR der β-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 β-Aktin

mRNA schon während der Transkription im Zellkern mit ZBP1 assoziiert ist (Oleynikov und

Singer, 2003) und in Neuronen der dendritische Transport von mRNA und ZBP1

aktivitätsabhängig reguliert wird (Tiruchinapalli et al., 2003).
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Ein anderes wichtiges RNA-bindendes Protein in dendritischen Granula ist Staufen. Es wurde

ursprünglich als Bindepartner der bicoid- und oskar-mRNA im Drosophila-Embryo

identifiziert (St Johnston et al., 1991). Die Säuger-Homologe Staufen1 und Staufen2 enthalten

mehrere dsRBDs (double-stranded RNA-binding domains) und binden RNA in-vitro Sequenz-

unabhängig (Monshausen et al., 2001). Beide Proteine sind in distinkten mRNA-Granula

lokalisiert (Duchaine et al., 2002), spielen eine wichtige Rolle für den dendritischen mRNA-

Transport (Kanai et al., 2004; Tang et al., 2001) und scheinen auch an der Regulation der

Translation beteiligt zu sein (Dugre-Brisson et al., 2005). Häufig sind RNA-bindende Proteine,

welche den Transport vermitteln, auch direkt an der Regulation der Translation beteiligt, indem

sie wie Staufen mit Faktoren der Translationsmaschinerie interagieren und die Proteinsynthese

reprimieren oder aktivieren (Wells, 2006). Auch die Poly-C-bindenden Proteine wie hnRNP-K

oder hnRNP-E binden RNA über ihre hnRNP-K-Homology–Domänen (KH) und erfüllen

vielfältige Aufgaben (Makeyev und Liebhaber, 2002). HnRNP-K beeinflusst neben dem

mRNA-Export, -Transport und der -Stabilität auch die Translation 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-Stabilität sowie

die Translation reguliert (Khanam et al., 2006).

Die große Vielfalt cis-agierender Sequenzelemente und trans-agierender Faktoren weist auf die

mögliche Bedeutung lokaler Translation spezifisch regulierter Transkripte in Neuronen hin.

Während des Transports entlang des Cytoskeletts wird die Translation der mRNAs reprimiert.

Diese Inhibition der Proteinsynthese kann dann am Bestimmungsort z.B. den dendritischen

Dornen während der Entwicklung oder den Synapsen nach Aktivierung durch verschiedene

Regulationsmechanismen aufgehoben werden.

1.2 Regulation der Translation

Die eukaryotische Translation läuft 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. Während der Elongation gelangen Aminoacyl-

tRNAs an die Akzeptor(A)-Position und dekodieren das nächste Triplett. Nach Bildung der

Peptid-Bindung kommt es zur Translokation und das folgende Kodon rückt 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).



1. Einleitung                                                                                                                                  5

Vielfältige Regulationsmechanismen ermöglichen die Beeinflussung der Translation bei allen

beschriebenen Schritten. Die Kontrolle der Initiation ist dabei besonders effizient (Gingras et

al., 1999; Jiang und Schuman, 2002) und erfolgt unter anderem über regulative Proteine, die

sowohl an 5’ als auch 3’ untranslatierte 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 näher erläutert.

Der erste Schritt der Initiation ist die Bildung des ternären eIF2-GTP-Met-tRNA Komplexes

(eIF = eukaryotischer Initiationsfaktor), wobei der Austausch von GDP nach GTP durch eIF2B

vermittelt wird. Der eIF2-Komplex bildet dann zusammen mit den Faktoren eIF1, 1A, 3 und 5

sowie der gebundenen 40S Ribosomen-Untereinheit den sogenannten 43S Prä-Initiations-

Komplex (Abb. 1.2). Dieser wird während der cap-abhängigen Translation nun an das 5’-Ende

der mRNA rekrutiert. Dies geschieht mit Hilfe des eIF4F-Komplexes, der aus eIF4E (bindet

das m7GpppG cap), eIF4A (ATPase-abhängige RNA-Helicase) und eIF4G (bindet eIF3)

besteht. Die Bindung zwischen 43S-Komplex und mRNA wird außerdem von den RNA-

bindenden Proteinen PABP und eIF4H bzw. eIF4B unterstützt. 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 eIF5 ermöglicht die GTP-Hydrolyse durch eIF2 und somit die

Positionierung der Met-tRNA an die P-Position des Ribosoms. Nach Dissoziation aller anderen

Faktoren sowie GTP-Hydrolyse bindet eIF5B-GTP und rekrutiert die 60S Ribosomen-

Untereinheit an den Met-tRNA-mRNA-Komplex (Kapp und Lorsch, 2004).

Abb. 1.2: Ablauf der eukaryotischen cap-abhängigen Initiation der Translation.
(modifiziert aus Holcik und Pestova, 2007)

mRNA

40S subunit

43S complex

48S complex

80S initiation complex

mRNA

40S subunit

43S complex

48S complex

80S initiation complex
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Die Initiation der Translation läuft bei den meisten mRNAs wie beschrieben cap-abhängig 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 äußerste 5’Ende

der mRNA, sondern bindet an komplexe Sekundärstruktur-Motive innerhalb der 5’UTR. IRES-

Elemente weisen dabei häufig keine Homologien in Primärsequenz und Struktur auf (Baird et

al., 2006). Diese Form der Initiation wurde auch für dendritische mRNAs wie Arc/Arg3.1 oder

MAP2 beschrieben und könnte die selektive Regulation der lokalen Translation für diese

Transkripte ermöglichen (Pinkstaff et al., 2001). Der genaue Initiationsmechanismus durch

IRES-Elemente ist jedoch nur für einige Viren aufgeklärt, wobei sich dafür notwendige

Initiationsfaktoren und Regulationen jeweils stark unterscheiden (Jackson, 2005).

Die durchschnittliche 5’UTR der mRNAs in Säugetieren enthält 150-200 Nukleotide und weist

einen GC-Gehalt von 50-60% auf. Das Vorhandensein einer untranslatierten Region vor der

kodierenden Sequenz ermöglicht die vielfältige Regulation der Genexpression auf Ebene der

Translation. Mit steigender Länge und GC-Gehalt der 5’UTR erhöht sich auch der Einfluss auf

die Initiation der Translation. In 10-45% der Fälle sind außerdem sogenannte upstream Open

Reading Frames = uORFs vorhanden (Iacono et al., 2005; Hughes, 2006). Da diese uORFs

translatiert werden können, sollte korrekterweise nicht von untranslatierten 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 Möglichkeiten der Regulation während der Initiation schematisch

zusammengefasst.

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Regulationsmöglichkeiten durch Struktur-
elemente und interagierende Faktoren innerhalb der 5’UTR.

5 Cap
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Besonders bei stark regulierten Proteinen wie z.B den Zellzyklus-Faktoren findet man häufig

lange, stark strukturierte 5’UTRs. Die Länge und Stabilität der 5’UTR sowie ihre

Sekundärstruktur beeinflusst die Effizienz der Translation erheblich (Kozak, 1991). Besonders

nahe dem 5’cap-Ende gelegene Haarnadel-Strukturen verhindern die Bewegung des 43S-

Komplexes auf der mRNA. Neben der Wirkung als physikalische Barrieren können

Sekundärstruktur-Elemente aber auch als Bindestelle für interagierende Faktoren dienen. So

blockiert z.B. die Bindung des iron regulatory protein an das iron-responsive element (IRE) in

der Nähe des m7GpppG-cap der Ferritin mRNA die Rekrutierung des Prä-Initiations-

Komplexes (Gray und Hentze, 1994; Paraskeva et al., 1999).

Die Translation spezifischer mRNAs wird auch direkt durch Modifikation der Initiations-

faktoren beeinflusst. So ist eIF4E ein Ziel der Regulierung durch mTOR (mammalian target of

Rapamycin). Die Funktion von eIF4E während der Initiation wird durch Bindung von 4E-BP1

blockiert. 4E-BP1 kann jedoch nach Phosphorylierung nicht mehr an eIF4E binden, so dass die

Translation verstärkt 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 können z.B. betroffene synaptische mRNAs vermehrt translatiert werden. Unter

anderem konnte die Beteiligung von mTOR an der Ausbildung der Langzeitpotenzierung im

Hippokampus nachgewiesen werden (Tang et al., 2002). mTOR aktiviert außerdem die p70 S6-

Kinase und vermittelt somit die Translation der sogenannten 5’TOP-mRNAs (5’terminal

oligopyrimidine tract) die für PABP und andere an der Translation beteiligte Faktoren kodieren

(Jiang und Schuman, 2002).

Die Inititation der Translation kann außerdem durch uORFs vielfältig beeinflusst werden

(Meijer und Thomas, 2002). Besonders wenn der abgelesene uORF mit dem eigentlichen

Leserahmen überlappt oder der uORF weit vor dem nächsten AUG stoppt, kann die

Translation der mRNA völlig inhibiert sein. Andererseits ermöglicht die Initiation an uORFs in

stark strukturierten 5’UTRs oft erst Re-Initiationen an dahinter gelegenen Startpunkten, da das

Ribosom ohne Erkennung des uAUGs vor Haarnadelstrukturen häufiger von der mRNA

abfallen würde (Morris und Geballe, 2000). Zur Re-Initiation bleibt die 40S-Ribosomen-

Untereinheit nach Ablesen des uORFs mit der mRNA assoziert, bindet an einen neuen ternären

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

leaky-scannings überlesen und das nächste Startkodon abgelesen werden kann. Dies ermöglicht

u.a. die Entstehung N-terminal verkürzter Protein-Isoformen, da ein Teil der Ribosomen nicht

das erste, sondern dahinter liegende AUGs nutzen kann (Kochetov, 2005).
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Besonders gut untersucht ist die Regulation der Translation durch uORFs für den Hefe-

Transkriptionsfaktor GCN4 (General Control Non-inducible; Hinnebusch, 2005) und das

entsprechende homologe Protein ATF4 in Säugetieren (Activating Transcription Factor; Lu et

al., 2004). Die mRNA des Transkriptionsaktivators GCN4 enthält vier kurze uORFs, welche

die Translation des eigentlichen ORFs stark inhibieren. Während Hungerphasen, in denen der

Hefe nicht ausreichend Aminosäuren zur Verfügung stehen, wird der uORF1 zum positiven

Regulator der Translation. Erst nach der Initiation an diesem uAUG1 kann GCN4 durch Re-

Initiation abgelesen werden. Die Regulation erfolgt hierbei über den Initiationsfaktor eIF2, da

dessen α-Untereinheit während Aminosäuremangel verstärkt phosphoryliert wird. Durch die

Phosphorylierung sinkt der Anteil von eIF2-GTP und die verfügbare Menge des ternären Met-

tRNA-Komplexes in der Zelle. Die 40S Ribosomen-Untereinheiten werden somit nach

Ablesen des uORF1 länger ohne gebundenen ternären Komplex entlang der mRNA bewegt

und überlesen damit häufiger die sonst inhibierend wirkenden uORFs 2-4. Somit wird die

Initiation der Translation am GCN4 Startkodon verstärkt (Hinnebusch, 2005). Eine ähnliche

Regulation findet sich bei ATF4. Auch hier wirkt der 1.uORF als positiver Regulator, da in

gestressten Zellen bei hohem Anteil von phosphoryliertem eIF2α ein inhibierender 2.uORF

überlesen werden kann (Vattem und Wek, 2004). In einigen Fällen wie z.B. dem AdoMetDC-

Transkript (S-Adenosylmethionin-Decarboxylase) kann auch das abgelesene uORF-Peptid

selbst durch Interaktion mit der Translationsmaschinerie weitere Initiationen beeinflussen.

Dabei kann das Peptid mit 23S rRNA-Komponenten interagieren, das Ribosom in seiner

Bewegung blockieren oder mit anderen zellulären Faktoren wie den tRNA-Komplexen

assoziiert sein (Lovett und Rogers, 1996).

Obwohl AUG das universelle Startkodon ist und in der Mehrheit der Fälle ausschließlich

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 al., 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 al., 1984), wobei diese in einigen Fällen sogar das einzige Startkodon

darstellen (Xiao et al., 1991; Sugihara et al., 1990). Interessanterweise werden aber auch in

immer mehr Säugetier-Genen non-AUGs gefunden, welche meist als uORF-Startpunkte

wichtige regulatorische Funktionen erfüllen. Häufig 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 Länge (miRNAs) und small modulatory (sm) RNAs wie BC1

(Ratte) oder BC200 (human) können gebunden an UTR-Sequenzen die Proteinsynthese

beeinflussen. Die Regulation durch miRNAs wurde ursprünglich in C.elegans entdeckt, wobei

die Mechanismen der Repression weitgehend unbekannt sind (Gebauer und Hentze, 2004).

BC1 und BC200 bilden trotz unterschiedlichem evolutionärem Ursprung dieselbe

Sekundärstruktur aus. Beide binden PABP sowie möglicherweise weitere Initiationsfaktoren

und blockieren so die Translation (Cao et al., 2006).

1.3 Shank1 – Gerüstprotein der postsynaptischen Dichte

Die postsynaptisch lokalisierten Shank-Proteine (SH3 domain and Ankyrin repeat containing

protein) wurden unabhängig voneinander in mehreren Studien als Interaktionspartner für

Membran- und cytoplasmatische Proteine identifiziert. Mitglieder der Shank-Proteinfamilie

(Naisbitt et al., 1999) wurden von den verschiedenen Gruppen auch als Somatostatin-Rezeptor

interagierendes Protein (SSTRIP; Zitzer et al., 1999), Prolin-reiches Synapsen-assoziiertes

Protein (ProSAP; Böckers et al., 1999), Cortactin-bindendes Protein (Du et al., 1998) oder

Synamon (Yao et al., 1999) bezeichnet. Die Domänenstruktur von Shank1 und die Position

innerhalb der postsynaptischen Dichte (PSD) ist in Abbildung 1.4a schematisch dargestellt.

Shank interagiert indirekt oder direkt mit NMDA- (über GKAP und PSD-95; Böckers et al.,

1999; Naisbitt et al., 1999) und AMPA-Rezeptoren (durch direkte Bindung an die Shank PDZ-

Domäne, Uchino et al., 2006) und direkt mit dem Calcium-unabhängigen Rezeptor für

α−Latrotoxin (Kreienkamp et al., 2000; Tobaben et al., 2000). Shank-Proteine sind außerdem

durch die Bindung von Homer mit metabotropen Glutamat-Rezeptoren assoziiert (Tu et al.,

1999). Die Interaktion mit GKAP über die PDZ-Domäne (Abb. 1.4a) scheint zumindest für

Shank1 essentiell für eine synaptische Lokalisation zu sein (Sala et al., 2001). Die

postsynaptische Lokalisation von Shank2 und 3 wird hingegen durch Motive am C-Terminus

vermittelt (Böckers et al., 2005). Die C-terminale SAM-Domäne von Shank3 bindet über

Interaktion mit Zink-Ionen an die SAM-Domänen anderer Shank3-Moleküle. Das so gebildete

Netzwerk könnte somit die Plattform für die Organisation der PSD bilden (Baron et al., 2006).

Die Interaktionen von Shank-Proteinen mit dem Aktin-assoziierten Cortactin (Du et al., 1998),

Abp1 (Qualmann et al., 2004) oder α−Fodrin (Böckers et al., 2001) sprechen außerdem für

eine Rolle als Gerüstprotein zwischen Membran-ständigen Rezeptoren und dem Aktin-

Cytoskelett.
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Abb. 1.4: Shank befindet sich als Gerüstprotein in der postsynaptischen Dichte (PSD)
exzitatorischer Synapsen. Die Shank1 und 3 mRNAs sind im Hippokampus dendritisch
lokalisiert.
a: Schematischer Aufbau der postsynaptischen Dichte mit Shank als zentralem Gerüstprotein. Zur
Vereinfachung sind nicht alle Interaktionspartner in der PSD aufgeführt. Gezeigt ist außerdem die
Domänenstruktur von Shank1, mit den N-terminalen Ankyrin-Motiven, der SH3-Domäne (src
homology), der PDZ-Domäne (PSD-95/discs-large/zona-occludens-1) und dem C-terminalen Prolin-
reichen Motiv sowie der SAM-Domäne (sterile alpha motif). (modifiziert aus Sheng und Kim, 2000)
b: In-situ-Hybridisierungen von Hippokampus-Schnitten des Rattengehirns zeigen eine dendritische
Lokalisation der Shank1 und 3 mRNAs. Der weiße Strich (schräg) markiert die Molekularschicht
zwischen den Zellkörpern. (Balken = 1mm; modifiziert aus Böckers et al., 2004)

Die Shank-Proteine sind mit etwa 200 kDa relativ groß und weisen eine Vielzahl unterschied-

licher Spleißvarianten auf, bei denen Domänen fehlen oder alternative Start- und Stoppkodons

genutzt werden (Sheng and Kim, 2000). Die Spleißvarianten scheinen teilweise auch

entwicklungsabhängig reguliert zu sein (Lim et al., 1999). Shank1 wird vor allem im Gehirn

exprimiert (Zitzer et al., 1999), Shank2 ist sowohl stark im Gehirn, als auch in Niere und Leber

vorhanden (Du et al., 1998) und Shank3 wird vor allem in Herz, Gehirn, Niere und Leber

gefunden (Lim et al., 1999). Die Überexpression von Shank1 führt in hippokampalen

Neuronen zu einer veränderten Morphologie dendritischer Dornen. Diese sind Ausstülpungen

der dendritischen Membran auf denen sich exzitatorische Synapsen befinden. Shank1

vermittelt die Vergrößerung und Reifung der Köpfe dendritischer Dornen (Sala et al., 2001).

a b
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Interessanterweise wurden Mutationen im Shank3-Gen mit Symptomen des 22q13.3

Mikrodeletionssyndrom in Verbindung gebracht. Dieses Syndrom ist eines der häufigsten

Ursachen für kognitive Defizite, Autismus, verzögerte Entwicklung und neonatale Hypotonie

(Manning et al., 2004). Die genomische Deletion der C-terminalen SAM-Domäne (Abb. 1.4a)

und der 3’UTR sowie andere Mutationen von Shank3 führen in betroffenen Patienten zur

mentalen Retardierung und Sprachstörungen (Durand et al., 2006; Bonaglia et al., 2001 und

2006). Dabei handelt es sich in allen bekannten Fällen um heterozygote Mutationen. Da also

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 für die Entwicklung von Sprache und Kommunikation ist.

Ähnliche Symptome und autistische Verhaltensweisen wie bei der Shank3-Haploinsuffizienz

wurden auch in Patienten mit Mutationen der Neuroligine gefunden, welche an verschiedene

Proteine mit PDZ-Domänen wie Shank1 und 3 oder PSD-95 binden können (Meyer et al.,

2004). Die postsynaptischen Neuroligine interagieren mit Neurexinen in der Prä-Synapse und

sind essentiell für die Ausbildung synaptischer Kontakte (Brose, 1999). Möglicherweise ist

also der Proteinkomplex der Neuroligin und Shank-Proteine enthält an der Bildung

spezialisierter postsynaptischer Strukturen beteiligt, die kognitive Fähigkeiten sowie

Sprachkommunikation vermitteln.

In verschiedenen Gehirnregionen konnte für die Shank-mRNA außerdem eine Lokalisation in

Dendriten nachgewiesen werden (Böckers et al., 2004). Die Shank1 und 2 mRNAs wurden

dabei in Purkinje-Zellen im Cerebellum, die Shank1 und 3 mRNAs im Hippokampus in

distalen Dendriten gefunden (Abb. 1.4b). Für Shank1 konnte innerhalb der 3’UTR ein 200

Nukleotide umfassendes DTE identifiziert werden (dendritic targeting element; Böckers et al.,

2004). Dieses Element weist keine Ähnlichkeit mit bekannten DTEs anderer dendritischer

mRNAs auf. Auch Shank2 und 3 enthalten keine homologe Sequenz innerhalb der 3’UTR.

Möglicherweise ist also nicht die Primärsequenz, sondern eine bestimmte Sekundärstruktur

von besonderer Bedeutung für die Bindung interagierender Faktoren und damit den Transport

in die Dendriten. Die Regulation des Shank1 mRNA-Transports könnte 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 für das Shank1-DTE identifiziert werden

(Iglauer, Dissertation 2005). In derselben Arbeit wurde gezeigt, dass die 5’UTR von Shank1

die Translation von Reporter-Transkripten stark inhibiert.
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Möglicherweise wird die Translation der Shank1 mRNA während des Transports und der

Lokalisation im Bereich der dendritischen Dornen also zunächst inhibiert. Entwicklungs- oder

aktivitätsabhängig könnte diese Inhibition der Shank1-Synthese dann lokal aufgehoben

werden. Da Shank eines der wichtigsten Gerüstproteine der postsynaptischen Dichte ist, würde

die dendritische mRNA-Lokalisation z.B. eine lokale Steuerung der Synapsenbildung

ermöglichen. Die Shank-Synthese im Bereich der Synapsen könnte außerdem von Bedeutung

für die Plastizität und dem damit zusammenhängenden Umbau der PSD sein. Die Shank-

Proteine in der PSD bilden durch Interaktion der SAM-Domänen untereinander kompakte

Netzwerke. Diese Aggregatbildung könnte den Transport im Soma synthetisierter Shank-

Proteine erschweren. Auch hier wäre die lokale Translation von Vorteil, da die Shank-

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

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es die Bedeutung der 5’ und 3’untranslatierten Bereiche der Shank1

mRNA für die Expression dieses wichtigen PSD-Proteins in Neuronen zu untersuchen.

Zunächst sollte der 3’UTR-abhängige Shank1 mRNA-Transport in lebenden Neuronen mit

Hilfe von Time-lapse-Aufnahmen visualisiert werden. Außerdem 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 mRNA-Granula vorhandenen interagierenden Faktoren, sowie die Untersuchung

der Rolle des Cytoskeletts für den dendritischen Transport.

Ein weiterer Teil der Arbeit beschäftigte sich mit der Untersuchung der lokalen Translation der

Shank1 mRNA. Ziel war es zunächst den Mechanismus der 5’UTR-abhängigen Inhibition der

Translation mit Hilfe verschiedener Reporter-Systeme aufzuklären. Außerdem sollte gezeigt

werden, wie diese Regulationsmechanismen die Proteinsynthese und Verteilung von Shank1 in

der postsynaptischen Dichte beeinflussen können.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Zusammensetzung aller Puffer und Medien ist im Anhang aufgeführt (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 Qualität (p.A.) bezogen.

Verwendete Enzyme stammten von NEB, Fermentas, Roche oder Promega.

2.1.2 Bakterienstämme, Zelllinien und Tiere

Für alle Klonierungen wurden Escherichia coli Bakterien vom Stamm TOP10F’ (Invitrogen)

und zur Expression von rekombinanten Proteinen vom Stamm BL21-CodonPlus (Stratagene)

genutzt. Für die eukaryotische Zellkultur wurden die Zelllinie HEK293 (Human Embryonic

Kidney, ATCC) und primäre Neurone aus Rattus norvegicus (Stamm: Wistar; Tierhaltung

UKE, Hamburg) verwendet.

2.1.3 DNA-Vektoren

Tab. 2.1: Für Klonierungen verwendete DNA-Vektoren.

Vektor Beschreibung/Resistenz Hersteller
pEGFP Eukaryotische Expression, Enhanced Green

Fluorescent Protein, Kanamycin
BD-Biosciences
Clontech

pmRFP Eukaryotische Expression, Monomeric Red
Fluorescent Protein, Kanamycin, basierend auf
den pEGFP

Katrin Falley (mRFP-
Sequenz von Roger
Tsien, San Diego)

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

Stratagene

pcDNA3.1 Eukaryotische Expression, ohne Tag, Ampicillin Invitrogen
pBlaulicht Für in-vitro-Transkription, Photinus-

Luciferase-Vektor, basiert auf pBluescript,
Ampicillin

Hans-Jürgen
Kreienkamp,
Hamburg
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Vektor Beschreibung/Resistenz Hersteller
pBicFire Eukaryotische Expression, Bicistronischer

Vektor mit Photinus- und Renilla-Luciferase,
Ampicillin

Jan Christiansen,
Kopenhagen

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

Amersham Pharmacia

pBluescript II SK+ Für in-vitro-Transkription, Ampicillin Stratagene
pCRII-TOPO Für die Klonierung von PCR-Produkten,

Ampicillin und Kanamycin
Invitrogen

Die in Tabelle 2.1 aufgelisteten Plasmide dienten als Ausgangsvektoren für alle Klonierungen.

Die damit hergestellten Expressionskonstrukte sind im Anhang aufgeführt (Abschnitt 7.3).

2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide für PCR und Sequenzierungen wurden bei Sigma-Aldrich

bestellt, mit tridestilliertem Wasser gelöst und auf 10 pmol/µl eingestellt. Eine Liste aller

verwendeten Primer befindet sich im Anhang (Abschnitt 7.2).

2.1.5 Antikörper

In den Tabellen sind alle verwendeten Primär- (Tab. 2.2) und Sekundär-Antikörper (Tab. 2.3)

aufgeführt. Zum Nachweis von Aktin-Filamenten wurde TRITC-gekoppeltes Phalloidin

verwendet (Verdünnung: 1:40, Molecular Probes).

Tab. 2.2: Übersicht der eingesetzten Primär-Antikörper.
m = mouse (Maus); rb = rabbit (Kaninchen)

Verdünnung
Primär-Antikörper Hersteller Western Blot Immuncytochemie
rb-Anti-ACGuORF Auftragsimmunisierung

(Biogenes)
1:500

m-Anti-DIG-Cy3 Abcam 1:100
m-Anti-EGFP Covance 1:1.000
rb-Anti-EGFP Abcam 1:2.000
m-Anti-eIF2α Abcam 1:1.000
rb-Anti-eIF2αPhospho Abcam 1:500
m-Anti-Flag Sigma-Aldrich 1:10.000
rb-Anti-Flag Sigma-Aldrich 1:100
rb-Anti-KIF5C ABR 1:200
rb-Anti-MAP2 (Serum) S. Kindler, Hamburg 1:5.000
rb-Anti-Neomycin-
Phosphotransferase II

Upstate 1:1.000

m-Anti-PSD-95 Upstate 1:1.000
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Primär-Antikörper Hersteller Western Blot Immuncytochemie
rb-Anti-mRFP (Serum) Auftragsimmunisierung

(Biogenes)
1:2.000 1:1.000

rb-Anti-Shank1-C-Term. Neuromics 1:1.000
rb-Anti-ShankNT (Serum) H.-J. Kreienkamp,

Hamburg
1:2.000

rb-Anti-ShankPDZ (Serum) H.-J. Kreienkamp,
Hamburg

1:2.000

rb-Anti-Staufen1 (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: Übersicht der eingesetzten Sekundär-Antikörper und Verdünnungen.

Verdünnung
Sekundär-Antikörper Hersteller Western Blot Immuncytochemie
Cy3-Anti-Maus IgG Dianova 1:400
Cy3-Anti-Kaninchen IgG Dianova 1:400
Cy5-Anti-Maus IgG Dianova 1:500
Cy5-Anti-Kaninchen-IgG Dianova 1:500
Alexa-Fluor488-Anti-Maus
IgG

Molecular Probes 1:300

Alexa-Fluor488-Anti-
Kaninchen IgG

Molecular Probes 1:300

HRP-Anti-Maus IgG Amersham 1:2.500
HRP-Anti-Kaninchen IgG Amersham 1:2.500

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur gezielten Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion

genutzt. Der Gesamtansatz betrug dabei 50µl. Es wurden 10-100ng Plasmid-DNA als Matrize,

10-50pmol Primer und je 100µmol Desoxyribonukleotide eingesetzt. Für Klonierungen der

5’UTR von Shank1 wurde aufgrund des hohen GC-Gehalts auch 10% Glycerol zugegeben.

Andere Komponenten der Reaktion wurden dann gemäß den Empfehlungen des Herstellers zur

PCR mit der AmpliTaq-Polymerase (Perkin Elmer) oder der Pfu-Turbo-Polymerase

(Stratagene) eingesetzt. Zunächst wurde die DNA 2-5 Minuten bei 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 für 1 Minute/1.000 Nukleotide.
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Im Anschluss erfolgte ein abschließender Verlängerungsschritt bei 72°C für 10 Minuten, wobei

im Falle der Pfu-PCR auch noch Taq-Polymerase zugegeben wurde um überhängende A-

Enden zu erhalten. Dies ermöglichte nach Agarose-Gelelektrophorese und Aufreinigung der

PCR-Produkte die Klonierung in den pCRII-TOPO-Vektor (Invitrogen, Durchführung nach

Herstellerangaben). Zur weiteren Klonierung der Fragmente waren diese entweder schon durch

die verwendeten Primer mit Restriktionsschnittstellen versehen oder es wurden Schnittstellen

des TOPO-Vektors genutzt.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten

Je nach Größe der Fragmente wurden 0,8 - 2%ige Gele für horizontale nicht-denaturierende

Elektrophoresen hergestellt. Hierfür wurde Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht und nach

Abkühlen mit 0,2µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Plasmide, Restriktionsansätze oder

PCRs wurden mit 5x DNA-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen aufgetragen und mit 1x

TAE-Laufpuffer bei 100V elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größenmarker wurden der λ- und

Gene Ruler 100bp - Standard von Fermentas verwendet. Die Dokumentation erfolgte unter

UV-Licht, wobei gewünschte Fragmente ausgeschnitten und durch Bindung an Glasmilch aus

der Agarose isoliert werden konnten (Qiaex II von Qiagen).

2.2.3 Restriktionsverdau und Ligation von DNA-Fragmenten

Plasmid-DNA wurde für Klonierungen mit Restriktionsenzymen in 20-40µl Ansätzen verdaut.

Dabei wurde 1µg DNA für Vektoren und 5µg für die Isolierung von Fragmenten eingesetzt.

Der Verdau erfolgte mit je 5U Enzym und entsprechendem Puffer für 2 Stunden bei 37°C.

Wenn in einer Klonierung nur ein Enzym verwendet wurde, musste der Vektor um

Religationen zu verhindern noch mit CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) für 30

Minuten bei 37°C dephosphoryliert werden (Inaktivierung des Enzyms bei 85°C für 15 min).

Falls glatte Enden erwünscht waren, wurden, je nach verwendetem Enzym, überhängende

Enden noch durch Zugabe von dNTPs und der T4 DNA-Polymerase aufgefüllt. Anschließend

wurde der Restriktionsansatz auf ein Agarose-Gel aufgetragen, die gewünschten Fragmente

isoliert und für DNA-Ligationen genutzt. Die linearisierte Vektor-DNA wurde hierbei mit dem

3-10fachen molaren Überschuss an entsprechend geschnittenem DNA-Fragment in 10-20µl

Ansätzen zusammengegeben. Die Ligation erfolgte mit der T4 DNA-Ligase und

entsprechendem Puffer für 1 Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4-16°C.
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2.2.4  Herstellung von Deletionskonstrukten und Einführung von

          Punktmutationen

Die Shank1-5’UTR Deletionskonstrukte wurden z.T mit Hilfe vorhandener Restriktions-

schnittstellen hergestellt. Aufgrund des hohen GC-Gehalts der 5’UTR kam es außerdem bei

PCR-Reaktionen immer wieder zur zufälligen Synthese deletierter 5’UTR-Fragmente, wobei

meist innerhalb der Sequenz mehrere Hundert Nukleotide fehlten. Diese Fragmente wurden aus

dem Gel isoliert, in TOPO-Vektoren kloniert sowie sequenziert und konnten dann ebenfalls als

Deletionskonstrukte verwendet werden. Um Punktmutationen in die 5’UTR einzuführen

mussten mehrere PCRs kombiniert werden. Hierzu wurde eine 1.PCR mit einem forward

Primer (ermöglicht glattes 5’Ende), der die Punktmutation enthielt, und dem 5’UTR-Wildtyp

revers Primer (enthält eine EcoRI-Schnittstelle) durchgeführt. Eine 2.PCR enthielt den 5’UTR-

Wildtyp forward Primer (ebenfalls mit EcoRI-Schnittstelle) und einen revers Primer

(ermöglicht 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 vollständige 5’UTR entstanden, die

nun aber die gewünschte Punktmutation enthielt und in die gewünschten Vektoren kloniert

werden konnte. Nur für die Mutation des 3.uAUGs in der 5’UTR war diese Methode leider

nicht erfolgreich. Daher wurden hier eingeführte Restriktionsschnittstellen genutzt. Der

mutierte forward Primer der 1.PCR enthielt eine BamHI-, der revers Primer der 2.PCR eine

BglII-Schnittstelle. Diese erzeugten bei der Restriktion gleiche überhängende Enden und

konnten ligiert werden. Durch diese Art der Klonierung musste jedoch zusätzlich zur

gewünschten eine 2.Punktmutation eingeführt 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 15µg/ml Tetrazyklin) und über Nacht bei 37°C

geschüttelt. Damit wurde eine 500ml Kultur in LB-Medium ohne Zusätze angeimpft und bis zu

einer OD600 von 0,3-0,6 bei 37°C inkubiert. Die Kultur konnte anschließend auf Eis vorgekühlt

und bei 1000g/4°C für 15 Minuten zentrifugiert werden.
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Das Pellet wurde in 50ml eiskaltem TSB resuspendiert, für 15 Minuten auf Eis inkubiert, in

vorgekühlte Gefäße aliquotiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte

bei -80°C.

Zur Transformation wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut und pro Ansatz 100µl kompetente

Zellen zu 20µl 5x KCM-Puffer, 5µl Ligationsansatz oder 1µg Plasmid-DNA sowie 75µl

tridestilliertem Wasser gegeben. Nach 20 Minuten Inkubation auf Eis und Hitzeschock bei

37°C für 5 Minuten wurde der Ansatz mit 1ml LB-Medium versetzt und 1-2 Stunden bei 37°C

geschüttelt. Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Agarplatten (je nach Vektor mit 100 µg/ml

Ampicillin oder 50 µg/ml Kanamycin) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.6 Mini- und Midipräparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mittels alkalischer Lyse (Sambrook et al., 1989) aus Bakterienkulturen

aufgereinigt. Zur Herstellung von bis zu 20µg DNA wurden die Puffer P1-3 und das

entsprechende Protokoll der Firma Qiagen verwendet (= Minipräparation). Für die

Aufreinigung von Plasmid-DNA in größerem Maßstab und von höherer Reinheit wurde der

NucleoBond-XtraMidi-Kit genutzt (Macherey&Nagel; = Midi- bzw. Maxipräparation). 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 al., 1977) mit dem

Abi Prism Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems) durchgeführt. Die Mini-DNA wurde

zunächst noch einmal gefällt und mit Ethanol gewaschen. Midi-DNA konnte direkt eingesetzt

werden. Es wurden dann 0,4-1µg DNA, 2µl PreMix Big Dye, 1µl Primer auf 10µl mit

tridestillierten Wasser aufgefüllt und eine PCR durchgeführt (96°C 1 min; 25x 96°C 20 s, 50°C

5 s, 60°C 4 min). Die Reaktion wurde auf 20µl aufgefüllt und nach Zusatz von 2µl 3M NaAc,

sowie 55µl 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

Für die Untersuchung der Translation mit dem Luciferase-Reporter-System musste zunächst

RNA (Photinus Luciferase mit oder ohne Shank1-5’UTR) hergestellt werden. Hierfür wurde

die in-vitro-Transkription nach Herstellerangaben mit dem mMessage-mMachine-cappedRNA-

Kit (T7-Promotor, Ambion) durchgeführt. Die Konzentration der RNA wurde im

Spektrophotometer durch Messung der Absorption bei 260nm bestimmt und 100ng RNA

wurden anschließend im in-vitro Ansatz in Kaninchen Retikulozyten-Lysat nach dem Protokoll

des Herstellers translatiert (Flexi Rabbit Retikulocyte Lysate System, Promega). Die Effizienz

der Translation wurde durch Messung der Luciferase-Lumineszenz bestimmt (Luciferase Assay

System, Promega).

2.2.9 In-vitro-Transkription von DIG-markierten Sonden

Um in Neuronen mRNA nachzuweisen, wurden für die jeweilige mRNA spezifische

Digoxigenin(DIG)-markierte Sonden hergestellt. Alle Lösungen wurden RNase-frei und in

DEPC-Wasser angesetzt. Zunächst wurden 20µg Plasmid-DNA am 5’Ende (für die Sense-

Sonde) oder am 3’Ende (für die Antisense-Sonde) der gewünschten Sequenz linearisiert

(Verdau in 100µl mit 20U Enzym), im Agarose-Gel analysiert und mittels Phenol/Chloroform-

Extraktion aufgereinigt. Für diese Extraktion wurden zum Verdau zunächst 2µl 0,5M EDTA,

pH 8.0 und 11µl 3M NaAc, pH 7.0 und 110µl Phenol/Chloroform gegeben und nach

gründlichem Mischen für 5 Minuten bei 13.000g zentrifugiert. Der wäßrige Überstand wurde

abgenommen, die Extraktion wiederholt und anschließend einmal mit Chloroform präzipitiert.

Die DNA wurde dann mit 100% Ethanol gefällt, gewaschen und das Pellet in 30µl DEPC-

Wasser gelöst. Die so behandelte DNA diente nun als Matrize zur Synthese der DIG-

markierten Sonden. Hierzu wurde ein Nukleotid-Mix aus 1µl ATP, 0,65µl UTP, 1µl GTP, 1µl

CTP (alle 100mM) sowie 3µl DIG-UTP (10mM) und 3,35µl DEPC-Wasser angesetzt. Davon

wurden 2µl zu 2µl DNA, 4µl 5x Puffer, 1µl RNase-Inhibitor, 10,3µl DEPC-Wasser und 0,7µl

T7 oder T3-Polymerase (Roche) gegeben. Die in-vitro-Transkription wurde 2 Stunden bei

37°C inkubiert, anschließend auf 100µl aufgefüllt und die noch enthaltene DNA mit 2µl 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 60µl DEPC-Wasser und je 20µl 0,4M NaHCO3 und

0,6M Na2HCO3 bei 60°C im Wasserbad.
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Die Dauer der Inkubation richtete sich nach der Länge der Sonden:

 t (min) =      Lo –Lf            k   = 0,11 Schnitte pro Kilobase (kb) pro Minute
                  k x Lo x Lf        Lo = Länge der Sonde in kb;
                                            Lf  = gewünschte Länge der Fragmente (200-300 nt)

Danach wurden 1,3µl Essigsäure, 6,6µl 3M NaAc, pH 5.2 und 2µl Hefe-tRNA (Sigma)

zugegeben, mit 100% Ethanol präzipitiert (über Nacht bei -20°C, dann zentrifugieren),

gewaschen und das Pellet in 100µl DEPC-Wasser aufgenommen. Um die freien Nukleotide zu

entfernen wurden die Sonden anschließend in G25 MicroSpin-Säulen (Amersham) gereinigt

und im Gel analysiert.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts. Die

Gele wurden im Mini-Protean II oder III – System (Biorad) gegossen, wobei die Trenngele 6-

15% Polyacrylamid (Sambrook et al., 1989) enthielten. Die Proben wurden mit 5x Laemmli-

Puffer versetzt, bei 95°C für 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 Standard (Biorad). Um sehr kleine Proteine (5-15kDa) nachzuweisen,

wurden spezielle Tricin-Gele hergestellt (Schägger und Jagow, 1987).

2.3.2 Proteinnachweis im Western Blot

In der SDS-PAGE aufgetrennte Proteine können zum Nachweis mit spezifischen Antikörpern

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 äquilibriert und nach Herstellerangaben zusammengesetzt (Mini-Trans-Blot

Apparatur, Wet Blot, Biorad). Der Transfer erfolgte dann bei 100 Volt im Transfer-Puffer für

eine Stunde. Danach wurde die Membran in 5% Milchpulver (Töpfer) in TBS-T für eine

Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C geblockt. Die Inkubation mit dem

Primär-Antikörper erfolgte ebenfalls in dieser Blockier-Lösung für 2 Stunden bei

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C.
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Danach wurde die Membran mindestens dreimal mit TBS-T gewaschen (je 5-15 min) und für

eine Stunde mit dem HRP-gekoppelten (Horse Radish Peroxidase) Sekundär-Antikörper 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 Röntgenfilmen erfolgte (Cronex5 Medical

X-Ray, Agfa).

2.3.3 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen,

          Proteinbestimmung und Coomassie-Färbung

Um polyklonale Antikörper gegen mRFP und das ACG-uORF-Peptid in Kaninchen

herzustellen (Firma Biogenes) musste die gewünschte Sequenz als Glutathion-S-

Transferase(GST)-Fusionsprotein aus transformierten Bakterien aufgereinigt werden. Hierzu

wurde aus einer 5ml Vorkultur (37°C, über Nacht) eine 200ml Kultur angeimpft (jeweils  LB +

100µg/ml Ampicillin) und diese bis zu einer OD600 von 0,6 bei 37°C wachsen gelassen. Die

Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG für 2 Stunden bei

37°C. Die Kultur wurde anschließend 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 100µl Lysozym (10 mg/ml) und Protease-Inhibitoren (10

µg/ml Leupeptin, 1 µg/ml Pepstatin, 100 µM PMSF) wurde 20 Minuten auf Eis inkubiert, über

Nacht bei -20°C eingefroren und nach dem Auftauen gegebenfalls 5x 5 Sekunden mit

Ultraschall behandelt. Danach wurde die Lösung mit 2 ml Triton X-100 (aus 10% in PBS)

versetzt, 20 Minuten auf Eis inkubiert und zentrifugiert (16.000rpm, Corex Sorvall A8.24, 25

min, 4°C). Der Überstand wurde dann zu 1-2ml Glutathion-Sepharose (vorher 2x mit STE

waschen, 500g, 5 min) gegeben und für 30 Minuten oder über Nacht bei 4°C auf dem Rotator

inkubiert. Die Sepharose konnte nach 3-5 Waschschritten (mit je 10ml STE, 500g, 5 min) auf

eine Säule gegeben und das GST-Fusionsprotein mit 4x 0,5ml Elutionspuffer von der

Sepharose gelöst werden.

Die Proteinkonzentration wurde dann durch den Bradford-Test bestimmt. Als Vergleich diente

eine BSA-Standardreihe von 0,5-8µg/20µl Wasser. Die Probe selbst wurde ebenfalls in 20µl

Wasser verdünnt und wie der Standard mit 180µl 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 Größe des Proteins wurde in der SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung

überprüft. Hierzu wurde das Gel zunächst 20 Minuten in Coomassie-Lösung gefärbt und dann

mit Entfärbe-Lösung gewaschen.

2.3.4 Aufreinigung von Proteinen durch GKAP-Sepharose und

Proteinsequenzierung

Um ein durch einen upstream Open Reading Frame der Shank1 5’UTR kodiertes Protein

mittels Proteinsequenzierung analysieren zu können, wurde diese Sequenz in einen Vektor

kloniert, der für die Shank1 PDZ-Domäne kodiert. Diese Domäne bindet spezifisch an ein

Peptid der letzten 10 Aminosäuren des PSD-Proteins GKAP/SAPAP1 aus der Ratte (Sequenz:

IYIPEAQTRL; Brendel et al., 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 Überstände wurden vereinigt und auf 50-150µl GKAP-Sepharose gegeben

und 2 Stunden oder über 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 lösen. Nach Zentrifugation (13.000g, 5 min) wurde der Überstand

dann vollständig auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die

gewünschte Bande konnte nach der Coomassie-Färbung 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

über ZipTip-Säulen (Millipore) gereinigt, aufkonzentriert und mit dem ESI-Qtof2-

Massenspektrometer (Micromass) analysiert.

2.3.5 Aufreinigung polyklonaler Antikörper aus Serum

Etwa 500µg des für die Antikörper-Herstellung verwendeten GST-Fusionsproteins wurde unter

Verwendung einer durchgehenden Geltasche mittels SDS-PAGE und Western Blot auf eine

Nitrocellulose-Membran transferiert.
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Die Membran wurde mittels Ponceau S (0,2% in 3% Trichloressigsäure / 3% Sulfosalicylsäure)

gefärbt, die GST-Fusionsprotein-Bande ausgeschnitten und mit Wasser entfärbt. Nach dem

Blocken der Membran mit 3% BSA in PBS für eine Stunde, wurde 1ml des hitzeinaktivierten

Antiserums in 10ml 3% BSA in PBS verdünnt und die Membran damit für 2 Stunden oder über

Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte mit 150 mM NaCl für 10 Minuten, sowie

dreimaliges Waschen mit PBS für 5 Minuten. Die gereinigten Antikörper konnten dann mit

1ml Elutionspuffer in 10 Minuten von der Membran gelöst werden, wobei der Elutionspuffer

dann sofort mit 0,2ml 2 M Tris/HCl, pH 8.0 neutralisiert wurde. Die Antikörper wurden

anschließend 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. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die Lumineszenz der

Photinus- und Renilla-Luciferase bestimmt. Alle Puffer und Reagenzien stammten dabei aus

dem Dual Luciferase Assay System (Promega) und wurden den Herstellerangaben 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 (fötales Kälberserum, PAA) bei 37°C und 5% CO2

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

abgelöst. Das Trypsin wurde durch Zugabe von 10ml DMEM inaktiviert, die Zellen

resuspendiert und je nach Anwendung 1:4 - 1:10 verdünnt 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 primärer Neurone

Hippokampus- und Cortex-Neurone wurden aus 18-20 Tage alten Rattenembryonen präpariert.

Dabei wurden zunächst die Hippokampi aus den cortikalen Hemispheren isoliert. Diese wurden

dann in 1x HBSS/100µg/ml Penicillin-Streptomycin (Hanks Balanced Salt Solution, Gibco)

gesammelt, ebenso wie die sauber präparierten Cortex-Hälften (ohne Häute). Alle Angaben

gelten für 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 Gefäß leicht schwenkend inkubiert. Danach

wurde dreimal je 5 Minuten mit insgesamt 50ml Ausplattier-Medium: MEM mit 10%

Pferdeserum (PAA) und 0,6% Glucose gewaschen, wobei die zusammenhängenden

Hippokampi jeweils abgesaugt und in ein neues Gefäß überführt wurden. Danach erfolgte die

Trituation in 3ml Medium mit einer normalen und anschließend einer verengten feuerpolierten,

gestopften Glaspasteurpipette (je 15mal pipettieren). Nach dem Auffüllen auf 14ml

Ausplattiermedium wurden die Neuronen gezählt (Neubauer-Zählkammer) und in einer Dichte

von 1,5 - 2 x 106  Zellen pro ml ausplattiert. Dafür wurden 18mm Deckgläschen (Assistent, 2x

in 100% Ethanol gewaschen, 1x in tridestillierten Wasser und 4 Stunden bei 180°C gebacken)

verwendet. Diese Deckgläschen wurden vor dem Ausplattieren mit Poly-L-Lysin (1 mg/ml in

Borat-Puffer) beschichtet und dreimal mit tridestilliertem Wasser gewaschen.

Cortex: Die Cortex-Hälften wurden zerkleinert und 30 Minuten mit 0,25% Trypsin in 25ml

HBSS bei 37°C geschüttelt. Danach wurde dreimal 5 Minuten mit je 50ml Ausplattier-Medium

gewaschen, das Gewebe dann in 20ml Medium mit der 10ml-Pipette grob zerkleinert und

anschließend in 5ml-Aliquots, wie oben beschrieben, trituiert. Die Lösung wurde dann

vorsichtig durch eine Nylongaze gefiltert (Cellstrainer, 40µm, Falcon) und die Zellzahl

bestimmt. Etwa 3 - 10 x 106 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 µM Glutamat. Der erste Mediumwechsel erfolgte 3-4 Tage nach der

Präparation, dabei wurde die Hälfte des Neurobasal-Mediums ausgetauscht. Dieses enthielt B-

27, L-Glutamin und 7µM 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

9.



2. Material und Methoden                                                                                                           25

Transfektion: Die Transfektion der Neurone erfolgte an Tag 7 in Kultur mittels

Calciumphosphat-Präzipitation. Zur Transfektion von 2 wells (12 well – Platte, Nunc) wurden

0,5-5µg Plasmid-DNA mit tridestilliertem Wasser auf 90µl aufgefüllt und dann 10µl 2,5 M

CaCl2 zugegeben. Anschließend wurden 100µl 2x BBS (pH 6,96) unter ständigem Mischen

(Vortex) langsam zugetropft. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden je

100µl Präzipitat 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 alle genutzten Zellgifte und stimulierenden oder inhibierenden Reagenzien,

sowie die eingesetzten Mengen und Inkubationszeiten. Alle Chemikalien waren dabei in

DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst.

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

Name der Reagenz Konzentration Inkubationszeit

Colcemid 10 µg/ml 30 Minuten

CytochalasinD 5 µg/ml 2-4 Stunden

Natrium-Arsenit 50 µM Über Nacht

Nocodazol 6 µg/ml 4 Stunden

Thapsigargin 1 µM Über Nacht

Vinblastin 5 µM 3 Stunden

Vincristin 3 µM 5 Stunden

Für mikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen anschließend fixiert und

immuncytochemisch gefärbt (siehe 2.4.4 und 2.4.5).

Für biochemische Analysen erfolgte nach dem Waschen mit PBS die Lyse der Zellen auf Eis

mit RIPA-Puffer (+ Protease-Inhibitoren; 100µl für ein well einer 12well-Schale, 1ml für eine

10cm-Schale) für 15 Minuten. Das Zelllysat wurde für 10 Minuten bei 13.000g und 4°C

zentrifugiert und der Überstand 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 Färbung

          von kultivierten Neuronen

Zum mikroskopischen Nachweis von Proteinen in Neuronen wurden diese zunächst mit PBS

gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd in PBS (w/v) für 20 Minuten fixiert. Nach einem

weiteren Waschschritt erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,2% Triton X-100 in PBS

(v/v) für 2 Minuten. Anschließend wurden die Neurone mit PBS gründlich gewaschen und mit

2% Pferdeserum/PBS 2 Stunden blockiert. Die Inkubation mit dem Primär-Antikörper erfolgte

ebenfalls verdünnt in 2% Pferdeserum / PBS für 2-4 Stunden bei Raumtemperatur oder über

Nacht bei 4°C. Nach dem Waschen mit PBS (3x 10 Minuten) wurde der Sekundär-Antikörper

in 2% Pferdeserum/PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur zugegeben, erneut gewaschen

und die Deckgläschen dann in Permafluor (Beckman Coulter) eingebettet.

2.4.5  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung kultivierter Neurone mit

          spezifischen RNA-Sonden und damit kombinierte

          Immuncytochemie (FISH/ICC)

Alle Lösungen wurden RNase-frei und in DEPC-Wasser angesetzt. Für die Fluoreszenz-in-

situ-Hybridisierung wurden die Neurone zunächst mit PBS/4% Saccharose gewaschen, dann

für 20 Minuten fixiert (4% PFA, 4% Saccharose, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2 in PBS), wieder

gewaschen und mit 0,2% Triton in PBS 2 Minuten permeabilisiert. Danach wurden die

Neurone dreimal mit 2 mM MgCl2 in PBS gewaschen, getrocknet (etwa 30 Minuten auf

Zellstoff) und bei -80°C bis zu ihrer Verwendung eingefroren.

Tab. 2.5: Zusammensetzung der Prähybridisierungs- und Hybridisierungslösung
Lösung Stock Endkonzentration Menge für ein Deckglas

(Prä- + Hybridisierungslsg)
Formamid(deionisiert) 100% 50% 50µl
SSC 20x 5x 25µl
Denhardt’s Lösung 100x 5x 5µl
SDS 10% 0,2% 2µl
Heparin 50 µg/µl 50 µg/ml 0,1µl
tRNA (Hefe) 10 µg/µl 250 µg/ml 2,5µl

Die Prä-/Hybridisierungslösung wurde wie in Tabelle 2.5 dargestellt angesetzt. Die Lösung

wurde dann in zwei Gefäße verteilt (je 42,3µl).
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Für die Prähybridisierung wurden zuvor 5,2µl DEPC-Wasser mit 2,5µl Hering-Sperma DNA

(5 µg/µl, Sigma) für 5 Minuten aufgekocht, gleich auf Eis abgekühlt und in das erste Gefäß

gegeben (insgesamt dann 50µl 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 verdünnt, die genaue Menge musste für jede Sonde empirisch

bestimmt werden) aufgekocht, auf Eis gelagert und später für die Hybridisierung in das zweite

Gefäß gegeben. Die Prähybridisierung erfolgte für 2 Stunden bei 50°C in einer feuchten

Kammer (50% Formamid), wobei die Deckgläschen umgedreht in einen Tropfen (50µl) der

Lösung auf mit Parafilm beschichteten Objektträgern (Marienfeld) gelegt wurden. Auf die

gleiche Weise wurden die Deckgläschen dann in die Hybridisierungslösung mit der

spezifischen Sonde gegeben und über 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). Anschließend wurden die

Deckgläschen 1-2 Stunden mit 1% Blockier-Reagenz (Roche, in Puffer 1) inkubiert. Die

Inkubation mit den Primär-Antikörpern (Anti-DIG-Cy3, kombiniert mit weiteren gewünschten

Antikörpern) erfolgte ebenfalls in Blockier-Reagenz für 4 Stunden bei Raumtemperatur. Nach

dem Waschen mit Puffer 1 wurden auch die Sekundär-Antikörper in Blockier-Reagenz

verdünnt, für 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 gefärbten Zellen erfolgte am Axiovert135 – Fluoreszenz-

Mikroskop (Zeiss) mit dem Programm OpenLab 2.2.5 (Improvision). Für 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) durchgeführt. Die Neuronen wurden hierfür auf spezielle Schalen

mit eingelassenem Deckglas (MatTek, Ashland USA) plattiert und das Medium für die

Aufnahmen durch vorgewärmten, physiologischen HEPES-Puffer ersetzt. Filme wurden durch

Bearbeitung der Einzelbilder im Programm iMovie (Apple) erhalten.

Für statistische Auswertungen wurden in dieser Arbeit Mittelwerte, Standardabweichungen

und p-Werte nach dem Student’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

          Shank1 mRNA und Einfluss der 3’UTR

Ein Ziel dieser Arbeit war es die Lokalisation von Shank1 mRNA-Granula und die Regulation

ihres Transports in kultivierten Neuronen zu untersuchen. Dabei wurde sowohl ein System für

die Untersuchung des mRNA-Transports in lebenden Zellen etabliert, als auch Fluoreszenz-in-

situ-Hybridisierungen fixierter Hippokampus-Neurone durchgeführt. Außerdem wurde der

Einfluss möglicher interagierender Proteine auf die mRNA-Lokalisation betrachtet.

Eine dendritische Lokalisation der Shank1 mRNA konnte erstmals mit Hilfe von in-situ-

Hybridisierungen an Gehirnschnitten aus Rattus norvegicus nachgewiesen werden. Diese

dendritische mRNA-Lokalisation wird von der Shank1 3’UTR vermittelt (Böckers 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 Übereinstimmung mit der humanen Sequenz auf.

Die dazwischen liegenden Nukleotide sind in der humanen Sequenz wenig konserviert und

können als Intron herausgespleißt werden. Transfektion verschiedener Reporter-mRNAs und

anschließende in-situ-Hybridisierung in kultivierten Neuronen führte 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 Shank1 mRNA wurde bisher nur in Hirn-

schnitten gezeigt und zur weiteren Betrachtung mit transfizierten Reporter-Konstrukten

gearbeitet. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit zunächst untersucht, ob die mRNA in

kultivierten Hippokampus-Neuronen auch endogen dendritisch lokalisiert ist. Hierzu wurde ein

Gemisch DIG-markierter RNA-Sonden hergestellt, die alle Bereiche der Shank1 mRNA

überlappend abdecken.
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Diese Sonden wurden anschließend von Cy3-gekoppelten Antikörpern erkannt und gefärbt. 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 Shank1 mRNA-Granula nimmt bis div21 stark zu. In Abbildung 3.1 sind

exemplarisch Neuronen nach 5, 8, 14 oder 21 Tagen in Kultur dargestellt. Als Marker für

Dendriten wurde das Mikrotubuli-assoziierte Protein MAP2 verwendet, welches in

kombinierten Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen und Immuncytochemie-Experimenten

(FISH/ICC) mit der Shank1 mRNA gleichzeitig gefärbt 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.
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Shank1 mRNAShank1 mRNA MAP2 MAP2

Sense MAP2
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D D

E E
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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 Färbung mit
kombinierter FISH/ICC. Eine Shank1-spezifische DIG-markierte RNA-Sonde wurde zum Nachweis der
endogenen mRNA verwendet (FISH, Bild A-D; rot). Die Sense-Sonde diente als Kontrolle und zeigte
keine unspezifischen Signale in Dendriten (E). Die Sonden wurden mittels Cy3-gekoppeltem DIG-
Antikörper gefärbt (Bild A-E; rot). Als dendritischer Marker wurde außerdem MAP2
immuncytochemisch nachgewiesen (ICC, A’-E’; grün). Deutlich wird, dass erst ab div8 Granula in
distalen Dendriten nachgewiesen werden können, wobei deren Zahl bis div21 stark zunimmt.  (Balken =
20µm).
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Abb. 3.2: Die Shank1-3'UTR vermittelt die dendritische Lokalisation der Shank1 mRNA.
a: Kultivierte Hippokampus-Neurone wurden mit GFP-Shank1a-Konstrukten (mit 3’UTR = Bild A-A’’
oder ohne 3’UTR = Bild B-B’’) transfiziert, an div14 fixiert und mittels kombinierter FISH/ICC
gefärbt. Dabei wurden DIG-markierte GFP-spezifische Sonden verwendet (A,B; rot) und gleichzeitig
das GFP-Protein gefärbt (A’,B’; grün). (Balken = 20µm) b: Statistische Auswertung der mRNA-
Transporteffizienz: Es wurden 30 Neurone aus mindestens 3 Experimenten fotografiert und die Anzahl
der mRNA-Granula in einem distalen 50µm-Abschnitt des Dendriten bestimmt (distal = mindestens
einen Zellkörperdurchmesser vom Soma entfernt). Bei vorhandener 3’UTR gibt es durchschnittlich 17,
ohne 3’UTR nur 2 mRNA-Granula im 50µm Dendritenabschnitt  (p < 0,002).

Abbildung 3.2 zeigt den Einfluss der Shank1-3’UTR auf den dendritischen Transport einer für

GFP-Shank1a kodierenden mRNA. Die Proteine Shank1a und b sind Spleißvarianten, welche

sich im C-Terminus unterscheiden. Shank1a enthält im Gegensatz zu Shank1b die komplette

SAM-Domäne. Die Shank1a-Plasmide wurden von Carlo Sala (Institute of Neuroscience,

Mailand) zur Verfügung gestellt, in Hippokampus-Neurone transfiziert und diese mittels

kombinierter FISH/ICC gefärbt (spezifische DIG-Sonden für die GFP-mRNA in Kombination

mit GFP-Antikörpern). Die GFP-Shank1a 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 50µm 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-Shank1a-Proteins (Bild A’ und B’) in den

Neuronen jedoch nicht verändert.

Für die nachfolgenden Untersuchungen des mRNA-Transports wurden, trotz der Möglichkeit

die endogene Shank1 mRNA zu färben, meist Reporter-Konstrukte mit der Shank1 3’UTR

verwendet. Grund hierfür ist die vergleichsweise schwache Färbung der endogenen mRNA in

Dendriten, die sehr schnell ausbleicht und bei gleichzeitiger Überexpression anderer Proteine

(siehe Abschnitt 3.1.3) mittels in-situ-Hybridisierung kaum noch sichtbar ist. Außerdem

ermöglichten diese Reporter-Konstrukte im Gegensatz zur endogenen Färbung auch die

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

3.1.2 Darstellung des Shank1 mRNA-Transports in lebenden Neuronen

3.1.2.1 Die Methode: Das GFP-MS2-System

Die Visualisierung von mRNA in Zellen mittels in-situ-Hybridisierung erlaubt nur die

Untersuchung der Lokalisation nicht aber der Dynamik des mRNA-Transports. Daher wurde

für die Betrachtung der Shank1 mRNA-Granula in lebenden Neuronen das sogenannte GFP-

MS2/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-abhängigen

Transports der CaMKIIα 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 Affinität an die ebenfalls aus diesem Phagen stammenden MS2-RNA-Loops. An das

MS2-Protein wurde zur Detektion N-terminal GFP fusioniert und außerdem am C-Terminus

eine starke Kernlokalisationssequenz angefügt, so dass nicht an die RNA gebundenes GFP-

MS2-Protein im Zellkern zurückgehalten wird. Dieses und ein für die MS2-RNA-Loops

kodierendes Plasmid wurden von Kenneth S. Kosik (Harvard Medical School, Boston) bzw.

Robert H. Singer (Albert Einstein College, NY) zur Verfügung gestellt. Jeder von einem GFP-

MS2-Protein-Dimer mit hoher Affinität gebundener RNA-Loop besteht aus 19 Nukleotiden.
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Zur Signalverstärkung wurden 8 Wiederholungen dieser MS2-Bindestelle an das Reportergen

mRFP (monomeres rot fluoreszierendes Protein) kloniert. Stromabwärts wurde die Shank1-

3’UTR eingefügt, so dass eine indirekt von GFP erkannte Fusions-mRNA entsteht, die entlang

der Dendriten transportiert wird.

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des GFP-MS2-Systems zur Visualisierung des
mRNA-Transports in lebenden Zellen.
In diesem Live-Imaging-System wird eine Fusions-Reporter-mRNA von einem fluoreszierenden
Fusions-Protein erkannt. Das mRNA-Konstrukt besteht aus der kodierenden Region für mRFP, den
MS2-RNA-Loops und der Shank1 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 grün fluoreszierend beobachtet werden kann. Die Shank1-5’UTR ist an mRFP fusioniert um
die Translation der Reporter-mRNA zu kontrollieren.
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inhibiert die mRFP - Expression
vollständig ohne die Lokalisation der
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RNA-Loop-3‘UTR-Konstrukte wurden in
div7 Neurone kotransfiziert und 24h später
fixiert. Deutlich wird, dass die Shank1
5‘UTR die Translation der Reporter-
mRNA vollständig inhibiert und keine rote
Fluoreszenz mehr nachgewiesen werden
kann (A‘). Die Lokalisation der mRFP-
mRNA konnte durch das gebundene GFP-
MS2-Protein nachgewiesen werden (siehe
auch Abb. 3.3). Die 5‘UTR scheint dabei
keinen Einfluss auf die durch die Shank1-
3‘UTR vermittelte mRNA-Lokalisation in
distalen Dendriten zu haben (A,B).
(Balken = 20µm)
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Ursprünglich wurde mRFP als Reporter gewählt um auch die 5’UTR-abhängige lokale

Translation (siehe auch Abschnitt 3.2) der Shank1 mRNA im Live-Imaging untersuchen zu

können. Versuche hierzu waren aufgrund zu geringer Sensitivität und starkem Ausbleichen

jedoch nicht erfolgreich. Abbildung 3.4 zeigt, dass die Shank1-5’UTR die Translation der

mRFP mRNA vollständig inhibiert und somit keine rote Fluoreszenz nachweisbar ist. Dies

ermöglichte für nachfolgende Versuche die rote Färbung der Reporter-mRNA (5’UTR-mRFP-

(MS2-Loops)-3’UTR) mit DIG-markierten Sonden und Cy3-gekoppelten DIG-Antikörpern in

kombinierten FISH/ICC-Analysen.

GFP-MS2/mRNA Reporter-mRNA (FISH) Überlagerung

+ 3‘UTR

- 3‘UTR

B B‘ B‘‘

A A‘ A‘‘

GFP-MS2/mRNA Reporter-mRNA (FISH) Überlagerung

+ 3‘UTR

- 3‘UTR

B B‘ B‘‘

A A‘ A‘‘

Abb. 3.5: Mit dem GFP-MS2-System und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen werden
dieselben Reporter-mRNA-Komplexe gefärbt.
Die Konstrukte (Abb. 3.3) wurden in Neurone transfiziert (div7) und 24h später fixiert. Die Reporter-
mRNA wurde durch eine mRFP-spezifische DIG-markierte Sonde nachgewiesen, gefolgt von Cy3-
gekoppelten DIG-Antikörpern (FISH; A’,B’; rot). GFP-MS2 konnte mit GFP-Antikörpern
nachgewiesen werden (ICC; A,B; grün). Die Überlagerung (A’’,B’’) zeigt, dass beide Methoden
dieselben Strukturen erkennen, das GFP-MS2-Protein also die Reporter-mRNA spezifisch erkennt. Nur
bei vorhandener 3’UTR erfolgt ein dendritischer mRNA-Transport (Bild A-A’’). (Balken = 20µm)
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Zunächst sollte verifiziert werden, dass GFP-MS2 tatsächlich die Reporter-mRNA spezifisch

erkennt. Hierfür wurden, nach Transfektion beider Konstrukte und Fixierung der Zellen, in-

situ-Hybridisierungen mit mRFP-spezifischen Sonden durchgeführt. Aus Abbildung 3.5 geht

hervor, dass das GFP-MS2-Protein (Bild A,B) tatsächlich spezifisch die Fusions-mRNA

erkennt, da Protein und mRNA exakt kolokalisiert vorliegen (Bild A’’,B’’). Außerdem gibt es

mit beiden Methoden nur dann dendritisch lokalisierte Transportgranula, wenn die Shank1-

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 höchste

Transporteffizienz aufwiesen (Böckers et al., 2004; Segger-Junius, Dissertation 2003). Zu

Beginn dieser Arbeit lag die 3’UTR nur in Einzelfragmenten vor, die aus EST-Klonen

(Expressed Sequence Tags) oder cDNA-basierten PCRs stammten. Diese Teilstücke wurden

daher an überlappenden Stellen hybridisiert, mit PCR-Reaktionen verlängert oder durch

vorhandene Restriktionsschnittstellen verbunden, so dass nun die 3’UTR zusammenhängend

von Nukleotid 1-1980 vorhanden war. Alle Reporter-Konstrukte wurden daher auch mit dieser

fast vollständigen 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 Shank1 mRNA-Transports

Für 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-MS2-Systems konnten

an einem speziell dafür ausgerüsteten Mikroskop Time-lapse-Aufnahmen gemacht werden. Die

Analyse erfolgte zunächst mit 2 Bildern pro Minute in einem Zeitraum von 10 Minuten. Bei

Bewegung der Granula wurde derselbe Dendrit bis zu 30 Minuten fotografiert. Längere

Aufnahmen erwiesen sich als nicht sinnvoll, da die Fluoreszenz stark ausbleicht. Auch die

Vitalität der Neurone nimmt schnell ab, da zum Zeitpunkt der Versuche noch kein Mikroskop

in einer 37°C und CO2-regulierten Kammer zur Verfügung stand. In Abbildung 3.6a und b sind

Beispiele für 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-Analyse in Abb. 3.2).
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Der beobachtete Transportkomplex in Abb. 3.6a bewegt sich zunächst in retrograder Richtung

(zum Soma hin), ändert 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 1,3µm pro Minute (schrittweise: 5µm in 5

Minuten, 6µm in 30 Sekunden und 2µm in 30 Sekunden). Der in Abb. 3.6b gezeigte mRNA-

Partikel bewegt sich mit relativ gleichmäßiger Geschwindigkeit von 2µm 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 5µm zurücklegen. Tatsächlich bewegen sich

insgesamt nur 1-5% der mRNA-Granula in einer Zelle innerhalb einer Time-lapse-Aufnahme

von 10 Minuten. Die beobachteten Transportgeschwindigkeiten von 1-2µm (maximal 12µm)

pro Minute entsprechen den für andere dendritisch lokalisierte mRNAs (Knowles et al., 1996;

Rook et al., 2000) und RNA-bindende Proteine (Tiruchinapalli et al., 2003) gezeigten Werten.

3.1.3 Regulation der dendritischen Shank1 mRNA-Lokalisation durch

         interagierende Faktoren

3.1.3.1 Der Shank1 mRNA-Transport in Dendriten erfolgt Mikrotubuli-abhängig

Der Transport und die Lokalisation der mRNA-transportierenden Ribonucleoprotein-Partikel

(RNPs) in Neuronen wie auch in anderen Zellen ist vom Cytoskelett abhängig. Dabei werden

fast alle RNPs von Mikrotubuli-basierenden Motorproteinen transportiert (Carson et al., 2001),

weniger verbreitet ist eine Aktin-abhängige Lokalisation (Tekotte und Davis, 2002).

Um zu untersuchen, ob der Transport der Shank1 mRNA von den Mikrotubuli oder dem Aktin-

Cytoskelett vermittelt wird, wurden Neurone nach der Transfektion der 5’UTR-Reporter-

3’UTR- und GFP-MS2-Konstrukte (siehe auch Abb. 3.3) mit verschiedenen Zellgiften

behandelt. Dabei führte das Mikrotubuli-depolymerisierende Reagenz Nocodazol zur fast

vollständigen Inhibition des mRNA-Transports in distale Bereiche der Dendriten (Abb. 3.7a,

Bild B; Abb. 3.7b). Die Ergebnisse konnten auch mit anderen Mikrotubuli-Giften wie

Colcemid, Vincristin und Vinblastin bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Die Behandlung

der Neurone mit Cytochalasin D, welches an das Plus-Ende der Aktin-Filamente bindet und

deren Verlängerung verhindert, zeigte dagegen keinen Einfluss auf die dendritische

Lokalisation der Reporter-Transkripte (Abb. 3.7a Bild C; Abb. 3.7b).
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Abb. 3.7: Der durch die Shank1-3’UTR vermittelte mRNA-Transport ist Mikrotubuli-
abhängig.
Neurone wurden an div7 mit den Konstrukten aus Abb. 3.3 kotransfiziert, 20h weiterkultiviert und vor
dem Fixieren 4h mit Reagenzien behandelt: DMSO als Kontrolle (A), 6 µg/ml Nocodazol (B), 5 µg/ml
CytochalasinD (C). a: Zum Nachweis der GFP-MS2/Reporter-mRNA-Komplexe wurde ein GFP-
Antikörper verwendet (Bild A, B und C; grün). Die Mikrotubuli wurden mit einem Tubulin-Antikörper
(Bild A’,B’; rot), Aktin-Filamente mittels TRITC-gekoppeltem Phalloidin (C’; rot) gefärbt. Die mRNA
ist nur mit intakten Mikrotubuli dendritisch lokalisiert (A,C). (Balken = 20µm) b: Die statistische
Auswertung der Experimente zeigt, dass die Anzahl der Granula mit DMSO und Cytochalasin D bei 12,
mit Nocodazol nur bei 1 Partikel/50µm Dendrit liegt (30 Neurone, n=3, p<0,002).

Die Zerstörung der Mikrotubuli inhibierte auch in Live-Imaging-Experimenten die Motilität

der wenigen verbliebenen Granula, so dass in Time-lapse-Aufnahmen keine Bewegung mehr

nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Da der Shank1 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 Yang, 2000).
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Die Organisation der Mikrotubuli in Dendriten ist komplex. Im Gegensatz zum Axon kommen

Mikrotubuli hier in gemischter Polarität vor, so dass Kinesine und Dyneine jeweils sowohl den

retrograden als auch den anterograden Transport vermitteln können (Baas et al., 1988). Für

verschiedene dendritisch lokalisierte mRNAs wie z.B. der CamKIIα und Arc/Arg3.1

(Hirokawa, 2006) oder MAP2 mRNA (Zivraj, Dissertation 2005) konnte ein KIF5-abhängiger

Transport gezeigt werden. Die KIF5-Motorproteine gehören zur Kinesin1-Familie (=

conventional kinesin) und transportieren neben mRNA/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 jeweils eine konservierte N-terminale

Motordomäne, eine Dimerisierungs- und eine C-terminale Schwanzdomäne (Abb. 3.8c). Die

jeweiligen Cargo-Komplexe werden im C-terminalen Bereich gebunden (Bindung an KLC für

axonalen, an KHC für dendritischen Transport; Kanai et al., 2004).

Um zu untersuchen ob auch die dendritische Lokalisation der Shank1 mRNA KIF5-abhängig

ist, wurde ein für KIF5 dominant-negativ (dn) wirkendes Konstrukt verwendet. Dieses ist N-

terminal an GFP fusioniert und wurde von Antonino Schepis zur Verfügung gestellt (EMBL,

Heidelberg). Es enthält nur die Motordomäne von KIF5C und wirkt dominant-negativ auf den

Transport von Mitochondrien und Intermediärfilamenten, da es wahrscheinlich durch Bindung

an den C-Terminus des endogenen KIF5 den Transport von Cargo-Komplexen verhindert

(Schepis et al., 2007). Hierzu wurden Neurone mit den 5’UTR-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 tatsächlich durch Koexpression des KIF5Cdn Konstrukts fast vollständig inhibiert

wird (Abb. 3.8a: Bild B’, Abb. 3.8b). Dagegen führt weder die Kotransfektion des GFP-

Leervektors (Bild A,A’) noch eines Dynamitin-GFP-Konstrukts (zur Verfügung gestellt von

Richard Vallee, Columbia University, NY; Bild C,C’) zu einer Beeinträchtigung der

dendritischen Lokalisation der mRNA. Dynamitin ist Bestandteil des Dynactin-Komplexes und

wirkt bei Überexpression dominant-negativ auf den Dynein-abhängigen Transport (Burkhardt

et al., 1997). Außerdem fällt auf, dass die Koexpression des KIF5Cdn Konstrukts auch zur

Verringerung der nachgewiesenen mRNA-Menge im Soma führt. Dies ist möglicherweise

darauf zurückzuführen, dass die nicht von KIF5 gebundenden und transportierten mRNA-

Komplexe instabilisiert und verstärkt 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 später wurden die Zellen fixiert und kombinierte FISH/ICC-Färbungen
mit mRFP-spezifischen DIG-Sonden (Cy3-DIG-Antikörper; Bild A’,B’ und C’; rot) und GFP-
Antikörpern (ICC; Bild A,B,C; grün) durchgeführt. Die Kotransfektion des KIF5Cdn-Konstrukts (Bild
B) führt 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 = 20µm)
b: Statistische Auswertung der Experimente: In den Kontrollversuchen wurden durchschnittlich 12
Granula, mit dem KIF5dn Konstrukt jedoch nur weniger als 2 Granula in 50µm gezählt. (je 30 Neurone,
n = 3, p<0,002) c: Schematische Darstellung von Kinesin1/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 al., 2005). Das eingesetzte dn KIF5C-Konstrukt
enthält nur die N-terminale Motordomäne fusioniert an GFP.
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Mittels eines KIF5C-spezifischen Antikörpers in Kombination mit Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierungen wurde anschließend untersucht, ob die endogene Shank1 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, 50µM Dendrit in 10 Neuronen, n = 3). Die Motordomänen von KIF5A, B und

C sind hochkonserviert, so dass das KIF5Cdn-Proteinfragment möglicherweise auch die

anderen KIF5-Motorproteine blockiert. Die nicht mit KIF5C kolokalisierten Shank1 mRNA-

Komplexe könnten 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) Überlagerung

A A‘ A‘‘

Shank1 mRNA (endo) KIF5C (endo) Überlagerung

A A‘ A‘‘

Abb. 3.9: Die endogene Shank1 mRNA kolokalisiert nur teilweise mit endogenem KIF5C.
Dargestellt sind kombinierte FISH/ICC-Färbungen an div14 - Neuronen mit Shank1-spezifischen DIG-
gekoppelten Sonden (Cy3-DIG-Antikörper, Bild A; rot) und Färbung von endogenem KIF5C (A’;
grün). Shank1 mRNA und KIF5C kolokalisieren nur partiell (Bild A’’, weiße Pfeile). (Balken = 20µm)

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 Shank1-3’UTR trans-agierende

Faktoren wie z.B. PABP und hnRNP-K gefunden und charakterisiert (Iglauer, Dissertation

2005). Ihr Einfluss auf den Shank1 mRNA-Transport wurde daher mit Hilfe der vorliegenden

Reporter-Konstrukte in in-situ-Hybridisierungs-Experimenten untersucht.

Das cytoplasmatische Poly-A-Bindeprotein (PABP) ist ein Bestandteil von somatodendritisch

lokalisierten mRNP-Partikeln und mit translatierenden 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 drei verschiedene

dominant-negative PABP-Konstrukte zur Verfügung gestellt. Sie enthalten jeweils die RNA-

bindenden Domänen: RRM1+2, RRM2+3 und RRM3+4 mit N-terminalem Flag-Tag. Die

resultierenden verkürzten PABP-Proteine sind weniger stark dendritisch und nicht mehr in

granulären Strukturen lokalisiert (Abb. 3.10b, Vergleich wt im Bild A’ und RRM1+2dn in B’).

a
PABPRRM1 RRM2 RRM3 RRM4 Prolin-reiches Motiv

PABPdn
RRM1+2

Reporter-mRNA+3‘UTR Flag Überlagerung

PABP
Wildtyp

b

A A‘ A‘‘

B B‘ B‘‘

a
PABPRRM1 RRM2 RRM3 RRM4 Prolin-reiches Motiv

a
PABPRRM1 RRM2 RRM3 RRM4 Prolin-reiches Motiv PABPRRM1 RRM2 RRM3 RRM4 Prolin-reiches Motiv

PABPdn
RRM1+2

Reporter-mRNA+3‘UTR Flag Überlagerung

PABP
Wildtyp

b

A A‘ A‘‘

B B‘ B‘‘

Abb. 3.10: PABPdn Konstrukte beeinflussen die Lokalisation der Reporter-mRNA nicht.
a: Schematische PABP-Darstellung: N-terminal besitzt das Protein 4 RNA recognition motifs  (RRMs,
blau) und C-terminal eine Prolin-reiche Domäne. b: Die Reporter-mRNA und Flag-Tag-markierte
PABP-Konstrukte wurden in div7 - Neuronen koexprimiert und nach 36h fixiert. Es folgten kombinierte
FISH/ICC-Färbungen mit Reporter-spezifischen DIG-gekoppelten Sonden (Cy3-DIG-Antikörper, Bild
A,B; rot) und Flag-Antikörpern (Bild A’,B’; blau). Wildtyp-PABP liegt mit der Reporter-mRNA
kolokalisiert vor (A’’). Die dominant-negativen PABP-Konstrukte (exemplarisch gezeigt für RRM1+2)
inhibieren den mRNA-Transport nicht (Bild B). (konfokale Aufnahmen, Balken = 20µm)
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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 für RRM1+2 exemplarisch

gezeigt, Bild B) als auch aller RNA-Bindemotive gleichzeitig führte nicht zu einer

Veränderung der mRNA-Transporteffizienz (quantitative Auswertung in Abb. 3.15). PABP ist

zwar in denselben mRNPs lokalisiert (Abb. 3.10b, Bild A’’), scheint jedoch kein essentieller

Faktor für die dendritische Lokalisation der Shank1 mRNA zu sein.

a
KH1 KH2 KH3Prolin-reiches Motiv hnRNP-K

Reporter-mRNA+3‘UTR Flag Überlagerung

hnRNP-K
Wildtyp

hnRNP-K
dn KH1/2

b

A A‘ A‘‘

B B‘ B‘‘

a
KH1 KH2 KH3Prolin-reiches Motiv hnRNP-KKH1 KH2 KH3Prolin-reiches Motiv hnRNP-K

Reporter-mRNA+3‘UTR Flag Überlagerung

hnRNP-K
Wildtyp

hnRNP-K
dn KH1/2

b

A A‘ A‘‘

B B‘ B‘‘

Abb. 3.11: hnRNP-Kdn Konstrukte beeinflussen die Reporter-mRNA-Lokalisation nicht.
a: Schematische hnRNP-K-Darstellung: das Protein besitzt zwei N-terminale hnRNP-K Homology-
Domänen (KH) und eine KH-Domäne am äußersten C-Terminus (rot), dazwischen befindet sich ein
Prolin-reiches Motiv. b: Die Durchführung erfolgte wie in Abb. 3.10b beschrieben (Cy3-DIG-
Antikörper, Bild A,B; rot und Flag-Antikörper, Bild A’,B’; grün). Wildtyp-hnRNP-K liegt mit der
Reporter-mRNA kolokalisiert vor (A’’). Das dn hnRNP-K-Konstrukt (enthält nur die KH-Domänen 1
und 2) inhibiert den mRNA-Transport nicht (Bild B). (Balken = 20µm)
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Ein weiterer mit dem Shank1-3’UTR DTE interagierender Faktor ist hnRNP-K (heterogenous

nuclear ribonucleoprotein K). Dieses Protein gehört zu den Poly-C-bindenden Proteinen und

enthält zwei N-terminale und eine C-terminale KH-Domäne (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 Translation beteiligt ist (Ostareck-

Lederer et al., 2002). Nach Überexpression 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 Domänen KH1

und 2 bzw. nur KH3 mit N-terminalem Flag-Tag enthalten, wobei die RNA-Bindung fast

ausschließlich von KH1 und 2 vermittelt wird (Paziewska et al., 2004). Koexpression von

KH1+2 mit den 5’UTR-mRFP-3’UTR-Reporter-Konstrukten führte 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-Domäne enthielten, konnten leider in transfizierten Neuronen

nicht nachgewiesen werden, möglicherweise da sie aufgrund ihrer geringen Größe schnell

abgebaut werden. Daher wurde die KH3-Domäne an die fluoreszierenden Reporterproteine

GFP und RFP fusioniert. Die Expression dieser Konstrukte schädigte die Zellen jedoch so, dass

keine Auswertung der mRNA-Transporteffizienz mehr möglich war.

Staufen1 ist ein RNA-bindendes Protein, welches u.a eine wichtige Rolle im dendritischen

Transport der CaMKIIα 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 Shank1

mRNA-Transport untersucht. Staufen1 besitzt vier konservierte double-stranded RNA binding

domains (dsRBDs, Abb. 3.12a) und eine Mikrotubuli-Bindedomäne (TBD). Im Rattenhirn

kommt Staufen1 in zwei alternativen Spleißvarianten vor, die sich nur durch Insertion von 6

Aminosäuren am Beginn der dsRBD2 unterscheiden. Dabei wird die Variante mit dem

Einschub als Staufen1+, ohne das Insert als Staufen1- bezeichnet. Staufen1+ weist in in-vitro

Studien eine geringere RNA-Bindeaktivität auf als Staufen1- (Monshausen et al., 2001).

Staufen1-Wildtyp und dominant-negative Konstrukte, die nur die 2. und 3. RNA-Bindedomäne

enthalten, wurden von Stefan Kindler (UKE, Hamburg) zur Verfügung gestellt. In Abbildung

3.12 sind kombinierte FISH/ICC-Färbungen nach Kotransfektion der Reporter-mRNA- und

Staufen1-Konstrukte dargestellt. Das überexprimierte Staufen1+-Protein und die Reporter-

mRNA liegen kolokalisiert in denselben Transportpartikeln vor (Abb. 3.12b, Bild A’’). Die

Koexpression des dsRBD2/3- dn Konstrukts führte nur zu einer leichten Verringerung der

mRNA-Transporteffizienz (Abb. 3.12b, Bild B).
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dsRBD1 dsRBD2 dsRBD3 dsRBD4TBD

Insertion von SFPLTQ in Staufen1+

Abb. 3.12: Das Staufen1 dn Konstrukt dsRBD2/3+, nicht aber dsRBD2/3- inhibiert den
dendritischen Transport der Reporter-mRNA.
a: Schematische Staufen1-Darstellung: Enthalten sind 4 N- und C-terminale dsRBDs (double-stranded
RNA binding domains, rosa) und eine Mikrotubuli-bindende Domäne (TBD, grau). Markiert ist auch die
Position der Insertion von 6 Aminosäuren am Beginn der dsRBD2 in den Staufen1+-Konstrukten.
b: Die Durchführung erfolgte wie in Abb. 3.10b beschrieben (Cy3-DIG-Antikörper, Bild A-C, rot und
Flag-Antikörper, Bild A’-C’, blau). Wildtyp-Staufen1+ liegt mit der Reporter-mRNA kolokalisiert vor
(A’’). Im Gegensatz zu RBD2/3- (B) inhibiert RBD2/3+ (+ 6 Aminosäure-Insertion) fast vollständig
den Transport der Reporter-mRNA (C). (konfokale Aufnahmen, Balken = 20µm)
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Die quantitative Auswertung in Abb. 3.15 gestaltete sich für die Versuche mit dsRBD2/3-

relativ schwierig, da die mRNA häufig eher diffus als in distinkten Granula verteilt war. Auch

das dsRBD2/3- -Protein selbst zeigt keine granuläre 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 vollständigen

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 Aminosäuren am N-Terminus

unterscheidet. Dieser Einschub scheint nicht nur für die Lokalisation von Staufen1 selbst,

sondern auch für den Shank1-3’UTR-abhängigen mRNA-Transport von großer Bedeutung zu

sein. Möglicherweise ist die Shank1 mRNA also nur mit der Staufen1+ - Spleißvariante

assoziiert, wobei das Aminosäure-Insert auch Interaktionen mit anderen Bestandteilen der

RNPs verändern könnte. Die Koexpression von Staufen1+ und Staufen1- in Neuronen zeigte

jedoch, dass beide Isoformen in denselben RNP-Komplexen vorkommen (Abb. 3.13, Bild A’’).

Staufen2, ein weiteres Staufen-Homolog in Säugerzellen, ist in anderen mRNP-Populationen

als Staufen1 in Dendriten lokalisiert (Duchaine et al., 2002). Staufen2dn Konstrukte zeigten

daher wie erwartet keinen Einfluss auf den Shank1-3’UTR-abhängigen mRNA-Transport

(Daten nicht gezeigt).

Staufen1+ Flag Staufen1- GFP Überlagerung

A A‘ A‘‘

Staufen1+ Flag Staufen1- GFP Überlagerung

A A‘ A‘‘

Abb. 3.13: Staufen1+ und Staufen1- sind in dendritischen Granula kolokalisiert.
Beide Staufen1-Isoformen wurden 24h in div7-Neuronen koexprimiert. Staufen1+ (+Insert) wurde mit
dem Flag-Tag (Bild A, rot), Staufen1- an GFP fusioniert (A’, grün) nachgewiesen. (Balken = 20µm)

Um zu untersuchen, ob auch die endogene Shank mRNA mit Staufen1-Partikeln assoziiert ist,

wurden in-situ-Hybridisierungen mit Shank1-spezifischen Sonden (Abb. 3.14, Bild A) und

Färbungen des endogenen Staufen1-Proteins (Bild A’) durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass

28% (+/-10, 10 Neurone, n = 3) der Shank1 mRNA-Granula mit Staufen1-mRNPs kolokalisiert

sind (Abb. 3.14, A’’). Der Einfluss der untersuchten RNA-bindenden trans-agierenden

Faktoren auf den Shank1 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 verändern. Staufen1 ist ebenfalls mit den Reporter-Transkripten kolokalisiert. Dominant-

negative Konstrukte verschiedener Staufen1-Spleißvarianten inhibieren die dendritische

mRNA-Lokalisation interessanterweise unterschiedlich stark.

Shank1 mRNA (endo) Staufen1 (endo) Überlagerung

A A‘ A‘‘

Shank1 mRNA (endo) Staufen1 (endo) Überlagerung

A A‘ A‘‘

Abb. 3.14: Die endogene Shank1 mRNA und Staufen1 sind nur teilweise kolokalisiert.
Dargestellt sind kombinierte FISH/ICC-Färbungen an div14 - Neuronen mit Shank1-spezifischen DIG-
gekoppelten Sonden (Cy3-DIG-Antikörper, Bild A; rot) und Staufen1-Antikörper (A’; grün). Die
Shank1 mRNA und Staufen1 kolokalisieren nur partiell (Bild A’’, weiße Pfeile). (Balken = 20µm)

Abb. 3.15: Statistische Auswertung der Untersuchungen zum Einfluss dominant-
negativer RNA-bindender Proteine auf den Shank1 mRNA-Transport.
Es wurde bei je 30 Neuronen aus mindestens drei verschiedenen Experimenten die Anzahl der mRNA-
Granula in einem 50µm Abschnitt eines distalen Dendriten bestimmt. Kotransfektionen der Wt-
Plasmide führten im Vergleich zur Kontrolle (= Leervektor, schwarz) nicht zu einer signifikanten
Änderung des mRNA-Transports. Auch hnRNP-Kdn (dunkelgrau) oder PABPdn Konstrukte (hellgrau)
veränderten die Lokalisation der Reporter-Transkripte nicht. Staufen1dn Konstrukte (weiß) zeigten
jedoch einen Einfluss auf den mRNA-Transport: dsRBD2/3−-Konstrukte verringern die Anzahl der
Granula von 12 auf 8 (p<0,04), dsRBD2/3+-Konstrukte sogar von 12 auf 2 Granula (p<0,002).
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3.2  Regulation der Translation der Shank1 mRNA

3.2.1  Inhibition der Translation der Shank1 mRNA durch die 5’UTR

Lokale Proteinsynthese in Dendriten ist ein wichtiger Mechanismus zur Ausbildung

synaptischer Plastizität (Miller et al., 2002). Die direkte aktivitätsabhängige Regulation der

Translation an der Synapse wird durch den Transport spezifischer mRNAs und die dendritisch

lokalisierte Translationsmaschinerie ermöglicht (Wang und Tiedge, 2004).

Die Lokalisation der Shank1 mRNA in distalen Bereichen der Dendriten und ihre Assoziation

mit Translations-regulierenden Proteinen (Staufen1, PABP und hnRNP-K) lässt auch für

Shank1 eine gezielte Kontrolle lokaler Translation 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 Shank1 5’UTR die Expression sehr stark inhibiert.

Die Versuche im Abschnitt 3.1.2 verdeutlichen auch, dass die 5’UTR ausschließlich die

Translation und nicht den 3’UTR-vermittelten dendritischen mRNA-Transport verhindert.

Shank1 ist in der postsynaptischen Dichte eines der wichtigsten Gerüstproteine (Sheng und

Kim, 2000). Möglicherweise erfolgt die Translationsinhibition nur während 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 Shank1 5’UTR die Translation 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 überein. Die Basen 370-634 der 5’UTR weisen eine Übereinstimmung von 91%

auf. Der 5’ dazu liegende Bereich ist im Genom von Rattus norvegicus jedoch nur

unvollständig 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 außergewöhnlich hohen GC-Gehalt von fast

80% auf. Sie bildet daher vermutlich sehr stabile Sekundärstrukturen mit einer freien Energie

von bis zu -324,1 kcal/mol aus (Berechnung mit dem Programm mfold: Zuker, 2003; Abb.

3.17). Außerdem befinden sich innerhalb der 5’UTR drei upstream Open Reading Frames

(uORFs), die in Abbildung 3.16 schematisch dargestellt sind. Solche uORFs können die

Expression eines Proteins auf verschiedene Weise beeinflussen, z.B. die Initiation an folgenden

AUGs verhindern oder diese erst ermöglichen (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 als Translationsstartpunkt genutzt werden

kann, wurde mit dem Programm Netstart (Pedersen und Nielsen, 1997; Abb. 3.17) berechnet,

wobei ein Index über 0,5 eine mögliche Nutzung als Startpunkt bedeutet. Das 1. und 2.

upstream AUG (uAUG) kodieren für sehr kurze Peptide von nur 9 bzw. 2 Aminosäuren Länge.

Dagegen kodiert der 3.uORF für 59 Aminosäuren und überlappt mit dem Leserahmen des

4.AUG (Abb. 3.16). Der Leserahmen des 4.AUG-Startkodons läuft in-frame in den ORF des

5.AUG, welches ursprünglich als Shank1-Startpunkt veröffentlicht wurde (Naisbitt et al., 1999;

AF131951). Um zu überprüfen, ob auch das 4.AUG als alternatives Shank1 Startkodon in

Neuronen genutzt werden kann, wurde ein spezifischer Antikörper hergestellt (= α ShankNT).

Tatsächlich konnte die N-terminal um 72kDa längere alternative 4.AUG-Isoform mit diesem

Antikörper in Maus- und Ratten-PSD-Präparationen nachgewiesen werden (PSD =

postsynaptische Dichte; Kreienkamp unveröffentlicht). Der in dieser Arbeit zur Vereinfachung

als 5.AUG bezeichnete Shank1-Startpunkt beschreibt drei mögliche, eng benachbarte

Startkodons (in Abb. 3.16 und 17 als 5.1, 5.2 und 5.3 benannt).

Bisherige Versuche zeigten außerdem, dass die 5’UTR keine internal ribosomal entry sites

enthält (IRES; Iglauer, Dissertation 2005). Im Gegensatz zur Cap-abhängigen Translation wird

mit diesem Mechanismus ohne vorheriges Scannen der 5’UTR und auch bei stabilen

Sekundärstrukturen die Translation effizient gestartet. Beispiele hierfür findet man

interessanterweise vermehrt bei dendritisch lokalisierten mRNAs (Pinkstaff et al., 2001)

Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Shank1-5 UTR.
Die Shank1-5’UTR besteht aus 634 Nukleotiden (türkis) und besitzt 3 upstream AUGs, welche
mögliche Startpunkte für kurze uORFs (rot) sind. Die Translation des Shank1-ORFs (blau) kann
alternativ vom 4. oder 5.AUG (5.1, 5.2, 5.3) beginnen.
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Abb. 3.17: Mögliche Sekundärstruktur der  Shank1-5 UTR.
Dargestellt ist die mit dem Program mfold (Zuker, 2003) berechnete stabilste Sekundärstruktur der
5’UTR. Die Lage der einzelnen uAUGs und AUGs innerhalb der Haarnadelstrukturen ist durch
schwarze Pfeile gekennzeichnet. Außerdem gezeigt sind die Netstart-Werte (Pedersen und Nielsen,
1997; schwarzer Kasten) für alle möglichen Startpunkte. Ein Wert über 0,5 bedeutet dabei die
wahrscheinliche Nutzung als Startkodon.

3.2.2 Mechanismus der 5’UTR-vermittelten Translationsinhibition

Die starke Beeinflussung der Translationseffizienz durch die Shank1-5’UTR kann

verschiedene Ursachen haben: komplexe und stabile Sekundärstrukturen, mögliche

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

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

zunächst untersucht, welcher dieser Mechanismen die Shank1-Expression reguliert. Dabei

konnten die jeweiligen Translationseffizienzen durch Messungen am Luminometer bestimmt

werden.
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3.2.2.1 Einfluss der Sekundärstruktur und trans-agierender Faktoren

Zunächst wurde der Einfluss der ausgedehnten Sekundärstruktur der 5’UTR untersucht (Abb.

3.18-3.20). In den dabei verwendeten Konstrukten sind jeweils ein oder mehrere der stabilen

Haarnadelstrukturen der 5’UTR deletiert (Vergleich mit Abb. 3.17). Mit Hilfe von PCRs und

durch die Nutzung vorhandener Restriktionsschnittstellen wurden verschiedene

Deletionskonstrukte der Shank1 5’UTR hergestellt (Abb. 18) und als 5’UTR vor die Photinus-

Luciferase kloniert (Abb. 3.19a, 20a). Nicht alle gewünschten Deletionen konnten hierbei

erhalten werden, da PCRs wegen des hohen GC-Gehalts der 5’UTR nur beschränkt möglich

sind und häufig ungewollte Mutationen verursachen.

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der verwendeten 5 UTR-Deletionskonstrukte.
Zur Veranschaulichung der deletierten Bereiche der Sekundärstruktur, 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 ∆170-290 fehlt nur ein Teil der 2.Haarnadelschleife.

Für die Untersuchungen im zellfreien System wurden die Luciferase-Konstrukte zunächst in-

vitro transkribiert und die erhaltene RNA dann in Retikulozyten-Lysaten translatiert. Diese

Lysate enthalten alle notwendigen eukaryotischen Translationsfaktoren und Ribosomen, jedoch

keine DNA oder RNA. Aus Abbildung 3.19 geht hervor, dass die Shank1 5’UTR die

Translation der Luciferase mRNA im in-vitro-System sehr stark inhibiert. Auch die Deletion

größerer Sekundärstruktur-Bereiche im vorderen Teil der 5’UTR führte nicht zur deutlichen

Verbesserung der Translationseffizienz (Abb. 3.19 z.B. ∆40-340). Interessant ist aber, dass

eine starke Sekundärstruktur allein schon das Ablesen des Transkripts verhindern kann, denn

für das Konstrukt 138-583rev wurde dieser Teil der 5’UTR revers vor die Luciferase kloniert,

so dass sequenzabhängige Regulationen verhindert bzw. verändert werden.
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Abb. 3.19: Einfluss der 5 UTR-Sekundärstruktur 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 Luciferase-ORF. b: In-vitro transkribierte
Luciferase-mRNA wurde in Retikulozyten-Lysaten translatiert. Die Lumineszenz wurde ins Verhältnis
zur Kontrolle (Luciferase ohne 5’UTR) gesetzt und in % angegeben (grün, n=5). Deutlich wird, dass
auch die Entfernung großer Sekundärstruktur-Bereiche die Translation nicht stark verbessert. Gezeigt
ist auch, dass die Zugabe von 5’UTR-RNA im Überschuss (zur Kompetition um mögliche
interagierende Faktoren) die Translation nicht signifikant erhöht (rot, n=3).

Abbildung 3.19 verdeutlicht außerdem, dass im Retikulozyten-Lysat schon die letzten 50

Nukleotide der 5’UTR die Translationsrate um 50% verringern (∆1-583).

Ähnliche Deletionskonstrukte wurden auch in transfizierten HEK-Zellen und Neuronen

untersucht. Hierbei wurden bicistronische Vektoren verwendet, bei denen die 5’UTR die

Translation der Photinus-Luciferase mRNA reguliert (Cap-abhängig). Die auf demselben

Transkript 3’ dazu liegende Sequenz für die Renilla-Luciferase wird unabhängig davon mit

Hilfe der EMCV-IRES (Encephalomyocarditis Virus - internal ribosomal entry site)

translatiert. 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 Verfügung gestellt von Jan

Christiansen, Kopenhagen). Zur Auswertung wurden die Lichtintensitäten von Photinus- und

Renilla-Luciferase ins Verhältnis gesetzt und die Werte für die einzelnen 5’UTR-Konstrukte

als Prozentzahl im Bezug auf die Kontrolle ohne 5’UTR angegeben. Generell war zu

beobachten, dass die Inhibition der Translation bei den in-vitro-Versuchen (Abb. 3.19) viel

stärker war als in HEK-Zellen oder auch Neuronen (Abb. 3.20).
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Dies lässt auf den Einfluss interagierender Faktoren schließen, welche in Zellen nicht aber im

Retikulozyten-Lysat vorhanden sind. Abbildung 3.20 verdeutlicht, dass die Sekundärstruktur

bei der Translation in kultivierten HEK-Zellen und Neuronen eher überwunden werden kann.

So steigt die Translationsrate bei Deletion der ersten 490 Nukleotide von 10% auf 70%, bei

Entfernung der ersten 583 Nukleotide sogar auf über 100% im Gegensatz zu 50% im in-vitro-

Versuch (Abb. 3.19). Die Inhibition der Translation durch die 5’UTR ist in Neuronen für alle

Konstrukte etwas stärker als in HEK-Zellen, dennoch ergaben sich für die Deletionskonstrukte

in allen Fällen vergleichbare Luciferase-Werte. Besonders interessant ist, dass das Konstrukt 1-

138 allein schon die Translation stark inhibiert, bei Deletion der Nukleotide 1-138 von der

Gesamt-5’UTR aber eine weitere Reduktion der Luciferase-Aktivität zu verzeichnen ist. Dieses

Phänomen wird im Punkt 3.2.3 näher erläutert.

Abb. 3.20: Einfluss der Sekundärstruktur auf die Translation in kultivierten Zellen.
a: Schematische Darstellung der bicistronischen Luciferase-Konstrukte (gelb), der alternative 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 Aktivität der Photinus wurde
gegen die Renilla-Luciferase (=Transfektionskontrolle) normalisiert und die Werte der 5’UTR-
Konstrukte dann im prozentualen Verhältnis zur Kontrolle ohne 5’UTR angegeben (n=5). Der Einfluss
der Sekundärstruktur auf die Translation in Zellkulturen hängt stark vom jeweils deletierten Bereich ab.
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Wenn nur die Faltung und Struktur der 5’UTR allein eine effektive Translation verhindern

würden, hätte die Entfernung der stabilen Haarnadelschleifen die Translationseffizienz

kontinuierlich verbessern müssen. Die Ergebnisse der Deletionsversuche zeigen, dass die

unterschiedlichen Sekundärstruktur-Bereiche der 5’UTR (Abb. 3.17 und 18) die Translation in

Luciferase-Reportersystemen jedoch unterschiedlich stark beeinflussen. Dies lässt auf

zusätzliche Regulationsmechanismen schließen. Um zu untersuchen ob trans-agierende

Faktoren die Translation verhindern, wurde im in-vitro-Versuch zu einem Retikulozyten-Lysat

zusätzlich zum 5’UTR-Luciferase-Transkript die 5’UTR-RNA im zehnfachen Überschuß

zugesetzt, so dass eventuell interagierende Faktoren von dieser kompetitiv gebunden werden.

Dies führte allerdings nicht zum Anstieg der Translation des Reporter-Transkripts (Abb. 3.19).

Entweder hängt die Inhibition also nicht von trans-agierenden Faktoren ab oder mögliche

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 alternativen 4.AUG-ORF (Abb. 3.16) für die

Shank1-Expression zu untersuchen, wurden diese vier AUGs mutiert. Dadurch könnte neben

dem Verlust des Startpunktes selbst, auch durch den Verlust des kodierten Peptids oder eine

geänderte RNA-Konformation die Translation beeinflusst werden (Pentecost et al., 2005). Eine

Berechnung mit dem Programm: mfold (Zuker, 2003) zeigte, dass die Sekundärstruktur bei

allen Punktmutationen nahezu unverändert 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 für alle

Konstrukte vergleichbar. Wie schon für die Sekundärstruktur-Konstrukte beobachtet, zeigten

sich auch für die AUG-Mutationen in-vitro und in Zellkultur unterschiedliche Ergebnisse. Nur

die Mutation des 1.uAUG führt in beiden Systemen nicht zu einer veränderten Translation

(Abb. 3.21 und 3.22). Wenn das 2.uAUG mutiert ist, verstärkt sich interessanterweise die

Inhibition der Luciferase-Expression in transfizierten Zellen (Abb. 3.22). Dies könnte z.B.

bedeuten, dass die Erkennung des 2.uAUGs in der Wildtyp-5’UTR verhindert, dass ein

Großteil der Ribosomen während des Scannens wegen starker Sekundärstrukturen von der

mRNA abfällt. Dieser Mechanismus entspricht bekannten Beispielen, wobei uORFs die Re-

Initiation an dahinter gelegenen Startpunkten ermöglichen (Krummheuer et al., 2007).
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Abb. 3.21: Einfluss der upstream Open Reading Frames auf die Translation in-vitro.
Schematische Darstellung des in-vitro transkribierten Luciferase-Konstrukts und Durchführung: siehe
Abb. 3.19. Nur die Mutation des 3.uAUGs führt zum leichten Anstieg der Translation (*p<0,05).

Abb. 3.22: Einfluss der uORFs auf die Translation in kultivierten Zellen.
Schematische Darstellung der bicistronischen Luciferase-Konstrukte und Durchführung: siehe Abb.
3.20. Die Mutationen des 2.uAUG und 4.AUG verringern die Translation im Vergleich zur Wildtyp-
5’UTR sogar noch (*p<0,002), die Mutation des 3.uAUGs erhöht die Luciferase-Expression dagegen
um das 3fache (**p<0,002).
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Die Mutation des alternativen 4.AUG-Startpunktes verrringert in HEK-Zellen und Neuronen

ebenfalls die Luciferase-Aktivität enorm. Da es sich bei der gemessenen Lumineszenz der

Wildtyp-5’UTR-Konstrukte vermutlich um einen aus der 4.AUG- 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.uAUGs führt hingegen zur dreifachen Erhöhung der Translationseffizienz,

sowohl in-vitro als auch in transfizierten Zellen. Die verbesserte Translation nach Mutation des

3.uAUGs ist besonders interessant, da der 3.AUG-uORF vor dem 4.AUG (längere alternative

Isoform) startet, mit diesem überlappt und erst kurz vor dem 5.AUG (kürzere Isoform) stoppt

(Abb. 3.16). Vorstellbar wäre also folgendes Modell der Translationsregulation der Shank1-

Isoformen: Falls das 3.uAUG vom Ribosom erkannt und abgelesen wird, kann das 4.AUG

nicht mehr genutzt werden, so dass nur die kürzere 5.AUG-Isoform durch Re-Initiation

entsteht. Wird das 3.uAUG aber überlesen, so kommt es zur Initiation der Translation am

4.AUG und damit nur zur Entstehung der längeren Isoform.

Um zu untersuchen, ob dieses Modell tatsächlich für die Translation der Shank1 mRNA

zutrifft, wurden cDNA-Konstrukte genutzt, welche die 5’UTR und einen großen Teil der

Shank1-Sequenz enthalten (Abb. 3.23c). Aus Abbildung 3.23a geht hervor, dass vom

transfizierten Wildtyp- Shank1-Transkript beide Isoformen ungefähr gleich stark abgelesen

werden (ShankPDZ-Antikörper) und es sich bei der größeren Isoform tatsächlich um den

4.AUG-Startpunkt handelt (ShankNT-Antikörper = alternativer N-Terminus). Nach dem schon

beschriebenen Modell der Regulation durch den 3.uORF wird also möglicherweise in einem

Teil der Transkripte das 3.uAUG erkannt und somit die kurze Isoform abgelesen. Bei der

anderen Hälfte der mRNA wird das 3.uAUG nicht abgelesen und daher kann die längere

Shank1-Isoform entstehen. Daher würde man erwarten, dass nach Mutation des 3.uAUG nur

noch die längere Shank1-Isoform entsteht. Wie in Abbildung 3.23a deutlich wird, änderte sich

durch diese Mutation am Verhältnis der vom 4. und 5.AUG ausgehenden Isoformen jedoch

nichts. Interessanterweise kam es aber zu einer dritten, noch etwa 12 kDa größeren distinkten

Bande. Diese wurde sowohl vom PDZ- als auch vom N-Terminus-Antikörper erkannt (Pfeile

in Abb. 3.23a und c). Um Klonierungsartefakte auszuschließen, 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 größere Bande im Western

Blot erhalten.
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Abb. 3.23: Das 5 UTR-Wt-Transkript führt zur Expression beider Shank1-Isoformen
und nach Mutation des 3. uORFs entsteht zusätzlich eine dritte, größere Isoform.
a: In HEK-Zellen wurden die Shank1-Konstrukte 24h exprimiert, die Zellen lysiert und im 6%igen
SDS-Gel aufgetrennt. Mit ShankPDZ-Antikörpern erhält man für die Wildtyp-5’UTR zwei Banden
(4.AUG-128kDa und 5.AUG-120kDa-Isoform). Der 4.AUG-Start wurde mit dem αShank1 N-
Terminus(NT)-Antikörper bestätigt. Wenn der 3.uORF mutiert ist, erhält man eine zusätzliche 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-/Leserahmenänderungen. Die Überlappung des 3.uAUGs mit dem
möglichen Stoppkodon eines unbekannten uORFs ist umrahmt, mutierte Basen sind kursiv (Kreis)
dargestellt. c: Schematische Darstellung der im Blot erkannten Isoformen. Die längste Form entsteht
nur nach Mutation des 3.AUG und könnte an unbekannter Stelle stromaufwärts beginnen.

In quantitativen Real-Time-PCRs wurde außerdem nachgewiesen, dass auch die mRNA-Menge

durch die Mutation nicht verändert ist (Daten nicht gezeigt). Das Entstehen der größeren Bande

nach Transfektion des 3.AUGmut-Konstrukts muss also in der Struktur der 5’UTR selbst

begründet sein. Zum besseren Verständnis 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 eingefügt werden; daher ist auch ein 2 Nukleotide vor dem

AUG liegendes U zu einem A verändert. Interessanterweise wird hierbei ein mit dem 3.uAUG

überlappendes mögliches UGA-Stoppkodon zu AGA mutiert (Abb. 3.23b, schwarze Kästen).
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Ein möglicherweise zu diesem Stoppkodon gehörender uORF (Abb. 3.23c) läuft durch die

Mutation zufällig in-frame in den 4. und 5.AUG-Leserahmen. Das resultierende Protein könnte

daher von den Shank-Antikörpern tatsächlich erkannt werden. Ein zu diesem möglichen uORF

gehörendes AUG konnte in der 5’UTR jedoch nicht gefunden werden.

Außerdem wurde auch die Isoformenverteilung nach Mutation der anderen uAUGs betrachtet.

Hierbei wurden Konstrukte aus 5’UTR und der Shank1-PDZ-Domäne verwendet, da diese nur

etwa 15kDa groß ist und somit die Isoformen anhand ihrer Größe besser aufgetrennt werden

können. Abbildung 3.24 zeigt, dass nur nach Mutation des 3.uAUGs die zusätzliche größere

Bande auftritt. Das in Abb. 3.24b dargestellte PDZ-Konstrukt wurde im Folgenden auch für die

Proteinsequenzierung dieser Bande eingesetzt (Abschnitt 3.2.3.1).

Abb. 3.24: Nur die Mutation des 3.uAUGs führt 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-Antikörper zeigte sich, dass die höhere
Bande nur bei den beiden 3.AUGmut-Konstrukten auftritt. Bei Mutation des 4.AUG entfällt wie
erwartet die alternative größere Isoform. (Neo=Transfektionskontrolle, kDa=Kilodalton)
b: Schematische Darstellung des verwendeten Reporter-Konstrukts und mögliche Erklärung für die
größere Bande bei 3.AUGmut.

3.2.3  Regulation der Translation der Shank1 mRNA durch einen non-
          AUG upstream Open Reading Frame

3.2.3.1 Nachweis des uORFs durch Proteinsequenzierung

Zunächst wurde untersucht, ob es sich bei der zusätzlichen Bande im Konstrukt 3.AUGmut

tatsächlich um ein von einem unbekannten uORF ausgehendes Protein handelt. Hierfür wurde

das PDZ-Konstrukt (Abb.3.24b) in HEK-Zellen exprimiert und die erhaltenen drei Isoformen

über GKAP-Sepharose aufgereinigt.
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Abb. 3.25: Die Untersuchung mittels Massenspektrometrie beweist die Existenz eines
non-AUG-uORFs in der 5 UTR.
Gezeigt ist die hypothetische Proteinsequenz am Beginn der Shank1-5’UTR (im Leserahmen des
4./5.AUG). Zur Sequenzierung wurde das in Abb. 3.24b dargestellte 3.AUGmut-PDZ-Konstrukt
eingesetzt. Nach Expression in HEK-Zellen wurden die drei erhaltenen Isoformen über GKAP-
Sepharose aufgereinigt und nur die zusätzliche, große Bande aus einem Coomassie-gefärbten 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).

Dabei wird genutzt, dass die Shank1-PDZ-Domäne spezifisch an den C-Terminus des Proteins

GKAP/SAPAP1 bindet (Kreienkamp et al., 2002; Brendel et al., 2004), welcher an die

Sepharose gekoppelt ist. Die drei aufgereinigten aus dem 3.AUGmut-Transkript

hervorgehenden Isoformen (ACG-Start, 4.AUG-Start, 5.AUG-Start) wurden im 15%igen SDS-

Gel aufgetrennt, gefärbt und die größte, vermutete uORF-Bande ausgeschnitten. Die

Proteinsequenzierung erfolgte mittels Massenspektrometrie (Friedrich Buck, Service-Labor,

UKE). Tatsächlich konnten hier neben Peptiden aus der PDZ-Domäne und dem alternativen N-

Terminus auch Sequenzen aus einem uORF nachgewiesen werden (Abb. 3.25). Aus der Lage

des größten gefundenen Peptids und mittels der Größeninformationen aus den Western Blots in

den Abbildungen 3.23 und 3.24 konnte nun die Position des Startpunktes dieses uORFs weiter

eingeschränkt 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.uAUG überlappenden

Stoppkodons (Abb.3.23b). In der Literatur sind einige interessante Beispiele der Initiation an

non-AUG Kodons beschrieben. Sie wurden zuerst in Viren, später auch in Hefen und Säuger-

Transkripten gefunden und betreffen häufig hochgradig regulierte Proteine wie Proto-

Onkogene oder Zellzyklus-Faktoren (Hann, 1994; Chang et al., 2006). Je nach verwendeter

Methode wurden für 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 al., 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.

R A R R V A E E A R S G R R R R R P E E E E E E E Q A E T R R P E P A G P S R
G R A R R G A A A A A E G G A L C G W P G P A R G G G E V L G P P A L P P
G P R P P P P R A R S P S G A V G H G L R V P R L R G G G G W G E G G G A A
G A A D R D S A A P P G S R L R S C R P P S P R G P T.........

ACG-KodonHypothetische Proteinsequenz der 5‘UTR:
R A R R V A E E A R S G R R R R R P E E E E E E E Q A E T R R P E P A G P S R
G R A R R G A A A A A E G G A L C G W P G P A R G G G E V L G P P A L P P
G P R P P P P R A R S P S G A V G H G L R V P R L R G G G G W G E G G G A A
G A A D R D S A A P P G S R L R S C R P P S P R G P T.........

ACG-KodonHypothetische Proteinsequenz der 5‘UTR:
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Daher konnte leider nicht gezeigt werden, ob die erste Aminosäure dem herkömmlichen

Methionin oder dem von ACG tatsächlich kodierten Threonin entspricht (Bsp. für Übersetzung

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). Zusätzlich ist hier die Position des ACG-uORFs dargestellt, der interessanterweise

mit dem 3.uAUG überlappt und somit dessen Translation verhindern könnte.

Abb. 3.26: Schematische Darstellung der Shank1-5 UTR.
Zusätzlich zu dem in Abb. 3.16 erklärten Aufbau der 5’UTR ist hier die Position des non-AUG-uORFs
mit einem ACG-Startkodon gekennzeichnet, dessen Stoppkodon mit dem 3.uAUG überlappt (rot).

3.2.3.2 Nachweis des uORF-Peptids in transfizierten Zellen

Die aus uORFs synthetisierten Peptide werden nach ihrer Translation häufig gleich abgebaut.

Sie können aber auch regulatorisch wirken z.B. durch Interaktion mit Komponenten der

Translationsmaschinerie, wobei auch die Peptidsequenz selbst von Bedeutung sein kann

(Lovett und Rogers, 1996). Abbildung 3.27 zeigt, dass ACG tatsächlich als Startkodon fungiert

und das davon gestartete uORF-Peptid in transfizierten HEK-Zellen stabil ist. Hierfür wurde

nur der 12kDa große uORF-Bereich C-terminal mit dem Flag-Tag fusioniert.

Abb. 3.27: Das ACG-uORF-Peptid wird in HEK-Zellen stabil exprimiert.
a: Schematische Darstellung des verwendeten ACG-uORF-Konstrukts mit C-terminalem Flag-Tag.
b: Dieses wurde 24h in HEK-Zellen exprimiert. In speziellen Tricin-Gelen für 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 möglicher Translationsstartpunkte mit Hilfe

             spezifischer Antikörper

Zur weiteren Charakterisierung des ACG-uORFs wurden die Wildtyp-5’UTR bzw. das

Konstrukt mit der Mutation des 3.AUG (gleichzeitig ACG-Stoppkodon-Mutation) in mRFP-

Vektoren kloniert. Zunächst sollten die, nach Transfektion des mutierten Konstrukts in HEK-

Zellen, erhaltenen Western Blot-Banden mittels verschiedener Antikörper identifiziert werden.

Ein mRFP-Antikörper 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 Antikörper markiert hingegen wie erwartet nur die ACG- und

4.AUG-Bande (Abb. 3.28c). Außerdem wurde ein für das ACG-uORF-Peptid spezifischer

Antikörper hergestellt (Abb. 3.28d). Dieser beweist zusätzlich die Identität der erhaltenen

dritten Bande für das Konstrukt 3.AUGmut (Abb. 3.28a).

Abb. 3.28: Nachweis der Identität der einzelnen Isoformen mit spezifischen Antikörpern.
Die mRFP-Konstrukte (Wildtyp-5’UTR und 3.AUGmut) wurden 24h in HEK-Zellen exprimiert, die
Zellen 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 weiß bzw. gestreift dargestellt. b: Western Blot mit einem mRFP-Antikörper.
c: Western Blot mit Antikörper gegen den alternativen Shank1-N-Terminus. d: Western Blot mit ACG-
uORF-Antikörper, der die Existenz dieses non-AUG-uORFs bestätigt.
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Der ACG-uORF-Antikörper wurde gegen das humane Peptid gerichtet, da die entsprechende

Sequenz für Maus und Ratte unbekannt ist. Sowohl in Maus- als auch in Ratten-Hirnlysat

konnte keine uORF-Bande nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise gibt

es hier keinen solchen uORF oder er unterscheidet sich zu stark in der Peptidsequenz. Humane

Hirn- oder Neuronenlysate standen leider nicht zur Verfügung um die Existenz des uORF-

Peptids endogen in Hirngewebe nachzuweisen.

3.2.3.4 Einfluss der 3’UTR auf die Translation des ACG-uORFs und der

               Shank1-Isoformen

Bei der Regulation der Translation spielt in vielen Fällen auch die 3’UTR eine Rolle. Diese

kann über interagierende Faktoren wie PABP oder hnRNP-K mit der 5’UTR räumlich

assoziiert sein (Komarova et al., 2006), weshalb auch der Einfluss der Shank1-3’UTR auf die

Translation und Verteilung der Shank1-Isoformen betrachtet wurde. Hierzu konnte die 3’UTR

(Nukleotide 1-588) stromabwärts der vorhandenen mRFP-Konstrukte kloniert werden.

Abbildung 3.29 zeigt, dass die 3’UTR die Translation nur wenig beeinflusst. Auch das

Verhältnis der translatierten Isoformen ändert sich bei den 5’UTR-Konstrukten nicht.

Abb. 3.29: Die Verteilung der Shank1-Isoformen und des ACG-uORF wird von der
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-Antikörper zeigt, dass die Shank1-3’UTR die Translation der Isoformen insgesamt nur wenig
beeinflusst. (Neo = Transfektionskontrolle, kDa = Kilodalton)
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3.2.3.5  Einfluss des ACG-uORFs auf die Translation der Shank1 mRNA

Um zu untersuchen welchen Einfluss der ACG-uORF auf die Expression und das Verhältnis

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.

Abb. 3.30: Die Deletion oder Mutation des upstream ACGs verändert die Shank1-
Translationseffizienz und die Nutzung des 4. und 5.AUG.
a: Durchführung wie in Abb. 3.28. Deletion und Mutation des ACGs verringern stark die Translations-
effizienz und verhindern wie erwartet die zusätzliche Bande bei 3.AUGmut (= ACGstoppmut). Nach
ACG-Mutation wird nur noch die 5.AUG-Isoform exprimiert. b: Cortex-Neurone wurden an div7
transfiziert und 2Tage später lysiert. Auch hier reduziert die Deletion des ACGs die Translation der
mRFP 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 führte 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) führte

interessanterweise zur deutlichen Verringerung der ohnehin schon durch die 5’UTR inhibierten

Translation (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 verändert wurde, so nahm die

Translationseffizienz überraschenderweise sogar noch stärker ab und das Verhältnis 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). Für 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 Translation in der Wildtyp-5’UTR erst ermöglicht

und damit eine wichtige Rolle für die Shank1-Expression spielt. Außerdem beeinflusst der

non-AUG-Startpunkt auch die Nutzung der stromabwärts gelegenen Shank1-Startkodons.

Die Initiation an non-AUG Startpunkten wird nicht nur von stabilen Sekundärstrukturen

gefördert (Kozak, 1990), sondern kann auch vom Phosphorylierungsstatus des

Initiationsfaktors eIF2α abhängen (Schwab et al., 2004). Dieser ist Bestandteil des ternären

Komplexes mit GTP und der Initiator-Methionyl-t-RNA und lädt diese auf die 40S-

Ribosomen-Untereinheit. Die eIF2α-Phosphorylierung inhibiert die Translation der meisten

Transkripte. Einige wenige mRNAs werden aber auch in ihrer Translation gefördert, dazu

gehören Transkriptionsfaktoren wie ATF4 oder GCN4 (Harding et al., 2000; Hinnebusch,

2005). Die Regulation erfolgt hierbei über eine veränderte Expression von uORFs, wobei die

Phosphorylierung des eIF2α die Re-Initiation an stromabwärts liegenden Startkodons

erleichtert. Daher wurde auch der Einfluss dieses Initiationsfaktors auf die Translation der

Shank1 mRNA untersucht. Verwendet wurden die Zellgifte Thapsigargin und Natrium-Arsenit,

die auf verschiedenen Signalwegen die Phosphorylierung von eIF2α 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 verändern. 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

eIF2α allgemein die Translation der meisten Transkripte hemmt. Mögliche Effekte könnten

jedoch durch die starke Überexpression oder hohe Stabilität der transfizierten mRFP-

Konstrukte überdeckt sein.
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Abb. 3.31: Der Phosphorylierungsstatus des Initiationsfaktors eIF2α hat keinen Einfluss
auf die Nutzung des Shank1 ACG-uORFs oder des 4. und 5.Startkodons.
a: mRFP-Konstrukte wurden 24h in HEK-Zellen exprimiert, diese dann über Nacht mit DMSO
(Kontrolle), Thapsigargin (1µM) oder Natrium-Arsenit (50µM) behandelt, lysiert und im 10%-SDS-Gel
aufgetrennt. Mit einem Antikörper gegen die phosphorylierte Form von eIF2α wurde die Wirkung der
eingesetzten Gifte nachgewiesen. Der Phosphorylierungsstatus des eIF2α hat jedoch keinen Einfluss
auf die Regulation der Translation der Shank1 mRNA. b: Cortex-Neurone wurden an div 7 transfiziert,
wie in a behandelt und 2 Tage später lysiert. Auch hier ergab sich kein Unterschied in der Isoformen-
Verteilung. (Neo = Transfektionskontrolle, kDa = Kilodalton)

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Translation der Shank1 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.
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