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Zusammenfassung

Neurone sind aufgrund ihrer polaren Morphologie wihrend der Entwicklung und zur
Aufrechterhaltung ihrer Funktion auf intrazelluldre Transportprozesse angewiesen. Die
meisten Proteine werden im Soma translatiert und mit Hilfe von Motorproteinen aktiv zu
thren axonalen oder dendritischen Bestimmungsorten transportiert. Dabei werden
transmembrane Oberflichenproteine als Bestandteil von Transportvesikeln iiber den
sekretorischen Weg zur Zelloberfliche gebracht. Auch lokale Proteinsynthese in Dendriten
und Axonen ist auf aktiven Transport angewiesen, da mRNA als Bestandteil von Protein-
mRNA-Komplexen, den RNA Granules, transportiert wird. Dabei erfolgt der
Langstreckentransport zwischen dem Soma und der Zellperipherie entlang von Mikrotubuli
iiber Motorproteine der Kinesin/KIF- und Dynein-Familien, der Kurzstreckentransport
unterhalb der Zellmembran wird entlang des Aktinzytoskeletts von Myosin-Motoren
vermittelt. Die Motoren binden ihr Cargo oftmals nicht direkt sondern iiber
Adapterproteine, wobei spezifische Adapter/Cargo-Interaktionen die Motorzielsteuerung
und posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung die Motor-Cargo-Bindung
beeinflussen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion des hauptsdchlich neuronal exprimierten
Proteins TRIM3 (Tripartite Motif Containing 3) in Mikrotubuli-assoziierten Transport-
prozessen untersucht. TRIM3 wurde bereits als potenzieller Myosin-Adapter beschrieben,
aber auch zusammen mit dem RNA-Bindeprotein Pur-a als Bestandteil von RNA Granules
identifiziert, die durch KIF5 transportiert werden. In dieser Arbeit wurde in
Koimmunprézipitationsversuchen mit Rattenhirnlysaten TRIM3 als Interaktionspartner des
neuronalen Motorproteins KIF21B identifiziert. Diese Interaktion konnte durch
Koimmunfarbungen kultivierter Neurone bestétigt werden. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe
des Hefe-2-Hybrid-Systems gezeigt werden, dass die beiden Proteine durch direkte Bindung
der KIF21B-Stalk-Domine mit der TRIM3-RBCC-Doméne interagieren.

Da TRIM3 als aktive Ubiquitin-E3-Ligase beschrieben wurde und die direkte Interaktion
auf einen Substrat-Enzym-Komplex hindeuten konnte, wurde untersucht, ob TRIM3 die
Ubiquitin-abhéngige Degradation von KIF21B vermittelt. Dabei wurde in dieser Arbeit
erstmals die Stabilitit eines Transport-vermittelnden Motors in Neuronen analysiert und
KIF21B mit einer Halbwertszeit von {iber 24 Stunden als relativ stabiles Protein

charakterisiert. Analysen des KIF21B-Gehaltes in Hippokampi von Wildtyp- und 7Trim3-
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Knockout-Miusen sowie Degradations- und Uberexpressionsstudien in kultivierten
Neuronen zeigten allerdings, dass TRIM3 nicht in die KIF21B-Degradation involviert ist.
Eine weitere Analyse von Hippokampus-Lysaten lieferte jedoch Hinweise darauf, dass
TRIM3 in spezifischen Kinesin-vermittelten Transportprozessen als Adapter fungieren
konnte. So enthielten bestimmte membranhaltige Fraktionen differenziell zentrifugierter
Hippokampus-Lysate aus 7Trim3-Knockout-Mausen signifikant weniger KIF21B als
Wildtyp-Lysate. Auch der KIF5-Gehalt war in einer membranhaltigen Fraktion TRIM3-
depletierter Lysate tendenziell stark reduziert. Die zytosolische Fraktion TRIM3-
depletierter Lysate zeigte hingegen fiir beide Motorproteine einen tendenziell erhdhten
Gehalt. Dies konnte darauf hindeuten, dass TRIM3 die Assoziation der Motoren mit
bestimmten Komponenten membranhaltiger Fraktionen ermoglicht. TRIM3 scheint jedoch
nur fir die Motorassoziation spezifischer Komponenten erforderlich, da in dieser Arbeit
auch gezeigt werden konnte, dass die Oberflachenlokalisation des Zelladhdsionsmolekiils
Neuroligin, eines KIF21B-Cargos, in Trim3-Knockout-Méusen unverindert war.

In Echtzeitanalysen kultivierter Neurone konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass GFP-
markierte Pur-a-Partikel, die potenziell von KIF5 transportiert werden, im Trim3-Knockout-
Hintergrund eine signifikant erhohte Maximalgeschwindigkeit aufwiesen und sich weiter
vom Startpunkt entfernten. Weiterfiihrende Experimente miissen kldren, ob die erhohte Pur-
a-Transportgeschwindigkeit durch die subzellulire Umverteilung von KIF5 nach TRIM3-
Depletion zustande kommt oder durch eine hiervon unabhédngige TRIM3-Funktion

verursacht wird.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass TRIM3 auch im Mikrotubuli-
assoziierten Transport eine Rolle spielt, indem es die subzellulire Verteilung der
Motorproteine KIF5 und KIF21B und die kinetischen Transportparameter eines KIF5-
abhingigen Cargos beeinflusst. Weiterfilhrende Studien miissen den molekularen
Mechanismus dieser Ergebnisse klidren. Dieser konnte auch Ursache fiir das in
unabhidngigen Studien beobachtete verdnderte Hippokampus-assoziierte Lernverhalten der

Trim3-Knockout-Mause sein.
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1 Einleitung

1.1 Das Nervensystem der Saugetiere

Das Nervensystem ist ein hochkomplexes Organ, das die gesamte Kommunikation eines
Organismus mit seiner Umwelt und das Zusammenspiel aller inneren Kd&rperfunktionen
koordiniert. Der grundlegende anatomische Aufbau des Nervensystems ist in allen
Sdugetieren identisch und lésst sich in ein zentrales Nervensystem (ZNS) und ein peripheres
Nervensystem (PNS) unterteilen (Trepel, 2004). Das ZNS besteht aus Gehirn und
Riickenmark, wiahrend das periphere Nervensystem alle Nervenbahnen umfasst, die von
reizaufnehmenden Organen zum ZNS hinleiten (afferente Nerven), und alle Nervenbahnen,
die vom ZNS zu ausfithrenden Organen leiten (efferente Nerven). Das ZNS ist somit eine
Art Schaltstelle, die iiber afferente Nerven Reize aus der Umgebung oder von inneren
Organen empfingt, diese verarbeitet und dann {ber efferente Nerven Befehle an

ausfiihrende Organe sendet.

Die funktionelle Grundeinheit, die diese Informations- bzw. Reizverarbeitung gewihrleistet,
ist das Neuron (Trepel, 2004; Kandel et al., 2000). Trotz einer Vielzahl unterschiedlicher
Neuronentypen ist allen ein funktionell und morphologisch gleicher Grundaufbau gemein:
Der Zellkorper (Soma) enthdlt den Nukleus und den Grofteil der Zellmaschinerie zur
Proteinbiosynthese wie endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat. Vom Soma
entspringen mehrere Zellfortsdtze (Neuriten), die sich in Dendriten und Axon unterscheiden
(sieche Abb. 1.1). Die Dendriten bilden ein oftmals weit verzweigtes Netzwerk, das die
Reize vorgeschalteter Zellen aufnimmt. Diese Reize werden dann {iber das Axon an
nachgeschaltete Neurone oder Effektororgane wie die Muskeln weitergeleitet. Im Gegensatz
zu den dendritischen Fortsétzen, die oft zahlreich aber kurz sind, verfiigen Neurone in der
Regel nur iiber einen axonalen Fortsatz, der die Lidnge eines Dendriten aber um ein
Vielfaches {iibertreffen kann. So betrdgt die Reichweite von Dendriten typischerweise
mehrere 100 pm, die Lédnge von Axonen hingegen kann je nach Korperregion und Spezies
mehrere 100 um bis mehrere Meter betragen (Rafols et al., 1989; Kandel ef al., 2000).

Ein weiterer wichtiger Zelltyp des Nervensystems sind Gliazellen. Man schétzt ihre Zahl im
Gehirn dreimal so hoch wie die der Neurone, deren Anzahl bei ca. 10" liegt (Purves et al.,
2008; Kandel et al., 2000). Urspriinglich wurde Gliazellen reine Stiitzfunktion

zugesprochen, doch sie libernehmen zudem viele physiologische Funktionen. Im ZNS
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spielen neben der Mikroglia - Makrophagen-dhnlichen Zellen, die der Immunabwehr dienen
- und den Oligodendrozyten, die durch Bildung lipidreicher Myelinschichten die axonale
Leitgeschwindigkeit (siehe 1.2) erhohen, die Astrozyten eine wichtige Rolle (Purves et al.,
2008). Durch Regulation bzw. Modulation der interzelluldren Fliissigkeit beeinflussen diese
Zellen die neuronale Reizweiterleitung und sind dariiber hinaus an der neuronalen
Entwicklung und der Bildung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt (Trepel, 2004; Stipurksy et
al.,2011).

/_7Dendriten
- /
S
Nukleus— 5 Neuron A
Axon-
Soma_ hiigel
— Axon
Synapse axonale Endigungen
Prisynapse — ‘ \ \ b —

Neuron B

Postsynapse—\
Neurotransmitter

Abb. 1.1: Schematische Darstellung neuronaler Reizweiterleitung an chemischen Synapsen.
Neuron A empfingt iiber seine Dendriten eingehende Reize (rote Pfeile), die liber das Axon
weitergeleitet werden. An der axonalen Endigung werden von der Pridsynapse Botenstoffe
(Neurotransmitter) ausgeschiittet, die durch den synaptischen Spalt diffundieren und an Rezeptoren
in der dendritischen Postsynapse des nachgeschalteten Neurons B binden. Dadurch wird in Neuron
B ein Reiz ausgeldst, der wiederum iiber das Axon an nachgeschaltete Neurone weitergeleitet wird.
(Verandert nach Campbell und Reece, 2007)

1.2 Chemische Synapsen

Die Reizweiterleitung zwischen Neuronen beruht prinzipiell auf der -elektrischen
Erregbarkeit dieser Zellen und erfolgt im ZNS hauptséchlich an sog. chemischen Synapsen.
(Purves et al., 2008; Kandel et al., 2000). Diese hochspezialisierten Verkniipfungspunkte
bestehen aus der Prisynapse des vorgeschalteten Neurons, der Postsynapse des
nachgeschalteten Neurons und dem 20-30 nm breiten synaptischen Spalt, der zwischen
diesen beiden Strukturen liegt (siche Abb. 1.1). Die Prasynapse wird stets von axonalen
Endigungen gebildet, wihrend die Postsynapse in der Regel dendritisch oder somatisch

lokalisiert ist.



Einleitung 9

Die neuronale Reizweiterleitung erfolgt in Form von sog. Aktionspotentialen. Die
Zellmembran der Neurone weist im Ruhezustand eine elektrische Spannung auf, die durch
unterschiedliche Ionenverteilung im intra- und extrazelluldren Milieu zustande kommt. Im
Zellinnern dominieren dabei negative Ladungstriger, das Ruhepotential betrdgt in vielen
Zellen ca. -70 mV. Offnen sich in der dendritischen oder somatischen Zellmembran
lokalisierte Ionenkanile, kommt es zu einem Einstrom positiver Ladung in die Zelle und
damit zu einer lokalen Depolarisation. Diese setzt sich iiber spannungsabhingige
Ionenkanéle in der Zelle fort und akkumuliert am Soma. Wird am sog. Axonhiigel ein
bestimmter Schwellenwert iiberschritten, setzt sich die Depolarisation nach dem Alles-oder-
Nichts-Prinzip als Aktionspotential entlang des Axons fort. An der axonalen Endigung fiihrt
die Depolarisation zur Exozytose Neurotransmitter-gefiillter Vesikel, die in der sog. aktiven
Zone der Prasynapse konzentriert sind (siche Abb. 1.1) . Die Neurotransmitter fungieren als
Botenstoffe, die nach Freisetzung ins extrazelluldre Milieu durch den synaptischen Spalt zur
Postsynapse diffundieren und dort an spezifische Neurotransmitterrezeptoren binden. Diese
Rezeptoren sind héufig ligandengesteuerte lonenkandle, die sich durch Binden des
Neurotransmitters 6ffnen. Dies flihrt wiederum zum Einstrom positiver Ladung und damit
zur Depolarisation der postsynaptischen Membran. So kann im reizempfangenden Neuron
wiederum ein Aktionspotential ausgelost und weitergeleitet werden. Neben dem Einstrom
positiver Ladungstrdger kann es auch - abhidngig vom Neurotransmitterrezeptor - zum
Einstrom negativer Ladungstriger und damit zu einer Hyperpolarisation kommen. Die
Hyperpolarisation erniedrigt die Wahrscheinlichkeit zum Ausldsen eines Aktionspotentials,
da in der Folge ein hoherer Schwellenwert erreicht werden muss. Hyperpolarisation findet
dementsprechend an sog. hemmenden oder inhibitorischen Synapsen statt, Depolarisation
an erregenden oder exzitatorischen Synapsen. Beide Synapsentypen unterscheiden sich
sowohl funktionell als auch morphologisch und werden in den nachfolgenden Kapiteln

naher beschrieben.

1.2.1 Die exzitatorische Synapse

Die exzitatorische Synapse wird auch als asymmetrische Synapse bezeichnet, da sich die
prd- und postsynaptische Seite strukturell in elektronenmikroskopischen Aufnahmen stark
unterscheiden (Colonnier, 1968). Die Prisynapse enthélt eine Vielzahl runder, ca. 40 nm
grofler Neurotransmittervesikel, wéhrend sich die Postsynapse durch ein grofles,

elektronendichtes Proteinnetzwerk unterhalb der postsynaptischen Membran auszeichnet,
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der sog. postsynaptischen Dichte (PSD). Exzitatorische Synapsen sind im adulten Gehirn
meist nicht direkt auf dem dendritischen Schaft lokalisiert, sondern auf kleinen, 0.5 - 2 um
langen Fortsdtzen, den dendritischen Dornen oder Spines (Boyer et al., 1998; Colonnier,
1968). Der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS ist die Aminosidure Glutamat
und Glutamatrezeptoren vermitteln den grofiten Teil der schnellen, erregenden synaptischen
Reizweiterleitung (Transmission) (Ozawa et al., 1998). Je nach ihrer Wirkungsweise
unterscheidet man zwischen metabotropen und ionotropen Glutamatrezeptoren, wobei
letztere anhand ihrer Agonisten nochmals unterschieden werden in AMPA (a-Amino-3-
Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsdure)-, NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- und Kainat-
Rezeptoren (Ozawa et al., 1998). Die ionotropen Glutamatrezeptoren sind
ligandengesteuerte, Kationen-spezifische Ionenkandle und fiir schnelle synaptische
Transmission verantwortlich (Purves et al., 2008). Insbesondere AMPA- und NMDA-
Rezeptoren sind intensiv untersucht. Exzitatorische Synapsen besitzen meist beide
Rezeptortypen, wobei AMPA-Rezeptoren den Hauptteil der schnellen Erregungs-
weiterleitung vermitteln und NMDA-Rezeptoren die Erregungsstérke langfristig modulieren
(Kessels und Malinow, 2009). Kainat-Rezeptoren sind im Gegensatz hierzu weniger an der
postsynaptischen Signaliibertragung beteiligt, sondern wirken durch vornehmlich
prasynaptische Lokalisation auf diese ein (Contractor et al., 2011). Generell sind diese
Rezeptoren weniger umfassend charakterisiert, doch ihre Assoziation mit neurologischen
Erkrankungen wie Autismus oder Schizophrenie und die durch Kainat induzierten
Krampfanfille in Tiermodellen unterstreichen ihre Bedeutung (Contractor et al., 2011).
AMPA-Rezeptoren sind Heterotetramere bestehend aus den Untereinheiten GIluR1 bis
GluR4. In der Regel bilden zwei Homodimere einen tetrameren Rezeptor, wobei durch
alternatives Spleilen und RNA-Editing die Rezeptorvariabilitidt noch erhoht wird (Kessels
und Malinow, 2009, Greger et al., 2007). Die Zusammensetzung der Untereinheiten ist
nicht nur entscheidend fiir die Leitfdhigkeit und Kinetik des Ionenkanals, sondern auch fiir
seine Rekrutierung zur Postsynapse, wo die Anzahl der AMPA-Rezeptoren direkt mit der
Starke der synaptischen Transmission korreliert (Greger et al., 2007; Opazo und Choquet,
2011).

NMDA-Rezeptoren sind ebenfalls Heterotetramere, die sich aus insgesamt 14 Isoformen
der Untereinheiten NR1 bis NR3 zusammensetzen. NMDA-Rezeptoren besitzen entweder 2
oder 3 verschiedene Untereinheiten, jedoch immer die NR1-Untereinheit (Paelotti, 2011).

Die Kanalpore des NMDA-Rezeptors ist im Ruhezustand durch ein Mg2+—lon blockiert und
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erst nach Depolarisation der postsynaptischen Membran wird diese Blockade aufgehoben,
so dass Kationen einstromen konnen (Hollmann und Heinemann, 1994). Durch diesen
Mechanismus 6ffnen NMDA-Rezeptoren immer erst nach bereits erfolgter Aktivierung der
AMPA-Rezeptoren. Synapsen, die nur NMDA-Rezeptoren enthalten, werden auch als stille
Synapsen bezeichnet, da sie keine Depolarisation der Postsynapse auslosen konnen
(Kerchner und Nicoll, 2008). Eine weitere Besonderheit der NMDA-Rezeptoren ist ihre
Permeabilitit fir Ca’". Der Ca’"-Einstrom fiihrt zur Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden und ist entscheidend fiir eine durch den NMDA-Rezeptor vermittelte
Verdnderung der synaptischen Stirke. Diese als Langzeitpotenzierung (LTP) oder
Langzeitdepression (LTD) bezeichnete Modulation ist nach heutiger Kenntnis die
molekulare Grundlage fiir Lernen und Gedichtnisbildung und wird in Kapitel 1.2.4
detaillierter beschrieben.

Neben diesen ionotropen Glutamatrezeptoren existieren 3 Klassen mit insgesamt 8
metabotropen Glutamatrezeptoren (Purves ef al., 2008). Diese an G-Proteine gekoppelten
Rezeptoren vermitteln eine langsame synaptische Transmission, indem sie das
Membranpotential indirekt iiber sekundidre Botenstoffe modulieren. Sie spielen wie die
NMDA-Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der Induktion bestimmter Formen von LTP und
LTD (Citri und Malenka, 2008; Anwyl, 2009).

Ein besonderes Merkmal der erregenden Synapse ist ihre ausgeprigte postsynaptische
Dichte (PSD), ein enges filamentdses Proteinnetzwerk, das bis zu 400 verschiedene
Proteine enthélt und eine Masse von ca. 1 Gigadalton hat (Ziff, 1997; Chen et al., 2005). Es
dient vornehmlich der Verankerung der Neurotransmitterrezeptoren gegeniiber der
Prasynapse und ermoglicht durch die rdumliche Konzentration vieler Signalkaskaden-
Proteine wie Phosphatasen oder Kinasen eine schnelle Weiterleitung synaptischer Reize
(Chen et al., 2005). Trotz der Vielzahl und Dichte an Proteinen ist die PSD keine starre
Struktur, sondern sie kann ihre Grof3e in Abhédngigkeit von synaptischer Aktivitit innerhalb
weniger Minuten verdndern und ist auch fiir die Ausbildung von LTP und LTD
entscheidend (Dosemeci et al., 2001). Die PSD ist meist am ,,Kopfende™ eines Spines
lokalisiert, die Bereiche auflerhalb der PSD werden je nach Entfernung zu dieser als peri-
oder extrasynaptische Bereiche bezeichnet und weisen hohe endozytotische Aktivitit auf

(Sheng und Hoogenraad, 2007; Kim und Sheng, 2009).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der postsynaptischen Spezialisierung einer glutamatergen
exzitatorischen Synapse. Post- und Prédsynapse sind iiber Zelladhdsionsmolekiile miteinander
verbunden. In der Postsynapse dient die postsynaptische Dichte (PSD), ein enges Proteinnetzwerk
aus bis zu 400 verschiedenen Proteinen, der Verankerung der Glutamatrezeptoren und der
Konzentration von Signalmolekiilen zur schnellen Weiterleitung synaptischer Reize. (Verdndert
nach Kim und Sheng, 2004)

Abb. 1.2 gibt einen schematischen Uberblick iiber eine solche postsynaptische
Spezialisierung. Die Verankerung der Neurotransmitterrezeptoren erfolgt liber ihre direkte
oder indirekte Assoziation mit sog. Geriistproteinen. Ein wichtiges PSD-Gerlistprotein ist
zum Beispiel PSD95. Es interagiert direkt mit NR2-Untereinheiten des NMDA-Rezeptors
und indirekt iiber das Transmembranprotein Stargazin mit dem AMPA-Rezeptor
(Niethammer et al., 1996; Kornau et al. 1997; Chen et al., 2000). Der AMPA-Rezeptor ist
zudem tiber direkte Bindung an das Geriistprotein GRIP1 in der PSD verankert (Kornau et
al. 1997). PSD95 bindet dariiber hinaus das Geriistprotein GKAP, das selbst wiederum mit
Geriistproteinen der Homer- und Shank-Familie in Verbindung steht (Kim et al., 1997;
Sheng und Kim, 2000; Sheng und Hoogenraad, 2007). Proteine der Shank-Familie
interagieren mit verschiedenen F-Aktin-Bindepartnern und koénnten so die
aktivititsabhidngige Modulation des Aktinzytoskeletts beeinflussen (Vessey und Karra,
2007; Naisbitt ef al., 1999; Hering und Sheng, 2003).

Wihrend ca. 6% aller in der PSD identifizierten Proteine zu den Geriistproteinen zéhlen,
verfiigen ca. 20% tiber enzymatische oder regulatorische Funktion (Sheng und Hoogenraad,
2007). Dabei stellen die Ca2+/Calmodulin—abhéngige Proteinkinase II (CaMKII) und das
Ras-GTPase-aktivierende Protein SynGAP den grofiten Teil dieser Fraktion und ihr grof3er
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Einfluss auf die Modulation der synaptischen Stirke unterstreicht die Bedeutung von
Signalkaskaden-Molekiilen in der synaptischen Transmission (Kim und Sheng, 2009;
Yamauchi, 2005; Rumbaugh ef al., 2006).

1.2.2 Die inhibitorische Synapse

Die inhibitorische Synapse ist im Gegensatz zur exzitatorischen in der Regel direkt auf dem
dendritischen Schaft oder am Soma lokalisiert (Qian und Sejnowksi, 1990). Da sich ihre
prd- und postsynaptische Seite strukturell in elektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht
stark unterscheiden, wird sie auch als symmetrische Synapse bezeichnet (Colonnier, 1968).
Die Neurotransmittervesikel der Priasynapse sind meist leicht abgeflacht und die
postsynaptische Dichte weniger stark ausgepridgt. Die wichtigsten inhibitorischen
Neurotransmitter im ZNS sind die Aminosdure Glyzin und das biogene Amin GABA
(y-Aminobuttersdure), wobei Glyzin wesentlich stirker in Hirnstamm und Riickenmark als
im Gehirn lokalisiert ist (Baer et al., 2009) und daher hier nicht detailliert beschrieben wird.
Beide Neurotransmitter vermitteln durch Bindung an Anionen-spezifische, pentamere
Ionenkanile eine schnelle inhibitorische Transmission, bei der der Einstrom von Cl-Ionen
zu einer Hyperpolarisation fiihrt und so die Wahrscheinlichkeit fiir eine Depolarisation der

Zelle herabsetzt (sieche auch Kapitel 1.2).

GABA bindet an metabotrope GABAg- und ionotrope GABAA- oder GABA-Rezeptoren.
Die GABAerge Transmission wird zudem in eine frithe ,,phasische und eine spite
,tonische* Inhibition unterschieden (Farrant und Nusser, 2005). Die phasische Inhibition
wird durch synaptische GABA-Rezeptoren vermittelt, wiahrend die tonische Inhibition auf
Aktivierung extrasynaptischer Rezeptoren durch GABA-spill-over aus dem synaptischen
Spalt beruht (Farrant und Nusser, 2005; Isaacson et al., 1993).

Ionotrope GABAa-Rezeptoren sind maligeblich fiir die schnelle phasische Inhibition
verantwortlich und ihre Komplexitét ist mit sieben Untereinheiten und weiteren Isoformen
und Spleiflvarianten (al-6, B1-3, y1-3, 3, €, 0, ) wesentlich groBer als die der GABAc-
Rezeptoren (siehe unten) (Luscher ef al., 2011). Die Rezeptorkomposition entscheidet liber
physiologische und pharmakologische Eigenschaften und iiber die synaptische oder
extrasynaptische Lokalisation (Belelli et al., 2009). Die meisten GABAa-Rezeptoren

bestehen aus einer y-Untereinheit und jeweils 2 o- und B-Untereinheiten, wobei die
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Zusammensetzung aus den Untereinheiten al, B2 und y2 im Gehirn die hdufigste ist
(Farrant und Nusser, 2005).

Ionotrope GABA(-Rezeptoren sind Pentamere aus p-Untereinheiten (pl-3) und
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Rezeptoreigenschaften sehr von der GABAa-Klasse
(Chebib, 2004; Johnston et al., 2010). Sie werden vor allem in der Retina, aber auch in
anderen Regionen des ZNS wie Hippokampus oder Riickenmark exprimiert und u.a. mit
Kurzsichtigkeit und Schmerzwahrnehmung in Verbindung gebracht (Johnston ef al., 2010).
Heterodimere GABAg-Rezeptoren vermitteln analog zu metabotropen Glutamatrezeptoren
durch Kopplung an G-Proteine eine langsame synaptische Transmission (Purves et al.,

2008).

Auch GABA- und Glyzinrezeptoren werden gegeniiber der Prisynapse durch eine
postsynaptische Dichte verankert, die PSD der inhibitorischen Synapse ist jedoch weniger
komplex als die der exzitatorischen. Eines der wichtigsten PSD-Proteine ist hier das
Geriistprotein Gephyrin (Tyagarajan und Fritschy, 2010). Es bildet durch Oligomerisierung
unter der postsynaptischen Membran ein hexagonales Gitter, das wiederum selbst iiber
Interaktion mit dem Zytoskelett stabilisiert wird (Kneussel und Betz, 2000; Sola et al.,
2004; Papadopoulos und Soykan, 2011). Gephyrin ist sowohl fiir die synaptische
Stabilisierung von Glyzinrezeptoren als auch von GABAa-Rezeptoren verantwortlich,
wobei die postsynaptische Verankerung bestimmter GABAa-Rezeptorsubtypen von
Gephyrin unabhéngig ist (Meyer et al., 1995; Feng et al., 1998; Essrich et al., 1998;
Kneussel et al., 1999; Kneussel et al., 2001).

1.2.3 Die Zelladhisionsproteine der Neuroligin-Familie

Fir die Ausbildung wund Aufrechterhaltung synaptischer  Strukturen  sind
Zelladhdsionsproteine von grofler Bedeutung, da sie an allen Schritten der Synaptogenese -
von der Bildung erster Axon-Dendrit-Kontakte bis zur Rekrutierung post- und
prasynaptischer Proteine zur Ausbildung funktioneller Synapsen - mafigeblich beteiligt sind
(Brose, 1999; Washbourne et al., 2004; Bottos et al., 2011). 7% aller PSD-Proteine sind
Zelladhdsionsmolekiile wie Cadherine, NCAM oder Neuroligine (Sheng und Hoogenraad,
2007). Neuroligine sind postsynaptische Transmembranproteine, die heterophil mit
prasynaptischen Transmembranproteinen der Neurexin-Familie interagieren (sieche Abb.

1.2) (Ichtchenko et al., 1995; Ichtchenko et al., 1996). Fiir beide Proteine sind mehrere
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Isoformen und SpleiBBvarianten beschrieben, die iiber die Spezifitit und Funktion der
Neuroligin-Neurexin-Interaktion bestimmen, und beide sind iiber ihre C-Termini mit
Proteinen der PSD bzw. aktiven Zone verbunden (Chih et al., 2006; Wei und Zhang, 2010;
Wright und Washbourne, 2011; Poulopoulos et al., 2009). Fiir die 3 hauptsdchlich
exprimierten Neuroligin-Isoformen in Nagern konnte zudem eine Isoform-spezifische
Verteilung gezeigt werden: Neuroligin 3 ist an exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen
lokalisiert, wihrend Neuroligin 2 hauptsdchlich an inhibitorischen und Neuroligin 1 an
exzitatorischen Synapsen detektiert wird (Chih et al., 2005; Song et al., 1999; Varoqueaux
et al., 2004; Budreck und Scheiftele, 2007).

Dem Neuroligin/Neurexin-Komplex wurde lange eine entscheidende Rolle in der Bildung
neuer synaptischer Kontakte zugesprochen, da Neurone in Kokultur mit nicht-neuronalen
Zellen, die Neuroligin {berexprimieren, prisynaptische Strukturen ausbilden und
Uberexpression von Neurexinen zur Bildung postsynaptischer Strukturen fiihrt (Scheiffele
et al., 2000; Graf et al., 2004). Zudem fiihrt die Uberexpression von Neuroligin-Isoformen
in neuronaler Zellkultur zu einer erhohten synaptischen Dichte, wéhrend die Reduktion der
Neuroligin-Expression diese herabsetzt (Dean et al., 2003; Chih et al., 2004; Chih et al.,
2005). Knockout- und Mutagenese-Studien haben allerdings gezeigt, dass Neuroligine in
vivo nicht die Synapsenbildung initiieren, sondern vielmehr fiir die Synapsenreifung und
eine korrekte synaptische Transmission verantwortlich sind (Varoqueaux et al., 2006;
Stidhoff, 2008; Etherton et al., 2011). So hat die Depletion einzelner oder mehrerer
Neuroligine in vivo keinen Einfluss auf die Synapsenzahl und -struktur, fiihrt aber zu einer
gestorten synaptischen Transmission, die im Falle des Neuroligin(1-3)-Triple-Knockouts
sogar letal ist (Varoqueaux et al., 2006; Chubykin et al., 2007; Siidhoff, 2008). Die
Bedeutung der Neuroligin/Neurexin-Interaktion wird auch durch Mutationen in humanen
Neuroligin- und Neurexin-Genloci deutlich, die zu geistigen Entwicklungsstdrungen des
Autismusspektrums (ASD) fiihren. Die Ursache fiir ASD wird in einer gestdrten
GABAergen Transmission in der frilhen Entwicklung vermutet, die zu einem
Ungleichgewicht von Erregung und Inhibition in neuronalen Schaltkreisen fiihrt (Pizzarelli
und Cherubini, 2011). Entsprechend wurden Transmissions-Imbalancen und ,,autistische*
Verhaltensweisen auch in Neuroligin-depletierten Mausen beobachtet (Pizzarelli und

Cherubini, 2011; Siidhof, 2008).
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1.2.4 Synaptische Plastizitit und Hippokampus-assoziiertes Gedichtnis

Synapsen sind sehr dynamische Strukturen, die ithre morphologischen und physiologischen
Eigenschaften in Abhéngigkeit neuronaler Aktivitit &ndern. Diese als synaptische Plastizitét
bezeichnete Dynamik wird als molekulare Grundlage fiir Lern- und Gedéichtnisvorgénge
angesehen (Citri und Malenka, 2008, Whitlock et al., 2006). Je nach Dauer der synaptischen
Verdnderung wird zwischen Kurzzeitplastizitit (Millisekunden bis Minuten) und
Langzeitplastizitit (Minuten bis = Wochen) unterschieden (Citri und Malenka, 2008).
Wihrend Kurzzeitplastizitdit hauptsidchlich présynaptisch verursacht wird, beruht
Langzeitplastizitdt auf Verdnderungen der Postsynapse (Zucker und Regehr, 2002; Citri und
Malenka, 2008).

Die langfristige Verstirkung oder Schwichung der synaptischen Transmission
(Langzeitpotenzierung/ LTP und Langzeitdepression/LTD) wurde im neuronalen Netzwerk
des Hippokampus entdeckt und hier intensiv untersucht (Bliss und Gardner-Medwin, 1973;
Derkach et al., 2007; Citri und Malenka, 2008). Der im medialen Schlifenlappen des
GroBhirns gelegene Hippokampus spielt bei Menschen und Nagern eine wichtige Rolle in
der Konsolidierung des sog. episodischen Gedichtnisses (Purves et al., 2008). So sind
Patienten mit Hippokampuslidsionen nicht in der Lage, FEreignisse der jiingeren
Vergangenheit zu erinnern, wihrend Geschehnisse, die vor wenigen Minuten oder vor dem
Zeitpunkt der Lésion passierten, erinnert werden konnen. Dariiber hinaus ist der
Hippokampus wichtig fiir riumliche Navigation und assoziatives Lernen (Sanderson et al.,
2008; Gorchetchnikov und Grossberg, 2007; Squire et al., 2004). Er ist dabei aber keine
isolierte Struktur, sondern funktionell eng mit angrenzenden Kortexregionen zur
Hippokampusformation verkniipft, die wiederum selbst in ein Netzwerk mit anderen
Hirnregionen eingebettet ist (Perouansky und Pearce, 2011). Der Informationsfluss erfolgt
in der Hippokampusformation hauptsdchlich unidirektional entlang des trisynaptischen
Schaltkreises, der auch als Modelsystem zur Untersuchung der molekularen Mechanismen
synaptischer Plastizitit dient (Tamminga et al., 2010) (sieche Abb. 1.3). Werden z.B. die
Axone der Schaffer-Kollateralen (Abb. 1.3, 3) in vitro hochfrequent stimuliert, so erhéht
sich dauerhaft die postsynaptische Antwort der exzitatorischen Neurone im CAl-Feld
(LTP). Bei niederfrequenter Stimulation hingegen erniedrigt sich ihre postsynaptische

Antwort (LTD) (Kandel et al., 2000).
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Abb. 1.3: Unidirektionaler Informationsfluss im Hippokampus. Lage und schematischer
Querschnitt des murinen Hippokampus. Der Hauptinformationsfluss im Hippokampus folgt dem
trisynaptischen Schaltkreis: Reize kommen aus dem Entorhinalkortex iiber die perforante Bahn (1)
zum Gyrus Dentatus, werden iliber die Moosfasern (2) zum CA3-Feld und von dort iiber die
Schaffer-Kollateralen (3) zum CA1l-Feld geleitet. Der Schaltkreis miindet wieder im Entorhinal-
kortex. CA: Cornu ammonis. (Verdndert nach Bannerman und Sprengel, 2007)
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Solch eine Anderung der synaptischen Stirke kann durch verschiedene Mechanismen an
exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen hervorgerufen werden (Citri und Malenka,
2008; Castillo et al., 2011). Die NMDA-Rezeptor abhidngige Plastizitit exzitatorischer
Synapsen der CA1-Region ist dabei am besten charakterisiert (Citri und Malenka, 2008).
Abb. 1.4 zeigt stark vereinfacht ihren molekularen Mechanismus. Grundsitzlich erfolgt in
der Postsynapse ein steter AMPA-Rezeptoraustausch: AMPA-Rezeptoren werden
endozytiert, dem Recycling-Endosom zugefiihrt und von dort wieder exozytiert (Derkach et
al., 2007; Citri und Malenka, 2008). Bei der Initiierung von LTP erfolgt nach verstirkter
Depolarisation und Aktivierung der NMDA-Rezeptoren (sieche Kapitel 1.2.1) ein starker
Ca’"-Strom, der mehrere Signalkaskaden in Gang setzt. Zum einen wird durch Aktivierung
der CaMKII die kleine GTPase Rab11 aktiviert, was zur vermehrten Exozytose von AMPA-
Rezeptoren aus dem Recyclingpool fiihrt (Citri und Malenka, 2008; Henley ef al., 2011).
AMPA-Rezeptoren werden in die perisynaptische Membran inseriert, diffundieren zur
Postsynapse und werden dort iiber die PSD verankert. Zum anderen erfolgt die
Phosphorylierung postsynaptischer AMPA-Rezeptoren. Dies fordert ihre Insertion in die
postsynaptische Membran und erhoht zudem die Leitfahigkeit mancher Rezeptorsubtypen
(Lee et al., 2010; Derkach et al., 2007; Henley et al., 2011). Diese friithe LTP-Phase fiihrt
also zu einer Verstarkung der synaptischen Transmission durch schnelle Rezeptorinsertion
in die postsynaptische Membran und Erhohung der Kanalleitfahigkeit. Zur langfristigen
Etablierung von LTP sind in der spiten Phase zudem Genexpression, Proteinsynthese und

damit verbundene gezielte Transportprozesse erforderlich (siehe auch Kap. 1.3 und 1.3.3).
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Abb. 1.4: NMDA-Rezeptor vermittelte synaptische Plastizitat. In ruhenden Synapsen erfolgt ein
konstitutiver AMPA-Rezeptoraustausch durch Endo- und Exozytose. Starker Ca*'-Einstrom durch
NMDA-Rezeptoren aktiviert die Kinase CaMKII, die wiederum die kleine GTPase Rab11 aktiviert
und damit die vermehrte AMPA-Rezeptor-Exozytose verursacht. Die synaptische Transmission
wird verstirkt (LTP). Geringer Ca* -Einstrom aktiviert u.a. Phosphatasen wie Calcineurin und PP1
und fiihrt zu einer vermehrten AMPA-Rezeptor-Endozytose. Die synaptische Transmission wird
geschwicht (LTD). LTP: Langzeitpotenzierung; LTD: Langzeitdepression. (Verdndert nach Citri
und Malenka, 2008)

Die LTD-Induktion kann ebenfalls durch einen NMDA-Rezeptor vermittelten Ca®'-
Einstrom erfolgen, der jedoch unterhalb des Schwellenwertes zur LTP-Induktion liegt (Citri
und Malenka, 2008). Der Ca**-Einstrom aktiviert Phosphatasen- und Kinasen-abhingige
Signalkaskaden, die zu einer Loslosung von AMPA-Rezeptoren aus der Postsynapse und
threr vermehrten Endozytose fithren, wodurch die synaptische Transmissionsstirke
erniedrigt wird (Citri und Malenka, 2008; Henley et al., 2011). Auch fiir die langfristige
LTD-Etablierung sind in der spiten Phase Genexpression, Proteinsynthese und aktive

Transportprozesse erforderlich.

1.3 Intrazellulire Transportprozesse

Neurone sind morphologisch und funktionell stark polarisierte Zellen (Axon versus
Dendrit). Da der Grofiteil der Zellmaschinerie zur Proteinsynthese im Soma lokalisiert ist,
bendtigen Neurone zur Aufrechterhaltung ihrer Funktion aktive Transportprozesse, um z.B.
die Zellperipherie - wie axonale Prdsynapsen oder dendritische Postsynapsen - gezielt und
effizient mit Proteinen zu versorgen (Hirokawa et al., 2009). Dies erfolgt iiber 3 Klassen
molekularer Motoren, die unter ATP-Verbrauch ein Transportgut entlang von
Zytoskelettelementen aktiv zu seinem Bestimmungsort bringen. Diese Motoren werden im

folgenden Kapitel ndher beschrieben.
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1.3.1 Molekulare Motoren

Intrazelluldrer Transport wird von 3 verschiedenen Motorproteinfamilien vermittelt: Den
Myosinen, Kinesinen und Dyneinen (Hirokawa et al., 2010; Ross et al., 2008). Myosine
benutzen dabei Aktinfilamente als molekulare Stra3en, wéhrend Kinesine und Dyneine auf
Mikrotubuli ,,laufen. Hier sei zundchst auf die spezielle Organisation des neuronalen
Zytoskeletts hingewiesen. Sowohl Mikrotubuli als auch Axone weisen mit einem schnell
wachsenden (+)-Ende und einem langsam wachsenden (-)-Ende eine definierte Polaritit auf.
Das neuronale Aktinzytoskelett ist direkt unter der Zellmembran angereichert, insbesondere
in der Priasynapse und in Spines, wobei die (+)-Enden der Aktinfilamente in der Regel zur
Zellmembran orientiert sind (Hirokawa et al., 2010; Bridgman, 2004; Schafer, 2004). Die
Mikrotubuli weisen im Axon mit den (+)-Enden alle uniform in die Peripherie (Baas et al.,
1988). In den proximalen (Soma nahen) Dendriten ist ihre Anordnung gemischt, nur in
distalen (Soma fernen) Dendriten in der Zellperipherie weisen ebenfalls alle (+)-Enden der
Mikrotubuli nach aulen. Der Langstreckentransport zwischen Soma und Peripherie erfolgt
hauptsidchlich entlang von Mikrotubuli {iber Kinesine und Dyneine, der
Kurzstreckentransport im Zellkortex iiber Myosine und das Aktinzytoskelett (Ross et al.,
2008).

Tail . 4, Dynactin-
17 Komplex
@
Stalk assoziierte|
Ketten
o0
Neck & %
S Q
9 Q Motor
Motor a O
Myosin V Kinesin KIF5 Dynein

Abb. 1.5: Schematische Darstellung Zytoskelett-assoziierter molekularer Motoren. Myosine
wie Myosin V vermitteln Transport entlang von Aktinfilamenten, Kinesine wie KIF5 und
zytoplasmatisches Dynein laufen entlang von Mikrotubuli. Die globuldren Motordoménen der sog.
schweren Ketten assoziieren mit dem Zytoskelett und ermoglichen in Kooperation mit der Neck-
Region unter ATP-Hydrolyse eine schrittweise, prozessive Bewegung. Coiled-coil Regionen im
Stalk-Bereich dienen oft der Homodimerisierung der schweren Ketten. Cargo-Bindung erfolgt in der
Regel lber die Tail-Doméne und weitere assoziierte Proteine, die wie der Dynactin-Komplex auch
die Mobilitét regulieren konnen. (Verdndert nach Hirokawa et al., 2010)
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Alle 3 Motorproteinklassen verfiigen iiber globuldre Motordomadnen und weitere Doménen
und/oder assoziierte Proteine zur Dimerisierung, Transportgut (Cargo)-Bindung oder
Aktivititsregulierung (siche Abb. 1.5). Zudem ist ihnen ein prinzipieller Mechanismus zur
Schritterzeugung gemein (Schliwa und Woehlke, 2003). Bei dimeren Motoren ist jeweils
nur eine der 2 Motordoméanen mit dem Zytoskelett assoziiert. Durch ATP-Hydrolyse erfahrt
die Motordomine eine Konformationsédnderung, die auf benachbarte Doménen iibertragen
und dadurch verstiarkt wird. So verursacht ATP-Hydrolyse in der Myosin V- oder KIF5-
Motordoméne eine Drehung und Streckung der Neck-Region in eine definierte Richtung
(Rice et al., 1999; Veigel und Schmidt, 2011). Die freie Motordoméne wird nach vorne
bewegt und kann nun mit dem Zytoskelett interagieren. Dadurch erfolgt eine schrittweise

Bewegung nach dem sog. Hand over Hand-Mechanismus (Schliwa und Woehlke, 2003).

Die Motoren der Myosin-Superfamilie vermitteln Transport entlang des Aktinzytoskeletts
(Hirokawa et al., 2010). 24 verschiedene Myosin-Klassen und ca. 40 humane Myosin-
Genloci sind beschrieben (Foth et al., 2006; Hartman et al., 2011). Wihrend
konventionelles Myosin II Muskelkontraktion vermittelt, sind unkonventionelle Myosine in
intrazelluldren Transport involviert (Hartman et al., 2011). Myosin-Motoren laufen in
Richtung (+)-Ende, die einzige Ausnahme bildet Myosin VI, das in Richtung (-)-Ende lauft
(Hirokawa et al., 2010).

Die Proteine der Kinesin-Superfamilie (KIF) benutzen Mikrotubuli als molekulare Strafen.
Sdugetiere exprimieren ca. 45 Kinesine, die in 14 Klassen und je nach Lage der
Motordoméne in N-, C- oder M-Kinesine eingeteilt werden (N-terminale, C-terminale oder
interne Motordomidne) (Hirokawa et al., 2010). Die Vielfalt der Kinesine wird durch
alternatives Spleillen noch weiter erhoht (Setou et al., 2004). N-Kinesine wie KIF5 laufen
anterograd vom (-)-Ende in Richtung (+)-Ende, wihrend C-Kinesine retrograd vom (+)-
Ende in Richtung (-)-Ende laufen (Hirokawa et al., 2010). Ihre Schrittlinge betrigt ca. 8 nm
und ihre Transportgeschwindigkeit 0.1-1.5 pm/sec (Ross et al., 2008; Hirokawa und
Takemura, 2004). M-Kinesine nehmen eine Sonderstellung ein, da sie Mikrotubuli ATP-
abhingig depolymerisieren und keine Transportfunktion haben (Hirokawa et al., 2010).
Dyneine sind ebenfalls Mikrotubuli-abhingige Motoren und werden in axonemale und
zytoplasmatische Dyneine unterschieden, wobei nur letztere intrazelluldren Transport
vermitteln (Hirokawa ef al., 2010). Das retrograd laufende zytoplasmatische Dynein ist ein

grofer Proteinkomplex (ca. 1.5 Megadalton), bestehend aus 2 schweren Ketten mit ATPase-
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Aktivitdat und zahlreichen assoziierten Ketten und Proteinkomplexen (siche Abb. 1.5). Im
Gegensatz zur Vielzahl von Myosinen und Kinesinen ist nur eine Dynein-Schwere-Kette
beschrieben, die intrazelluldren Transport vermittelt (Kardon und Vale, 2009; Hirokawa et
al., 2010). Die Spezifitit in der Cargo-Bindung erfolgt bei diesem Motor iiber die groBe

Variabilitat assoziierter Proteine.

1.3.2 Das Motorprotein KIF21B

Das Kinesin-Superfamilien-Protein KIF21B wurde erstmals 1999 zusammen mit seinem
engsten homologen Protein KIF21A beschrieben (Marszalek et al., 1999). Die beiden ca.
180 kDa grof3en, anterograden Motorproteine werden hauptsidchlich neuronal exprimiert
und gehdren zur Klasse der N-Kinesine. Der N-terminalen Motordoméne folgt eine ca. 1000
AS lange Stalk-Domine, die mehrere Coiled-coil-Regionen zur Dimerisierung besitzt
(vergleiche Abb. 1.5). Der C-Terminus wird von 7 sog. WD-Repeats gebildet. Diese 40 AS
langen Motive falten sich zu antiparallelen f-Faltblittern, die gemeinsam die
Supersekundarstruktur eines mehrbléttrigen -Propellers einnehmen. -Propeller stellen in
vielen Proteinen eine Plattform fiir Protein-Protein-Interaktionen dar und dienen so auch der
KIF21A-Cargo-Bindung (Smith, 2008; Shen et al., 2008). Fiir KIF21A wurde auch eine
Cargo-Bindung tiber die Stalk-Domine beschrieben (Kakinuma und Kiyama, 2009). Trotz
ithrer groBen Homologie - KIF21A und KIF21B sind in ihrer Aminosiduresequenz zu 60%
identisch und zu 75% &hnlich - bilden die beiden Proteine keine Heterodimere und sind
zudem intrazelluldr unterschiedlich verteilt: KIF21A ist in Neuronen sowohl dendritisch als
auch axonal lokalisiert, KIF21B hingegen stark dendritisch angereichert (Marszalek et al.,
1999).

Das einzig bislang bekannte KIF21B-Cargo ist das Zelladhdsionsmolekiil Neuroligin
(Schapitz, 2009, Dissertation). Schapitz konnte zeigen, dass KIF21B den anterograden
Transport von Neuroligin 1 zur Zelloberflaiche vermittelt. Neben der Interaktion konnte
Schapitz belegen, dass sowohl eine Reduktion der KIF21B-Expression als auch eine
Koexpression von dominant-negativ wirkenden KIF21B-Deletionskonstrukten zu einer
Reduktion von Neuroligin an der Zelloberfldche fiihren. Auch eine durch LTP induzierte
vermehrte Zelloberfldchenlokalisation von Neuroligin konnte durch Reduktion der KIF21B-
Expression blockiert werden. Ging Schapitz noch von einer spezifischen Interaktion von

KFI21B mit der Neuroligin-Isoform 1 aus, ist inzwischen deutlich, dass alle Neuroligin-
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Isoformen mit KIF21B interagieren konnen (personliche Information von E. Thies, Inst. fiir
Molekulare Neurogenetik, ZMNH, Hamburg).

Dariiber hinaus wurden verschiedene SNPs in oder nahe dem KI/F2/B-Genlokus als
Suszeptibilitiatsfaktor fiir Multiple Sklerose, die chronisch-entziindlichen Darm
erkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa und die entziindlich-rheumatische
Erkrankung Morbus Bechterew identifiziert (IMSGC, 2010; Goris et al., 2010; Franke et
al., 2008; Danoy et al., 2010). Die funktionelle Bedeutung von KIF21B ist fiir keine der
Krankheiten nachgewiesen. Auftillig ist jedoch, dass in allen Erkrankungen eine Stérung
oder Fehlregulation des Immunsystems ausschlaggebend ist und dass KIF21B abgesehen
vom Gehirn auch in der Milz exprimiert wird (Marszalek et al., 1999). Dies deutet auf eine
mogliche Funktion des Motorproteins in Immunzellen hin. In der Multiplen Sklerose, einer
Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer Demyelinisierung und Degeneration axonaler
Fortsdtze im ZNS kommt, konnten nicht nur Verdnderungen in Immunzellen sondern auch
in Neuronen und/oder Gliazellen krankheitsverursachend sein, da KIF21B sowohl in

Neuronen als auch in Oligodendrozyten-Vorlduferzellen exprimiert wird (Dugas et al.,

2006).

1.3.3 Regulationsebenen des intrazelluliren Transports

Neben der KIF21B-Neuroligin-Interaktion ist eine grofe Vielzahl Motor-Cargo-
Interaktionen beschrieben und charakterisiert (Hirokawa et al., 2010). So transportiert
KIF17 NMDA-Rezeptor enthaltende Vesikel, Myosin V und VI transportieren AMPA-
Rezeptor enthaltende Vesikel und KIF5 Mitochondrien und mRNA-Protein-Komplexe
(mRNA Granules). Letztere sind fiir die lokale Proteintranslation in Neuriten und damit
auch fiir die Bildung synaptischer Plastizitit entscheidend (Sanchez-Carbente und
Desgroseillers, 2008). Ein gezielter Transport erfordert neben der spezifischen Assoziation
von Motor und Cargo auch auf weiteren Ebenen genaue Regulation. So miissen im Soma
translatierte prisynaptische Proteine gezielt ins Axon geliefert werden, postsynaptische
Proteine oder bestimmte mRNA Granules hingegen in Dendriten. Bei der Etablierung von
LTP oder LTD miissen im Dendriten wiederum nur die ,aktivierten®, aber nicht die

,fuhenden* Synapsen mit Proteinen beliefert werden.

Neurone verfiigen {liber diverse regulatorische Mechanismen zur Proteinzielsteuerung, deren

Zusammenspiel jedoch weitgehend unklar ist. So konnte z.B. gezeigt werden, dass Dynein
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entscheidend fiir dendritische Zielsteuerung ist, da die Inhibition von Dynein zum Verlust
der dendritischen Lokalisation von AMPA-Rezeptoren fiihrt und axonale Proteine durch
eine ,,erzwungene* Dynein-Interaktion in Dendriten gelenkt werden (Kapitein et al., 2010).
Lewis und Kollegen konnten in dhnlichen Experimenten zeigen, dass auch Myosin Va und
ein intaktes Aktinzytoskelett fiir die Zielsteuerung dendritischer Proteine notwendig sind
(Lewis et al., 2009). Auch Adapterproteine konnen die Zielsteuerung regulieren. Viele
Rezeptoren werden gemil3 des Rezeptor-Adapter-Motor-Modells transportiert (siche Abb.
1.6A) (Setou et al., 2004). So wird der NMDA-Rezeptor durch einen Proteinkomplex aus
LIN2, LIN7 und LINIO an den anterograden Motor KIF17 gebunden und AMPA-
Rezeptoren sind iiber das PSD-Protein GRIP1 an KIF5 gebunden (Setou ef al., 2000; Setou
et al., 2002). Setou und Kollegen konnten in Uberexpressionsstudien zeigen, dass der
Adapter GRIP1 KIF5 in somatodendritische Kompartimente steuert, das axonale
Geriistprotein JSAP1 steuert KIF5 dagegen in somatoaxonale Kompartimente (Setou et al.,
2002). Dariiber hinaus spielen auch posttranslationale Modifikationen der Motorproteine

und des Zytoskeletts eine entscheidende Rolle (siehe Kapitel 1.4).
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Abb. 1.6: Rezeptor-Adapter-Motor-Modell und intrazellulire Transportwege des GABA,-
Rezeptors. (A) Motorproteine (KIF17 und KIF5) binden ihr Cargo (NMDA-/AMPA-Rezeptor)
oftmals nicht direkt, sondern iiber singulire Adapter (GRIP1) oder Adapterkomplexe
(LIN2/LIN7/LIN10). (B) GABAa-Rezeptoruntereinheiten assemblieren im endoplasmatischen
Retikulum (ER) zu funktionellen Rezeptoren. Uber den Golgi-Apparat werden die Rezeptoren zur
Zellmembran transportiert und exozytiert. Durch Diffusion in der Zellmembran gelangen sie zur
Postsynapse. Phosphorylierung induziert Rezeptorendozytose und Transport zum Endosom. Von
hier erfolgt entweder der Riicktransport zur Zellmembran (Recycling) oder der Transport zum
Lysosom zur Degradation. (A: Verandert nach Hirokawa et al., 2010; B: Verandert nach Tretter und
Moss, 2008)
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Die Weichenstellung ,,Axon versus Dendrit* ist jedoch nur eine von vielen Mdoglichkeiten.
Abb. 1.6B zeigt vereinfacht die intrazelluldren Transportwege eines Oberflachenrezeptors
am Beispiel des GABAs-Rezeptors (Tretter und Moss, 2008). Die Rezeptoruntereinheiten
setzen sich im endoplasmatischen Retikulum (ER) zu funktionellen Rezeptoren zusammen.
Nach Rezeptorreifung und Bildung sekretorischer Vesikel am Golgi-Apparat erfolgt der
Transport zur Oberflache. Der Rezeptor wird in die Zellmembran inseriert, diffundiert in die
Postsynapse und wird dort verankert. Phosphorylierung induziert die Endozytose des
Rezeptors und Transport zum Endosomenkompartiment. Hier kann der Rezeptor entweder
die Recycling-Route einschlagen und zurlick zur Oberfldche transportiert werden oder er
wird zum Lysosom transportiert und dort degradiert. Jede dieser Transportrouten erfordert
die Assoziation der Rezeptoren mit unterschiedlichen Motorproteinen und weiteren
(regulatorischen) Proteinen, von denen im Folgenden einige exemplarisch genannt werden.
So erfolgt der Transport vom Golgi-Apparat zur Membran {iber den anterograden Motor
KIF5, wobei HAP1 (huntingtin associated protein I) als Adapter fungiert (Twelvetrees et
al., 2010). HAP1 spielt auch eine Rolle am Sorting-Endosom, da hier die HAP1-GABAAx-
Rezeptor-Interaktion dariiber entscheidet, ob Rezeptoren recycelt oder lysosomal degradiert
werden (Kittler er al., 2004). Wahrend der Transport von Endozytose- und Recycling-
Vesikeln am frithen Endosom von Myosin iiber Aktinfilamente vermittelt wird, ist fiir den
Transport spiter Endosomen zu lysosomalen Kompartimenten Dynein verantwortlich
(Osterweil et al., 2005; Rudolf et al., 2011; Burkhardt et al., 1997; Tan et al., 2011). Heisler
und Kollegen konnten zeigen, dass der GABAx-Rezeptor-Bindepartner Muskelin sowohl
fiir die Rezeptorendozytose iiber Myosin VI als auch die Dynein-abhingige lysosomale
Degradation erforderlich ist und Muskelin beim Transit vom Sorting-Endosom zum

Lysosom vermutlich den Motorwechsel von Myosin auf Dynein ermoglicht (Heisler et al.,

2011).

Neben dem Motorwechsel muss auch die ortsgenaue Freisetzung des Cargos vom Motor
reguliert werden. Hierzu konnte gezeigt werden, dass eine CaMKII-vermittelte
Phosphorylierung des Motors KIF17 die Dissoziation seines Cargo-Adapters zur Folge hat
(Guillaud et al., 2008). Da CaMKII stark in Spines angereichert ist und durch LTP-
Induzierung aktiviert wird (siehe Kapitel 1.2.4), kann so das Cargo spezifisch an aktivierten

Synapsen vom Motor geldst werden.
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1.4 Posttranslationale Modifikation

Wie zuvor beschrieben kann die Modifikation eines Motorproteins durch Phosphorylierung
die Cargo-Zielsteuerung beeinflussen. Solch eine posttranslationale Verdnderung von
Proteinen durch kovalente Bindung chemischer Gruppen oder auch kleiner Proteine in
regulierten enzymatischen Prozessen wird generell als posttranslationale Modifikation
(PTM) bezeichnet. Uber 400 verschiedene PTM sind bekannt, u.a. Phosphorylierung,
Glykolysierung, Palmitoylierung, Ubiquitinylierung und SUMOylierung (Farley und Link,
2009). PTM kann je nach angefiigter Modifikation verschiedenste Auswirkungen haben und
spielt auch im intrazelluldren Transport eine wichtige Rolle. So kann sich z.B. die
intrazelluldre Lokalisation eines Proteins dndern, Interaktionen mit anderen Proteinen
konnen verstirkt oder abgeschwicht werden, Signalkaskaden aktiviert oder inhibiert und
Proteine degradiert oder stabilisiert werden (Farley und Link, 2009).

Neben der Modifikation von Motorproteinen durch Phosphorylierung koénnen auch
Mikrotubuli vielfach modifiziert werden, wodurch u.a. die Bindung Mikrotubuli-
assoziierter Proteine (MAP) wie Kinesin oder Dynein beeinflusst wird (Westermann und
Weber, 2003; Janke und Kneussel, 2010). So lduft KIF5 bevorzugt auf acetylierten
Mikrotubuli, wihrend KIF17 und KIFIA diese Praferenz nicht zeigen (Cai et al., 2009).
Dompierre und Kollegen bestitigten die erhohte KIF5-Bindung durch Tubulinacetylierung
und zeigten dariiber hinaus, dass die Transportgeschwindigkeit von BDNF (brain derived
neurotrophic factor)-Vesikeln durch diese PTM erhoht wird (Dompierre et al., 2007). Auch
Polyglutamylierung  beeinflusst den  Transport. So  fiihrt  aktivititsinduzierte
Tubulinpolyglutamylierung zu einer erhohten Bindung von nicht-Motor-MAPs an
Mikrotubuli und inhibiert bestimmte KIF5-vermittelte Transportprozesse (Maas et al.,
2009). PTM reguliert zudem die axonale Cargo-Zielsteuerung, wobei hier mehrere
Modifikationen (Acetylierung, Detyrosinierung, Polyglutamylierung) involviert zu sein

scheinen (Reed et al., 2006; Hammond et al., 2010).

1.4.1 Ubiquitinylierung

Eine weitere wichtige und zugleich eine der bekanntesten PTM ist die Ubiquitinylierung.
Sie ist in die Regulation etlicher zelluldrer Prozesse wie Proteinstabilitdt, Transkription und
DNA-Reparatur involviert, spielt aber ebenfalls in intrazelluldren Transportprozessen - z.B.
bei der Endozytose - eine grofle Rolle (Liu und Walters, 2010). Die reversible Ubiquitin-

Modifikation erfordert die konsekutive Aktivitit von mindestens drei Enzymen, wodurch
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spezifische Lysinreste eines Proteins kovalent mit dem ca. 8 kDa grof3en Ubiquitin-Protein
verknlipft werden (siehe Abb. 1.7). Zuerst erfolgt die Aktivierung von Ubiquitin durch das
Ubiquitin-aktivierende Enzym E1, indem unter ATP-Hydrolyse Ubiquitin an E1 gebunden
wird. AnschlieBend wird das aktivierte Ubiquitin auf das Enzym E2 {ibertragen. E2 — auch
konjugierendes Enzym genannt — iibertrdgt dann mit Hilfe einer E3-Ligase Ubiquitin auf
das Substrat (Hershko und Cienchanover, 1998). E3-Ligasen der HECT-Familie
iibernehmen dabei direkt das aktivierte Ubiquitin von E2 und iibertragen es dann auf das
Substrat (Mabb und Ehlers, 2010). E3-Ligasen der RING-Protein-Familie hingegen
kommen nicht direkt mit Ubiquitin in Kontakt. Sie dienen eher als Ubertragungsplattform,
indem sie gleichzeitig Substrat und den Ubiquitin-E2-Komplex binden und durch diese
rdumliche Ndhe den Ubiquitin-Transfer von E2 auf das Substrat katalysieren.
7 verschiedene Lysinreste des konjugierten Ubiquitins konnen nun wiederum selbst mit
Ubiquitin verkniipft werden, wodurch spezifische Ubiquitinketten entstehen (Abb. 1.7,
Kx=Lysinreste 6, 11, 27, 29, 33, 48, 63) (Adhikari und Chen, 2009).

£ ' ;-1"’/"') Poly-Ubiquitinylierung:
K3 Degradation
Endozytose
ATP
+ 2 DNA-Reparatur
=y €2 ) G -l Gen-Transkription
HECT E3 ;

PP B £2 Substrat

AMP ™ ’—\. ;/"
\ Ez'
m Mono-Ubiquitinylierung:
Endozytose
Substrat DNA-Reparatur

Protein-Zielsteuerung

RING E3

Abb. 1.7: Die Enzymkaskade der Substrat-Ubiquitinylierung. Unter ATP-Hydrolyse erfolgt
durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 die Aktivierung von Ubiquitin (Ub) (1). Dieses wird
dann auf das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2 iibertragen (2). E3-Ligasen vermitteln dann
entweder direkt (HECT-Domine-Ligasen) oder indirekt (RING-Domine-Ligasen) die Ubertragung
von E2 auf das Substrat (3). Substrate konnen mono- oder polyubiquitinyliert werden.
Polyubiquitinketten konnen dabei an 7 verschiedenen Lysinresten (Kx) im Ubiquitin-Protein
verkniipft werden. So entsteht eine Vielzahl von Ubiquitinmarkierungen, die spezifische Signale in
diversen zelluldren Funktionen darstellen. (Verdndert nach Mabb und Ehlers, 2010)

Die Anzahl der konjugierten Ubiquitin-Reste und ihre Art der Verkniipfung entscheiden
iiber das Schicksal des Substrats (Mabb und Ehlers, 2010). So fiihrt Polyubiquitinylierung
zytoplasmatischer Proteine zu deren Abbau im proteolytisch aktiven 26S-Proteasomen-

Komplex, widhrend Monoubiquitinylierung die Endozytose von Oberflichenrezeptoren
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reguliert (Haglund und Dikic, 2005). Im humanen Genom sind lediglich 16 E1-Enzyme und
53 E2-Enzyme, aber iiber 500 E3-Ligasen kodiert (Tai und Schumann, 2008). Die
Substratspezifitit der Ubiquitinylierung erfolgt entsprechend durch die E3-Ligasen. Die Art
der Ubiquitinylierung wird hingegen durch die E2-E3-Interaktion entschieden, da die E2-
Enzyme die Verkniipfungsart (z.B. K63 oder K48) bestimmen (Napolitana et al., 2011).

In Neuronen spielt Ubiquitinylierung auch bei der synaptischen Plastizitét eine grofle Rolle
und Mutationen in Komponenten der Ubiquitin-Enzym-Kaskade sind mit einer Vielzahl
neurologischer Erkrankungen verbunden (Mabb und Ehlers, 2010; Segref und Hoppe,
2009). So fiihrt die Deletion der E3-Ligase UBE3A in der Maus zu Hippokampus-
assoziierten Lerndefiziten und zum Verlust von LTP-Induktion (Jiang et al., 1998). Im
Menschen verursacht UBE3A-Depletion das Angelman-Syndrom, eine Entwicklungs-

storung, die u.a. mit schwerer geistiger Behinderung verbunden ist (Greer et al., 2010).

1.4.2 RING-E3-Ligasen der TRIM-Proteinfamilie

RING-E3-Ligasen sind die groite Gruppe der E3-Ligasen und vermitteln einen indirekten
Ubiquitintransfer, indem sie gleichzeitig E2-Enzym und Substrat binden (sieche Abb. 1.7).
Dabei konnen sie entweder selbstindig als E2-Substrat-Mittler agieren oder wie die Cullin-
RING-Ligasen in einen Multiproteinkomplex eingebettet sein (Mabb und Ehlers, 2010).
Eine der groften Gruppen der ,,Einzel“-RING-E3-Ligasen bildet die TRIM-Protein-Familie,
fiir die ca. 70 Genloci im Sdugetiergenom beschrieben sind (Napolitano und Meroni, 2012).
Sie spielen in etlichen biologischen Prozessen wie Transkription, antiviraler Immunantwort
oder Onkogenese eine wichtige Rolle, haben jedoch nicht alle eine nachgewiesene E3-
Ligase-Aktivitdt (Ozato et al., 2008). Allen Mitgliedern der TRIM-Protein-Familie ist das
N-terminale Tripartite Motif (TRIM oder auch RBCC-Domine) gemein (Meroni und Diez-
Roux, 2005). Es besteht aus einer RING (Really Interesting New Gene)-Doméne, ein oder
zwei B-Box-Motiven und einer Coiled-coil-Domine (siehe Abb. 1.8). Die Zinkionen-
koordinierende RING-Doméne spielt fiir die Bindung von E2-Enzymen eine kritische Rolle
(Napolitano und Meroni, 2012). Die B-Box-Motive binden ebenfalls Zinkionen und treten
nur in TRIM-Proteinen auf. Thre genaue Funktion ist noch nicht génzlich geklért, doch
konnte fiir das TRIM-Protein MID1 gezeigt werden, dass die B-Box-Motive die E3-Ligase-
Aktivitat verstirken (Han et al., 2011). Die Coiled-coil-Domidne dient der Homo- oder
Heteromultimerisierung (Reymond et al., 2001). Der RBCC-Doméne schlie3t sich ein

variabler C-Terminus an, anhand dessen die TRIM-Proteine in 11 Klassen eingeteilt werden
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und der iiber Substratbindung und intrazelluldre Verteilung bestimmt (Reymond et al.,
2001; Short und Cox, 2006; Ozato et al., 2008). Letztere wird aber auch durch die Coiled-
coil-Doméne bestimmt. TRIM-Proteine konnen iiber diese Doméne gro3e Proteinkomplexe
bilden und die Deletion der Coiled-coil-Doméne fiihrt zu einer diffusen Verteilung von

sonst spezifisch lokalisierten TRIM-Proteinen (Reymond et al., 2001).

Familie RBCC-Motiv variabler C-Terminus Mitglieder der Proteinfamilie
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Abb. 1.8: Die TRIM-Protein-Familie. Alle TRIM (Tripartite Motif)-Proteine verfiigen N-Terminal
tiber das RBCC-Motiv aus RING-Domaéne (R), 1 oder 2 B-Box-Doménen (B1/2) und einer Coiled-
coil-Doméne (CC). Die ca. 70 TRIM-Proteine werden anhand ihrer variablen C-Termini in 11
Klassen unterteilt. Die RBCC-Domidne ist fiir die E3-Ligase-Funktion und Di- bzw.
Multimerisierung entscheidend, die C-terminalen Domidnen vermitteln Substratbindung und
intrazelluldare Lokalisation. ARF: ADP Ribosylation Factor-like; BR: Bromodoméane; COS:
C-terminal subgroup One Signature; FN3: Fibronectin Typ 3; FIL: Filamin-Repeats; MATH:
Meprin and tumour-necrosis factor receptor-Associated Factor Homology, MID: Midline; NHL:
NCL-1/HT2A/Lin-41; PHD: Plant Homeodomain; PML: Promyelocytic Leukaemia; SPRY: SplA/
Ryanodine receptor; TM: Transmembran. (Verdandert nach Ozato ef al., 2008)

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass manche TRIM-Proteine neben einer Ubiquitin-E3-
Ligase-Aktivitit auch SUMO-E3-Ligase-Aktivitit besitzen (Chu und Yang, 2011). Diese
PTM ist eng verwandt mit der Ubiquitinylierung und die Konjugation der ca. 11 kDa
groflen SUMO-Proteine (small ubiquitin like modifier) erfordert ebenfalls die konzertierte
Aktivitdt von El-, E2- und E3-Enzymen (Gareau und Lima, 2010). SUMOylierung kann
wie Ubiquitinylierung je nach zelluldirem Kontext unterschiedlichste Auswirkungen haben,
da SUMOylierung Protein-Protein-Interaktionen ermdglichen, modifizieren oder auch

verhindern kann (Wilkinson und Henley, 2010).
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1.4.3 Das TRIM-NHL-Protein TRIM3

TRIM3 (Tripartite Motif Containing 3) bildet zusammen mit TRIM2, TRIM32 und
TRIM71 die kleine Subfamilie der TRIM-NHL-Proteine (Klasse VII, siche Abb. 1.8),
wobei die RBCC-Domine innerhalb der Gruppe Unterschiede aufweist: TRIM2, TRIM3
und TRIM32 besitzen nur eine B-Box, TRIM71 hingegen zwei (Wulczyn et al., 2010;
Roma-Mateo et al., 2011). Der C-Terminus wird von 6 NHL-Wiederholungen gebildet.
Diese 44 AS langen Motive wurden erstmal in den Proteinen Ncl-1, HT2A und LIN41
beschrieben und sind den WD-Repeats sehr dhnlich (Slack und Ruvkun, 1998). Sie bilden
ebenfalls einen aus f-Faltblittern bestehenden, mehrblittrigen p-Propeller und dienen
vermutlich auch der Protein-Protein-Wechselwirkung (Slack und Ruvkun, 1998; Wulczyn
et al., 2010; vergl. Kapitel 1.3.2). TRIM2, TRIM3 und TRIM71 verfiigen zudem noch iiber
Aktin-Bindeprotein/Filamin-dhnliche Wiederholungen, die zwischen der RBCC-Domaéne
und den NHL-Wiederholungen lokalisiert sind, denen aber noch keine eindeutige Funktion

zugeordnet werden konnte (Wulczyn et al., 2010).

TRIM3 wurde erstmals 1999 als direkter Bindepartner des Aktin-basierten Motorproteins
Myosin V beschrieben und wegen seiner starken Anreicherung im Gehirn als Brain
Expressed RING-Finger-Protein (BERP) bezeichnet (El-Husseini und Vincent, 1999). Die
TRIM3-Expression ist dabei im Cerebellum (Kleinhirn) am hochsten, doch auch im Kortex
und Hippokampus wird eine sehr deutliche Expression beobachtet. Aufgrund der
punktformigen, zytoplasmatischen Verteilung von TRIM3 und seiner Assoziation mit
Myosin V wurde bereits in der ersten Publikation eine Funktion von TRIM3 in aktiven
Transportprozessen vermutet. Auch eine Rolle in Neuritenauswuchs wurde angenommen,
da die Expression von  TRIM3-Deletionsmutanten in  PCl12-Zellen zu
Differenzierungsdefiziten fiihrt. Diese Beobachtung konnte in primdren Neuronen
allerdings nicht bestitigt werden und 7rim3-Knockout-Méuse zeigen eine normale
Entwicklung und Morphologie (Cheung et al., 2010). Allerdings ist hierbei zu
beriicksichtigen, dass die groe Homologie besonders von TRIM3 und TRIM2 in Knockout-
Miusen zu Kompensation flihren konnte, ein Vergleich der Aminosduresequenz von
TRIM3 zu TRIM?2 ergibt 67% Identitit und 82% Ahnlichkeit (BLAST-Vergleich, NCBI).

Einen weiteren Hinweis auf eine Rolle von TRIM3 in intrazelluldren Transportprozessen
lieferte 2005 eine Studie von Yan und Kollegen (Yan et al., 2005). Sie konnten zeigen, dass
TRIM3 Bestandteil des sogenannten CART (cytoskeleton-associated recycling or
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transport)-Komplexes ist und hier im Recycling des Transferrinrezeptors eine Rolle spielt.
Der CART-Komplex ist an frithen Endosomen lokalisiert und setzt sich aus Hrs, Actinin-4,
TRIM3 und Myosin V zusammen, wobei TRIM3 die Bindung von Actinin-4 und Hrs an
den Motor ermdglicht. Eine Storung dieses Komplexes fiihrte in HeLa-Zellen zu einem
verlangsamten Recycling des Transferrinrezeptors, die konstitutive Rezeptorendozytose
selbst blieb aber unverdndert. Die Autoren vermuten, dass der CART-Komplex dariiber
entscheidet, ob der Transferrinrezeptor eine schnelle oder langsame Recycling-Route
einschldgt, der genaue Mechanismus ist aber nicht gekldrt. Zudem scheint der CART-
Komplex nur konstitutiv internalisierte Rezeptoren zu beeinflussen, da Storungen des
CART-Komplexes keinen Einfluss auf den EGF-Rezeptor hatten, der erst durch
Ligandenbindung internalisiert wird.

2010 konnte erstmals nachgewiesen werden, dass TRIM3 eine funktionelle Ubiquitin-E3-
Ligase ist (Hung et al., 2010). Die Studie zeigte, dass TRIM3 fiir die Degradation des PSD-
Proteins GKAP verantwortlich ist (siehe Kapitel 1.2.1, Abb. 1.2). So fiihrte eine reduzierte
TRIM3-Expression in kultivierten hippokampalen Neuronen zu einem erhohten
synaptischen GKAP-Gehalt und vergroBerten Spines, TRIM3-Uberexpression hingegen
minimierte den synaptischen GKAP-Gehalt und die Spine-Grofle. Neben einer in vitro-
Degradation konnte zudem gezeigt werden, dass die RBCC-Doméne und eine funktionelle
RING-Doméne fiir den GKAP-Abbau essenziell sind.

Trim3-Genexpression ist zudem an neuronale Aktivitdt gekoppelt (Ohkawa ef al., 2001). So
ist der Trim3-mRNA-Gehalt im Hippokampus von Méusen deutlich erhéht, nachdem durch
Applikation des Glutamatrezeptor-Agonisten Kainat oder des GABAAa-Rezeptor-
Antagonisten Pentylentetrazol (PTZ) Krampfanfille ausgelost wurden. Cheung und
Kollegen konnten in diesem Kontext zeigen, dass die PTZ-induzierte
Transkriptionssteigerung iiber Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 erfolgt und dass
TRIM3-Depletion zu einer erhdhten Resistenz gegeniiber PTZ-induzierten Krampfen fiihrt
(Cheung et al., 2010). Die Autoren erkldren die PTZ-Insensitivitit der 7Trim3-Knockout-
Miuse durch eine reduzierte Oberflichenlokalisation von GABAa-Rezeptoren, da
kultivierte kortikale Neurone der TRIM3-depletierten Maiause einen reduzierten
Oberflachengehalt der y2-Untereinheit des GABAj-Rezeptors aufweisen und eine
Reduktion der inhibitorischen synaptischen Transmission zeigen. Die molekulare Ursache
des reduzierten GABAa-Rezeptor-Oberflachengehaltes durch TRIM3-Depletion ist aber
noch ungeklart.
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Neben seiner Funktion als E3-Ligase und putativer Adapter im Myosin-abhingigen
Transport scheint TRIM3 auch an Mikrotubuli-abhdngigen Transportprozessen beteiligt zu
sein. So wurden TRIM3 und TRIM2 als Bestandteile von RNA Granules identifiziert, die

von KIF5 entlang von Mikrotubuli transportiert werden (Kanai et al., 2004).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Grundlage dieser Dissertation war eine neu identifizierte Interaktion zwischen der RING-
E3-Ligase TRIM3 und dem anterograden Motorprotein KIF21B. TRIM3 wird in Myosin-
vermittelten Transportprozessen eine Adapterfunktion zugesprochen, iiber seine Funktion in
Kinesin-vermittelten Transportprozessen ist bislang jedoch nichts bekannt. Daher sollte im
Rahmen dieser Arbeit eine mogliche TRIM3-Funktion im Mikrotubuli-assoziierten
Transport untersucht werden. Hauptaugenmerk lag dabei zum einen auf der Frage, ob
TRIM3 in die Ubiquitin-abhingige Degradation von KIF21B involviert sein konnte,
besonders da der proteasomale Abbau neuronaler Motoren bislang nur wenig untersucht ist.
Zum anderen sollte die Frage gekliart werden, ob TRIM3 den anterograden Transport des
Zelladhdsionsmolekiils Neuroligin - des einzig bislang bekannten KIF21B-Cargos -
beeinflusst. Dariiber hinaus wurde untersucht, ob TRIM3-Depletion Einfluss auf die
intrazelluldre Verteilung von Kinesinen und die Kinetik von putativ Kinesin-vermitteltem

Cargo-Transport hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien wurden im Reinheitsgrad “zur Analyse (p.A.)” bzw. in hochstmoglicher
Reinheit verwendet und - sofern nicht anders angegeben - von folgenden Firmen bezogen:
Sigma (Taufkirchen), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Roche (Mannheim),
AppliChem (Darmstadt), Life Technologies (Darmstadt) und VWR (Darmstadt).

Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: Restriktionsenzyme von Roche
(Mannheim), Fermentas (St. Leon-Rot) und NEB - New England Biolabs - (Frankfurt);
Taq-DNA-Polymerase von Invitrogen (Life Technologies, Darmstadt), PfuUltra 11 Fusion
HS DNA Polymerase von Agilent Technologies (Santa Clara, USA), T4 DNA Ligase von
Fermentas (St. Leon-Rot) und rAPid Alkaline Phosphatase und Proteinase K von Roche
(Mannheim). Die verwendeten Puffer wurden jeweils vom Hersteller mit den

entsprechenden Enzymen geliefert.

2.1.2 Gerite

Entwicklermaschine: CURIX60 (Agfa, Leverkusen)

Geldokumentation: Intas Gel Imager (Intas, Gottingen)

Gelkammern fiir Agarosegele: Owl Separation Systems B2, B1A (Thermo Fisher
Scientific, Asheville, USA)

Heizblock: Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)

Homogenisator: Potter S (Sartorius, Gottingen)

Mikroplattenleser: Infinite 200 PRO NanoQuant (Tecan, Ménnedorf, Schweiz)
Mikroskope: konfokales Laser-scanning Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 mit
Olympus Fluoview Software Version 2.1b (Olympus, Hamburg); Televal 31 (Zeiss, Jena)
Laborwaagen: Sartorius LC-6201 (Sartorius, Gottingen), Mettler AE240 (Mettler-Toledo,
Giessen)

PCR-Maschine: PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Waltham, USA)
pH-Meter: SevenEasy (Mettler-Toledo, Giessen)
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Schiittler (horizontal): Promax 2020 (Heidolph Instruments, Kelheim), WS5 (Edmund
Biihler GmbH, Hechingen), innova 2300 Platform Shaker (Eppendorf, Hamburg)

Schiittler (Uber-Kopf): Suspensionsmixer CMV-1S (Frébel Labortechnik, Lindau)
SDS-PAGE-Apparatur: Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (Bio-Rad,
Miinchen)

Spannungsgerite: Power Pac 200 (Bio-Rad, Miinchen), Power Pack P25T (Biometra,
Gottingen)

Spektrophotometer: NanoQuant-Platte fiir Infinite 200 PRO NanoQuant (Tecan,
Minnedorf, Schweiz)

Sterilbinke fiir Zellkulturarbeiten: SterilGARD Class II TypA/B3 (Baker Company,
Sanford, USA)

Timelapse-Videomikroskopie: inverses Axiovert 200M (Zeiss, Jena) mit Sony CCD-
Kamera 12. Monochrome w/o IR-18 (Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, USA),
Timelapse-Steuerung: Mac5000 (Visitron Systems, Puchheim)

UV-Illuminator: UVT-14L (Herolab, Wiesloch)

Vortex: REAX 2000 (Heidolph Instruments, Kelheim)

Wasserbad: GFL Typ 1013 (GFL, Burgwedel)

Western Blot-Apparatur: Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Miinchen)

Western Blot Dokumentation: Intas ChemoCam (Intas, Géttingen)
Zellkulturinkubatoren: NuAire IR Autoflow CO2 Water-Jacketed Incubator (NuAire,
Plymouth, USA); Hera-Cell Inkubator (Thermo Fisher Scientific, Asheville, USA)
Zentrifugen: J2-21 M/E, Ultrazentrifugen TL-100 und L7, (Beckman Coulter, Krefeld);
5417 C (Eppendorf, Hamburg); MC6 Minifuge (Sarstedt, Niimbrecht)
Zentrifugen-Rotoren: TLA 100.3, JA-10, JA-14, JA-20, SW-40Ti (Beckman Coulter,
Krefeld)

2.1.3 Medien, Puffer und Losungen

Fir alle Medien, Puffer und Loésungen wurde {iiber ein Milli-Q-System (Millipore,
Schwalbach/Ts) aufgereinigtes Wasser der Qualitdt ,,Aqua bidest.“ verwendet. Falls
erforderlich wurden pH-Werte mittels NaOH, KOH oder HCI eingestellt. Sterilisierung
erfolgte entweder durch Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C oder mit Hilfe von

Sterilfiltern der Ausschlussgrenze 0.22 pm (Millipore, Schwalbach/Ts). Nidhrmedien fiir
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Zellkulturarbeiten wurden von Gibco Life Technologies (Darmstadt) bezogen.
Standardléosungen wurden nach Sambrook ef al. (1989) bzw. nach Herstellerangaben

angesetzt.

Blockierungspuffer (Immundetektion)
5% (w/v) Magermilchpulver in 1x TBST oder 1% BSA (Bovines Serumalbumin) (w/v) in
Ix TBST
Blockierungspuffer (Immunzytochemie)

1% (w/v) BSA in 1x PBS oder 2.5% (v/v) Eselserum in 1x PBS

10x BU-Salzpuffer
7% (w/v) NayHPOu, 3% (w/v) NaH,PO4
Coomassie-Fiarbelosung

0.025% (w/v) Coomassie Brillant Blau R250, 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure
Coomassie-Entfirbelosung
40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure
D-MEM/F-12 complete
500 ml D-MEM/F-12 (1:1, w/o L-Glu), 10% FCS (v/v), 2 mM L-Glutamin, 25 pg/ml
Pyruvat, 5 ml Penizillin/Streptomyzin-Losung (10.000 U/ml)
6x DNA-Ladepuffer
7.5 g Ficoll, 0.125 g Bromophenolblau, ad 50 ml H,O; Aliquots wurden bei —20 °C gelagert
10x ,,Drop-Out*“-Losung
300 mg/L L-Isoleuzin, 1500 mg/L. L-Valin, 200 mg/L. Adenin-Hemisulfat, 200 mg/L L-
Arginin-Hydrochlorid, 300 mg/L L-Lysin-Hydrochlorid, 200 mg/L L-Methionin, 500 mg/L
L-Phenylalanin, 2000 mg/L L-Threonin, 300 mg/L L-Tyrosin
2x HBS

1.6 g NaCl, 0.074 g KCl, 0.027 g Na,HPO4 -2 H,0, 0.2 Dextrose, 1 g HEPES, ad 100 ml
H,O; pH 7.05 (NaOH); der Puffer wurde sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20 °C gelagert
HEK293-Medium
500 ml D-MEM (+ 4500 mg/L Glukose, + GlutaMAX™ 1,- Pyruvat), 5 ml
Penizillin/Streptomyzin-Losung (10.000 U/ml), 50 ml FBS (10% (v/v) f.c.)
HEPES-Puffer

10 mM HEPES, 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,; pH 7.4 (NaOH);
15 mM Glukose; der Puffer wurde sterilfiltriert
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LB-Agar

LB-Medium mit 1.5% (w/v) Agar wurde autoklaviert; die Losung wurde auf ca. 50 °C
abgekiihlt und zur Selektion resistenter Bakterien mit Antibiotika supplementiert
(Ampizillin:100 pg/ml, Kanamyzin: 50 pg/ml)

LB-Medium

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1000 ml H,O; pH 7.5 (NaOH); Sterilisierung
erfolgte durch Autoklavieren

IM-Ac-Puffer

20 mM HEPES, 100 mM K-Acetat, 40 mM KCI, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl,; pH 7.2
IP-Waschpuffer

50 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NacCl, 5 mM MgCl,

Neurobasalmedium

500 ml Neurobasal A, 2 mM L-Glutamin, 25 pg/ml Pyruvat, 5 ml Penizillin/Streptomyzin-
Losung (10.000 U/ml), 2% (v/v) B27; B27-Losung wurde erst kurz vor dem Gebrauch zum
Medium hinzugefiigt

Paraformaldehydlosung

40 g Paraformaldehyd, 40 g Sucrose, ad 1000 ml 1x PBS, die Losung wurde auf 60 °C
erhitzt, 1 M NaOH bis zum Aufklaren zugesetzt und mit HCI ein pH-Wert von 7.2
eingestellt; Aliquots wurden bei — 20 °C gelagert

PBS (10x)

2 g KCl, 2.4 g KH,POy4, 14.4 g Na,HPO,, 80 g NaCl; ad 1000 ml H,O; pH 7.4 (NaOH oder
HCI); Sterilisierung erfolgte durch Autoklavieren

PEG/LiAc-Puffer:

40% (w/v) PEG3500, 150 mM Lithiumacetat in 1x TE-Puffer

Phosphat-Puffer (Elektronenmikroskopie)

Stammldsungen von 0.2 M Na,HPO4 and 0.2 M NaH,PO4 wurden im Verhiltnis 81:19
gemischt, auf 0.1 M verdiinnt und der pH-Wert auf 7.4 eingestellt

Phosphatpuffer (kompetente Zellen)

170 mM KH,PO4, 720 mM K,HPOy; Sterilisierung erfolgte durch Autoklavieren
Plasmid-Minipraparation

Losung I: 20 mM D-Glukose, 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2.5 mM EDTA (pH 8,0)

Losung II: 200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS; die Losung wurde immer frisch angesetzt
Losung I11: 3.38 M K-Acetat, 5.6 M Eisessig (25.9 ml Eisessig auf 200 ml Losung I1I)
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RIPA-Puffer (modifiziert)

50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) NP40, 0.25 % (w/v)
Natriumdeoxycholat, 0.5 % (v/v) Triton-X-100

SC-Galaktose-X-Gal-Medium

1.7 g Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosduren, 5 g (NH4)2SO4, 20 g Galaktose, 10 g
Raffinose, 0.06 mg/ml (f.c.) Leuzin, 100 ml 10x ,,Drop-Out“-Losung, 100 ml 10x-BU-
Salzpuffer, 8 ml X-Gal-Stammldsung; nach Bedarf 0.04 mg/ml (f.c.) Tryptophan, 0.02
mg/ml (f.c.) Uracil, 0.02 mg/ml (f.c.) Histidin; ad 1000 ml H,O; in H,O geloste Hefe-
Stickstoffbasis wurde autoklaviert und alle anderen Bestandteile in Form steriler
Stammldsungen zugefiigt; zur Herstellung von Agarplatten wurden 2% (w/v) Agar-Agar
zugegeben

SC-Glukose-Selektivmedium:

1.7 g Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminoséduren, 5 g (NH4)2SO4, 20 g Glukose, 0.06 mg/ml
(f.c.) Leuzin, 100 ml 10x ,,Drop-Out“-Losung; nach Bedarf 0.04 mg/ml (f.c.) Tryptophan,
0.02 mg/ml (f.c.) Uracil, 0.02 mg/ml (f.c.) Histidin; ad 1000 ml H,O; in H,O geldste Hefe-
Stickstoffbasis wurde autoklaviert und alle anderen Bestandteile in Form steriler
Stammldsungen zugefiigt; zur Herstellung von Agarplatten wurden 2% (w/v) Agar-Agar
zugegeben

Schwanzbiopsie-Lysis-Puffer

2.5 mM EDTA, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 0.45% (v/v) Tween20, 0.45% (v/v)
NP40; vor Gebrauch wurde der Puffer mit 1mg/ml (f.c.) Proteinase K versetzt
SDS-Laufpuffer (10x)

250 mM Tris, 2.5 M Glyzin, 1% (w/v) SDS; pH 8.3 (HCI)

4x SDS-Probenpuffer

220 mM Tris (pH 6.8), 40% (v/v) Glyzerin, 8% (w/v) SDS, 0.8% (w/v) Bromophenol; vor
Gebrauch wurden 100 pl Puffer mit 8 ul B-Mercaptoethanol versetzt

Stripping-Puffer

65 mM Tris-HCI (pH 6.7), 2% (w/v) SDS; vor Gebrauch wurden 1 ml Puffer mit 7 pl
B-Mercaptoethanol versetzt

TAE (50x)

242 g Tris, 57.1 ml Essigséure, 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0); ad 1000 ml H,O



Material und Methoden 37

TBjap (kompetente Zellen)

10 mM PIPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, ad 900 ml H,O; pH 6.7 (KOH); zum Puffer
wurden 55 mM MnCl, hinzugefiigt, das Volumen mit H,O auf 1000 ml aufgefiillt und
sterilfiltriert

TB-Medium (kompetente Zellen)

12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glyzerin; ad 900 ml H,O; nach dem Autoklavieren
wurden 100 ml steriler Phosphat-Puffer hinzugefiigt

TBST (10x)

100 mM Tris (pH 8.0), 1.5 M NaCl, 0.5% (v/v) Triton-X-100

TE-Puffer (10x)

100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA; Sterilisierung erfolgte durch Autoklavieren
TE/LiAc-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA, 150 mM Lithiumacetat

Transferpuffer (10x)

250 mM Tris, 1.92 M Glyzin; pH 8.3; 1x Puffer wurde vor Gebrauch mit 20% (v/v)
Methanol versetzt

X-Gal-Stammlosung

20 mg/ml X-pB-Gal in N,N-Dimethylformamid

YPD-Vollmedium

20 g Pepton, 10 g Hefeextrakt, 20 g Glukose; ad 1000 ml H,O; Sterilisierung erfolgte durch
Autoklavieren; zur Herstellung von Agarplatten wurden 2% (w/v) Agar-Agar zugegeben
Zelllysis-Puffer

1% (v/v) Triton-X-100, 1 mM PMSF, 1x Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche,

Mannheim); der Puffer wurde frisch mit 1x PBS angesetzt

2.14 Tiere

Es wurden Wildtypratten vom Stamm Wistar und Wildtypmduse vom Stamm C57B1/6J
verwendet. Aullerdem wurden wildtypische (+/+) und homozygote (-/-) Trim3-Knockout-
Maiuse benutzt, die von Dr. Ronald van Kesteren (Freie Universitit Amsterdam,
Niederlande) generiert und fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt worden waren. Die
Strategie zur Generierung der 7Trim3-Knockout-Linie beruhte auf der Flankierung der Exons

2 bis 4 des Trim3-Gens mit loxP-Stellen tiber homologe Rekombination und anschlieBende
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Verpaarung mit Cre-Deleter-Méusen, die die Cre-Rekombinase auch in der Keimbahn
exprimieren. Die Exzission der Exons 2 bis 4 durch die Cre-Rekombinase fiihrt zu einer
Verschiebung des Leserasters und zum vorzeitigen Translationsstop des TRIM3-Proteins. In
dieser Arbeit wurden als Kontrollen wenn moglich wildtypische (+/4) Trim3-Knockout-
Wurfgeschwister verwendet. Alternativ. wurden C57Bl/6J-Tiere benutzt, da die Trim3-

Knockout-Mause auf diesen Hintergrund zuriickgekreuzt worden sind.

2.1.5 Zelllinien, Bakterien- und Hefestimme

Zelllinie

HEK293-Zellen: humane embryonale Nierenzelllinie ATCC CRL-1537 (ATTC, Manassas,
USA)

Bakterienstamm

XL1-Blue: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl lac [F~ proAB laclqZAMI5
Tnl0 (Tet,)] (Stratagene/Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Hefestamm

EGY48: MATa trpl his3 ura3 LexAop(x6)-LEU?2 (Origene, Rockville, USA)

2.1.6 GroBenstandards
DNA-Standard: Hyperladder I (Bioline, Luckenwalde)
Protein-Standards: Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, Miinchen)

2.1.7 Reaktionskomplettausstattungen (Kits)

- Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, Schwalbach/Ts)
- HiSpeed Plasmid Maxi/Midi Kit (Qiagen, Hilden)

- GenElute, endotoxin-free Plasmid Kit (Sigma, Taufkirchen)

- NucleoSpin Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel, Diiren)

- E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Peqlab, Erlangen)

- Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Asheville, USA)

- Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche, Mannheim)
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2.1.8 Antikorper

Die folgenden Primérantikdrper wurden in der angegebenen Menge oder Verdiinnung fiir

Western Blot (WB), Immunzytochemie (ICC), Koimmunprézipitation (IP) oder
Elektronenmikroskopie (EM) verwendet:
I . Verdiinnung oder
Antikérper Spezies eingesetzte Menge Bezugsquelle
a-Aktin A2066 polyklonal, 1:5000 WB Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen
i polyklonal, ) Synaptic Systems
oa-GFAP Meerschweinchen L:5001cC (Gottingen)
1:5000 WB
a-GFP polyklonal, Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen 3.5uglP
a-HA monoklonal, Maus 1:100 ICC Roche (Mannheim)
1:1000 WB
«-KIF21B polyklonal, 1:100 ICC Sigma (Taufkirchen)
Kaninchen
2uglpP
«KIF21B polyklonal, 1:2000 WB (CHX- Millipore
Kaninchen Exp. + IP-Detektion) | (Schwalbach/Ts)
a-Kinesin-Heavy- ) Millipore
Chain/KIF5, Klon Hz | Monoklonal, Maus | 1:1000 WB (Schwalbach /Ts)
a-MAP2, Klon AP-20 | monoklonal, Maus 1:300 ICC Sigma (Taufkirchen)
1:5000 WB ) )
a-myc monoklonal, Maus Sigma (Taufkirchen)
4 ugIP
1:2000 WB i
a-Neuroligin 4F9 monoklonal, Maus Sy{laptlc Systems
6 ug IP (Gottingen)
. Synaptic Systems
a-Neuroligin 87H9 monoklonal, Maus 1:100 ICC o
(Gottingen)
a-NSE (Neuronen ) :
spezifische Enolase) polyklonal, Huhn 1:2000 WB Novus (Cambridge, UK)
a-Optineurin polyklonal, 1:1000 WB Abcam (Cambridge, UK)
Kaninchen
) K.M. Buckley, Harvard
o-SV2 monoklonal, Maus 1:100 ICC (Boston, USA)
1:2000 WB,
«-TRIM3 polyklonal, 1:100 ICC Abcam (Cambridge, UK)
Kaninchen
1:400 EM
IgG (unspezifische . i i .
Immunglobuline) Kaninchen 2-3.5 pg Ko-IP Dianova (Hamburg)
IgG (unspezifische i ) . .
Immunglobuline) Maus 4-6 pg Ko-I1P Sigma (Taufkirchen)

Tabelle 1: Verwendete Primirantikorper
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Folgende Sekundarantikérper wurden verwendet:

Antikérper Spezies Z:;;;ﬁ?;g%ﬁge Bezugsquelle

a-Maus-HRP Schaf 1:10000-1:15000 WB | Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-HRP Esel 1:10000-1:15000 WB | Dianova (Hamburg)
a-Huhn-HRP Esel 1:5.000 WB Dianova (Hamburg)
a-Maus-Alexa488 Ziege 1:500 ICC Dianova (Hamburg)
a-Maus-Cy5 Esel 1:500 ICC Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-Cy3 Esel 1:500 ICC Dianova (Hamburg)
a-Kaninchen-Cy5 Esel 1:500 ICC Dianova (Hamburg)
g;ll\éleerschweinchen- Esel 1:500 ICC Dianova (Hamburg)

Tabelle 2: Verwendete Sekundirantikorper

2.1.9 Leervektoren und Konstrukte

Folgende Tabelle 3 gibt Auskunft iiber Verwendungszweck und Herkunft bzw. Generierung

aller benutzten Vektoren (Leervektoren und Vektorkonstrukte):

Name Herkunft bzw. Generierung Verwendung
modifizierter pcDNA3-Vektor, Expression von unfusionierter HA-
pcDNA3-HA (Inst. Molekulare Neurogenetik, MaI:‘kierun
ZMNH, Hamburg) &
modifizierter pcDNA3-Vektor, Klonierung von pcDNA3-myc-
; TRIM3 und -TRIM3ARBCC;
pcDNA3-myc (Inst. Molekulare Neurogenetik, i ..
Expression von unfusionierter myc-
ZMNH, Hamburg) i
Markierung
Amplifizierung von TRIM3 mit
pcDNA3-myc- Oligos 17 + 18 (Bglll + Xhol) aus | Expression von myc-markiertem
TRIM3 pEGFP-C1-TRIM3, Insertion in TRIM3
pcDNA3-myc tiber BamHI + Xhol
Amplifizierung von TRIM3-
pcDNA3-myc- M;BI(;C mit Oélég;; %Jsl TrlR?N[ggm Expression von myc-markiertem
TRIM3ARBCC + Sall) aus pEGFP-C1- ’ TRIM3-ARBCC

Insertion in pcDNA3-myc liber
BamHI + Xhol

pCMV6-Entry-
KIF21B

Origene (Rockville, USA)

Klonierung von pGilda-KIF21B-
Motor-, Stalk- und Tail-Domane
(ORF aus Mus musculus)

pEGFP-C1-KIF21B

[. Schapitz (Inst. Molekulare
Neurogenetik, ZMNH, Hamburg)

Expression von EGFP-markiertem
KIF21B (ORF aus Mus musculus)

pEGFP-C1-TRIM3

C. Maas (Inst. Molekulare
Neurogenetik, ZMNH, Hamburg)

Matrize zur Klonierung diverser
TRIM3-Konstrukte, ORF aus Mus
musculus
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pEGFP-N1

Clontech (Heidelberg)

Klonierung von pEGFP-N1-TRIM3
und - TRIM3ARBCC; Expression von
EGFP

pEGFP-N1-TRIM3

Subklonierung von TRIM3 aus
pmRFP-N1-TRIM3 in pEGFP-N1
Uber Bglll + Sall

Expression von EGFP-markiertem
TRIM3

Amplifizierung von TRIM3-

pEGFP-N1- ARBCC mit Oligos 15 + 16 aus Expression von EGFP-markiertem
TRIM3ARBCC pEGFP-C1-TRIM3, Insertion in TRIM3ARBCC
pEGFP-N1 iiber Bglll + Sall
pGFP-Pura K.Kahlili (Tgmple University, Expression von GFP-markiertem
Pennsylvania, USA) Pura
pGilda Origene (Rockville, USA) Klonierung von pGilda-KIF21B-

Motor-, Stalk- und Tail-Domane

pGilda-GABAo.1-
TMIII-TMIV

S. Lobrich (Inst. Molekulare
Neurogenetik, ZMNH, Hamburg)

Koder-Positivkontrolle im
-Galaktosidase-Test

pGilda-KIF21B-
Motordomane

Amplifizierung der KIF21B-
Motordomane mit Oligos 5 + 6
aus pCMV6-Entry-KIF21B;
Insertion in pGilda tiber EcoRI +
Sall

Expression von LexA-fusionierter
KIF21B-Motordomane (Koéder-
Konstrukt)

pGilda-KIF21B-
Stalk-Domane

Amplifizierung der KIF21B-Stalk-
Domane mit Oligos 7 + 8 aus
pCMV6-Entry-KIF21B; Insertion
in pGilda iiber EcoRI + Sall

Expression von LexA-fusionierter
KIF21B-Stalk-Domane (Koder-
Konstrukt)

pGilda-KIF21B-
Tail-Domane

Amplifizierung der KIF21B-Tail-
Domane mit Oligos 9 + 10 aus
pCMV6-Entry-KIF21B; Insertion
in pGilda iiber EcoRI + Sall

Expression von LexA-fusionierter
KIF21B-Tail-Doméane (Koder-
Konstrukt)

pGW1-HA-Trim3

AY. Hung, M. Sheng (MIT,
Cambridge, USA)

Expression von HA-markiertem
TRIM3 (ORF aus Rattus norvegicus)

pGW1-HA-Trim3-
C22S5-C25S

AY. Hung, M. Sheng (MIT,
Cambridge, USA)

Expression von HA-markierter
TRIM3-Mutante (ORF aus Rattus
norvegicus)

pJG4-5

Origene (Rockville, USA)

Klonierung von pJG4-5-linker und
pJG4-5-TRIM3-RBCC-Domaine

pJG4-5-linker

Annealing der Oligos 11 und 12
und Insertion in den EcoRI +
Xhol-geoffneten Vektor p]JG4-5

Klonierung von pJG4-5-TRIM3 und
pJG4-5-TRIM3ARBCC

pJG4-5-Muskelin
(AS 90-200)

S. Lobrich (Inst. Molekulare
Neurogenetik, ZMNH, Hamburg)

Beute-Positivkontrolle im
-Galaktosidase-Test

pGJ4-5-TRIM3

Exzission von TRIM3 aus
pmRFP-N1-TRIM3 durch Bglll
+Sall, Insertion in pJG4-5-linker
tber Bglll +Xhol

Expression von B42-fusioniertem
TRIM3 (Beute-Konstrukt)
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pGJ4-5-
TRIM3ARBCC

Exzission von TRIM3ARBCC aus
pEGFP-N1-TRIM3ARBCC durch
Bglll + Sall, Insertion in p]G4-5-
linker Uber Bglll +Xhol

Expression von B42-fusioniertem
TRIM3ARBCC (Beute-Konstrukt)

pGJ4-5-TRIM3-
RBCC-Domine

Amplifizierung der TRIM3-RBCC-
Domane mit Oligos 13 + 14 aus
pcDNA3-myc-TRIM3, Insertion in
pJG4-5 iiber EcoRI + Xhol

Expression von B42-fusionierter
TRIM3-RBCC-Domaine (Beute-
Konstrukt)

KIF21B-shRNA

geoffneten Vektor
pSUPER.neo+GFP

pmRFP-N1 R.Y. Tsien (San Diego, USA) Klonierung von pmRFP-N1-TRIM3
Amplifizierung von TRIM3 mit
pmRFP-N1- Oligos 17 + 16 aus pEGFP-C1- Klonierung von pEGFP-N1-TRIM3
TRIM3 TRIM3, Insertion in pmRFP-N1 und p]G4-5-TRIM3
Uber Bglll + Sall
Klonierung von pSUPER.neo+GFP-
pSUPER.neo+GFP | Oligoengine (Seattle, USA) KIF21B-shRNA und -scrambled-
shRNA
Annealing der Oligos 1 und 2 und
pSUPER.neo+GFP- | Insertion in den Bglll/HindIlI-

Expression von KIF21B-shRNA

pSUPER.neo+GFP-
scrambled-shRNA

Annealing der Oligos 3 und 4 und
Insertion in den Bglll/HindIlI-
geoffneten Vektor
pSUPER.neo+GFP

Expression von scrambled-shRNA

Tabelle 3: Verwendete Vektoren

2.1.10 Oligonukleotide

Unmodifizierte Oligonukleotide fiir PCR, Sequenzierung und Erstellung hybridisierter
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) in HPSF-Qualitét (high

purity salt free) bezogen. Folgende Oligonukleotide wurden benutzt (verwendete

Sequenzierungsprimer sind nicht gelistet):

Nr. | Verwendung Sequenz (5’ - 3’)

1 KIF21B-shRNA-sense-Oligonukleotid gatccccCCACGATGACTTCAAGTTCttcaagag
gegen mRNA aus Mus musculus aGAACTTGAAGTCATCGTGGttttta

5 KIF21B-shRNA-antisense-Oligonukleotid | agcttaaaaaCCACGATGACTTCAAGTTCtctctt

gegen mRNA aus Mus musculus

gaaGAACTTGAAGTCATCGTGGggg

3 scrambled-shRNA-sense-Oligonukleotid

gatccccGCGCGCTTTGTAGGATTCGttcaagag
aCGAATCCTACAAAGCGCGCttttta

scrambled -shRNA-antisense-
Oligonukleotid

agcttaaaaaGCGCGCTTTGTAGGATTCGtctctt
gaaCGAATCCTACAAAGCGCGCggg
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5 KIF21B-Motordomane sense-Primer ccgGAATTCatggctggccagggegact

6 KIF21B-Motordomane antisense-Primer | taatGTCGACctacaactccatctgcaggceg

7 KIF21B-Stalk-Domaéne sense-Primer taGAATTCatggagtacaaagcgggc

8 KIF21B-Stalk-Domaéne antisense-Primer | ggatGTCGACctaatgctgcacattgtagatg

9 KIF21B-Tail-Domane sense-Primer tccGAATTCgagaatggctatgcaagce

10 | KIF21B-Tail-Domane antisense-Primer taatGTCGACtcaagggtgggctgctgg

11 | pJG4-5-linker sense-Oligonukleotid g:‘ztccggcggggcccccct;gitctatcgatccatgggctagctcgc
12 | pJG4-5-linker antisense-Oligonukleotid tgngcctc:aggggcccgézggtcgcgagctagcccatggatcga
13 | TRIM3-RBCC-Domadne sense-Primer ttGAATT Catggcaaagagggaggacagc

14 | TRIM3-RBCC-Domadne antisense-Primer | taCTCGAGtcatggcctttctgggaaggectg

15 | TRIM3ARBCC sense-Primer ttgAGATCTgatggccttcccagaaaggc

16 | TRIM3ARBCC antisense-Primer taaGTCGACagctggaggtatcgataggcec

17 | TRIM3 sense-Primer ttgAGATCTgatggcaaagagggaggacagc

18 | TRIM3 antisense-Primer taaCTCGAGctactggaggtatcgataggcc

19 | TRIM3-Int4-FW-Primer ccccatccacacgtgtgtc

20 | TRIM3-Int4-RV-Primer ctactgccaatgtgctectg

21 | TRIM3-KO-FW-Primer gtgtgccaccatcagtgagatac

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Klonierung von DNA-Fragmenten

Zur Subklonierung eines DNA-Fragmentes wurde ein rekombinantes Plasmid mit der DNA-
(2.2.6), der
gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5), das DNA-Fragment extrahiert (2.2.8) und die

Sequenz  von Interesse prdparativ  verdaut Restriktionsverdau
Konzentration bestimmt (2.2.9). Parallel wurde der leere Zielvektor priparativ verdaut
(2.2.6), iiber Anionenaustauschersidulen aufgereinigt (2.2.8), die Konzentration bestimmt
(2.2.9) und die 5‘-Enden dephosphoryliert (2.2.7). Danach erfolgte die Ligation der
Fragmente (2.2.10) und anschlieBende Transformation von E. coli-Zellen (2.2.12). Positive
Klone, die das rekombinante Plasmid trugen, wurden nach Plasmid-DNA-Minipridparation
(2.2.13) durch analytischen Verdau (2.2.6) identifiziert und durch DNA-Sequenzierung

(2.2.14) tiberpriift.
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Wenn eine Subklonierung nicht moglich war, wurde die DNA-Sequenz durch PCR
amplifiziert, wobei rekombinante Plasmid-DNA als Matrize diente und iiber geschwinzelte
Primer Restriktionsschnittstellen an das PCR-Produkt gefiigt wurden (2.2.4). Der
Reaktionsansatz wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5), das Amplifikat aus dem
Gel eluiert (2.2.8) und préparativ verdaut (2.2.6). Nach erneuter Aufreinigung iiber
Anionenaustauschersdulen (2.2.8) und Konzentrationsbestimmung (2.2.9) wurde das DNA-
Fragment mit dem Zielvektor ligiert. Die Vorbereitung des Zielvektors und der weitere

Verlauf der Klonierung erfolgte dabei wie zuvor bei der Subklonierung beschrieben.

2.2.2 Klonierung mit hybridisierten Oligonukleotiden

Zur Erweiterung der multiple cloning site des im Hefe-2-Hybrid-System verwendeten pJG4-
5-Vektors (2.2.16) wurden zunichst ein sense- und ein antisense-Oligonukleotid mit
entsprechenden Restriktionsschnittstellen entworfen (Tabelle 4). Die von MWG-Biotech
(Ebersberg) synthetisierten Oligonukleotide wurden mit sterilem H>O auf eine
Konzentration von 3 pg/ul eingestellt und 48 pl Annealing-Puffer (100 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7.4) mit 1 pl der sense- und antisense-Oligonukleotid-Losung vermischt. Die

Hybridisierung erfolgte mit Durchlaufen des folgenden Temperaturzyklus:

90 °C 4 min
70 °C 10 min
60 °C 5 min
50°C 5 min
40°C 5 min
30°C 5 min
20°C 5 min
10 °C 00

Die Vektorvorbereitung und Ligation erfolgte wie zuvor beschrieben (2.2.1), allerdings
wurde der gedffnete Vektor nicht dephosphoryliert, da unmodifizierte Oligonukleotide ohne
Phosphatenden von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen wurden.

2.2.3 Klonierung von shRNA-Expressionsvektoren

Um die Translation spezifischer mRNA-Transkripte und damit die Expression bestimmter
Gene herunterzuregulieren, wurde das RNA Interferenz-basierte pSUPER-RNAi-System
verwendet (Brummelkamp et al., 2002). RNA Interferenz (RNAi) bezeichnet einen in

vielen eukaryotischen Zellen konservierten Mechanismus, bei dem doppelstringige RNA
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zur Degradation sequenzgleicher mRNA und damit zur posttranskriptionalen
Gensuppression filihrt. Ein entscheidendes RNA-Intermediat in der RNAi-Signalkaskade ist
die sogenannte siRNA (short oder small interfering RNA), eine 21-22 Nukleotide lange
Doppelstrang-RNA mit kurzen 3’-Uberhingen (Elbashir et al., 2001). siRNA entsteht beim
Zerschneiden eines ldngeren doppelstringigen RNA-Vorldufers durch RNase III-Enzyme
und fithrt letztlich durch Integration in den katalytisch aktiven RNA-induced-silencing-
complex (RISC) zur Degradation der Ziel-mRNA (Elbashir et al., 2001; Hammond, 2005).
Die Vektoren des pSUPER-RNAI-Systems exprimieren unter dem HI RNA Polymerase III-
Promotor ein 60 Nukleotide langes Transkript, das sich zu einer Haarnadel-Struktur
(shRNA oder short hairpin RNA) faltet und die endogene RNAi-Signalkaskade auslost
(Abb. 2.1). Dabei wird die shRNA iiber die endogenen RNAse I1I-Enzyme zu funktioneller
siRNA prozessiert, welche dann in den RISC-Komplex integriert wird (Paddison et al.,
2002).

GACUCCAGUGGUAAUCUACUU
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUG

l c
GACUCCAGUGGUAAUCUACUU o
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUGAGAG

BamH]I sense-Zielsequenz (Loop) antisense-Zielsequenz
GACTCCAGTGGTAATCTAC GTAGATTACCACTGGAGTC
CTGAGGTCACCATTAGATG CATCTAATGGTGACCTCAG

Hindlll

v
pSUPER
Vektor

Abb. 2.1: Insertion von Oligonukleotiden in pSUPER-Vektoren und Prozessierung
transkribierter shRNA zu funktioneller siRNA. Ziel-mRNA-spezifische, hybridisierte
Oligonukleotide werden in den pSUPER-Vektor inseriert. Nach Transfektion eukaryotischer Zellen
wird ein RNA-Transkript synthetisiert, das eine Haarnadel-Stuktur bildet (shRNA/short hairpin
RNA). Diese wird zu funktioneller siRNA prozessiert, die durch Integration in den RISC-Komplex
zu RNAi-vermittelter Gensuppression fiihrt. (Verdndert aus dem Handbuch ,,pSUPER®,
Oligoengine, Seattle, USA, 2004)

Zur Synthese der shRNA-Oligonukleotide wurden zunidchst geeignete Zielsequenzen
innerhalb der KIF21B-mRNA von Mus musculus (RefSeq-ID: NM_001039472.1) mit der
Freeware ,,Ambion siRNA-Design“ (Ambion/Life Technologies, Darmstadt) und der
Freeware ,,DSIR (Designer of Small Interfering RNA)*“ (Vert ef al., 2006) identifiziert und
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die Ergebnisse aus den beiden Datenbankenrecherchen auf Sequenziibereinstimmung
gepriift. Es wurden drei Zielsequenzen ausgewihlt und entsprechend der Herstellerangaben
jeweils ein sense- und antisense-Oligonukleotid entworfen. Die sense-Oligonukleotide sind
dabei folgendermaflen aufgebaut: 5’BamHI-Restriktionsschnittstelle - sense-Zielsequenz —
loop-Sequenz — antisense-Zielsequenz — Hindll1-Restriktionsschnittstelle (Abb. 2.1, Tabelle
4). Zur Klonierung der Vektoren wurden gemifl Herstellerangaben die sense- und
antisense-Oligonukleotide hybridisiert und in den iiber die Restriktionsenzyme Bgl/Il
(BamHI-kompatible Restriktionsschnittstelle) und Hindlll gedffneten pSUPER.neo+GFP-
Vektor ligiert. Der Vektor wurde vor der Ligation nicht dephosphoryliert, da unmodifizierte
Oligonukleotide ohne Phosphatenden von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen wurden.

Der verwendete pSUPER-Vektor kodiert zusétzlich zu der siRNA EGFP unter dem PGK
(Phosphoglyceratkinase)-Promotor, so dass transfizierte Zellen, die die shRNA exprimieren,
durch Fluoreszenzdetektion identifiziert werden konnen. Zu Kontrollzwecken wurde das
Konstrukt pSUPER.neo+GFP-scrambled-shRNA kloniert. Das von diesem Vektor
synthetisierte Transkript enthélt eine Nukleotidfolge, die mit keiner mRNA-Sequenz aus
Sdugetieren libereinstimmt und somit zu keiner RNAi-vermittelten Gensuppression fiihren
sollte. Die verwendete Sequenz ist identisch mit der des scrambled-Kontrollvektors
pSUPER.Mamm-X von Oligoengine (Chen ef al., 2010) und in Tabelle 4 aufgefiihrt. Von
den drei klonierten KIF21B-shRNA-Expressionskonstrukten ist nur das mit der hochsten
Knockdown-Effizienz aufgelistet (Tabellen 3 und 4), da nur dieses in Experimenten dieser

Arbeit verwendet wurde.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten zu Klonierungszwecken wurde die
korrekturlesende PfuUltra 11 Fusion HS DNA Polymerase (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) verwendet, wobei in der Regel 25 ng Plasmid-DNA als Matrize eingesetzt
wurden. Die verwendeten sense- und antisense-Primer trugen jeweils an den 5°-Enden
Restriktionsschnittstellen zur Insertion in den gewliinschten Zielvektor und eventuell
zusitzliche Nukleotide, um ein korrektes Leseraster zu bewahren. Zur Genotypisierung

(2.2.15) wurde die Tag-DNA-Polymerase (Invitrogen/Life Technologies, Darmstadt)
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verwendet. Die Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansdtze und der Temperaturzyklen

orientierte sich an den Hersteller-Protokollen der Polymerasen.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden je nach FragmentgroBe in 1-2%igen Agarosegelen aufgetrennt,
die zur Sichtbarmachung der DNA das fluoreszente Nukleinsdure-Farbemittel ,,GelRed
Nucleic Acid stain“ (Biotium, Hayward, USA) enthielten. Zur Herstellung der Gele wurde
die Agarose in 1x TAE durch Aufkochen geldst und im Verhéltnis 1:10.000 mit ,,GelRed
Nucleic Acid stain‘ versetzt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE verwendet. Die DNA wurde in
DNA-Ladepuffer aufgenommen, auf das Gel aufgetragen und bei etwa 7-10 V/cm Gelldnge
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte mit dem ,,Intas Gel Imager*
(Intas, Gottingen). Als GroBenmarker wurde der Hyperladder I (Bioline, Luckenwalde)

verwendet.

2.2.6 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

DNA wurde mit Typ-II Restriktionsendonukleasen nach Angaben der Hersteller verdaut.
Analytische Verdaue zum Durchmustern einer groBen Anzahl Klone wurden in einem
Volumen von 15 pl mit 1 pg DNA, priparative Verdaue zu Klonierungszwecken in
Volumina von 50-100 pl mit bis zu 4 pg DNA durchgefiihrt. Pro 1 pg DNA wurde in der
Regel 1 Unit des jeweiligen Restriktionsenzyms eingesetzt und die Reaktionsansétze in vom
Hersteller empfohlenen Puffer und bei entsprechender Temperatur fiir 1-3 h inkubiert. Die
Ansitze wurden entweder iiber Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (2.2.5) oder wie

unter 2.2.8 beschrieben aufgereinigt.

2.2.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Religation geschnittener Vektoren zu verhindern, wurden die 5‘-Phosphatgruppen
mit alkalischer Phosphatase (rAPid Alkaline Phosphatase; Roche, Mannheim) entfernt. Die
Dephosphorylierung erfolgte dabei entsprechend dem Protokoll des Herstellers.

2.2.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten
PCR-Reaktionen wurden stets iliber Agarose-Gelelektrophorese (2.2.5) aufgereinigt, um

spezifische von unspezifischen PCR-Produkten zu trennen. Auch préparative
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Restriktionsverdaue rekombinanter Plasmide wurden elektrophoretisch aufgetrennt, um
Vektorriickgrat und inserierte DNA zu trennen. Die Fragmente der erwarteten Grof3e
wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des ,,Agarose Gel DNA Extraction Kits*
(Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben eluiert. Leervektoren und wie zuvor
beschrieben  isolierte = PCR-Produkte = wurden nach  Restriktionsverdau  iiber
Anionenaustauschersiulen mittels ,,E.Z.N.A Cycle Pure Kit “ (Peqlab, Erlangen) nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.9 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen und DNA-Reinheit erfolgte photometrisch
unter Verwendung der NanoQuant-Platte des Infinite 200 PRO NanoQuant-

Mikrotiterplattenlesers von Tecan (Médnnedorf, Schweiz).

2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Vektor und DNA-Fragment erfolgte unter Verwendung der T4 DNA
Ligase von Fermentas (St. Leon-Rot). In der Regel wurden 50 ng Vektor und der dreifache
molare Uberschuss an DNA-Fragment eingesetzt (Crouse et al., 1983). Die
Zusammensetzung des Ligationsansatzes erfolgte nach Herstellerangaben und wurde fiir
1 h bei RT inkubiert. Zur anschlieBenden Transformation von E. coli-Zellen (2.2.12) wurde

die Hélfte des Ligationsansatzes eingesetzt.

2.2.11 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurde in Anlehnung an Inoue et al.
(1990) zunéchst eine 3 ml-Vorkultur von E. coli-Zellen des Stammes XL1-Blue in TB-
Medium iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurde eine Maxikultur in
1000 ml TB-Medium angeimpft und diese bei 18 °C bis zu einer OD600 von 0,6 inkubiert
(24-40 h). Nach Inkubation fiir 10 min auf Eis wurde die Bakterienkultur bei 4 °C fiir
10 min mit 3000 rpm im Beckmann JA-10 Rotor zentrifugiert. Das Pellet wurde in 380 ml
kaltem TBjap-Medium mit 2% (v/v) DMSO resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C fiir 10 min mit 3000 rpm im Beckmann JA-10 Rotor
wurde das Pellet in 74,4 ml kaltem, DMSO-freien TBjap-Medium resuspendiert und mit
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5,6 ml DMSO versetzt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen aliquotiert, in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

2.2.12 Transformation von Bakterien

Die Transformation von E. coli-Bakterien des Stammes XLI1-Blue erfolgte nach einer
modifizierten Methode von Inoue et al. (1990). Pro Ansatz wurden 100 ul chemisch
kompetenter E. coli-Zellen (2.2.11) auf Eis aufgetaut. Die Zellen wurden mit 1,7 pl
B-Mercaptoethanol (1:10 in H,O verdiinnt) versetzt und fiir 10 min auf Eis unter
gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Nach Zugabe von 1/2 Volumen Ligationsansatz
(2.2.10) oder 20 ng Plasmid-DNA und Inkubation fiir 30 min auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock fiir 40 sec bei 42 °C. Die Zellen wurden fiir 2 min auf Eis abgekiihlt und nach
Zugabe von 800 ul LB-Medium fiir 45 min bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Zellen auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen und {iber Nacht
bei 37° C oder fiir 72 h bei RT inkubiert.

2.2.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Isolierung von reiner Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung der unter 2.1.7 gelisteten
Reaktionskomplettausstattungen durch alkalischen Lyse und anschlieBende Aufreinigung
der DNA {iber Anionenaustauschersdulen. Zur Durchmusterung einer gro3eren Anzahl von
Klonen erfolgte die Plasmid-DNA-Isolierung durch alkalische Lyse nach einem
modifizierten Protokoll von Birnboim und Doly (1979). Alle Zentrifugationsschritte wurden
bei maximaler Geschwindigkeit (14.000 rpm) in einer 5417C-Zentrifuge (Eppendorf,
Hamburg) durchgefiihrt. 2 ml Bakterienkultur wurden fiir 1 min zentrifugiert und das Pellet
unter Zugabe von 1 pl RNase A (10 mg/ml) in 200 pl Losung I resuspendiert. AnschlieBend
wurde die Suspension mit 200 ul alkalischer Losung II versetzt, der Ansatz durch
Invertieren des ReaktionsgefdaBes vorsichtig gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 200 pl Losung III und Mischen durch Invertieren des Reaktionsgefdlles wurde
der Ansatz fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach 10-miniitiger Zentrifugation wurde der die
Plasmid-DNA enthaltende Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt und mit 450 ul
Isopropanol versetzt. Nach 20-miniitiger Zentrifugation wurde das Pellet mit 70% Ethanol
(v/v) gewaschen, 5 min zentrifugiert und an der Luft getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde

in 50 pl H,O aufgenommen.
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2.2.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Sequenzier-Serviceeinheit des ZMNH unter
Leitung von PD Dr. Sabine Hoffmeister-Ullerich mit einem ABI Prism® 377 DNA-
Sequencer (Applied Biosystems, Darmstadt) unter Verwendung des ,,.BigDye® Terminator
vl.l Cycle Sequencing Kit“ (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt. Die
Auswertung der Elektropherogramme erfolgte iiber die Freeware ,,4Peaks* (Mekentos;j,

Aalsmeer, Niederlande). Fiir die Sequenzauswertung wurde die Software ,,DNA Strider

1.4f1° (CEA, Gif-sur-Yvette Cedex, Frankreich) verwendet.

2.2.15 Genotypisierung von Trim3-Knockout-Miusen

Die Genotypisierung der 7rim3-Knockout-Méause (2.1.4) wurde mit genomischer DNA aus
lysierten Schwanzbiopsien durchgefiihrt. Dazu wurde jede Biopsie mit 200 pl
Schwanzbiopsie-Lysis-Puffer versetzt und iiber Nacht bei 55 °C unter Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Proteinase K durch 15-miniitige
Inkubation bei 95 °C. Die lysierten Biopsien wurden bei 4 °C gelagert. Zur Genotypisierung
wurden folgende Primer eingesetzt: TRIM3-Int4-FW-Primer (19), TRIM3-Int4-RV-Primer
(20) und TRIM3-KO-FW-Primer (21) (Nummerierung siche Tabelle 4). Die Primer 19 und
20 flankieren das 3’-Ende der im Knockout-Tier deletierten Genseqenz und resultieren mit
DNA aus Wildtypméausen in einem 179 bp -Fragment. Mit DNA von Knockout-Mausen gibt
es kein Amplifikat, da Primer 19 aufgrund der Deletion nicht binden kann. Primer 21 liegt
stromaufwérts vom 5°-Ende der deletierten Gensequenz und bindet sowohl in DNA von
Knockout- als auch von Wildtypméusen, fiihrt aber in Kombination mit Primer 20 zu
unterschiedlich groen PCR-Produkten (Wildtyp-DNA: ca. 2.5 kb, Knockout-DNA:
462 bp). Die Genotypisierungs-PCR erfolgte in einem Volumen von 25 pul mit der
Taq-DNA-Polymerase (Invitrogen/Life = Technologies, Darmstadt) in folgendem

Reaktionsansatz:

2 ul genomische DNA

2.5 ul 10x Puffer
0.75 ul 50 mM MgCl,

0.5 ul DMSO

2.5 ul ANTP-Mix (2 mM je Nukleotid)

0.5 ul TRIM3-Int4-FW-Primer (10 pmol/ul)

0.5 ul TRIM3-Int4-RV-Primer (10 pmol/ul)

0.5 ul TRIM3-KO-FW-Primer (10 pmol/pl)
0.25 ul Tag-DNA-Polymerase (5U/ul)
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Folgende Temperaturzyklen wurden verwendet:

1.95°C 5 min
2.95°C 30 sec
3.62 °C 30 sec

4.72°C 1 min

(33x Wiederholung der Zyklen 2-4)
5.72°C 7 min
6. 4°C 0

Die PCR-Reaktionsansdtze wurden nach Durchlaufen der Temperaturzyklen
gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5) und die Fragment-Groflen unter Verwendung des

Intas Gel Imagers (Intas, Gottingen) dokumentiert.

2.2.16 Das Hefe-2-Hybrid-System

Das 2-Hybrid-System ist eine Methode zur Untersuchung direkter Protein-Protein-
Interaktionen und macht sich urspriinglich den modularen Aufbau des Transkriptionsfaktors
GAL4 in DNA-Bindedoméne und Aktivierungsdoméne zu nutze (Fields und Song, 1989).
Bei separater Expression der Domédnen findet keine Transkription der Gene unter dem
GALA4-Promotor statt. Werden die DNA-Binde- und die Aktivierungsdoméne aber jeweils
mit Proteinen fusioniert, die miteinander interagieren, werden die beiden Doménen durch
diese Interaktion in rdumliche Nidhe gebracht, so dass die Aktivitit des
Transkriptionsfaktors wieder hergestellt wird und Genexpression stattfinden kann. In dieser
Arbeit wurde das DupLEX-A Hefe-2-Hybrid-System von Origene (Rockville, USA)
verwendet, dass anstelle des eukaryotischen GAL4-Transkriptionsfaktors zwei
prokaryotische = Proteine  zur  Rekonstitution  eines  funktionellen  hybriden
Transkriptionsfaktors verwendet. In diesem System wird ein , Koder-Protein®“ durch
Klonierung in den pGilda-Vektor mit dem DNA-Binde-Protein LexA fusioniert. Das
,Beute-Protein®“ wird durch Klonierung in den pJG4-5-Vektor mit der Aktivierungs-
Doméne des Proteins B42 fusioniert. Bei Interaktion von Kdder und Beute wird ein
funktioneller Transkriptionsfaktor rekonstituiert, was die Transkription von Reportergenen
erlaubt. Als Reportergen wurde das lacZ-Gen zur Expression der p-Galaktosidase
verwendet und eine direkte Protein-Protein-Interaktion im p-Galaktosidase-Test untersucht

(2.2.16.2).
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2.2.16.1 Transformation von Hefen mit Koder- und Beute-Konstrukt

Die Transformation der Hefen vom Stamm EGY48 mit pGilda-K&der- und pJG4-5-Beute-
Vektoren erfolgte sukzessiv unter Verwendung verschiedener SC-Glukose-Selektivmedien.
Zunichst wurden 50 ml YPD-Vollmedium-Fliissigkultur mit einer einzelnen Hefekolonie
angeimpft. Wenn die Kultur eine OD von 0,6 erreicht hatte, wurden die Zellen pelletiert und
in sterilem H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Hefen in 300 pl
TE/LiAc-Puffer aufgenommen. Pro Ansatz wurden 100 pl Hefesuspension, 50 pg Triger-
DNA (5 mg/ml; zur Denaturierung frisch aufgekochte DNA aus Lachssperma; Sigma,
Taufkirchen), 0,3 pg Plasmid-DNA und 600 pl PEG/LiAc-Puffer gemischt und 30 min bei
30 °C geschiittelt. Nach Zugabe von 70 ul DMSO wurde ein Hitzeschock von 15 min bei
42 °C durchgefiihrt. SchlieBlich wurden die Zellen pelletiert, mit sterilem H,O gewaschen
und auf Agarplatten mit entsprechendem Selektionsdruck ausgestrichen (nach
Transformation mit pGilda-Vektor: SC-Glukose-Platten ohne Histidin; nach Transformation
mit pGilda- und pJG4-5-Vektor: SC-Glukose-Platten ohne Histidin und Tryptophan).
Doppelt transformierte Hefen konnten nun fiir den $-Galaktosidase-Test verwendet werden

(2.2.16.2).

2.2.16.2 B-Galaktosidase-Test

Zur Untersuchung einer direkten Interaktion zwischen Koder- und Beute-Protein wurde eine
Blau-Weiss-Selektionierung mittels eines f-Galaktosidase-Tests auf X-Gal-haltigen
Agarplatten durchgefiihrt. Hierzu wurden Hefen nach Doppeltransformation mit pGilda-
Koder- und pJG4-5-Beute-Vektoren zusitzlich mit dem LacZ-Reporterplasmid pSH18-34
transformiert (2.2.16.1). Dreifach-transformierte Hefen wurden dabei mit SC-Glukose-
Platten ohne Histidin, Tryptophan und Uracil selektioniert. Fiir den (-Galaktosidase-Test
wurden diese Hefen dann auf Agarplatten von SC-Galaktose-X-Gal-Medium ausgestrichen.
Das LacZ-Reporterplasmid kodiert das [-Galaktosidasegen unter der Kontrolle eines
Galaktose-abhiangigen, LexA-Bindestellen enthaltenden GALI-Promotors. Im Falle einer
Interaktion von Koder- und Beute-Fusionsprotein und Rekonstitution des LexA/B42-
Transkritionsfaktors wird dieses Enzym exprimiert und kann anhand der Umsetzung von X-

Gal zu einem blauen Farbstoff nachgewiesen werden.
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Differenzielle Zentrifugation

Die differenzielle Zentrifugation von Hirnlysaten aus Ratten oder Miusen erfolgte nach
einem modifizierten Protokoll von Saito et al. (1997). Alle Schritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Es wurden entweder ganze Gehirne von P10-alten Ratten oder Hippokampi
von Wildtyp- und Trim3-Knockout-Méusen im Alter von P10 bis P15 verwendet. Die Tiere
wurden dekaptiert, die Hirne bzw. Hippokampi entnommen und in eiskaltem IM-Ac-Puffer
mit Protease Inhibitor Tabletten (Roche, Mannheim), 5 mM DTT, 2 mM MgATP und
I mM PMSF in einem Glas-Teflon Homogenisator mit 10 StéBen bei 800 rpm
homogenisiert. Das Lysat wurde durch Zentrifugation mit 1.000 x g fiir 10 min bei 4 °C
geklirt. Das P1-Pellet (Kerne, unaufgeschlossene Zellen) wurde verworfen. Der Uberstand
S1 wurde entweder aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren oder mit
10.000 x g fiir weitere 10 min bei 4 °C sedimentiert. Das so gewonnene P2-Pellet, das grof3e
Membranorganellen und - bruchstiicke enthélt, wurde in IM-Ac-Puffer resuspendiert,
aliquotiert und schockgefroren. Um Vesikel zu sedimentieren, wurde der Uberstand S2 fiir
1 h mit 100.000 x g bei 4 °C ultrazentrifugiert. Das entstandene P3-Pellet wurde wiederum
in IM-Ac-Puffer resuspendiert, aliquotiert und schockgefroren. Der Uberstand S3 aus dieser
Ultrazentrifugation wurde fiir 1 h mit 400.000 x g bei 4 °C ultrazentrifugiert und das hierbei
gewonnene P4-Pellet, das restliche kleine Vesikel und grofe Proteinkomplexe enthilt,
ebenfalls in IM-Ac-Puffer resuspendiert aliquotiert und schockgefroren. Auch der
zytosolische S4-Uberstand wurde aliquotiert und schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
—80 °C. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Bradford-Reagenz basierte

“Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate” (Bio-Rad, Miinchen) verwendet.

2.3.2 Koimmunprizipitation

Fir Koimmunprizipitationen wurden ,,.Dynabeads Protein G* von Life Technologies
(Darmstadt) verwendet, die Waschschritte erfolgten unter Zuhilfenahme des “Dynal MPC”
(Dynal Magnetic Particle Concentrator). Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C
durchgefiihrt. 30 ul Dynabeads wurden 3x mit [P-Puffer gewaschen und anschlieBend mit
2.5-6 pg Antikdrper in 800 ul IP-Puffer {iber Nacht im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert. Die
Dynabeads mit den immobilisierten Antikdrpern wurden 2x mit IP-Puffer und 1x mit
IM-Ac-Puffer gewaschen und anschlieBend mit 500 pl-Aliquots der differenziell

zentrifugierten Rattenhirnlysate (2.3.1) inkubiert. Die Hirnlysate waren zuvor iiber Nacht
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im Uber-Kopf-Schiittler mit 30 ul Dynabeads und 1% f.c. Triton-X-100 priinkubiert
worden, um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Das Detergenz solubilisiert dabei
vesikuldre Membranen und trennt dadurch Proteine, die nur dasselbe Vesikel, aber nicht
denselben Proteinkomplex teilen. Als Negativkontrolle wurden 30 pl Dynabeads mit
unspezifischen Immunglobulinen aus der Spezies des immobilisierten Antikorpers beladen
und mit dem gleichen Hirnlysat inkubiert. Die Inkubation der Antikorper-gekoppelten
Dynabeads mit den Hirnlysaten erfolgte fiir 30 min im Uber-Kopf-Schiittler. Danach
wurden die Dynabeads 4x mit modifiziertem RIPA-Puffer gewaschen, wobei jeder
Waschschritt fiir 15 min im Uber-Kopf-Schiittler erfolgte. AbschlieBend wurde einmal kurz
mit 1x PBS gewaschen und der Uberstand sauber abgenommen. Die Dynabeads wurden in
45 pl 1x PBS aufgenommen, mit 15 pl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und der Ansatz fiir
15 min bei 95 °C hitzedenaturiert. Aliquots der Proben wurden durch SDS-PAGE (2.3.4)
aufgetrennt und nach Western Blot Verfahren immundetektiert (2.3.5 und 2.3.6).

2.3.3 Biotinylierung von Zelloberflichenproteinen

Um Zelloberflaichenproteine mit Biotin zu markieren und diese anschlieBend mit
Streptavidin zu prazipitieren, wurden 35 mm-Kulturschalen mit kultivierten hippokampalen
Neuronen (2.4.2) im Alter von DIV14 zweimal vorsichtig mit 1x PBS gewaschen und mit
1 mM Biotinylierungsreagenz (Biotinamidohexansdure 3-sulfo-N-hydroxysuccinimidester
Natriumsalz, Sigma, Taufkirchen) in HEPES-Puffer fiir 20 min bei 4 °C inkubiert. Da bei
4 °C keine Endozytose mehr stattfindet, verbleiben die biotinylierten Proteine dabei an der
Zelloberfliche. Die Biotinylierungsreaktion wurde durch zweimalige 20-miniitige
Inkubation bei 4 °C mit 100 mM Glyzin in HEPES-Puffer beendet, wobei die Zellen
zwischen den Inkubationschritten 2x vorsichtig mit HEPES-Puffer gewaschen wurden.
AnschlieBend erfolgte die Lyse mit 400 ul Zelllysis-Puffer (2.4.3) und die Bestimmung der
Proteinkonzentration mittels ,,BCA Protein Assay Kit*“ (Pierce Biotechnology, Rockford,
USA).

Zur Isolierung bzw. Prézipitation der biotinylierten Oberflachenproteine wurden ,,MyOne
Streptavidin C1*“-Dynabeads von Life Technologies (Darmstadt) verwendet. Die
Waschschritte erfolgten mit Hilfe des “Dynal MPC” (Dynal Magnetic Particle
Concentrator), alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. 40 pl Dynabeads

wurden zweimal mit 1x PBS/1% (v/v) Triton-X-100 gewaschen, fir 3 h mit
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100 pg biotinyliertem Zelllysat im Uber-Kopf-Schiittler inkubiert und anschlieBend 3x
6 min mit 1x PBS/1% (v/v) Triton-X-100 gewaschen. Abschlieend wurde einmal kurz mit
1x PBS gewaschen und der Uberstand sauber abgenommen. Die Dynabeads wurden in
45 pl 1x PBS aufgenommen, mit 15 pl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und der Ansatz fiir
15 min bei 95 °C hitzedenaturiert. Aliquots der so isolierten Oberflachenproteine und des
Hnput“-Zelllysates wurden durch SDS-PAGE (2.3.4) aufgetrennt und nach Western Blot
Verfahren immundetektiert (2.3.5 und 2.3.6). Durch Bildung des Quotienten
,»Oberflichensignal/ Input-Signal“ wurde der relative Oberflaichengehalt eines Proteins

bestimmt.

2.3.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch
denaturierende SDS-PAGE im ,,Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System‘ von Bio-
Rad (Miinchen). Es wurden 8%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele mit 40% (w/v)
Acrylamid-/Bisacrylamidlosung nach Sambrook et al. (1989) angefertigt. Die
Proteinlosungen wurden vor dem Auftragen auf das SDS-Gel mit 4x SDS-Probenpuffer
versetzt und 15 min bei 95 °C hitzedenaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von ca. 130 V pro Gel in 1x SDS-Laufpuffer. AnschlieBend wurden
die Proteine durch Western Blot auf eine PVDF-Membran transferiert (2.3.5). Als
GroBenmarker wurde der ,,Precision Plus Protein Dual Color Standards “ (Bio-Rad,

Miinchen) verwendet.

2.3.5 Waestern Blot

Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine (2.3.4) wurden unter Verwendung des ,,Mini
Trans-Blot Cell“-Systems (Bio-Rad, Miinchen) im Wet Blot-Verfahren auf eine PVDF-
Membran der Porengréfe 0.45 um (Hybond-P, Amersham, Freiburg) transferiert. Vor dem
Blot wurden sechs Whatman-Papiere und die Membran passgenau auf die Gelgrof3e
zugeschnitten und in Transferpuffer &4quilibriert. Die Membran wurde vor dem
Aquilibrieren kurz in Methanol aktiviert. Der Blot wurde ausgehend von der Kathodenseite
wie folgt aufgebaut: Schaumstoffpad (Bio-Rad, Miinchen), drei Lagen Whatman-Papier,
SDS-Gel, Membran, drei Lagen Whatman-Papier, Schaumstoffpad. Der Transfer erfolgte

bei einer konstanten Spannung von 100 V fiir 90 min.
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2.3.6 Immundetektion

Um auf einer PVDF-Membran immobilisierte Proteine durch spezifische Antikorper
nachzuweisen, wurde die Membran zunichst fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C in
Blockierungspuffer blockiert. Je nach verwendetem Primaréntikorper fand die Blockierung
dabei mit 5% Magermilchpulver oder 1% BSA (Bovines Serumalbumin) in 1x TBST statt.
Die Inkubation mit den Primér- und Sekundirantikérpern erfolgte unter leichtem Schiitteln
im gleichen Puffer, wobei der Primérantikorper in der Regel bei 4 °C iiber Nacht und der
HRP-gekoppelte Sekundérantikorper fiir 1 h bei RT inkubiert wurden. Die Membran wurde
nach jedem Inkubationsschritt 3x 15 min mit 1x TBST gewaschen. Die Detektion erfolgte
mit dem Chemolumineszenz-basierten ,, JImmobilonWestern HRP Substrat“-Kit (Millipore,
Schwalbach/Ts) nach Angaben des Herstellers. Zur Dokumentation wurden entweder
lichtsensitive Filme (Hyperfilm ECL, Amersham, Freiburg) oder das CCD-Kamera-basierte
System ,Intas ChemoCam® (Intas, Gottingen) verwendet. Die Auswertung der

Signalintensititen zur quantitativen Analyse erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben.

Sollten Proteine dhnlicher Grofle auf derselben Membran detektiert werden, wurde die
Membran nach der ersten Detektion gestrippt, um gebundene Antikorper zu entfernen, und
anschlielend erneut detektiert. Dazu wurde die Membran in H,O gewaschen und fiir 30 min
bei 50 °C in Stripping-Puffer unter gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Die gestrippte
Membran wurde in 1x TBST gewaschen, blockiert und erneut mit HRP-gekoppeltem
Sekundirantikorper inkubiert, um Restsignale des ersten Primédrantikorpers auszuschlieBen.
Erst dann erfolgte wie zuvor beschrieben die Inkubation und Detektion eines zweiten
Primérantikorpers. Die verwendeten Verdiinnungen der Primér- und Sekundérantikérper

sind in den Tabellen 1 und 2 aufgelistet.

2.3.7 Coomassiefirbungen von PVDF-Membranen

Proteine auf PVDF-Membranen wurden mit Coomassie-Blau angefdarbt, um einen
gleichmifBigen Proteintransfer beim Western Blot und ein Beladen der SDS-Gele mit
gleichen Proteinmengen zu iiberpriifen. Dazu wurde die Membran fiir 1h in Coomassie-
Féarbelosung bei RT geschiittelt und anschlieBend so lange in Coomassie-Entfarbelosung
unter Schiitteln inkubiert, bis der Hintergrund klar wurde (ca. 0.5—-1 h). Die Membran wurde

an der Luft getrocknet und zur Dokumentation eingescannt.
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2.4 Zellbiologische Methoden

Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank und unter Verwendung sterilisierter
GefdBe und Reagenzien durchgefiihrt. Alle Zellen wurden bei einer Temperatur von 37 °C
und einer CO,-Konzentration von 5% (v/v) in wasserdampfgesittigter Atmosphire

kultiviert.

2.4.1 Kultur von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen wurden in HEK293-Medium kultiviert und alle 2 bis 3 Tage je nach
Konfluenz im Verhiltnis 1:4 bis 1:8 passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit 1x PBS
gewaschen und durch 2-3-miniitige Inkubation mit 1 ml Trypsin-EDTA (0.05% Trypsin-
EDTA (1x), Life Technologies, Darmstadt) bei 37 °C von der Kulturschale und aus dem
Zellverband gelost. Die enzymatische Aktivitdt des Trypsins wurde durch Zugabe von
HEK293-Medium gestoppt, die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt und
anschlieffend in entsprechender Verdiinnung auf Kulturschalen mit vorgewarmtem Medium

verteilt.

2.4.2 Praparation und Kultur primérer hippokampaler Neurone

Zur Kultivierung hippokampaler Neurone wurden neugeborene (PO) Ratten oder Méuse
durch Dekapitation getotet und die Hippokampi in eiskaltem 1x PBS/10 mM Glukose
herausprépariert. Zur Vereinzelung der Zellen wurden die isolierten Hippokampi in 5 ml 1x
PBS/10 mM Glukose mit 10 ug/ml DNase I (Roche, Mannheim) und 0.5 mg/ml Papain
(Sigma, Taufkirchen) fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach Waschen in 10 ml DMEM/F-12
complete wurden die Zellen in 2 ml desselben Mediums mit abgeschmolzenen
Pasteurpipetten unterschiedlicher Grof3e vorsichtig trituriert. AnschlieBend wurde mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl ermittelt und mit DMEM/F-12-complete die
gewiinschte Zellzahl/ml eingestellt. Folgende Zellzahlen wurden ausgesit: 12 mm-
Glaspléttchen in 24-well-Zellkulturplatten: 110.000 Zellen/Glasplattchen; 35 mm-
Kulturschalen: 600.000 Zellen/Kulturschale; 4-well-Lab-Tek-I1I-Chambered-Coverglass-
Schalen (Timelapse-Schalen; Nunc, Langenselbold): 110.000 Zellen/Kammer. Die 35 mm-
Kulturschalen und Timelapse-Schalen waren zuvor mit 0.01 % (v/v) Ornithin (Sigma,
Taufkirchen) iiber Nacht bei 37 °C beschichtet und anschlieBend dreimal mit H,O

gewaschen worden. Die Beschichtung der 12 mm-Glaspléttchen erfolgte erst mit 1.5 pg/ml
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Poly-L-Lysin in PBS und anschliefend mit 20 pg/ml Laminin in Tris-gepufferter NaCl-
Losung (beides Sigma, Taufkirchen), wobei die Beschichtungen jeweils bei 4 °C iiber Nacht
erfolgten und 3x mit H,O gewaschen wurden. Die Kulturen wurden in
wasserdampfgesittigter Atmosphire bei 37 °C und 5% (v/v) CO; in einem Brutschrank
inkubiert. 5-6 h nach dem Ausplattieren wurde das Medium abgenommen und durch 1 ml
Neurobasalmedium ersetzt. Nach 3-5 weiteren Tagen in vitro (DIV3-5) wurde 1.5 uM f.c.
(B-D-Arabinofuranosyl)-Cytosin (AraC) (Sigma, Taufkirchen) zu den Kulturen gegeben,
um die Proliferation von Astrozyten zu stoppen. An DIV7 wurde ein Drittel des

Kulturmediums durch frisches Neurobasalmedium ersetzt.

2.4.3 Lysis kultivierter Zellen

In 10 cm-Schalen kultivierte HEK293-Zellen wurden in 1 ml Zelllysis-Puffer geerntet.
Kultivierte hippokampale Neurone, die auf 12-mm-Glasplittchen ausgesdt worden waren,
wurden in einem Volumen von 125 pl Zelllysis-Puffer geerntet. Es wurde jeweils das
Medium abgenommen, die Zellen vorsichtig mit eiskaltem 1x PBS gewaschen, Zelllysis-
Puffer auf die Zellen gegeben und diese mit einem Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht)
abgelost. Die Zellsuspension wurde in ein vorgekiihltes Reaktionsgefdl {iberfithrt und zur
Lyse der Zellmembran fiir 45 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir
5 min mit 1.000 x g bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte

mit dem ,,BCA Protein Assay Kit“ (Pierce Biotechnology, Rockford, USA).

2.4.4 Cycloheximid-chase-Experiment

Zur Bestimmung von Proteinhalbwertszeiten wurden auf 12 mm-Glasplittchen ausgesite,
hippokampale Mausneurone (2.4.2) im Alter von DIV16 nach unterschiedlich langer
Inkubation mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid wie unter 2.4.3 beschrieben
geerntet. Cycloheximid wurde dabei von Sigma (Taufkirchen) als fertige Losung bezogen
(100 mg/ml in DSMO) und in einer Endkonzentration von 70 uM zum konditionierten
Medium auf die Neuronen gegeben. Nach Lysis der Zellen und Bestimmung der
Proteinkonzentration mit dem ,,BCA Protein Assay Kit*“ (Pierce Biotechnology, Rockford,
USA) wurden gleiche Proteinmengen nach Western Blot durch Immundetektion analysiert

(2.3.5 und 2.3.6).
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2.4.5 Transfektion

HEK293-Zellen wurden mit Hilfe von Kalziumphosphat nach einer Standardmethode
transfiziert (Chen und Okayama, 1987). Die Zellen wurden wie beim Passagieren zunichst
vereinzelt (2.4.1) und in 10 cm-Kulturschalen ausgesit. Die Transfektion erfolgte dann bei
einer Konfluenz von ca. 30-50%. 10 pg Plasmid-DNA wurden mit 75 pl 1 M CaCl, versetzt
und mit H,O auf ein Volumen von 300 pl gebracht. AnschlieBend wurde die DNA-
Kalzium-Losung langsam zu 300 pl 2x HBS hinzupipettiert, wobei die 2x HBS-Losung
vorsichtig gevortext wurde. Nach 15 min Inkubation bei RT wurde der Transfektionsmix
zum Medium tiiber den Zellen hinzugetropft und die Zellen bis zum Ernten (2.4.3) bei 37 °C
und 5% (v/v) CO; kultiviert. Die Expressionsdauer betrug in der Regel 24 h. Bei
Doppeltransfektionen wurden 5 pg Plasmid-DNA je Konstrukt eingesetzt.

Die Transfektion neuronaler Priméarkulturen (2.4.2) erfolgte nach einem leicht modifizierten
Protokoll zwischen DIV9 und DIV11. Fiir die Transfektion von Zellen auf einem 12 mm-
Glaspléttchen wurden 2 pg Plasmid-DNA mit 6.25 pul 1 M CaCl, versetzt und mit H,O auf
ein Volumen von 25 pl gebracht. AnschlieBend wurde die DNA-Kalzium-Losung langsam
zu 25 pl 2x HBS hinzupipettiert, wobei die 2x HBS-Losung vorsichtig gevortext wurde.
Nach 15 min Inkubation des Transfektionsmixes bei RT wurde das konditionierte Medium
auf den Zellen bis auf eine Menge von ca. 300 pul abgenommen und separat aufbewahrt (ca.
600 pl). Der Transfektionsmix wurde nun vorsichtig zu den Zellen getropft und die Kultur
fir 1 h bei 37 °C und 5% (v/v) CO;, inkubiert. Dann wurde das Transfektionsmedium
abgenommen, die Zellen 2x kurz mit vorgewdrmten HEPES-Puffer gewaschen, das zuvor
separierte Medium zuriick auf die Zellen gegeben und mit frischem Neurobasalmedium auf
1 ml aufgefiillt. Bei Doppeltransfektionen mit EGFP-Leervektor wurden 1.5 pug
rekombinante Plasmid-DNA und 0.5 pg des Leervektors eingesetzt. Die Expressionsdauer
betrug je nach Konstrukt 15 h bis 4 d. AbschlieBend wurden die transfizierten Zellen durch
Timelapse-Videomikroskopie (2.4.7) oder mittels Immunzytochemie (2.4.6) analysiert.

2.4.6 Immunzytochemie
Auf 12 mm-Glaspléttchen kultivierte hippokampale Neurone wurden vorsichtig mit 1x PBS
gewaschen. Anschlieend erfolgte die Fixierung der Zellen durch 12-miniitige Inkubation

mit Paraformaldehydlosung bei RT. Die fixierten Neurone wurden 3x mit 1x PBS
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gewaschen und zur Permeabilisierung der Zellmembran fiir 4 min mit 1x PBS/0,25% (v/v)
Triton-X-100 inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit 1x PBS wurden die Zellen zur
Minimierung unspezifischer Bindungen fiir 1 h in Blockierungspufter (1% (w/v) BSA in 1x
PBS) bei RT blockiert. Die Zellen wurden dann bei 4 °C {iber Nacht — oder alternativ fiir
2 h bei RT - mit entsprechend verdiinntem Primérantikorper (sieche Tabelle 1) in
Blockierungspuffer inkubiert, wobei transfizierte Zellen, die fluoreszierende Proteine
exprimierten, im Dunkeln inkubiert wurden, um ein Ausbleichen zu verhindern. Die Zellen
wurden 4x 4 min in 1x PBS gewaschen und fir 1 h mit fluoreszenzmarkiertem
Sekundarantikorper (siehe Tabelle 2) bei RT in Blockierungspuffer im Dunkeln inkubiert.
Nach 4 Waschschritten in 1x PBS wurden die Glaspliattchen mit AquaPoly/Mount
(Polysciences, Eppelheim) auf Objekttrigern fixiert, und diese iiber Nacht bei RT im
Dunkeln getrocknet. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei 4 °C unter Lichtausschluss.
Die Immunfluoreszenzfiarbungen wurden durch konfokale Laser-scanning Mikroskopie mit
dem Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 (Olympus, Hamburg) und der Software
Olympus Fluoview (Version 2.1b) dokumentiert und die Fluoreszenzintensititen wie unter

2.5.2 beschrieben ausgewertet.

Zur sequenziellen Immunfiarbung mit zwei Primérantikérpern aus der selben Wirtspezies
(anti-KIF21B- und anti-TRIM3-Antikorper aus ,,Kaninchen®) wurden die Zellen wie zuvor
beschrieben fixiert und permeabilisiert, die Blockierung und Inkubation der Erst- und
Zweitantikorper erfolgte aber in Eselserum-haltigem Blockierungspuffer (2.5% (v/v)
Eselserum in 1x PBS). Nach Fixierung und Blockierung der Zellen wurde mit dem ersten
Primérantikérper (anti-KIF21B) inkubiert, dann erfolgte die Inkubation mit dem ersten,
Cy3-markierten Sekunddrantikorper gegen ,,Kaninchen®. Hierbei ist entscheidend, dass ein
monovalenter Sekundirantikdrper verwendet wurde, da bei Verwendung eines bivalenten
Sekundirantikorpers der zweite Primarantikérper aus ,,Kaninchen* an offene Bindestellen
des ersten Sekunddrantikérpers binden kann. Zudem wurde der erste Sekunddrantikorper in
hoher Konzentration (1:125 anstatt 1:500) eingesetzt, um mdglichst alle Bindestellen des
anti-KIF21B-Antikorpers abzusittigen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem zweiten
Primédrantikdrper (anti-TRIM3) und abschliefend die Inkubation mit dem zweiten, Cy5-
markierten Sekundirantikdrper gegen ,Kaninchen®. In parallel durchgefiihrten
Kontrollfarbungen wurde anstatt des ersten oder zweiten Primédrantikorpers jeweils nur mit

Blockierungspuffer inkubiert. So konnte durch Analyse von Cy-Signalen in den
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Leerinkubationen abgeschétzt werden, ob der erste Sekunddrantikérper auch mit dem
zweiten Primédrantikorper reagiert (verbleibendes Cy3-Signal ohne anti-KIF21B-Inkubation)
oder ob der zweite Sekundirantikorper mit dem ersten Primédrantikorper reagiert

(verbleibendes Cy5-Signal ohne anti-TRIM3-Inkubation).

2.4.7 Timelapse-Videomikroskopie

Fiir die Timelapse-Videomikroskopie wurden hippokampale Mausneurone verwendet, die
in 4-well-Lab-Tek-11-Chambered-Coverglass-Schalen ausgesdt worden waren (2.4.2). Die
Zellen wurden im Alter von DIV8-10 transfiziert (2.4.5) und nach 15-24 h Expression
mikroskopiert. Zum Erstellen von Timelapse-Aufnahmen wurde das konditionierte Medium
durch vorgewdrmten HEPES-Puffer ersetzt, die Analyse der Zellen erfolgte dann am
inversen Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Zeiss, Jena) bei einer konstanten
Temperatur von 37 °C in einer Inkubationskammer (Harnischmacher-Labortechnik,
Kassel). Mit Hilfe der Software MetaVue 6.2r6 (Molecular Devices, Miinchen) wurden
Aufnahmen iiber einen Zeitraum von 5 min mit einem Intervall von 3-5 sec gemacht und
erfasst. Die Auswertung dieser Timelapse-Aufnahmen erfolgte dann semi-manuell mit der

Software Metamorph Version 6.3r7 (Molecular Devices, Miinchen) (2.5.3).

2.4.8 Elektronenmikroskopie

Die postembedding Immunogold-Markierungen und die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen dieser Markierungen wurden von der Servicegruppe Morphologie des ZMNH
unter Leitung von Dr. Michaela Schweizer durchgefiihrt und erfolgten nach einem Protokoll
von Slot und Geuze (2007). Adulte Méuse wurden andsthesiert und durch transkardiale
Perfusion mit 4% (w/v) Paraformaldehyd und 0.1% (w/v) Glutaraldehyd in 0.1 M Phosphat-
Puffer fixiert. 1| mm® groBe hippokampale Gewebestiicke der fixierten Gehirne wurden
durch 15-miniitige Inkubation bei 37 °C in 12% Gelatine in 1x PBS eingebettet und danach
iiber Nacht durch Immersion mit 2.3 M Sucrose in 1x PBS gefriergeschiitzt. So
vorbehandelte hippokampale Gewebestiicke wurden auf Prédparatetriger gelegt und mit
fliissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend wurden Ultradiinnschnitte (80 nm) bei
-120 °C an einem Ultramikrotom (Reichert, Seelfeld) angefertigt und diese auf Pioloform-
befilmte Kupfernetze gezogen. Vor der eigentlichen Immunogold-Markierung wurde die

Gelatine durch 20-miniitiges Erwdrmen auf 1x PBS bei 40 °C im Brutschrank ausgeldst und
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die Schnitte daraufhin zuerst mit 0.05 M Glyzin in 1x PBS und danach mit
Blockierungslosung von AURION (Wageningen, Niederlande) blockiert. Alle
nachfolgenden Waschschritte und Antikorperinkubationen erfolgten in 0.1% (v/v)
AURION-BSA-c in 1x PBS. Nach der Blockierung wurden die Schnitte fiir 5x 2 min
gewaschen und dann 1 h bei RT mit dem Primirantikdrper inkubiert. Nach intensivem
Waschen (6x 5 min), Inkubation mit dem Sekundirantikérper fiir 45 min bei RT und
abermaligem Waschen erfolgte die Applikation von 10 nm groem Protein A-Gold
(G. Posthuma, Universitdt Utrecht, Niederlande) fiir 45 min bei RT in der Kon-
zentrationsangabe des Herstellers. Nach Waschen in 1x PBS und einer 5-miniitigen
Fixierung in 1% Glutaraldehyd in 1x PBS wurden die markierten Schnitte mit H,O
gewaschen und in einer wissrigen Losung mit 1.8% (w/v) Methylcellulose und 0.4% (w/v)
Uranylacetat fiir 2 min auf Eis kontrastiert. Die Schnitte wurden mit einer Schlingdse
aufgenommen, durch Ziehen iiber Filterpapier getrocknet und mit dem Transmissions-
Elektronenmikroskop Zeiss EM 902 (Zeiss, Jena) analysiert. Die Aufnahme der Bilder
erfolgte iiber eine digitale Kamera (2K CCD von A. Trondle) und der ITEM Software
(Olympus, Hamburg).

2.5 Quantitative Analyse und Statistik

2.5.1 Auswertung von Western Blot-Signalintensititen

Fiir die quantitative Auswertung von Signalintensititen aus Immundetektionen (2.3.6)
wurden die exponierten Filme mit Hilfe eines Scanners mit Durchlichtaufsatz in Graustufen
in einer Auflosung von 300 dpi digitalisiert und unter Verwendung der Software Image]
Version 1.42q (National Institutes of Health, Bethesda, USA) analysiert. Wurden die
Immundetektionen mit dem Intas ChemoCam-System (Intas, Gottingen) dokumentiert,
konnten die hierbei generierten TIFF-Dateien mit der gleichen ImageJ-Software
ausgewertet werden. Alle relativen Signalintensititen wurden anhand der Signalintensititen
einer entsprechenden Kontrolldetektion normalisiert. Die Verarbeitung der in Image]
gewonnenen Rohdaten und die statistische Analyse durch Berechnung des Mittelwertes, der
Standardabweichung, des Standardfehlers des Mittelwertes und der p-Werte nach dem
Student’s t-Test erfolgte unter Verwendung des Programms Excel (Microsoft, Miinchen).
Hierbei wurde ein zweiseitiger und je nach Versuchsanordnung gepaarter oder ungepaarter

t-Test mit folgenden Irrtumswahrscheinlichkeiten gewéhlt: p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%),
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p <0,001 (***). Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte+Standardfehler des Mittelwertes
(£#SEM) von der Anzahl n unabhédngiger Experimente. Die Fehlerbalken reprdsentieren

dementsprechend den SEM.

2.5.2 Auswertung von Signalintensititen aus Immunfarbungen

Immunfiarbungen hippokampaler Neurone (2.4.6) wurden am konfokalen Laser-scanning
Mikroskop Olympus Fluoview FV1000 (Olympus, Hamburg) in einem sequenziellen
Mehrkanal-Aufnahme-Modus dokumentiert. Innerhalb eines Experiments wurden dabei fiir
alle Zellen die gleichen Bildverstirker-Einstellungen verwendet. Die Aufnahmen wurden
im TIFF-Format gespeichert und mit Hilfe der Software MetaMorph Version 6.317
(Molecular Devices, Miinchen) analysiert. Zur Messung der Fluoreszenzintensititen wurden
die Mehrkanal-TIFF-Bilder mit Hilfe der Funktion ,,Color Separate in den roten, griinen
und blauen Kanal unterteilt. AnschlieBend wurde ein Bildabgleich mit der Funktion
»Threshold Image* ausgefiihrt. Auch hier wurden fiir alle Bilder eines Experimentes die
Einstellungen beibehalten. Mit der Funktion ,,7race Region* wurde die somatische Region
exklusive Nukleus markiert und anhand der Funktion ,,.Show Region Statistics* die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt (totaler Grauwert/Fliche) im markierten Bereich fiir
den jeweiligen Kanal ermittelt. Die Verarbeitung der Rohdaten und die statistische Analyse

erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben.

2.5.3 Auswertungen von Timelapse-Aufnahmen

Die quantitative Analyse der Timelapse-Aufnahmen (2.4.7) erfolgte ebenfalls mit der
Software Metamorph Version 6.3r7 (Molecular Devices, Miinchen) und wurde blind
durchgefiihrt, d.h. die Benennung der Aufnahmen von Wildtyp- und Knockout-Zellen war
so kodiert, dass die Aufnahmen wéhrend der Auswertung keinem Genotyp zugeordnet
werden konnten. Die Lingenmessung der ausgewerteten neuritischen Bereiche erfolgte mit
Hilfe der Funktion ,,Multi-Line*. Die Menge mobiler und immobiler Partikel wurde manuell
ausgezdhlt. Die detaillierte Analyse mobiler Partikel erfolgte iiber die Funktion ,,7rack
Points*, bei der die Position eines Partikels iiber die Zeit manuell verfolgt wird und dann
verschiedene Parameter wie maximale oder durchschnittliche Geschwindigkeiten durch die
Software berechnet werden. Die Verarbeitung der gewonnenen Rohdaten und die

statistische Auswertung erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben.
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3 Ergebnisse

TRIM3 (Tripartite Motif Containing 3) ist ein hauptséchlich neuronal exprimiertes Protein,
das sowohl funktionelle Ubiquitin-E3-Ligase-Aktivitét besitzt (Hung et al., 2010) als auch an
Myosin- und Kinesin-abhdngigen Transportprozessen beteiligt ist (El-Husseini und Vincent,
1999; Yan et al., 2005; Kanai et al., 2004). Ausgangspunkt dieser Arbeit war eine neu
identifizierte Interaktion von TRIM3 mit dem Mikrotubuli-assoziierten, anterograden
Kinesin-Motorprotein KIF21B (Marszalek et al., 1999). TRIM3 wurde bislang lediglich als
Bestandteil von Kinesin-transportierten RNA Granules beschrieben (Kanai et al., 2004).
Seine funktionelle Bedeutung in diesem Kontext oder im Kinesin-abhingigen Transport
generell ist jedoch noch ungeklirt. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Funktion von TRIM3

in Kinesin-vermittelten Transportprozessen genauer zu untersuchen.

3.1 Interaktion von TRIM3 und KIF21B

3.1.1 Koimmunprizipitation von TRIM3 mit KIF21B aus Rattenhirnextrakten

Im Rahmen eines Projektes zur Untersuchung des vorwiegend dendritisch lokalisierten
Motorproteins KIF21B (Marszalek et al., 1999) wurden Versuche durchgefiihrt, die auf eine
mogliche Interaktion zwischen KIF21B und der Ubiquitin-E3-Ligase TRIM3 hindeuteten.
Um diese Interaktion zu verifizieren, wurden zundchst Koimmunprézipitationen
durchgefiihrt. Hierzu wurde KIF21B aus einer mit kleinen Vesikeln und groB3en
Proteinkomplexen angereicherten P4-Fraktion, die durch differenzielle Zentrifugation von

Hirnlysaten 10 Tage alter Ratten (P10) gewonnen wurde, immunpréizipitiert (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Koimmunprizipitation von TRIM3 mit KIF21B aus Rattenhirnextrakten. Western
Blot Analyse einer Immunprézipitation (IP) von KIF21B aus der P4-Fraktion von Hirnextrakten aus
P10-Ratten. TRIM3 koprazipitiert mit KIF21B. Als Kontrolle dienten unspezifische Immunglobuline
(IgG). Die Immundetektion erfolgte mit KIF21B- und TRIM3-spezifischen Antikérpern. Input P4: mit
kleinen Vesikeln und groflen Proteinkomplexen angereicherte Fraktion.
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In der Koimmunprézipitation mit spezifischen Antikorpern gegen KIF21B konnte neben
KIF21B auch TRIM3 detektiert werden, wihrend in der Kontrollprazipitation mit
unspezifischen Immunglobulinen keines der beiden Proteine detektiert werden konnte. Eine
Immunprézipitation in umgekehrter Richtung zur Bestitigung der Ergebnisse (Prazipitation
von TRIM3 und anschlieBende Detektion von KIF21B) konnte nicht durchgefiihrt werden, da
mehrere getestete TRIM3-Antikorper auch in Hirnlysaten aus TRIM3-depletierten Méusen
noch Proteine koprézipitierten, was auf eine Unspezifitit dieser Antikorper hindeutet (Daten
nicht gezeigt). Homozygote (-/-) Trim3-Knockout-Méuse zur Gewinnung TRIM3-depletierter
Hirnlysate stammten urspriinglich aus dem Labor von Dr. Ronald van Kesteren (Freie
Universitit Amsterdam, Niederlande; siche auch Kapitel 2.1.4) und wurden als Zuchtlinie im

Tierstall des ZMNH gehalten.

3.1.2 Koimmunprizipitation von heterolog exprimierten KIF21B- und TRIM3-
Fusionsproteinen
Zur weiteren Bestitigung der Interaktion von TRIM3 mit KIF21B wurden
Koimmunprézipitationsversuche mit heterolog exprimierten KIF21B- und TRIM3-
Fusionsproteinen durchgefiihrt. Proteine der TRIM-Familie verfiigen N-terminal {iber eine
sogenannte ,,RING-B-Box-Coiled-coil“(RBCC)-Doméne, iiber die sie Homodimere und
Heterodimere mit anderen TRIM-Proteinen bilden kénnen (Reymond et al., 2001; El-
Husseini und Vincent, 1999). Fiir die folgenden Versuche wurde die TRIM3-
Deletionsmutante ,,TRIM3-ARBCC* generiert, bei der die RBCC-Domine fehlt, so dass
keine Homo- oder Heterodimerisierung mehr stattfinden kann (Abb. 3.2A). So sollte
vermieden werden, dass in HEK293-Zellen heterolog exprimiertes TRIM3 mit HEK293-
spezifischen TRIM-Proteinen interagiert und erst hierdurch eine Interaktion mit KIF21B
zustande kommt. Zudem konnen durch Verwendung dieser Deletionsmutante auch

Riickschliisse auf die mogliche Bindestelle zwischen KIF21B und TRIM3 gezogen werden.

Zunichst wurde die Funktionalitidt der Deletionsmutante liberpriift, indem zum einen EGFP-
markiertes Gesamtldnge-TRIM3 (AS 1-744) mit myc-markiertem Gesamtlinge-TRIM3 in
HEK293-Zellen koexprimiert wurde. Zum anderen wurde EGFP-markiertes TRIM3-ARBCC
(AS 283-744) mit myc-markiertem Gesamtlinge-TRIM3 koexprimiert. Anschlieend erfolgte

die Immunpréazipitation mit GFP-spezifischen Antikérpern und eine Western Blot Analyse,
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um zu untersuchen, ob die myc-markierten Proteine mit den EGFP-markierten
koprézipitieren. Hierbei zeigte sich, dass myc-TRIM3 wie erwartet mit TRIM3-EGFP
koprézipitiert (Abb. 3.2B). Bei der Prézipitation von TRIM3-ARBCC-EGFP hingegen konnte
kein bzw. nur ein sehr schwaches Signal fiir myc-TRIM3 detektiert werden (Abb. 3.2C). Da
diese Ergebnisse darauf hindeuteten, dass die TRIM3-Deletionsmutante tatsdchlich nicht
mehr in der Lage ist zu dimerisieren, konnte der eigentliche Prézipitationsversuch unter

Verwendung dieses Konstruktes durchgefiihrt werden.
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Abb. 3.2 Verlust der TRIM3-Homodimerisierung durch Deletion der RBCC-Domine.
(A) Schematische Darstellung der verwendeten N-terminal myc- oder C-terminal EGFP-markierten
TRIM3-Konstrukte. TRIM3-Gesamtlange-Konstrukt: AS 1-744; TRIM3-ARBCC-Deletionskonstrukt:
AS 283-744. (B+C) Western Blot Analyse von Koimmunprézipitationen (IP) aus HEK293-Zelllysaten
nach Koexpression von TRIM3-Fusionsproteinen. (B) Myc-fusioniertes Gesamtlange-TRIM3
koprazipitiert mit EGFP-fusioniertem Gesamtlinge-TRIM3. (C) Myc-fusioniertes Gesamtliange-
TRIM3 koprézipitiert nicht mit der EGFP-fusionierten TRIM3-ARBCC-Deletionsmutante. Die
Detektion erfolgte jeweils mit myc- und GFP-spezifischen Antikorpern. Input: HEK293-Lysat.

Hierzu wurde die myc-fusionierte TRIM3-ARBCC-Mutante zusammen mit EGFP-
fusioniertem KIF21B in HEK293-Zellen koexprimiert und erneut eine Immunprazipitation
mit myc-spezifischen Antikérpern und anschlieBender Western Blot Analyse durchgefiihrt.
Als Kontrolle diente ein HEK293-Zelllysat, in dem EGFP-KIF21B zusammen mit

unfusionierter myc-Markierung exprimiert wurde. Die Western Blot Analyse zeigte, dass
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EGFP-KIF21B mit myc-TRIM3-ARBCC koprézipitiert, wiahrend in der Kontrolle kein Signal
fir EGFP-KIF21B detektiert werden konnte (Abb. 3.3). Dies bestitigt die in der
Immunprézipitation aus Rattenhirnextrakt gefundene Interaktion (sieche Kapitel 3.1.1) und
deutet zudem darauf hin, dass die RBCC-Doméne von TRIM3 fiir die Interaktion der beiden
Bindepartner in HEK293-Zellen nicht essentiell ist.

kDa Input myc-IP
A B A B
7> — m myc-TRIM3-ARBCC
200 —| wm w— || == |EGFP-KIF21B

EGFP-KIF21B  + +
myc-TRIM3-ARBCC - +

myc unfusioniert + -

Abb. 3.3 Koimmunprizipitation von KIF21B mit TRIM3-ARBCC nach Koexpression in
HEK?293-Zellen. EGFP-fusioniertes KIF21B wurde entweder mit unfusionierter myc-Markierung
(Input A) oder mit myc-fusioniertem TRIM3-ARBCC (Input B) in HEK293-Zellen exprimiert.
Anschlieend erfolgte die Immunprézipitation (IP) mit myc-spezifischen Antikdrpern und eine
Western Blot Analyse. EGFP-KIF21B kopréazipitiert mit myc-TRIM3-ARBCC (myc-IP B), jedoch
nicht mit unfusionierter myc-Markierung (myc-IP A). Die Detektion erfolgte jeweils mit myc- und
GFP-spezifischen Antikorpern.

3.1.3 Interaktion von TRIM3 mit KIF21B im Hefe-2-Hybrid-System

Nach Bestétigung der Interaktion zwischen KIF21B und TRIM3 durch heterologe Expression
in HEK293-Zellen (Kapitel 3.1.2) sollte mit Hilfe des Hefe-2-Hybrid-Systems die Frage
geklart werden, ob die Bindepartner direkt oder indirekt miteinander interagieren. Hierzu
wurden zunédchst verschiedene KIF21B-Koder- und TRIM3-Beute-Konstrukte in die
entsprechenden Vektoren des LexA-basierten Hefe-2-Hybrid-Systems DupLEX-A von
Origene (Rockville, USA) kloniert (Abb. 3.4, siche auch Kapitel 2.2.16). Da KIF21B mit
1624 Aminosduren ein Molekulargewicht von ca. 180 Kilodalton besitzt und gro3e Proteine
in Hefezellen oftmals nicht kerngéngig sind (personliche Information von Y. Pechmann, Inst.
fiir Molekulare Neurogenetik, ZMNH, Hamburg), wurde die KIF21B-Sequenz iiber drei

kleinere, putativ kerngingige Konstrukte verteilt. Die Teilung der Gesamtsequenz erfolgte
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dabei entsprechend der KIF21B-Sekundérstruktur in Motor-, Stalk- und Tail-Domine
(Abb. 3.4A). Das Beute-Protein TRIM3 wurde aufgrund seiner geringeren Grofle
(744 Aminoséduren, 75 Kilodalton) in gesamter Linge kloniert. Zusétzlich wurden jedoch

auch zwei TRIM3-Teilkonstrukte kloniert (TRIM3-RBCC-Domine und TRIM3-ARBCC),

um ein weiteres Eingrenzen einer putativen Bindestelle zu ermdglichen (Abb. 3.4B).

KIF21B Koder-Konstrukte TRIM3 Beute-Konstrukte
Motor
-Domane Stalk-Domaéne Tail-Doméane RBCC-Domdine ARBCC
|~—] —— NI e — o
1 400 1100 1624 1 290 744
Konstrukt kodierende Konstrukt kodierende
pGilda AS-Sequenz pJG4-5 AS-Sequenz
KIF21B-Motordoméne 1-400 TRIM3 1-744
KIF21B-Stalk-Doméne 401-1100 TRIM3-RBCC-Domane 1-290
KIF21B-Tail-Domane 1101-1624 TRIM3-ARBCC 291-744
Abb. 3.4: Im Hefe-2-Hybrid-System verwendete KIF21B- und TRIM3-Konstrukte.

(A) Schematische Darstellung der drei in den pGilda-Vektor klonierten KIF21B-Koéder-Konstrukte.
(B) Schematische Darstellung der drei in den pJG4-5-Vektor klonierten TRIM3-Beute-Konstrukte.

Durch Hefetransformationen mit verschieden kombinierten Konstrukten wurde dann im
B-Galaktosidase-Test die Interaktion der einzelnen Kdder- und Beutekonstrukte untersucht.
Bei diesem Test kann die Interaktion durch die p-Galaktosidase-vermittelte Umsetzung von
X-Gal zu einem blauen Farbstoff optisch nachgewiesen werden (siehe 2.2.16.2 fiir eine
detaillierte Methodenbeschreibung). Die Koexpression der KIF21B-Stalk-Domédne mit
TRIM3 (Gesamtldange) resultierte in eine deutliche Blaufdarbung der Hefenzellen, die auf eine
direkte Interaktion dieser beiden Proteine hinweist (Abb. 3.5). Die KIF21B-Motordomine
und KIF21B-Tail-Doméne zeigten hingegen keine Blaufirbung bei Koexpression mit
TRIM3. Die direkte Interaktion des Koders mit TRIM3 scheint also nur iiber die KIF21B-
Stalk-Doméne vermittelt zu werden. Auch fiir das Beutekonstrukt konnte die direkte
Bindestelle fiir KIF21B eingegrenzt werden: Wihrend bei Koexpression des TRIM3-
ARBCC-Konstrukts mit allen drei KIF21B-Konstrukten keine Blaufirbung beobachtet
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werden konnte, zeigte die Koexpression der TRIM3-RBCC-Doméne mit der KIF21B-Stalk-
Doméne eine schwache, aber deutliche Blaufarbung. Die RBCC-Doméne interagierte jedoch
weder mit der KIF21B-Motor- noch mit der KIF21B-7ail-Doméne. So kann aus diesem
Experiment geschlossen werden, dass KIF21B und TRIM3 direkt miteinander interagieren
und diese Interaktion zwischen der TRIM3-RBCC-Doméne und der KIF21B-Sta/k-Doméine
stattfindet. Die auf den ersten Blick widerspriichlichen Ergebnisse der zuvor in HEK293-
Lysaten identifizierten Bindung {iber den TRIM3-C-Terminus und der hier identifizierten
Bindung iiber den TRIM3-N-Terminus werden in Kapitel 4.1 eingehender diskutiert.

Koder KIF21B- KIF21B- KIF21B-
Beute Motordoméane stalk-Domane tail-Domane
TRIM3 \ %)

RBCC-Domane

TRIM3-ARBCC

Positivkontrolle &

Negativkontrolle

Abb. 3.5: Direkte Interaktion von KIF21B und TRIM3 im Hefe-2-Hybrid-System. Im
-Galaktosidase-Test wurde eine direkte Protein-Protein-Interaktion verschieden kombinierter
KIF21B-Koder- und TRIM3-Beute-Konstrukte untersucht. Die Blaufarbung zeigt, dass nur die
KIF21B-Stalk-Doméne direkt mit TRIM3 interagiert und dass diese Interaktion {iber die N-terminale
RBCC-Doméne von TRIM3 und nicht iiber den C-Terminus (TRIM3-ARBCC) erfolgt. Als
Negativkontrolle diente unfusionierter Beute-Vektor (pJG4-5), als Positivkontrolle die direkte
Interaktion zwischen der GABA-Rezeptoruntereinheit ol und Muskelin (Heisler ef al., 2011).

3.1.4 Kolokalisation von KIF21B und TRIM3 in kultivierten Neuronen

In den zuvor beschriebenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass KIF21B und TRIM3
sowohl endogen als auch heterolog exprimiert miteinander interagieren und dass es sich
hierbei um eine direkte Interaktion handelt (Kapitel 3.1.1 bis 3.1.3). Nachfolgend wurden
Immunfirbungen von kultivierten hippokampalen Neuronen durchgefiihrt, um diese
Interaktion auch intrazelluldr zu bestdtigen. Da in Vorversuchen manche anti-KIF21B- und
anti-TRIM3-Antikorper unspezifische Bindung zeigten, wurde zundchst die Spezifitit der

verwendeten Antikorper nachgewiesen, um falsch-positive Resultate auszuschlieBBen.
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Die Spezifititskontrolle des anti-KIF21B-Antikorpers erfolgte durch shRNA-vermittelte
Reduktion der KIF21B-Expression. Hierzu wurden zunichst gegen die KIF21B-mRNA
gerichtete hairpin-Oligonukleotide entworfen und diese dann in den pSUPER.neo+GFP-
Vektor der Firma Oligoengine (Seattle, USA) kloniert. Dieser Vektor exprimiert zusétzlich
zur inserierten ShRNA unter einem zweiten Promotor EGFP, so dass transfizierte, die shRNA
exprimierende Zellen durch das EGFP-Signal identifiziert werden koénnen (zur detaillierten

Methodenbeschreibung siehe Kapitel 2.2.3).
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Abb. 3.6: Spezifititskontrolle des anti-KIF21B-Antikorpers. Kaultivierte hippokampale
Mausneurone wurden im Alter von DIV 14 nach 4 Tagen Expression von Kontroll (scrambled) - oder
KIF21B-spezifischer shRNA gegen endogenes KIF21B (rot) immungefarbt. Zur Identifizierung
transfizierter Zellen kodiert der shRNA-Expressions-Vektor zusitzlich EGFP (griin). (A) Die
Expression von KIF21B-shRNA fiihrte im Vergleich zur scrambled-Kontrolle zur deutlichen
Reduktion der KIF21B-Fluoreszenzintensitit. Grofenbalken: 10 um. (B) Quantitative Analyse von
jeweils 7-9 transfizierten Zellen aus n=3 Experimenten. Die KIF21B-Signalintensitdt wurde durch
Expression der KIF21B-shRNA um 52+4.9% reduziert. ** = p <0,01. Die Daten sind Mittelwerte.
Fehlerbalken= SEM.

Kultivierte hippokampale Mausneurone wurden nach 10 Tagen in Zellkultur (DIV10/10 days
in vitro) mit dem KIF21B-shRNA-Expressionsvektor transfiziert. Zur Kontrolle wurden
parallel Zellen mit einen Vektor transfiziert, der fiir eine unspezifische shRNA kodiert
(scrambled-shRNA, siehe auch Kapitel 2.2.3). Nach 4 Tagen Expression wurden die Zellen
fixiert und gegen endogenes KIF21B immungefarbt. Hierbei zeigte sich bei Expression der
KIF21B-shRNA eine deutliche Minimierung des KIF21B-Signals im Vergleich zu Zellen, die
scrambled-shRNA exprimierten (Abb. 3.6A). Zur quantitativen Analyse wurde die KIF21B-
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Signalintensitdt des Somas von jeweils > 7 Zellen aus drei unabhéngigen Experimenten mit
Hilfe der Software Metamorph (Molecular Devices, Miinchen) gemessen (insgesamt
ausgewertete Zellen: scrambled-shRNA=23, KIF21B-shRNA=21). Es ergab sich im
KIF21B-shRNA-Knockdown eine statistisch signifikante Reduktion der Fluoreszenzintensitat
von 52+4.9%, wobei die Kontrolle jeweils auf 100% gesetzt wurde (Abb. 3.6B). Dies zeigt
sowohl die Funktionalitidt des verwendeten hairpin-Oligonukleotides als auch die Spezifitat
des anti-KIF21B-Antikorpers. Ein unspezifischer Antikérper hitte aufgrund falsch-positiver
Signale eine weniger starke Signalreduktion ergeben, was aber auch bei nicht

funktionierender shRNA hitte beobachtet werden miissen.

Wie in Kapitel 3.1 bereits erwdhnt standen flir diese Arbeit Trim3-Knockout-Miause zur
Verfiigung. Zur Kontrolle des anti-TRIM3-Antikérpers wurden daher kultivierte
hippokampale Neurone von wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Trim3-Knockout-
Maiusen im Alter von DIV12 fixiert und gegen TRIM3 (rot) und den synaptischen Marker
SV2 (griin) immungeféarbt (Abb. 3.7). In den homozygoten (-/-) Knockout-Zellen war im
Vergleich zu den wildtypischen (+/+) kein TRIM3-Signal zu detektieren. Die Kontroll-
farbung gegen SV2 hingegen war bei beiden Genotypen identisch, was auf eine spezifische
Reduktion des TRIM3-Signals in homozygoten (-/-) Trim3-Knockout-Neuronen schlie3en

l4sst.

Abb. 3.7: Spezifititskontrolle des anti-TRIM3-Antikorpers. Kultivierte hippokampale Neurone
von wildtypischen (+/+) und homozygoten (-/-) Trim3-Knockout-Mausen wurden im Alter von DIV12
gegen endogenes TRIM3 (rot) und SV2 (griin) immungefdrbt. In den homozygoten (-/-) Knockout-
Zellen kann nur ein sehr schwaches Hintergrund-Signal fiir TRIM3 detektiert werden, wéhrend die
SV2-Fluoreszenzintensitit in homozygoten (-/-) und wildtypischen (+/4+) Knockout-Zellen
vergleichbar ist. Grofenbalken: 50 pm.
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Da sowohl der anti-KIF21B- als auch der anti-TRIM3-Antikérper Spezifitit aufwiesen (siche
Abb. 3.6 und 3.7), wurde nun eine Koimmunfirbung mit diesen beiden Antikérpern in
kultivierten hippokampalen Neuronen durchgefiihrt, um die Interaktion der beiden Proteine
auch auf zelluldrer Ebene nachzuweisen. Da beide Antikorper aus dem Wirt ,,Kaninchen
stammten und alternative Antikdrper aus anderen Wirten aufgrund von Unspezifitit nicht
benutzt werden konnten (Daten nicht gezeigt), wurden parallel zur eigentlichen KIF21B-
TRIM3-Koimmunfarbung Kontrollfarbungen durchgefiihrt, um Falschpositive-Signale durch
Kreuzreaktion auszuschliefen. Die Methodik der sequenziellen Koimmunfiarbung und der
Kontrollfarbungen ist in Kapitel 2.4.6 detailliert beschrieben.

In den Kontrollfarbungen zeigte sich, dass bei Fehlen des ersten Primérantikérpers (anti-
KIF21B) kein Cy3-Signal detektiert werden konnte, der zweite Primirantikorper (anti-
TRIM3) also nicht an den Sekundirantikdrper der ersten Féarbung band (Abb. 3.8A1).
Hingegen konnte bei Fehlen des zweiten Primérantikorpers (anti-TRIM3) noch ein Cy5-
Signal detektiert werden, was darauf hindeutet, dass nicht alle Bindestellen des ersten
Primérantikorpers (anti-KIF21B) in der ersten Farbung abgesittigt wurden (Abb. 3.8A2).
Allerdings traten diese Cy5-Signale nur an Stellen mit einem extrem starken KIF21B-Signal
auf, die ausschlieBlich an Strukturen zu finden waren, die Wachstumskegeln dhnelten (Abb.
3.8A2, Pfeile). In den Neuriten, die im Gegensatz zu den Wachstumskegel-dhnlichen
Strukturen eine schwache bis médfige KIF21B-Intensitdt aufwiesen, wurden in der Kontrolle
keine CyS5-Signale detektiert. Dariiber hinaus konnte TRIM3 in Einzelimmunfdrbungen nicht
in  Wachstumskegel-dhnlichen Strukturen detektiert werden. Somit konnten in der
sequenziellen Koimmunfarbung Kolokalisationen von Cy5-markierten TRIM3-Signalen mit
KIF21B-positiven, Wachstumskegel-dhnlichen Strukturen eindeutig als falsch-positiv
bewertet werden. Eine Kolokalisation in Neuriten hingegen deutete auf ein positives Ergebnis

hin.

Wie Abb. 3.8B zeigt sind sowohl KIF21B (rotes Signal) als auch TRIM3 (griines Signal) in
den Neuriten kultivierter hippokampaler Mausneurone in mehr oder weniger definierten
Punkten verteilt. Neben nur roten oder nur griinen Punkten (Abb. 3.8B Pfeilkdpfe) konnten
auch durch Fluoreszenziiberlagerung entstandene gelbe Punkte beobachtet werden, die auf
eine Kolokalisation von KIF21B und TRIM3 in kultivierten Neuronen hindeuten (Abb. 3.8B
Pfeile).
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Abb. 3.8: Kolokalisation von KIF21B und TRIM3 in kultivierten Neuronen. (A-B) Kultivierte
hippokampale Mausneurone wurden im Alter von DIV22 fixiert und durch sequenzielle
Immunfarbung gegen endogenes KIF21B (rot/Cy3) und TRIM3 (griin/Cy5) gefarbt. Das Cy5-Signal
ist zur besseren Deutlichkeit als griines Signal dargestellt. (A1) Bei fehlendem 1. Primérantikorper
kann kein rotes Cy3-Signal detektiert werden. (A2) Bei fehlendem 2. Primédrantikérper kann nur in
Kolokalisation mit sehr starken KIF21B-Signalen ein griines Cy5-Signal detektiert werden (Pfeile),
jedoch nicht in méBig gefarbten Bereichen (Pfeilkopf). (B) Sowohl KIF21B (rot) als auch TRIM3
(griin) zeigen in Neuriten eine punktformige Verteilung. Neben gelben Punkten (Pfeile), in denen
KIF21B und TRIM3 kolokalisieren, sind auch nur rote oder nur griine Punkte zu finden, in denen
KIF21B und TRIM3 nicht kolokalisieren (Pfeilkopfe). (C) Nach 24 h Expression von EGFP-
markiertem KIF21B wurden kultivierte hippokampale Mausneurone im Alter von DIV12 fixiert und
gegen endogenes TRIM3 immungefarbt. Definierte gelbe Punkte (Pfeile) weisen auf eine
Kolokalisation von EGFP-markiertem KIF21B (griin) und endogenem TRIM3 (rot).
Groflenbalken: 20 pum.

Als weitere Bestitigung der Interaktion der beiden Proteine auf intrazelluldrer Ebene wurde
EGFP-markiertes KIF21B in kultivierten hippokampalen Mausneuronen fiir 24 h
iiberexprimiert. AnschlieBend erfolgte die Fixierung und Immunfirbung von endogenem
TRIM3 (Abb. 3.8C). Auch hier konnten definierte gelbe Punkte beobachtet werden, die aus
Kolokalisation des griinen EGFP-KIF21B-Signals mit dem roten TRIM3-Signal entstanden
(Abb. 3.8C, Pfeile) und wie die sequenzielle Immunfarbung auf eine Interaktion von KIF21B

und TRIM3 in kultivierten Neuronen hindeuten.
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Um die funktionelle Bedeutung der Interaktion eingrenzen zu konnen, wurde anschlieBend
untersucht, ob die Interaktion zwischen KIF21B und TRIM ausschlie8lich neuronal ist oder
auch in Gliazellen stattfindet. Zu diesem Zweck wurden kultivierte hippokampale
Mausneurone gegen TRIM3 bzw. KIF21B mit dem neuronalen Marker MAP2 und dem
Astrozytenmarker GFAP koimmungeférbt (Abb. 3.9).

Abb. 3.9: KIF21B und TRIM3 werden in Neuronen, aber nicht in Astrozyten exprimiert.
Kultivierte hippokampale Mausneurone wurden im Alter von DIV15 fixiert und zusammen mit dem
neuronalen Marker MAP2 und dem Astrozytenmarker GFAP gegen KIF21B bzw. TRIM3
immungefarbt. (A) Das griine KIF21B-Signal ist nur in blauen, MAP2-positiven Neuronen zu
beobachten (Pfeilkopfe), jedoch nicht in roten, GFAP-positiven Astrozyten (Pfeile). (B) Das griine
TRIM3-Signal ist ebenfalls nur in blauen, MAP2-positiven Neuronen zu beobachten (Pfeilkopfe),
jedoch nicht in roten, GFAP-positiven Astrozyten (Pfeile). Gro3enbalken: 20 um.

Das griine KIF21B-Signal konnte dabei nur in Zellen beobachtet werden, die blaues MAP2-
Signal, aber kein rotes GFAP-Signal aufwiesen (Abb. 3.9A, Pfeilkopfe). In den GFAP-
positiven und MAP2-negativen Zellen hingegen konnte kein griines KIF21B Signal detektiert
werden (Abb. 3.9A, Pfeile). Die gleiche Signalverteilung wurde auch fiir TRIM3 beobachtet
(Abb. 3.9B): Griines TRIM3-Signal konnte nur in MAP2-positiven, GFAP-negativen Zellen
detektiert werden (Abb. 3.9B, Pfeilkopfe), wihrend GFAP-positive und MAP2-negative
Zellen kein griines TRIM3-Signal zeigten. Hieraus ldsst sich schlieBen, dass KIF21B und
TRIM3 in Zellkulturen im Alter von DIV15 nur in Neuronen, aber nicht in Astrozyten

exprimiert werden.
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3.2 Untersuchung der funktionellen Bedeutung der Interaktion von KIF21B
und TRIM3

In Kapitel 3.1 konnte die Interaktion zwischen dem Motorprotein KIF21B und der E3-Ligase
TRIM3 durch Koimmunprazipitation aus Rattenhirnlysat (Kapitel 3.1.1) und durch
Koimmunfiarbung kultivierter hippokampaler Neurone (Kapitel 3.1.4) gezeigt werden.
Dartiber hinaus wurde im Hefe-2-Hybrid-System eine direkte Interaktion der beiden Proteine
nachgewiesen (Kapitel 3.1.3). Um nun die funktionelle Bedeutung dieser Interaktion zu
kldren, wurden zunichst zwei Arbeitshypothesen aufgestellt und untersucht. Diese sollen im

Folgenden kurz erldutert werden.

Hypothese I: TRIM3 konnte Teil des KIF21B-Neuroligin-Transportkomplexes sein

Schapitz konnte zeigen, dass KIF21B den anterograden Transport des Zelladhdsionsmolekiils
Neuroligin vermittelt (Schapitz, 2009, Dissertation). In vielen Transportkomplexen bindet der
Motor nicht direkt an sein Cargo, sondern iiber sog. Adapter-Proteine (Hirokawa und
Takemura, 2004; Kneussel, 2005). Fiir TRIM3 wurde eine potenzielle Adapterfunktion im
Myosin V-abhédngigen Transferrinrezeptor-Recyling bereits beschrieben (Yan et al., 2005).
Aus diesen Griinden wurde untersucht, ob TRIM3 auch am KIF21B-vermittelten Neuroligin-

Transport beteiligt ist und hier als Adapter oder als regulatorisches Element eine Rolle spielt.

Hypothese 1I: KIF21B konnte Substrat der Ubiquitin-E3-Ligase TRIM3 sein

Hung et al. konnten zeigen, dass TRIM3 eine funktionelle Ubiquitin-E3-Ligase ist und die
Degradation des PSD-Proteins GKAP vermittelt (Hung et al., 2010). Da in dieser Arbeit eine
direkte Interaktion von TRIM3 und KIF21B nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel
3.1.3), wurde untersucht, ob TRIM3 bei der Degradation von KIF21B eine Rolle spielt.
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3.2.1 Untersuchungen zur moglichen Funktion von TRIM3 im KIF21B-vermittelten

Neuroligin-Transport

3.2.1.1 Koimmunprizipitation von TRIM3 und KIF21B mit Neuroligin aus
Rattenhirnextrakten

Zur Uberpriifung der Arbeitshypothese 1 (siehe Kapitel 3.2) wurden zuniichst Koimmun-
prizipitationen aus Rattenhirnextrakten durchgefithrt um zu untersuchen, ob TRIM3 mit
Neuroligin koprézipitiert. Die Prézipitation erfolgte hierbei mit einem anti-Neuroligin-
Antikorper, der alle Isoformen des Zelladhdsionsmolekiils erkennt, da KIF21B mit allen
Neuroligin-Isoformen interagiert (personliche Information von E. Thies, Inst. fiir Molekulare
Neurogenetik, ZMNH, Hamburg) und TRIM3 - sollte es Bestandteil des KIF21B-Neuroligin-
Komplexes sein - auch mit allen Isoformen interagieren konnte. Wie Abb. 3.10A zeigt
koprézipitierten sowohl TRIM3 als auch KIF21B mit pan-Neuroligin in der S1-Fraktion aus
Hirnlysaten 10 Tage alter Ratten, wihrend in der Kontrollprdzipitation mit unspezifischen
Immunglobulinen keine Signale detektiert werden konnten. Da die S1-Fraktion ein Volllysat
darstellt, das bis auf die Zellkerne alle zytosolischen und Membran-Komponenten einer Zelle
enthdlt, wurden zusitzlich Immunprézipitationen mit einer Vesikel-angereicherten Fraktion
(P3) aus Rattenhirnlysat durchgefiihrt. Auch hier konnte eine Koprézipitation von TRIM3
und KIF21B mit Neuroligin beobachtet werden (Abb. 3.10B).
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Abb. 3.10: Koimmunprizipitation von TRIM3 und KIF21B mit Neuroligin aus
Rattenhirnextrakten. Western Blot Analyse einer Immunpréazipitation (IP) von pan-Neuroligin (pan-
NLG) aus Rattenhirnextrakten. (A) TRIM3 und KIF21B koprazipitieren mit Neuroligin in S1-
Hirnlysat. (B) TRIM3 und KIF21B koprézipitieren ebenfalls mit Neuroligin in der P3-Fraktion aus
Rattenhirn. Als Kontrolle dienten jeweils unspezifische Immunglobuline (IgG). Die Immundetektion
erfolgte mit pan-Neuroligin-, KIF21B und TRIM3-spezifischen Antikorpern. Input S1: Um
Kernfraktion reduziertes Volllysat; Input P3: Vesikel-angereicherte Fraktion.
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In Anbetracht der zuvor gezeigten Interaktion von KIF21B und TRIM3 (Kapitel 3.1) und der
bereits beschriebenen Interaktion von KIF21B und Neuroligin (Schapitz, 2009, Dissertation),
konnte die Koprézipitation von TRIM3 mit Neuroligin darauf hindeuten, dass TRIM3 mit
KIF21B und Neuroligin einen Transport-Komplex bildet.

3.2.1.2 Untersuchung der ultrastrukturellen Lokalisation von TRIM3

Einen weiteren Hinweis darauf, dass TRIM3 Bestandteil eines KIF21B-Neuroligin-
Komplexes sein konnte, lieferten elektronenmikroskopische Aufnahmen zur Untersuchung
der ultrastrukturellen Lokalisation von TRIM3, die von der Servicegruppe Morphologie am
ZMNH angefertigt wurden. Eine Immunogold-Markierung von TRIM3 in Hirnschnitten
adulter Miuse zeigte im Soma hippokampaler Neurone vereinzelt eine deutliche Assoziation
von TRIM3 mit kleinen vesikuldren Strukturen, die mit einem Durchmesser von ca. 50 nm

Transportvesikel sein konnten (Pryer et al., 1992) (Abb. 3.11).

Abb. 3.11: Lokalisation von TRIM3 an vesikuliren Strukturen. Elektronenmikroskopische
Aufnahme von Hirnschnitten adulter Mause nach Immunogold-Markierung von TRIM3. Die
Aufnahme zeigt eine deutlich TRIM3-positive, vesikuldre Struktur (Pfeil) innerhalb des Somas eines
hippokampalen Neurons. V= Vesikel; Z= Zytosol; Grofenbalken: 50 nm .

3.2.1.3 Kolokalisation von KIF21B, TRIM3 und Neuroligin in kultivierten Neuronen

Zum weiteren Nachweis der Existenz eines potenziellen TRIM3-KIF21B-Neuroligin-
Transportkomplexes wurden erneut Koimmunfarbungen mit kultivierten hippokampalen
Mausneuronen durchgefiihrt, wobei Dreifachfirbungen gegen endogenes TRIM3, KIF21B
und Neuroligin erfolgten. Wie zuvor bei der Koimmunprézipitation (Kapitel 3.2.1.1) wurde
auch bei diesem Versuch ein anti-pan-Neuroligin-Antikorper verwendet, der alle Neuroligin-
Isoformen erkennt. Zudem wurde - wie zum Nachweis der Kolokalisation von TRIM3 und

KIF21B in kultivierten Neuronen (Kapitel 3.1.4) - eine sequenzielle Immunfirbung
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durchgefiihrt, da der anti-TRIM3- und der anti-KIF21B-Antikorper aus dem Wirt
,Kaninchen* stammten. Die parallel zu den eigentlichen Dreifachfarbungen durchgefiihrten
Kontrollfairbungen fiihrten zum gleichen FErgebnis wie die der TRIM3-KIF21B-
Kontrollfarbungen: Unspezifische Kolokalisationssignale von TRIM3 und KIF21B konnten
nur in den Wachstumskegel-dhnlichen, stark KIF21B-positiven Strukturen beobachtet
werden, nicht jedoch in schwach bis miBig KIF21B-positiven Bereichen wie Neuriten oder
Somata (Daten nicht gezeigt, siche Abb. 3.8A). Der anti-pan-Neuroligin-Antikérper stammte
aus dem Wirt ,,Maus®, so dass hier keine unspezifische Kreuzreaktion mit den anderen

Primédrantikdrpern zu erwarten war.
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Abb. 3.12: Kolokalisation von KIF21B, TRIM3 und Neuroligin in Kkultivierten Neuronen.
Kultivierte hippokampale Mausneurone wurden im Alter von DIV22 fixiert und durch sequenzielle
Immunfarbung gegen endogenes KIF21B (rot), TRIM3 (blau) und pan-Neuroligin (pan-NLG, griin)
gefarbt. Definierte weie Punkte (Pfeile) entstehen durch Uberlagerung aller drei Fluoreszenzsignale
und deuten auf eine Kolokalisation von TRIM3, KIF21B und Neuroligin hin. Gréenbalken: 20 pum.

Wie Abb. 3.12 zeigt konnten in den Neuriten kultivierter hippokampaler Mausneurone im
Alter von DIV22 klar abgegrenzte weile Punkte detektiert werden, die durch Uberlagerung
von roten KIF21B-, blauen TRIM3- und griinen Neuroligin-Signalen entstanden. Diese
Fluoreszenziiberlagerung deutet auf eine Kolokalisation von TRIM3, KIF21B und Neuroligin
hin und stellt ein weiteres Indiz dafiir dar, dass TRIM3 Bestandteil des KIF21B-Neuroligin-

Transportkomplexes sein konnte.
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3.2.1.4 Analyse der Zelloberflichenlokalisation von Neuroligin in Trim3-Knockout-
Miusen
In den Kapiteln 3.1 und 3.2.1.1 konnte gezeigt werden, dass TRIM3 sowohl mit KIF21B als
auch mit Neuroligin interagiert. Zudem konnte eine Kolokalisation aller drei Proteine in
kultivierten Neuronen und eine Assoziation von TRIM3 mit vesikuldren Strukturen gezeigt
werden (Kapitel 3.2.1.3 und 3.2.1.2). Sollte TRIM3 in einem KIF21B-Neuroligin-
Transportkomplex als Adapter oder Regulator fungieren, so konnte eine Depletion von
TRIM3 zu einer Storung der Transportkomplex-Bildung und damit zu einer Verdnderung des

Neuroligin-Transportes zur Zelloberflache fiihren.

Um eine mogliche Anderung des Neuroligin-Gehaltes an der Zelloberfliche durch TRIM3-
Depletion zu detektieren, wurden mit Oberflichenmembranen angereicherte Hirnlysate (P2-
Fraktion) aus Hippokampi von 10 bis 11 Tage alten Wildtyp- und Trim3-Knockout-Méausen
durch differenzielle Zentrifugation gewonnen und jeweils gleiche Proteinmengen im Western
Blot Verfahren analysiert. Hierbei wurde spezifisch der Hippokampus untersucht, da 7rim3-
Knockout-Méause ein im Vergleich zu Wildtypmiusen verdndertes Lernverhalten in
Hippokampus-assoziierten Verhaltensexperimenten zeigten (personliche Information von
Dr. Ronald van Kesteren, Freie Universitit Amsterdam, Niederlande). Wie Abb. 3.13A1
zeigt war zwischen Hippokampusextrakten von Wildtyp- und 7rim3-Knockout-Mé&usen keine
Veridnderung des pan-Neuroligin-Gehaltes in der P2-Fraktion festzustellen. Die Detektion
von Aktin diente als Ladekontrolle. Eine quantitative Analyse von jeweils 5 hippokampalen

P2-Lysaten aus Wildtyp- und Knockout-Tieren verdeutlicht dieses Ergebnis (Abb. 3.13A2).

Da die P2-Fraktion neben einer Anreicherung der Zellmembran auch groBe Bruchstiicke
intrazellulirer Membranstrukturen wie Golgi- oder ER (endoplasmatisches Retikulum)-
Fragmente enthélt und diese im zuvor beschriebenen Versuch einen potenziellen Effekt an
der Oberflichenmembran verdecken konnten, wurde ein Oberflichenbiotinylierungs-
experiment durchgefiihrt, um ausschlieBlich den Neuroligin-Gehalt der Zelloberfliche zu
analysieren. Hierzu wurden die Zelloberflichenproteine von kultivierten hippokampalen
Neuronen aus Wildtyp- oder Trim3-Knockout-Mdusen im Alter von DIV14 mit Biotin

markiert. AnschlieBend wurden gleiche Proteinmengen zur Prazipitation mit Streptavidin
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eingesetzt und diese Prézipitation im Western Blot Verfahren analysiert (Abb. 3.13B1). Auch
in diesem Experiment konnte zwischen Wildtyp- und Trim3-Knockout-Zellen kein
Unterschied im pan-Neuroligin-Oberflichengehalt festgestellt werden (Abb. 3.13B2).
Insgesamt weisen die Ergebnisse der P2-Fraktionsanalyse und des Oberflachen-
biotinylierungsexperimentes darauf hin, dass eine TRIM3-Depletion zu keiner Verdnderung

des Gehaltes von pan-Neuroligin an der Oberflache fiihrt.
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Abb. 3.13: Unverinderte Neuroligin-Menge an der Zelloberfliche nach TRIM3-Depletion. (A1)
Western Blot Analyse gleicher Proteinmengen von Oberflichenmembran-angereicherter P2-Fraktion
aus Wildtyp- und Trim3-Knockout-Hippokampuslysaten. Wildtyp- und Knockout-Lysate weisen nach
Detektion mit einem pan-Neuroligin-spezifischen Antikorper ein dhnlich starkes pan-Neuroligin-
Signal (pan-NLG) auf. Detektionen mit TRIM3- und Aktin-spezifischen Antikérpern dienten als
Ladekontrolle. (A2) Quantitative Analyse der in Al dargestellten Daten aus 5 unabhidngigen
Experimenten. Die Mittelwerte der zu Aktin normalisierten pan-Neuroligin-Signale betragen im WT
1.00£0.06 und im KO 0.95+0.10. Fehlerbalken=SEM. (B1) Western Blot Analyse von
biotinmarkiertem und Streptavidin-préazipitiertem pan-Neuroligin aus kultivierten hippokampalen
Neuronen (DIV14) von Wildtyp- und Trim3-Knockout-Mausen. Wildtyp- und Knockout-Zellen
weisen ein dhnliches Verhiltnis von pan-Neuroligin-Oberflichen- zu pan-Neuroligin-Input-Signal
auf. (B2) Quantitative Analyse der in B1 dargestellten Daten aus 3 unabhidngigen Experimenten. Das
Verhiltnis der Signalintensitdt Oberflache/Input betragt im WT 0.83+0.14 und im KO 0.78+0.21 und
ist nicht signifikant unterschiedlich. Fehlerbalken=SEM.



Ergebnisse 81

3.2.2 Untersuchung des Einflusses von TRIM3 auf die Degradation von KIF21B

3.2.2.1 Bestimmung der Protein-Halbwertszeit von KIF21B in kultivierten Neuronen

Zur Untersuchung der Arbeitshypothese II (Kapitel 3.2) wurde zunédchst durch
Cycloheximid-chase-Experimente die Proteinstabilitdt von KIF21B in neuronaler Zellkultur
untersucht, da die Halbwertszeit dieses Motorproteins nicht bekannt war. Zu diesem Zweck
wurden kultivierte hippokampale Neurone im Alter von DIV16 nach 4- bis 48-stiindiger
Inkubation mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) lysiert und anschlieBend
jeweils gleiche Proteinmengen der einzelnen Proben im Western Blot Verfahren analysiert.
Neben der Detektion von KIF21B erfolgte dabei auch die Detektion von zwei Proteinen mit
bekannter Halbwertszeit: Optineurin, dessen Halbwertszeit in der neuronalen Zellline RGC5
bei ca. 8 h liegt (Ying et al., 2010), und Aktin, das mit einer Halbwertszeit von {iber 48 h
beschrieben ist (Guruprasad et al., 1990). Die KIF21B-Signalintensitdten nach 4-stiindiger
CHX-Inkubation wurden als ,,Nullwert* gleich 100% gesetzt, da Vorversuche gezeigt hatten,
dass KIF21B {iiber 12 h relativ stabil ist. Wie Abb. 3.14A zeigt war die KIF21B-
Signalintensitit nach 48 h CHX-Behandlung deutlich reduziert, wiahrend nach 8 h nur eine
schwache Signalabnahme beobachtet werden konnte. Die Verdnderung der Signalintensitét
von Optineurin entsprach in etwa der von KIF21B. Aktin hingegen blieb iiber 48 h stabil, hier

konnte keine Reduktion der Signalintensitdt beobachtet werden.
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Abb. 3.14: Bestimmung der KIF21B-Stabilitiit durch CHX-chase-Experimente in kultivierten
Neuronen. Kultivierte hippokampale Neurone wurden im Alter von DIV16 nach 4-48 h Inkubation
mit 70 uM Cycloheximid (CHX) lysiert und jeweils gleiche Proteinmengen im Western Blot
Verfahren analysiert. (A) Die KIF21B-Signalstiarke wird innerhalb von 48 h deutlich minimiert und
ist im zeitlichen Verlauf der von Optineurin dhnlich. Das Aktin-Signal bleibt unverdndert. Die
Detektion erfolgte jeweils mit KIF21B-, Optineurin- und Aktin-spezifischen Antikérpern. (B)
Quantitative Analyse der in A dargestellten Daten aus 3 unabhingigen Experimenten. Die KIF21B-
und Optineurin-Signale wurden zu Aktin normalisiert und die Werte der 4 h-Proben gleich 100%
gesetzt. Mittelwerte in % KIF21B: 8h = 93.9+9.2, 24h = 57.8+11,5, 48h = 39.4+10.3. Mittelwerte in
% Optineurin: 8h = 84.1+8.0, 24h = 71.6+£12.0, 48h = 40.3+13.1. Fehlerbalken=SEM. *: p < 0,05.
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Zur quantitativen Analyse wurden die Signalintensititen von KIF21B und Optineurin aus drei
unabhingigen Experimenten jeweils zum Aktinsignal normalisiert und die 4h-Werte gleich
100% gesetzt (Abb. 3.14B). Auch hier ist die kontinuierliche Abnahme der KIF21B-
Signalintensitit, die auf eine zunehmende Degradation von KIF21B schlieBen ldsst, sehr
deutlich. Innerhalb von 48 h wird das KIF21B-Signal im Vergleich zur 4 h-Probe um ca. 2/3
auf 39.4+10.3% signifikant reduziert. Die Halbwertszeit von KIF21B liegt damit in
kultivierten hippokampalen Neuronen zwischen 24 und 48 h. Die Werte flir die Abnahme der

Optineurin-Signalintensitit weisen auf eine dhnliche Degradationsgeschwindigkeit hin.

Sollte KIF21B durch TRIM3 degradiert werden, so konnte die Depletion von TRIM3 zu einer
erhohten Stabilitit von KIF21B fiihren, da weniger KIF21B der Degradation zugefiihrt
wirde. Um nun einen ersten Hinweis darauf zu erhalten, ob TRIM3 tatsdchlich am Abbau
von KIF21B beteiligt ist, wurden die Cycloheximid-chase-Experimente in kultivierten

Neuronen aus Trim3-Knockout-Mausen wiederholt.
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Abb. 3.15: Bestimmung der KIF21B-Stabilitit in TRIM3-depletierten kultivierten Neuronen.
Kultivierte hippokampale Neurone aus 7rim3-Knockout-Mausen wurden im Alter von DIV 16 nach 4-
48 h Inkubation mit 70 uM Cycloheximid (CHX) lysiert und jeweils gleiche Proteinmengen im
Western Blot Verfahren analysiert. (A) Die KIF21B-Signalstdrke wird innerhalb von 48 h deutlich
minimiert und ist im zeitlichen Verlauf der von Optineurin dhnlich. Das Aktin-Signal bleibt
unverandert. Die Detektion erfolgte jeweils mit KIF21B-, Optineurin- und Aktin-spezifischen
Antikorpern. (B) Quantitative Analyse der in A dargestellten Daten aus 3 unabhidngigen
Experimenten. Die KIF21B- und Optineurin-Signale wurden zu Aktin normalisiert und die Werte der
4 h-Proben gleich 100% gesetzt. Mittelwerte in % KIF21B: 8h = 110.4+12.9, 24h = 61.5£12.0, 48h =
35.4+9.6. Mittelwerte in % Optineurin: 8h = 88.9+26.6, 24h = 67.9£11.9, 48h = 46.7+£13.7.
Fehlerbalken= SEM. *: p < 0,05.
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Wie zuvor bei den Wildtypzellen wurden kultivierte hippokampale Neurone im Alter von
DIV16 nach 4- bis 48-stlindiger Inkubation mit Cycloheximid lysiert und jeweils gleiche
Proteinmengen der einzelnen Proben im Western Blot Verfahren analysiert. Hierbei zeigte
sich ein dhnliches Ergebnis wie bei den Neuronen aus Wildtypmausen: Das KIF21B-Signal
wurde im Laufe von 48 h stark reduziert, wihrend das Aktin-Signal mehr oder weniger
unverdandert blieb (Abb. 3.15A, vergleiche Abb. 3.14A). Die zeitliche Verdnderung des
Optineurin-Signals dhnelte wiederum der von KIF21B. Zur quantitativen Analyse wurden
wieder die KIF21B- und Optineurin-Signale zur Aktin-Detektion normalisiert und die 4 h-
Werte jeweils gleich 100% gesetzt (Abb. 3.15B). Ahnlich wie bei den Wildtyp-Lysaten wird
das KIF21B-Signal innerhalb von 48 h im Vergleich zur 4 h-Probe um ca. 2/3 auf 35.4+9.6%
signifikant reduziert. Die Halbwertszeit von KIF21B liegt damit auch in kultivierten
hippokampalen, TRIM3-depletierten Neuronen zwischen 24 und 48 h.

Eine direkte Gegeniiberstellung der gewonnenen Mittelwerte aus den beiden Cycloheximid-
chase-Experimenten zeigt deutlich, dass die KIF21B-Stabilitdt in kultivierten hippokampalen
Neuronen aus Trim3-Knockout- und Wildtypmausen identisch ist (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Vergleich der KIF21B-Stabilitit in kultivierten Neuronen aus Wildtyp- und 7Trim3-
Knockout-Miausen. Gegeniiberstellung der in Cycloheximid-chase-Experimenten mit kultivierten
Neuronen aus Wildtyp- und Trim3-Knockout-Mausen erhaltenen Daten. Die Werte der 4 h-Proben
wurden jeweils gleich 100% gesetzt. Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen festzustellen. Normalisierte Mittelwerte in % fir KIF21B: 8h= WT 93.9+9.2, KO
110.4+12.9; 24h= WT 57.8+11.5, KO 61.5+12.0; 48h= WT 39.4+10.3, KO 35.449.6.
Fehlerbalken=SEM.
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3.2.2.2 KIF21B-Proteingehalt in TRIM3-depletierten Hirnlysaten

In den zuvor beschriebenen Cycloheximid-chase-Experimenten konnte gezeigt werden, dass
sich der zeitliche Verlauf der KIF21B-Degradation durch die Depletion von TRIM3 in
kultivierten hippokampalen Neuronen nicht verdndert (Kapitel 3.2.2.1). Der Aufbau bzw. die
Analyse des Experimentes erlaubt allerdings keine Aussage dariiber, ob der KIF21B-
Proteingehalt per se in Trim3-Knockout-Méusen verdndert ist. Um diese Frage zu
beantworten, wurden Hippokampus-Lysate (S1-Fraktion, um Kernfraktion reduziertes
Volllysat) aus 15 Tage alten Wildtyp- und Trim3-Knockout-Méausen gewonnen und jeweils
gleiche Proteinmengen der Lysate durch Western Blot Verfahren analysiert (Abb. 3.17A).
Die Detektion der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE) diente dabei als Ladekontrolle.
Zusatzlich wurde der anterograde Motor KIF5 detektiert, da auch fiir dieses Protein eine
Interaktion mit TRIM3 beschrieben ist (Kanai ef al., 2004) und daher zugleich ein
potenzieller Einfluss von TRIM3 auf den KIF5-Gehalt untersucht werden sollte.
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Abb. 3.17: Unverinderter KIF21B-Gehalt nach TRIM3-Depletion. Bestimmung des KIF21B-
Gehaltes in hippokampalen S1-Lysaten, die aus 15 Tage alten Wildtyp- und Trim3-Knockout-Mausen
gewonnen wurden. (A) Western Blot Analyse gleicher Proteinmengen der Wildtyp- und Knockout-
Lysate. Die Detektion erfolgte jeweils mit TRIM3-, KIF21B-, KIF5- und NSE (Neuronen-spezifische
Enolase)-spezifischen Antikdrpern. (B) Quantitative Analyse der in A dargestellten Daten aus jeweils
4 Wildtyp- und Knockout-Mausen. Die Mittelwerte der zu NSE normalisierten KIF21B-Signale sind
wie die der KIF5-Signale nicht signifikant unterschiedlich (ns) (KIF21B: WT 0.55+0.08, KO
0.69+0.03, Signifikanzwert p=0.24; KIF5: WT 0.70+£0.07, KO: 0.72+0.03; Signifikanzwert p=0.86).
Fehlerbalken=SEM. S1-Lysat: Um Kernfraktion reduziertes Volllysat.
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Im Trim3-Knockout-Lysat konnte im Vergleich zum Wildtyp-Lysat ein leichter Anstieg der
zum NSE-Signal normalisierten KIF21B-Signalintensitét beobachtet werden. Dieser Anstieg
war nach quantitativer Analyse von jeweils 4 Wildtyp- und Knockout-Lysaten jedoch nicht
signifikant (Abb. 3.17B). Die zu NSE normalisierten KIF5-Signalintensititen waren ebenfalls
in beiden Genotypen gleich (Abb. 3.17B).

3.2.2.3 Analyse des KIF21B-Gehaltes nach Uberexpression von TRIM3 in kultivierten
Neuronen
Wie in Kapitel 3.2.2.2 beschrieben, konnte in Hippokampus-Lysaten aus Wildtyp- und
Trim3-Knockout-Miusen kein Unterschied im KIF21B-Proteingehalt festgestellt werden.
TRIM3 gehort zur Familie der TRIM-Proteine, die in der Maus ca. 65 Mitglieder umfasst
(Ozato et al., 2008). Aufgrund der Doménenstruktur des C-Terminus bildet TRIM3
zusammen mit TRIM2, TRIM32 und TRIM71 die Subfamilie der sog. TRIM-NHL-Proteine,
wobei TRIM3 und TRIM2 die groBBte Homologie innerhalb dieser Gruppe besitzen (Meroni
und Diez-Roux, 2005; Wulczyn et al., 2010; Vergleich der Aminosduresequenz TRIM3 zu
TRIM2 in BLAST: 67% Identitit und 82% Ahnlichkeit). Da zudem TRIM2, wie TRIM3,
stark im Nervensystem exprimiert wird (Balastik et al., 2008), ist es denkbar, dass die
TRIM3-Depletion im Trim3-Knockout durch TRIM2 kompensiert wird. Eine Kompensation
durch andere TRIM-Proteine ist ebenfalls nicht auszuschlieBen. Um zu kldren, ob der
unverdanderte KIF21B-Gehalt nach TRIM3-Depletion durch Kompensation zustande kommt
oder ob TRIM3 tatsdchlich keinen Einfluss auf die KIF21B-Degradation hat, wurde der
Versuchsansatz der Uberexpression gewihlt. Sollte TRIM3 den Abbau von KIF21B als
Ubiquitin-E3-Ligase vermitteln, so miisste eine Uberexpression zu einer vermehrten

Degradation des Substrates KIF21B fiihren.

Hippokampale Rattenneurone wurden im Alter von DIV10 mit Vektorkonstrukten
transfiziert, die fir HA-markiertes TRIM3 oder eine HA-markierte TRIM3-Mutante kodieren
(Hung et al., 2010). Bei dieser Mutante sind zwei konservierte Cystein-Reste der RING-
Doméne zu Serin mutiert, wodurch die fiir die RING-Struktur und -Funktion notwendige
Zinkbindung verloren geht und eine katalytisch inaktive Mutante entsteht (Waterman et al.,

1999; Hung et al., 2010). Als zusitzliche Kontrolle wurden Zellen mit einem Vektor
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transfiziert, der lediglich fiir die unfusionierte HA-Markierung kodierte. Da sich in
Vorversuchen zeigte, dass die unfusionierte HA-Markierung nicht in der Immunfarbung
detektiert werden konnte, wurden zudem alle Zellen mit einem fiir EGFP kodierenden Vektor
kotransfiziert. Nach 4 Tagen Uberexpression erfolgte die Fixierung und Immunfirbung gegen

endogenes KIF21B und die HA-Markierung.
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Abb. 3.18: KIF21B-Gehalt nach Uberexpression von TRIM3 in kultivierten Neuronen. (A)
Kultivierte hippokampale Rattenneurone wurden im Alter von DIV14 nach 4 Tagen Expression von
unfusionierter HA-Markierung, HA-TRIM3 oder HA-TRIM3-Mutante fixiert und gegen HA (blau)
und endogenes KIF21B (rot) immungefarbt. Zur Identifizierung aller transfizierten Zellen wurde
EGFP koexprimiert (griin). Grofenbalken: 20 um. (B) Quantitative Analyse der in A dargestellten
Daten. Es wurde die somatische KIF21B-Fluoreszenzintensitidt (weile Markierung in A) aus 3
unabhingigen Experimenten ausgewertet (Gesamtzellzahl n= HA-Kontrolle: 40, HA-TRIM3: 38,
HA-TRIM3-Mutante: 36). Die Werte der 3 Experimente wurden gemittelt und die HA-Kontrolle
gleich 100% gesetzt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 3
Versuchsbedingungen (TRIM3= 104+17%; TRIM3-Mutante=91+6%). Fehlerbalken=SEM.

Wie Abb. 3.18A zeigt war die KIF21B-Signalintensitit (rot) im Soma transfizierter Zellen in
allen drei Versuchsbedingungen vergleichbar (weile Markierung). Zur Quantifizierung
wurde die somatische KIF21B-Fluoreszenzintensitit von jeweils 12-14 Zellen pro

Versuchsbedingung aus drei unabhingigen Experimenten ausgewertet (Abb. 3.18B;
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Gesamtzellzahl n: HA-Kontrolle = 40, HA-TRIM3 = 38, HA-TRIM3-Mutante = 36). Die
Werte der HA-Kontrolle wurden jeweils gleich 100% gesetzt und die Ergebnisse der drei
Experimente gemittelt. Hierbei ergab sich bei Uberexpression von HA-TRIM3 ein Wert von
104£17% und bei Uberexpression der HA-TRIM3-Mutante ein Wert von 91+6% (Abb.
3.18B). Der KIF21B-Gehalt zeigte demnach im Mittel keine Verdnderung durch
Uberexpression von TRIM3 oder der katalytisch inaktiven Mutante. Insgesamt fiihren die
Ergebnisse zu dem Schluss, dass TRIM3 nicht an der Degradation von KIF21B beteiligt ist
und KIF21B kein Substrat der E3-Ligase darstellt.

3.3 Einfluss von TRIM3 auf die intrazellulire Verteilung von KIF21B und
KIF5

Die in den Kapiteln 3.2.1 und 3.2.2 beschriebenen Versuche lieBen den Schluss zu, dass die

Depletion von TRIM3 A) keinen Einfluss auf die Zelloberflaichen-Lokalisation von pan-

Neuroligin hat und B) keinen Einfluss auf die Degradation von KIF21B hat. Da - wie bereits

erwdhnt - Trim3-Knockout-Mause im Vergleich zu Wildtypmédusen ein verdndertes

Lernverhalten in Hippokampus-assoziierten Verhaltensexperimenten zeigen, scheint die

Depletion von TRIM3 jedoch nicht vollstindig kompensiert zu werden.

Es ist bekannt, dass die Bindung von Kinesinen an ihr Cargo durch Phosphorylierung des
Motorproteins gedndert werden kann (Lee und Hollenbeck, 1995; Guillaud et al., 2008).
Neben der Phosphorylierung ist die SUMOylierung eine hdufige reversible
Proteinmodifikation, die wie die Phosphorylierung Protein-Protein-Interaktionen verstirken
oder abschwichen kann (Wilkinson und Henley, 2010), und kiirzlich wurde die
SUMOylierungsaktivitdt von TRIM-Proteinen gezeigt (Chu und Yang, 2011). Dies fiihrte zu
der Hypothese, dass TRIM3 Motorproteine reversibel modifizieren konnte und dies Einfluss
auf die Funktion und/oder Lokalisation der Motorproteine haben kénnte. Um eine mogliche
molekulare Ursache fiir das verdnderte Lernverhalten der Knockout-Tiere zu finden, wurde
daher nachfolgend untersucht, ob TRIM3 FEinfluss auf die intrazelluldre Verteilung von
Motorproteinen hat.
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Dazu wurden Hippokampi von jeweils 4 Wildtyp- und 7rim3-Knockout-Mausen im Alter von
P13 bis P14 vereint und differenziell zentrifugiert. AnschlieBend wurde die relative
Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen (P2, P3, P4, S4) bestimmt und - da die
Wildtyp- und Knockout-Lysate sehr dhnlich konzentriert waren - gleiche Volumina der
Extrakte im Western Blot Verfahren analysiert. Abb. 3.19A zeigt das Ergebnis fiir die

KIF21B-Detektion von jeweils drei unabhingigen Experimenten.
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Abb. 3.19: Intrazellulire Verteilung von KIF21B nach TRIM3-Depletion. Hippokampi von je 4
Wildtyp- und Trim3-Knockout-Mausen (P13/14) wurden vereint und differenziell zentrifugiert.
Gleiche Volumina der einzelnen Fraktionen (P2/P3/P4/S4) aus 3 unabhidngigen Experimenten wurden
durch Detektion mit einem KIF21B-spezifischen Antikérper im Western Blot Verfahren analysiert.
Die Detektion mit einem TRIM3-spezifischen Antikdrper diente als Ladekontrolle. (A) Die
Fraktionen P2 und P3 zeigen -verglichen mit dem Wildtyp- im Knockout-Lysat eine leichte Reduktion
in der KIF21B-Signalstdrke. In der P4-Fraktion ist diese Reduktion deutlich zu erkennen. In S4
hingegen kann im Knockout-Lysat ein leichter Anstieg der KIF21B-Signalstiarke beobachtet werden.
(B) Quantitative Analyse der in A dargestellten Daten. Die Mittelwerte der zum relativen
Proteingehalt normalisierten KIF21B-Signale betragen: P2: WT 0.51+0.02, KO 0.42+0.03 (p=0.04);
P3: WT 0.52+0.11, KO 0.36+0.07 (p=0.28); P4: WT 0.35+£0.07, KO 0.09+£0.04 (p=0.03); S4: WT
0.28+0.09, KO 0.41£0.05 (p=0.27). Nur die Unterschiede in den P2- und P4-Fraktionen sind mit p <
0.05 (*) signifikant.

Trotz Schwankungen der Signalintensitdten innerhalb der Genotypen ist zu erkennen, dass im
Mittel iiber drei Lysate die KIF21B-Signalintensitdt in der P2- und P3-Fraktion, besonders
aber in der P4-Fraktion in den Wildtyp-Lysaten stérker ist als in den 7rim3-Knockout-
Lysaten. In der S4-Fraktion hingegen verhilt es sich umgekehrt: Hier ist im Mittel in den
Knockout-Lysaten das stirkere KIF21B-Signal zu detektieren. Die in Abb. 3.19B dargestellte
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quantitative Analyse der Signalintensititen verdeutlicht die unterschiedliche KIF21B-
Verteilung innerhalb der Fraktionen. Allerdings sind nur die Unterschiede in den P2- und P4-
Fraktionen statistisch signifikant. In der P3- und S4-Fraktion wurde kein signifikanter

Unterschied festgestellt, hier konnten sich jedoch Tendenzen abzeichnen.

Neben der Detektion von KIF21B wurde im selben Experiment die Verteilung des
anterograden Motorproteins KIF5 und der Rezeptor-Untereinheit GABAAy2 untersucht.
Diese beiden Proteine wurden gewéhlt, da TRIM3 zusammen mit KIF5 Bestandteil von RNA
Granules ist (Kanai et al., 2004) und Trim3-Knockout-Miuse in kortikalen Neuronen eine
reduzierte Oberflichen-Lokalisation der GABAAy2-Untereinheit aufweisen (Cheung et al.,
2010). Besonders bei der GABAay2-Untereinheit ist somit ein Unterschied in der

Oberflachen-angereicherten P2-Fraktion wahrscheinlich.

A wrll B wT il
Trim3-ko [] Trim3-ko O
0.8 20,06 1.2 4 %
] p=0, = =
= 2 = 1.0+
2 o wn X
5 c 067 S g
C c .8 < -
s < 2 € 08
= = o
2 =
S o C o
g5 047 %S 06
W » =
g S 2 04
w = 024 £ =
< 3 S s
- - < = 02+
(U]
0- L 0 - |
P2 P3 P4 54 P2 P3 P4 S4

Abb. 3.20: Intrazellulire Verteilung von KIF5 und GABA,y2 nach TRIM3-Depletion.
Hippokampi von je 4 Wildtyp- und Trim3-Knockout-Méausen (P13/14) wurden vereint und
differenziell zentrifugiert. Gleiche Volumina der einzelnen Fraktionen (P2, P3, P4, S4) aus 3
unabhingigen Experimenten wurden im Western Blot Verfahren durch Detektion mit KIF5- und
GABAY2-spezifischen Antikorpern analysiert. Die Signalstdrken wurden zum relativen Proteingehalt
normalisiert und die Werte aus 3 unabhédngigen Experimenten gemittelt. (A) Quantitative Analyse der
KIF5-Detektion. Wahrend in der P2-Fraktion kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-
Lysaten zu beobachten ist, zeigen die Fraktionen P3 und P4 im Knockout-Lysat eine Reduktion der
Signalstiarke, die in P3 eine deutliche Tendenz ist. In S4 kann im Knockout-Lysat ein leichter,
statistisch aber nicht signifikanter Anstieg der Signalstidrke beobachtet werden. (P2: WT 0.45+0.06,
KO: 0.42+0.04 (p=0.65); P3: WT 0.58+0.11, KO 0.27+0.06 (»=0.06); P4: WT 0.57+0.14, KO
0.30+£0.11 (p=0.22); S4: WT 0.33+£0.09, KO 0.49+0.02 (p=0.15)). (B) Quantitative Analyse der
GABAAY2-Detektion. Die P3-Fraktion zeigt im Knockout-Lysat einen signifikanten Anstieg der
Signalstiarke. (P2: WT 0.82+0.05, KO 0.78+0.03 (p=0.58); P3: WT 0.68+0.06, KO 0.93+0.05, (p=
0.03); P4: WT 0.51+0.04, KO 0.51+0.14 (p=0.97); S4: WT: 0.57+0.05, KO: 0.79+0.10 (p=0.11)).
Fehlerbalken=SEM. *: p <0,05.
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Abb. 3.20A zeigt die quantitative Analyse der Signalintensitdt fiir KIF5. Hier konnten im
Gegensatz zu KIF21B keine signifikanten Unterschiede in der P2- und P4-Fraktion
festgestellt werden, wobei sich in der P4-Fraktion des Knockout-Lysats eine Tendenz zu einer
Reduktion des KIF5-Signals abzeichnen konnte. In der P3-Fraktion war eine starke Tendenz
zu mehr KIF5 im Wildtyp-Lysat und weniger im Knockout-Lysat zu beobachten. In der S4-
Fraktion wurde wie bei der KIF21B-Detektion ein etwas stirkeres Signal im Knockout- als
im Wildtyp-Lysat detektiert. Dieser Unterschied war aber auch hier nicht signifikant und

weist hochstens auf eine Tendenz hin (Signifikanzwert p=0.15).

Die quantitative Analyse der Signalintensitidt der Rezeptor-Untereinheit GABAAY2 zeigte
einen signifikanten Unterschied in der P3-Fraktion: Hier konnte im 7rim3-Knockout-Lysat
ein deutlich stirkeres Signal im Vergleich zum Wildtyp-Lysat detektiert werden (Abb.
3.20B). In der S4-Fraktion war ebenfalls ein stdrkeres Signal in den TRIM3-depletierten
Lysaten zu beobachten, allerdings wurde hier keine Signifikanz erreicht, so dass sich
lediglich eine Tendenz abzeichnen konnte. In den Fraktionen P2 und P4 wurden sehr dhnliche

Signalintensitéten fiir beide Genotypen gemessen.

Nach erfolgter Detektion wurden die Western Blot Membranen mit Coomassie-Blau gefarbt,
um zu bestdtigen, dass identische Proteinmengen der einzelnen Proben analysiert wurden. So
wurde ausgeschlossen, dass die beobachteten Unterschiede durch Fehler beim Beladen der
SDS-Gele verursacht worden waren (Daten nicht gezeigt). Zudem wurden jeweils gleiche
Mengen der P2-, P3-, P4- und S4-Fraktionen vereint und diese rekonstituierten ,,Volllysate*
im Western Blot Verfahren analysiert um auszuschlieBen, dass die beobachteten
Unterschiede dadurch zustande kamen, dass der Gesamtgehalt der untersuchten Proteine
zwischen Knockout- und Wildtyp-Lysat verdndert war. Abb. 3.21A zeigt das Ergebnis dieser
Western Blot Analyse fiir die Proteine KIF5 und KIF21B, bei denen die grofiten Unterschiede
zwischen den Fraktionen beobachtet worden waren. Neben den Motorproteinen wurde NSE
als Ladekontrolle detektiert. Zur quantitativen Analyse wurden die KIF21B- und KIF5-
Signalintensitdten zum NSE-Signal normalisiert (Abb. 3.21B) und das jeweilige Mittel aus
den drei Lysaten errechnet. Ein Vergleich der Mittelwerte von Wildtyp- und 77im3-
Knockout-Lysat zeigte eine Reduktion des KIF21B-Signal bei TRIM3-Depletion, dieser

Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die KIF5-Signalintensititen hingegen waren in
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beiden Genotypen nahezu identisch. Diese Analyse bestdtigt die zuvor beschriebenen
Ergebnisse zur Untersuchung des KIF21B- bzw. KIF5-Gehaltes in hippokampalen S1-
Lysaten (siche Abb. 3.17). Hier war die Signalstirke von KIF5 in Knockout- und Wildtyp-
Lysaten ebenfalls identisch und auch fiir KIF21B konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Allerdings ist zu beachten, dass in S1-Volllysaten aus Trim3-Knockout-
Mausen tendenziell mehr KIF21B detektiert wurde, in den ,,vereinten Volllysaten® (P2 bis

S4) aus Trim3-Knockout-Méusen hingegen tendenziell weniger.
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Abb. 3.21: Analyse des Gesamtgehaltes von KIF21B und KIFS in differenziell zentrifugierten
Hippokampus-Lysaten. (A) Gleiche Volumina der einzelnen Fraktionen (P2/P3/P4/S4) der
differenziell zentrifugierten Hippokampus-Lysate wurden vereint und gleiche Volumina dieser Proben
im Western Blot Verfahren analysiert. Die Detektion erfolgte mit TRIM3-, KIF21B-, KIF5 und NSE
(Neuronen-spezifische Enolase)-spezifischen Antikorpern. (B) Quantitative Analyse der in A
dargestellten Daten. Die KIF21B- und KIF5-Signale wurden zum NSE-Signal normalisiert und die
Mittelwerte aus 3 unabhidngigen (P2-S4)-Lysaten errechnet. Im Knockout-Lysat ist eine Reduktion der
KIF21B-Signalintensitdt zu beobachten, die jedoch nicht signifikant ist (ns). Bei der KIF5-Detektion
kann kein Unterschied zwischen den Lysaten beobachtet werden. (KIF21B: WT 0.60+0.07, KO
0.46+0.06, p=0.22; KIF5: WT 0.58+0.06, KO: 0.58+0.11, p=0.98). Fehlerbalken=SEM.

3.4 Einfluss von TRIM3 auf die Kinetik KIF5-vermittelter Transportprozesse

Die in Kapitel 3.3 beschriebene Analyse der intrazelluldren Verteilung von KIF5 und
KIF21B in differenziell zentrifugierten Hippokampus-Lysaten gab Hinweise darauf, dass
nach TRIM3-Depletion weniger KIF5- und KIF21B-Motorproteine in Vesikel-angereicherten
Fraktionen zu finden sind. So konnte in Knockout-Lysaten im Vergleich zu Wildtyp-Lysaten
signifikant weniger KIF21B in der P4-Fraktion detektiert werden und das KIF5-Signal wies
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bei TRIM3-Depletion eine sehr starke Tendenz zur Reduktion in der P3-Fraktion auf (Abb.
3.19 und 3.20). Mittels Timelapse-Videomikroskopie sollte nun untersucht werden, ob die
TRIM3-Depletion auch Einfluss auf die Kinetik intrazelluldrer Transportprozesse hat. Zur
Klérung dieser Fragestellung wurde GFP-markiertes Pur-a in kultivierten hippokampalen
Neuronen aus Wildtyp- oder Trim3-Knockout-Mausen exprimiert und die Bewegung der Pur-
a-Partikel durch Timelapse-Aufnahmen dokumentiert. Anschliefend erfolgte anhand dieser
Aufnahmen die Analyse verschiedener Parameter des Pur-a-Transportes im Wildtyp- und
Trim3-Knockout-Hintergrund. Pur-o. wurde hierbei als ,,Modell-Cargo* gewéhlt, da es
zusammen mit TRIM3 in RNA Granules auftritt und diese RNA Granules wiederum von
KIF5 transportiert werden (Kanai et al., 2004). Aulerdem sprachen methodische Griinde fiir
dieses Protein: In kultivierten Neuronen exprimiertes GFP-Pur-a. weist eine definierte,
punktformige Verteilung auf, die zur genauen Auswertung unabdingbar ist, und zeigt zudem
einen relativ hohen Grad an Mobilitdt. In Abb. 3.22 ist die Bewegung eines solchen Pur-a-

Partikels nach ca. 20 h Expression in kultivierten hippokampalen Neuronen aus Wildtyp-
Maiusen dargestellt.
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Abb. 3.22: Mobilitit von GFP-markierten Pur-o-Partikeln in kultivierten Neuronen. Kultivierte
hippokampale Mausneurone wurden im Alter von DIV8-10 mit einem Konstrukt kodierend fiir GFP-
markiertes Pur-a transfiziert. Nach 15-24 h Expression wurden Timelapse-Aufnahmen iiber einen
Zeitraum von 5 min mit einem Intervall von 3-5 sec vorgenommen. (A) Exemplarische Ausschnitte
eines Neuriten mit einem mobilen GFP-Pur-a-Partikel (rote Pfeilspitze). Die Bewegung erfolgte in
retrograde Richtung. GroBenbalken: 2um. (B) Kymographische Volldarstellung der Partikelmobilidt
der in A ausschnitthaft gezeigten Timelapse-Aufnahmen. Bei der Auftragung der Position gegen die
Zeit werden mobile Partikel als schriag verlaufende Spuren sichtbar, immobile Partikel erscheinen als
senkrechte Spuren. Der rote Pfeil markiert den mobilen Partikel aus A.
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Um zu untersuchen, ob die Depletion von TRIM3 den Transport von Pur-o. bzw. Pur-a-
enthaltenden Partikeln verdndert, wurden kultivierte hippokampale Neurone von Wildtyp-
oder Trim3-Knockout-Mausen im Alter von DIV8-10 mit einem fiir GFP-Pur-a kodierenden
Konstrukt transfiziert. Nach einer Expressionsdauer von 15-24 h wurden Timelapse-
Aufnahmen der transfizierten Zellen erstellt, wobei sich diese Aufnahmen iiber einen
Zeitraum von 5 min mit einem Intervall von 3-5 sec erstreckten. AnschlieBend erfolgte die
semi-manuelle Auswertung der 7imelapse-Aufnahmen mit Hilfe der Software Metamorph

(Molecular Devices, Miinchen).
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Abb. 3.23 Analyse der Mobilitit von GFP-Pur-o-Partikeln in Neuronen aus Wildtyp- und
Trim3-Knockout-Mausen. (A) GFP-Pur-o wurde in Wildtyp- und Trim3-Knockout-Neuronen in
vergleichbarer Stirke exprimiert (Partikel pro 10 um Neurit: WT 1.73+£0,1, KO 1.55+0,1). (B) In
beiden Genotypen zeigten ca. 10% aller GFP-Pur-a-Partikel einer Zelle Mobilitat (WT 9,76+1,37%,
KO: 10.01£1,27%). (C) Schematische Darstellung der Laufstrecke eines GFP-Pur-a-Partikels mit
Richtungswechseln. Der rote Pfeil markiert die Entfernung ,,Start-Endpunkt®, der griine Pfeil die
,maximale Entfernung vom Startpunkt”. Die Gesamtstrecke ist die Summe aller grauen Pfeile. (D)
Analyse der Verteilung von Kurzstrecken- und Langstrecken-Partikeln (Kurzstrecke: maximale
Entfernung vom Startpunkt < 5 um, Langstrecke: maximale Entfernung vom Startpunkt > 5 um). Es
konnte keine Anderung des prozentualen Anteils von Kurz- oder Langstreckentransport in Trim3-
Knockout-Zellen festgestellt werden (> 5 pm: WT 29.6+5.8%, KO 26.1£5.8%; < 5 um: WT
70.445.8%, KO 73.9+5.8%). Alle Daten sind Mittelwerte. Fehlerbalken=SEM.
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Zunichst wurde die gesamte Partikelanzahl gemessen, um die Vergleichbarkeit der
Expressionsstdrke zwischen den Genotypen zu iiberpriifen. Dazu wurden insgesamt 7679 pm
Neuritenbereich aus 23 Wildtypzellen und 7956 um Neuritenbereich aus 25 Trim3-Knockout-
Zellen manuell ausgewertet und die Anzahl aller GFP-Pur-a-Partikel ermittelt. Wie in Abb.
3.23A dargestellt betrug die durchschnittliche Partikelanzahl pro 10 um Neurit in Wildtyp-
Zellen 1.73£0,1 und in Trim3-Knockout-Zellen 1.55+0,1 und war damit in beiden Genotypen
dhnlich. Auch im prozentualen Anteil mobiler Partikel je Zelle konnte zwischen den beiden
Genotypen kein Unterschied festgestellt werden (Wildtyp 9,76£1,37%, Knockout
10.01£1,27%) (Abb. 3.23B).

AuBerdem wurde untersucht, ob bei TRIM3-Depletion eine Verschiebung von Lang- und
Kurzstreckentransport beobachtet werden kann. Zum Verstindnis dieser und auch der
nachfolgenden Analysen sei zundchst anhand von Abb. 3.23C die typische ,,Laufstrecke*
eines GFP-Pur-a-Partikels illustriert. Vom Startpunkt aus kann sich ein Partikel uniform in
anterograde oder retrograde Richtung bewegen. Hierbei kann der Partikel zwischenzeitlich
pausieren oder aber kontinuierlich in Bewegung bleiben. Ein oftmals beobachtetes Verhalten
ist die Umkehr in der Bewegungsrichtung, die innerhalb eines Laufes auch 6fter stattfinden
kann. Dies ist in Abb. 3.23C schematisch dargestellt. Hier bewegt sich ein Punkt erst
anterograd vom Start bis Punkt 1, 1duft dann retrograd bis Punkt 2, bewegt sich dann wieder
anterograd bis Punkt 3, um in retrograder Bewegung letztlich bei Punkt 4 zu stoppen. Das
Laufverhalten wurde nun folgendermallen kategorisiert: Lag der Punkt mit der groBten
Distanz zum Start {iber 5 pm von diesem entfernt, so fiel der Partikel in die Kategorie
,Langstrecke* (griiner Pfeil > 5 yum). War die Entfernung kleiner als 5 pum, so fiel der
Partikel in die Kategorie Kurzstrecke (griiner Pfeil < 5 pum). Das Ende des griinen Pfeils
(Punkt 3) markiert somit die maximale Distanz zum Startpunkt. Die Strecke vom Start bis
Punkt 4 (roter Pfeil) bezeichnet die Entfernung ,,Startpunkt bis Endpunkt. Die Summe aller

Teilstrecken (graue Pfeile) ergibt die Gesamtstrecke.

Unter Verwendung dieser Kategorisierung zeigte sich, dass durch TRIM3-Depletion keine
Verschiebung von Lang- und Kurzstreckentransport festgestellt werden konnte (Abb. 3.23D).
Der prozentuale Anteil der Langstrecken-Partikel (> 5 pm maximale Entfernung vom Start)

betrug in Wildtyp-Zellen 29.6+5.8% und in Trim3-Knockout-Zellen 26.1+5.8% und war
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damit in beiden Genotypen dhnlich. Dementsprechend konnte auch bei dem weitaus gréf3eren
Anteil der Kurzstreckenpartikel (< 5 um maximale Entfernung vom Start) kein Unterschied
zwischen Wildtyp- und Knockout-Zellen festgestellt werden (Wildtyp 70.4+5.8%, Knockout
73.94+5.8%).
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Abb. 3.24 Vergleich kinetischer Parameter der GFP-Pur-a-Bewegung in kultivierten Neuronen
aus Wildtyp- und Trim3-Knockout-Miusen. (A) Die maximale Entfernung der GFP-Pur-a-Partikel
vom Startpunkt war in Trim3-Knockout-Zellen signifikant erhoht (WT 8.15+£0.43 um, KO 10.39£1.16
um). (B) GFP-Pur-a-Partikel zeigten in Trim3-Knockout-Zellen eine leichte Tendenz zu langerer
Gesamtstrecke (WT 13.154+0.86 um, KO 15.77+1.57 um, p=0,12). (C) Die Entfernung ,,Startpunkt bis
Endpunkt war in Trim3-Knockout-Zellen ebenfalls tendenziell erhoht (WT 7.64+0.50 um, KO
9.75+1.23 um, p=0,08). (D) Die maximale Geschwindigkeit der GFP-Pur-a-Partikel war in Trim3-
Knockout-Zellen signifikant erhoht (WT 0.72+0.04 um/sec, KO 0.91+0.09 um/sec, p=0,03). (E) Die
durchschnittliche Geschwindigkeit der GFP-Pur-a-Partikel war im Knockout-Hintergrund tendenziell

erhoht (WT 0.15£0.02 pm/sec, KO 0.25+0.05 pm, p=0,09). Alle Daten sind Mittelwerte.
Fehlerbalken=SEM. *=p < 0,05.

Die Analyse von insgesamt 67 mobilen Langstrecken-Partikeln (Wildtyp n=40, Trim3-
Knockout n=27) zeigte jedoch im 7rim3-Knockout-Hintergrund einen signifikanten Anstieg
der ,,maximalen Entfernung vom Startpunkt“ (Abb. 3.24A). So betrug diese Distanz im
Wildtyp-Hintergrund im Mittel 8.15+0.43 um und im Knockout-Hintergrund 10.39+1.16 pm.
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Auch die ,,Gesamtstrecke” und die ,,Entfernung Startpunkt-Endpunkt* waren in TRIM3-
depletierten Zellen leicht erhoht (Abb. 3.24B, 3.24C). Diese Unterschiede sind zwar nicht
signifikant, deuten mit Signifikanzwerten von p<0.1 jedoch auf deutliche Tendenzen hin. Die
Analyse der Partikel-Geschwindigkeiten weist ebenfalls auf einen Einfluss von TRIM3 auf
aktive Transportprozesse. So war die maximale Geschwindigkeit der GFP-Pur-a-Partikel in
Trim3-Knockout-Zellen - verglichen mit Wildtypzellen - signifikant erhoht (WT: 0.72+0.04
pm/sec, KO: 0.91+0.09 pm/sec, Signifikanzwert p=0.03) (Abb. 3.24D). Auch die
durchschnittliche Geschwindigkeit zeigte im 7rim3-Knockout-Hintergrund einen Anstieg, der
mit einem Signifikanzwert von p=0.09 eine Tendenz aufweist (WT: 0.15+0.02 pm/sec, KO:
0.25+0.05 pm/sec; Abb. 3.24E). Eine Analyse der Nettotransportrichtung (Endpunkt in
antero- oder retrograde Richtung vom Startpunkt, vergl. Abb. 3.23C) zeigte hingegen keine
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. Der prozentuale Anteil von anterogradem und
retrogradem Transport lag in Wildtyp- und 7rim3-Knockout-Zellen jeweils bei ca. 50%
(27 Partikel im KO: 14 anterograd, 13 retrograd; 40 Partikel im WT: 18 anterograd, 20 retro-
grad, 2 ohne eindeutig definierbare Richtung).

Eine detaillierte Analyse von 156 Kurzstrecken-Partikeln (Wildtyp n=76, Trim3-Knockout
n=80) zeigte in allen untersuchten Parametern (maximale und durchschnittliche
Geschwindigkeit, Gesamtstrecke, ,,maximale Entfernung vom Startpunkt®, , Entfernung
Startpunkt-Endpunkt®, prozentualer Anteil von anterogradem und retrogradem Transport)

keinerlei Unterschiede zwischen Wildtyp- und 7rim3-Knockout-Zellen (Daten nicht gezeigt).
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4 Diskussion

Neurone sind morphologisch und funktionell stark polarisierte Zellen und sind zur
Ausbildung und Aufrechterhaltung ihrer Funktion auf aktive intrazelluldre Transportprozesse
angewiesen (Hirokawa et al., 2010). Die meisten Proteine werden im Soma synthetisiert und
miissen daher {liber gezielte aktive Transportprozesse zu ihrem Bestimmungsort gebracht
werden. Selbst lokale Proteinsynthese in Neuriten (z.B. in Spines) ist von aktivem Transport
abhingig, da auch die mRNA vom Soma in die Zellperipherie gebracht werden muss (Martin
und Zukin, 2006). Dies erfolgt iiber Proteine der Motorprotein-Familien Myosin,
Kinesin/KIF und Dynein. Diese Motoren binden ihr Cargo - wie RNA Granules oder
Oberflachenproteine tragende Vesikel - entweder direkt oder iiber Adapterproteine und
nutzen das Aktin- oder Mikrotubulizytoskelett als molekulare Stralen (Hirokawa et al.,
2010). Fiir das Tripartite-Motif-Protein TRIM3 konnte im Myosin V-vermittelten Transport,
der iiber Aktinfilamente erfolgt, bereits eine potenzielle Adapterfunktion gezeigt werden
(Yan et al., 2005). Dariiber hinaus ist TRIM3 Bestandteil von RNA Granules, die von dem
Mikrotubuli-abhdngigen Motor KIF5 transportiert werden, doch die genaue Art dieser
Interaktion und ihre Funktion ist nicht bekannt (Kanai et al., 2004). Anhand einer neu
identifizierten Interaktion zwischen TRIM3 und dem Mikrotubuli-abhéngigen Motorprotein
KIF21B sollte daher in dieser Arbeit untersucht werden, ob und welchen Einfluss TRIM3 auf
Mikrotubuli-abhéngige Transportprozesse hat. Dabei standen zunichst zwei Fragestellungen
im Vordergrund (siehe auch Kapitel 3.2):

Zum einen sollte untersucht werden, ob TRIM3 Bestandteil des KIF21B-Neuroligin-
Transportkomplexes ist. Das Zelladhdsionsmolekiil Neuroligin ist das einzige bislang
bekannte KIF21B-Cargo und wird von dem anterograden Motorprotein zur Zelloberfliche
transportiert (siehe Kapitel 1.3.2) (Schapitz, 2009, Dissertation). Fiir KIF21B und Neuroligin
ist nicht geklart, ob die Interaktion direkt oder indirekt erfolgt. Wie bereits erwéhnt
iibernimmt TRIM3 im Myosin-abhidngigen Transport wahrscheinlich Adapterfunktion und ist
dariiber hinaus auch Bestandteil von KIF5-Transportkomplexen. Vor diesem Hintergrund lag
die Hypothese nahe, dass TRIM3 als Adapter oder regulatorischer Faktor auch Bestandteil
des KIF21B-Neuroligin-Transportkomplexes sein konnte.

TRIM-Proteine stellen eine der groBten Gruppe von Ubiquitin-RING-E3-Ligasen dar
(Sardiello et al., 2008) und kiirzlich konnte gezeigt werden, dass auch TRIM3 funktionelle
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Ubiquitin-E3-Ligase-Aktivitdt besitzt (Hung et al., 2010) (siche auch Kapitel 1.4.2 und
1.4.3). Daher sollte zum anderen die Frage gekldrt werden, ob TRIM3 die Ubiquitin-
abhingige Degradation von KIF21B vermittelt und es sich demnach bei der identifizierten
Interaktion um einen Substrat-Enzym-Komplex handeln konnte. Im Folgenden werden die
Versuchsergebnisse zum Nachweis der KIF21B-TRIM3-Bindung im Hinblick auf diese
beiden Arbeitshypothesen diskutiert.

4.1 Die Interaktion von KIF21B und TRIM3

Die hier erstmals beschriebene Interaktion von KIF21B und TRIM3 wurde in
Koimmunprézipitationen aus Rattenhirnextrakten identifiziert. Dabei wurde die sogenannte
P4-Fraktion verwendet, die neben groflen Proteinkomplexen auch Membranorganellen
enthélt, die nicht in der Vesikel-angereicherten P3-Fraktion pelletiert worden sind (Saito et
al., 1997). Da diese Fraktion somit auch kleine Transportvesikel enthalten sollte, konnte eine
Koprézipitation von TRIM3 und KIF21B aus diesem Extrakt auf eine Transport-assoziierte
Funktion von TRIM3 hindeuten. Dariiber hinaus enthélt die P4-Fraktion aber auch grof3e
Proteinkomplexe und TRIM3 konnte als Bestandteil dieser Proteinkomplexe sowohl eine
Transport- als auch eine Degradations-assoziierte Funktion haben. Fiir TRIM-Proteine wurde
die Eigenschaft zur Bildung hochmolekularer Proteinkomplexe durch Multimerisierung
beschrieben (Reymond et al., 2001; Napolitano und Meroni, 2012). Diese multimeren
Komplexe sollten in der P4-Fraktion angereichert sein. Fiir TRIM3 wurde bislang zwar nur
eine Homodimerisierung nachgewiesen (El-Husseini und Vincent, 1999; Reymond et al.,
2001), doch ist aufgrund der TRIM3-Doméinen-Struktur eine Integration in groere neuronale
Proteinkomplexe sehr wahrscheinlich. Um die vielfiltigen TRIM3-Interaktionsmoglichkeiten
zu verdeutlichen, wird in Abb. 4.1 nochmals die TRIM3-Doménen-Struktur schematisch
gezeigt. So binden TRIM-Proteine iiber die RING-Domine die Ubiquitin-konjugierenden E2-
Enzyme und iiber die B-Boxen und Coiled-coil-Doméanen andere TRIM-Proteine und/oder
Substrate. Die C-terminale (-Propeller-Struktur von TRIM3 ist in vielen Proteinen als
Plattform fiir vielseitige Protein-Protein-Wechselwirkungen beschrieben (Napolitano und
Meroni, 2012; Smith, 2008). In HeLa-Zellen konnte zudem bereits durch Identifizierung des
sog. CART-Komplexes - bestehend aus Hrs, Actinin-4, TRIM3 und Myosin V- gezeigt
werden, dass TRIM3 in groflere Proteinkomplexe mit Transportfunktion integriert sein kann

(Yan et al., 2005).
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Coiled-  ABP-dhnliche
RING B-Box coil Repeats NHL-Repeats/B-Propeller

e e e

RBCC-Domane ARBCC

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der TRIM3-Dominen-Struktur. Das N-terminale RBCC-
Motiv besteht aus einer RING-, B-Box und Coiled-coil-Domine. Der C-Terminus enthilt Aktin-
Bindeprotein (ABP)-adhnliche Repeats und NHL-Repeats, die sich zu einer 3-Propeller-Struktur falten.

Die Interaktion von KIF21B und TRIM3 konnte durch Koimmunprizipitationen mit
heterolog exprimierten Fusionsproteinen in HEK293-Lysaten bestitigt werden. Dabei wurde
gezeigt, dass KIF21B mit dem C-Terminus von TRIM3 interagiert (ARBCC, Abb.4.1). Im
Hefe-2-Hybrid-System konnte hingegen nachgewiesen werden, dass die KIF21B-Stalk-
Doméne direkt mit der N-terminalen TRIM3-RBCC-Doméne und nicht mit dem TRIM3-C-
Terminus interagiert. Diese Ergebnisse sind nur auf den ersten Blick widerspriichlich, da die
direkte Bindung von der KIF21B-Stalk-Domidne an die TRIM3-RBCC-Domine eine
zusitzliche indirekte Interaktion iiber weitere Doménen nicht ausschlie3t. So bindet auch das
Protein Sundriver Driver den Motor KIF5 entweder direkt oder - unabhidngig von der
direkten Interaktion - indirekt {iber KIF5-assoziierte Ketten (Sun et al., 2011). Damit deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass TRIM3 sowohl direkt als auch indirekt an KIF21B binden
kann. Bei der Uberexpression in HEK293-Zellen wurde bewusst ein TRIM3-
Deletionskonstrukt ohne die N-terminale RBCC-Domine verwendet, da TRIM-Proteine wie
bereits erwéhnt insbesondere iiber die Coiled-coil-Doméne mit sich selbst oder anderen
TRIM-Proteinen di- und multimerisieren konnen (Reymond et al., 2001). Da HEK293-Zellen
mindestens 5 verschiedene TRIM-Proteine exprimieren (Uchil et al., 2008), sollte durch
Verwendung des Deletionskonstruktes ausgeschlossen werden, dass eine Bindung von
KIF21B und TRIM3 durch ,,unspezifische* Interaktion {iber andere TRIM-Proteine zustande
kommt. Fiir TRIM3 wurden heterophile Interaktionen mit anderen TRIM-Proteinen zwar
noch nicht gezeigt, sind bei insgesamt ca. 70 Familienmitgliedern aber sehr wahrscheinlich.
Dass TRIM3 und KIF21B in HEK293-Lysaten auch in Abwesenheit der direkten Bindestelle
der RBCC-Doméne interagieren, konnte durch die C-terminale Doménen-Struktur der beiden
Proteine begriindet sein. Beide verfligen am C-Terminus iiber eine P-Propeller-Struktur,
wodurch die Wahrscheinlichkeit fiir eine indirekte Interaktion iiber gemeinsame Bindepartner

sehr hoch ist. Da HEK293-Zellen auch neuronale Proteine exprimieren (He und Soderlund,
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2010), wird die beobachtete Interaktion in HEK293-Lysaten vermutlich indirekt durch
gemeinsame (neuronale) Bindepartner vermittelt. Die Frage, ob KIF21B auch endogen
sowohl mit dem TRIM3-C- als auch N-Terminus interagiert, konnte in weiterfithrenden
Pulldown-Versuchen gekliart werden, indem TRIM3-Deletionskonstrukte immobilisiert und
mit Hirnlysaten inkubiert werden und anschlieend die Interaktion mit endogenem KIF21B

analysiert wird.

Die im Hefe-2-Hybrid-System identifizierten Bindestellen zwischen TRIM3 und KIF21B
stimmen gut mit den Ergebnissen der einzigen Studie iiberein, die ebenfalls eine direkte
Bindung von Kinesin-Motoren und einem TRIM-Protein beschrieben hat (Huang et al.,
2012). Diese Studie zeigte die Interaktion des Testis-spezifischen Proteins TRIM60 mit dem
heterodimeren Kinesin KIF3A/B. Huang und Kollegen konnten im Hefe-2-Hybrid-System
zeigen, dass TRIM60 sowohl iiber die RBCC-Doméne als auch iiber den C-Terminus an die
Motoren bindet und dass die KIF3-Motoren entweder iiber die Stalk- oder iiber die Tail-
Doméne mit TRIM60 interagieren.

Viele N-Kinesine binden ihr Cargo iiber die C-terminale 7ai/-Domine, doch auch Cargo-
Rekrutierung iiber die Stalk-Doméne wurde bereits beschrieben (Hirokawa et al., 2010). So
bindet z.B. KIF21A, der Motor mit der groten Homologie zu KIF21B, sein Cargo Kankl
iiber die Stalk-Domine (Kakinuma und Kiyama, 2009). Demnach konnte die Bindung von
TRIM3 an die KIF21B-Stalk-Doméne ein weiterer Hinweis darauf sein, dass TRIM3 in einen
KIF21B-assoziierten Transportvorgang involviert ist. In diesem Zusammenhang konnte
iiberlegt werden, die genaue KIF21B-Bindestelle in der TRIM3-RBCC-Domine im Hefe-2-
Hybrid-System weiter einzugrenzen, um so weitere Hinweise zur moglichen Funktion der
Bindung zu erhalten. Hier ist aber zu bedenken, dass sich generell iiber die identifizierte
Bindestelle im TRIM-Protein nur sehr begrenzt Riickschliisse auf eine mdgliche Funktion
ziehen lassen, was durch die Komplexitdt und Variabilitidt der TRIM-Interaktionen begriindet
ist. So ist bereits die Substraterkennung nicht in allen TRIM-E3-Ligasen identisch.
Beispielsweise bindet TRIM18 sein Substrat, die Phosphataseuntereinheit a4, iiber die erste
von zwei B-Boxen (Trockenbacher et al., 2001). In die Bindung von TRIMI1 an sein
Substrat Humanin hingegen sind sowohl die Coiled-coil-Doméne als auch die C-terminale
B30.2-Domiéne involviert (Niikura et al., 2003). Fiir die Bindung von TRIM2 an sein

Substrat Neurofilament NF-L ist die RBCC-Doméne wiederum gar nicht notwendig, sie
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erfolgt iiber die C-terminalen Filamin- und NHL-Repeats (Balastik et al., 2008). Fiir die
enzymatische Aktivitat dieser E3-Ligasen ist die RING-Doméne unerlésslich, da iiber sie die
Rekrutierung der Ubiquitin-konjugierenden E2-Enzyme stattfindet (Napolitano ef al., 2011).
Bei einer direkten Bindung zwischen KIF21B und der TRIM3-RING-Doméne wére eine E3-
Ligase-Funktion von TRIM3 beeintrichtigt, da die nétige E2-Interaktion nicht mehr
ungehindert stattfinden konnte. Dies lieBe wiederum eine Degradations-assoziierte Funktion
auf den ersten Blick unwahrscheinlich erscheinen. Da TRIM-Proteine aber zu multimeren
Komplexen assemblieren konnen und TRIM3 dadurch Bestandteil eines Proteinkomplexes
mit neuen Substrat-Enzym-Interaktionen sein konnte, konnte trotz blockierter E2-Bindestelle
eine KIF21B-Ubiquitinylierung stattfinden (Napolitano und Meroni, 2012).

An dieser Stelle sei auch auf die grofe funktionelle Variabilitit selbst innerhalb der TRIM-
Subfamilien hingewiesen. So bildet TRIM2 zusammen mit TRIM3, TRIM32 und TRIM71
die Subfamilie der TRIM-NHL-Proteine (Ozato et al., 2008). TRIM2, TRIM3 und TRIM32
werden alle stark im Gehirn exprimiert (Balastik et al., 2008; El-Husseini und Vincent, 1999;
Kudryashova et al., 2009). Sowohl TRIM2- als auch TRIM32-Depletion verdndern den
zelluldren Gehalt der Neurofilament-Isoform NF-L, doch wiahrend TRIM2-Depletion zu einer
Akkumulation von NF-L fiihrt, hat TRIM32-Depletion eine Reduktion von NF-L zur Folge
(Balastik et al., 2008; Kudryashova et al., 2009). Die funktionelle Komplexitidt der TRIM-
Proteine wird auch durch die unterschiedlichen Auswirkungen von Mutationen in ein und
demselbem Protein deutlich. So fithren Mutation in den NHL-Repeats von TRIM32 zu
speziellen Formen von Muskeldystrophie, Mutationen im TRIM32-B-Box-Motiv hingegen
verursachen das Bardet-Biedl-Syndrom, eine multisystemische Erkrankung, die u.a. zu
kognitiver Beeintriachtigung, Adipositas und Nierenerkrankungen fiihrt (Kudryashova et al.,
2009).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass KIF21B und TRIM3, die beide bereits
embryonal exprimiert werden (Hung et al., 2010; Silverman et al., 2010), in vitro nur in
kultivierten Neuronen, aber nicht in Astrozyten exprimiert werden. Hung und Kollegen
konnten TRIM3 in einer Neuronen-Glia-Kokultur ebenfalls nicht in Gliazellen detektieren
(Hung et al., 2010). Eine Studie von Silverman und Kollegen deutet indirekt darauf hin, dass
auch KIF21B im Hippokampus hauptsdchlich neuronal exprimiert wird (Silverman et al.,

2010). Die hier bestétigte spezifisch neuronale Expression der beiden Bindepartner KIF21B
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und TRIM3 schlief3t eine Expression in anderen Zelltypen zwar nicht aus, ermoglicht es aber,
die funktionelle Charakterisierung der Interaktion im Hippokampus auf eine neuronale Ebene

Zu begrenzen.

Die Interaktion von TRIM3 und KIF21B konnte durch Koimmunfarbungen hippokampaler
Neurone auch auf zelluldrer Ebene bestitigt werden. KIF21B wurde dabei wie von Schapitz
beschrieben (Schapitz, 2009, Dissertation) besonders stark in Wachstumskegel-dhnlichen
Strukturen detektiert. In Einzelimmunfarbungen konnte TRIM3 nie in &hnlichen Strukturen
detektiert werden, was nahe legt, dass die bislang ungeklérte Funktion von KIF21B in diesem
zelluliren Kompartiment von TRIM3 unabhingig ist. In Neuriten wurden TRIM3 und
KIF21B in definierten, punktartigen Strukturen detektiert, die zum Teil auch kolokalisiert
waren. Eine punktférmige Verteilung ist typisch fiir Motorproteine in Assoziation mit
Membranorganellen (Leopold et al., 1992) und konnte dementsprechend auch fiir eine
Transport-assoziierte Funktion der KIF21B-TRIM3-Interaktion sprechen. Unterstiitzt wird
diese Annahme durch die in dieser Arbeit gezeigte ultrastrukturelle Lokalisation von TRIM3,
da TRIM3 im Soma hippokampaler Neurone an vesikuldren Strukturen detektiert werden

konnte, die mit einer Grofle von ca. 50 nm Transportvesikel sein konnen (Pryer et al., 1992).

4.2 Funktion von TRIM3 im KIF21B-vermittelten Neuroligin-Transport

Wie zuvor beschrieben deuten die Versuchsergebnisse zum Nachweis der TRIM3-KIF21B-
Interaktion darauf hin, dass TRIM3 in den KIF21B-vermittelten Transport involviert ist. Da
Neuroligin das einzig bislang bekannte KIF21B-Cargo ist, wurde untersucht, ob TRIM3
Bestandteil des KIF21B-Neuroligin-Transportkomplexes ist. KIF21B interagiert in
Koimmunprézitationsversuchen sowohl mit Neuroligin (Schapitz, 2009, Dissertation) als
auch mit TRIM3, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. Tatsdchlich konnten in
Ubereinstimmung mit der Existenz eines Triple-Komplexes bei Immunprizipitation von
Neuroligin sowohl KIF21B als auch TRIM3 koprézipitiert werden. In diesem Versuch wurde
neben S1-,Volllysaten gezielt die P3-Fraktion differenziell zentrifugierter Hirnlysate
verwendet, da in dieser Vesikel-Fraktion auch intrazelluldre Transportvesikel angereichert
sind (Lee et al., 2001). Auch die Immunfluoreszenzfiarbungen deuten auf eine Interaktion von
TRIM3, KIF21B und Neuroligin hin, da in Neuriten kultivierter hippokampaler Neurone

definierte, punktformige Signaliiberlagerungen aller drei Proteine detektiert wurden.
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Um zu untersuchen, ob TRIM3 ein essenzieller Adapter im KIF21B-vermittelten Neuroligin-
Transport zur Zelloberfliche ist, wurde der Neuroligin-Oberflichengehalt im Hippokampus
von Trim3-Knockout-Mdusen analysiert. AMPA-Rezeptoren, die die GluR2-Untereinheit
enthalten, binden iiber den Adapter GRIP1 an den Motor KIF5 und werden in Dendriten
transportiert (Setou et al., 2002). Eine Reduktion der GRIPI1-Expression fiihrt zu einer
Reduktion von GluR2 an der Zelloberflache (Hoogenraad et al., 2005). Entsprechend konnte
auch TRIM3-Depletion zu einer Reduktion von Neuroligin an der Zelloberfldche fiihren.
Allerdings konnten in dieser Arbeit weder in der Oberflichenmembran-angereicherten P2-
Fraktion aus Hippokampusgewebe noch in Biotinylierungsexperimenten mit hippokampalen
Neuronen Unterschiede im Neuroligin-Oberflichengehalt zwischen Wildtyp- und T7im3-
Knockout-Mausen festgestellt werden. Diesen Ergebnissen konnen verschiedene Ursachen
zugrunde liegen.

So konnte TRIM3 zwar im KIF21B-Neuroligin-Transport eine Adapterfunktion haben, die
TRIM3-Depletion aber in der Knockout-Maus durch andere TRIM-Proteine kompensiert
werden. Hier ist eine Kompensation durch TRIM2 am wahrscheinlichsten. Beide Proteine
werden stark im Hippokampus exprimiert und sind in ihrer Aminosduresequenz zu 67%
identisch und zu 82% &dhnlich (Balastik et al., 2008; BLAST-Vergleich, NCBI). Eine fiir
TRIM3 kompensatorische Funktion von TRIM2 wurde zwar noch nicht beschrieben, doch
deutet zumindest der Phédnotyp der Trim2-Knockout-Maus auf solch kompensatorische
Effekte hin. TRIM2 vermittelt die Ubiquitin-abhéngige Degradation der Neurofilament-
Isoform NF-L und Trim2-Knockout-Méuse zeigen eine mit Ataxie verbundene
Neurodegeneration, die im Cerebellum besonders stark ausgeprégt ist (Balastik et al., 2008).
Hier entwickeln vor allem die Purkinjezellen durch die NF-L-Akkumulation axonale
Anschwellungen, die dann zur Zelldegeneration fiihren. Interessanterweise sind die
Purkinjezellen ein Zelltyp, der zwar TRIM2, aber nicht TRIM3 exprimiert (personliche
Information von Dr. Ronald van Kesteren, Freie Universitdt Amsterdam, Niederlande). Im
Hippokampus hingegen, wo beide Proteine stark exprimiert werden, wurde keine NF-L-
Akkumulation beobachtet. So konnte die hippokampale TRIM3-Expression die TRIM2-
Depletion kompensieren, wiahrend in den Purkinje-Zellen des Cerebellums keine
Kompensation stattfinden kann.

Zum anderen konnten Neuroligin-Isoform-spezifische Effekte in dieser Arbeit durch die

Verwendung eines pan-Neuroligin-spezifischen Antikdrpers iiberdeckt worden sein. Schapitz
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ging in ihrer Arbeit von einer spezifischen Interaktion zwischen KIF21B und Neuroligin 1
aus (Schapitz, 2009, Dissertation). In anfdnglichen Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte
in P2-Fraktionen differenziell zentrifugierter Cerebellum-Extrakte kein Unterschied im
Neuroligin 1-Oberflichengehalt zwischen Wildtyp- und Trim3-Knockout-Miausen detektiert
werden, wihrend die selben Extrakte aber einen signifikanten Unterschied im pan-
Neuroligin-Gehalt zeigten (Daten nicht gezeigt). Zudem ist inzwischen durch weitere
Koimmunprézipitationsversuche und Verwendung anderer Neuroligin-Isoform-spezifischer
Antikorper deutlich, dass KIF21B mit allen Neuroligin-Isoformen (1 bis 4) interagieren kann
(personliche Information von E. Thies, Inst. fiir Molekulare Neurogenetik, ZMNH,
Hamburg). Aus diesen Griinden wurde im Rahmen dieser Arbeit ein pan-Neuroligin-
Antikorper verwendet. Es ist nun jedoch denkbar, dass TRIM3 nur an eine Subpopulation der
KIF21B-Neuroligin-Komplexe bindet. Da KIF21B alle Neuroligin-Isoformen binden kann,
die Isoformen aber spezifisch an inhibitorischen und/oder exzitatorischen Synapsen
lokalisieren (siehe Kapitel 1.2.3), muss eine synapsenspezifische Cargo-Zielsteuerung
reguliert werden. TRIM3 konnte ein regulatorischer Faktor sein, der z.B. spezifisch an
Neuroligin-2-Komplexe bindet, die an inhibitorischen Synapsen angereichert sind
(Varoqueaux et al., 2004). In diesem Fall wire die selektive Verdnderung des Neuroligin 2-
Oberflichengehaltes vielleicht nicht ausreichend, um auch auf pan-Neuroligin-Ebene
Verianderungen hervorzurufen. TRIM3-Depletion konnte in diesem Kontext aber auch eine
Umverteilung von Neuroligin an der Oberfldche zur Folge haben und z.B. dazu fiihren, dass
Neuroligin 2 nicht nur an inhibitorischen, sondern auch an exzitatorischen Synapsen
lokalisiert ist. Ein solcher Effekt wiirde sich in den hier durchgefiihrten Experimenten
ebenfalls nicht nachweisen lassen, da sich der Oberflachengehalt per se nicht andern miisste.

Um eindeutig zu klaren, ob TRIM3 fiir den anterograden Neuroligin-Transport essenziell ist,
sollten die Versuche zur Oberflichenlokalisation mit Neuroligin-Isoform-spezifischen
Antikdrpern wiederholt werden. Kann dann fiir eine der Isoformen ein Effekt gezeigt werden,
wire es sinnvoll, zusétzliche Experimente zur physischen Zusammensetzung des potenziellen
Triple-Komplexes durchzufiihren. Hier koénnten Pulldown-Versuche mit prokaryotisch
exprimierten Fusionsproteinen klidren, wie die Proteine genau miteinander interagieren.
Dariiber hinaus sind auch Koimmunprézipitationsversuche mit 7rim3-Knockout-Lysaten
sinnvoll. Ist TRIM3 als essenzieller Adapter an der Motor-Cargo-Bindung beteiligt, so

sollten bei einer KIF21B-Immunprizipitation aus 7rim3-Knockout-Lysaten weniger
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Neuroligin-Mengen  koprizipitieren als aus Wildtyp-Lysaten. Auch Timelapse-
Videomikroskopie-Aufnahmen koénnten zeigen, ob KIF21B und TRIM3 und/oder TRIM3
und Neuroligin tatsdchlich kotransportiert werden. Zudem sollte der KIF21B-Neuroligin-
Kotransport in TRIM3-depletierten Zellen durch Timelapse-Videomikroskopie analysiert
werden. Ist TRIM3 ein essenzieller Adapter, miisste -bei unkompensierter TRIM3-Depletion-
kein bzw. stark reduzierter Kotransport stattfinden. Dariiber hinaus konnte Timelapse-
Videomikroskopie Auskunft dariiber geben, ob TRIM3 nicht als essenzieller Adapter sondern
als regulierender Kofaktor den Transport beeinflusst. So kdnnte TRIM3-Depletion die
kinetischen Parameter des Neuroligin-Transportes modifizieren wie es fiir GFP-markierte

Pur-a-Partikel festgestellt werden konnte (vergleiche Kapitel 3.4).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass TRIM3 zwar potenziell Bestandteil
eines KIF21B-Neuroligin-Transportkomplexes ist, jedoch keine essenzieller Adapter im
generellen Neuroligintransport zu sein scheint, da TRIM3-Depletion keine Auswirkung auf
die pan-Neuroligin-Oberflachenlokalisation hat. Weitere Versuche sind notwendig, um a)
Kompensationseffekte auszuschlieBen, b) Neuroligin-Isoform-spezifische Effekte zu
analysieren und c) die genaue physische Zusammensetzung eines potenziellen Triple-

Komplexes zu untersuchen.

4.3 KIF21B als potenzielles Substrat der Ubiquitin-E3-Ligase TRIM3

Hung und Kollegen konnten kiirzlich zeigen, dass TRIM3 eine funktionelle Ubiquitin-E3-
Ligase ist und die Degradation des PSD-Proteins GKAP vermittelt (Hung et al., 2010). In
dieser Arbeit wurde eine direkte Interaktion von TRIM3 und KIF21B nachgewiesen, die man
auch bei einer Substrat-Enzym-Interaktion erwarten wiirde (siehe Kapitel 1.4.2). Da iiber die
Degradation von Kinesinen bislang wenig bekannt ist, wurde untersucht, ob TRIM3 die
Ubiquitin-abhingige Degradation von KIF21B vermittelt.

Im Zuge dieser Fragestellung wurde erstmalig die Stabilitit eines Transport-vermittelnden
neuronalen Kinesin-Motors untersucht. In Cycloheximid-chase-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass die Proteinhalbwertszeit von KIF21B zwischen 24 und 48 h liegt und eine
dhnliche Stabilitdt aufweist wie Optineurin. Nach 24-stiindiger Cycloheximid-Inkubation
wurden nur noch ca. 58% der anfianglichen KIF21B-Menge detektiert. Damit ist die Stabilitét
von KIF21B in kultivierten Neuronen der KIF3A-Stabilitdt in HeLa-Zellen dhnlich (Brown et
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al., 2005). Hier konnten nach 24-stiindiger Cycloheximid-Inkubation noch 70% der
anfanglichen KIF3A-Menge detektiert werden. Fiir Kinesine, die intrazelluldren Transport
vermitteln, sind keine weiteren Vergleichsdaten publiziert, doch deuten zumindest die
KIF21B- und KIF3A-Daten auf eine relativ hohe Stabilitit dieser Motoren hin. Fiir
Optineurin wurde eine Halbwertszeit von 8 h beschrieben (Ying ef al., 2010), was deutlich
unter der hier beobachteten Halbwertszeit flir Optineurin zwischen 24 und 48 h liegt. Die
Diskrepanz ist wahrscheinlich in der Verwendung unterschiedlicher Zellsysteme begriindet.
Wihrend in dieser Arbeit primdre hippokampale Neurone verwendet wurden, wurde die
Optineurin-Degradationsstudie in einer immortalisierten Zelllinie durchgefiihrt, die durch

Transformation retinaler Ganglienzellen gewonnen worden war (Krishnamoorthy et al.,

2001).

In TRIM3-depletierten Neuronen konnte im Vergleich zu Wildtypneuronen keine Anderung
des zeitlichen Verlaufs der KIF21B-Degradation festgestellt werden. Zudem wiesen TRIM3-
depletierte Hippokampuslysate den gleichen KIF21B-Gehalt auf wie Wildtyp-Lysate. Wiirde
TRIM3 die Ubiquitin-abhingige KIF21B-Degradation vermitteln, sollte unkompensierte
TRIM3-Depletion jedoch zu einem Anstieg des KIF21B-Gehaltes fithren, da KIF21B nicht
mehr abgebaut werden konnte. So akkumuliert das TRIM2-Substrat NF-L bei TRIM2-
Depletion in Axonen von Purkinje-Zellen (Balastik et al., 2008) und eine RNAi-vermittelte
Reduktion der TRIM3-Expression fiihrt zu einer Akkumulation von GKAP (Hung et al.,
2010). Kompensationseftekte im Trim3-Knockout-Hintergrund konnen auf den ersten Blick
als Ursache fiir diese Ergebnisse ausgeschlossen werden, da auch nach Uberexpression von
TRIM3 in Neuronen kein Unterschied im KIF21B-Gehalt detektiert werden konnte. Hierbei
wurden TRIM3-Konstrukte verwendet, die von Prof. Morgan Sheng (MIT, Cambridge, USA)
zur Verfligung gestellt worden waren und in GKAP-Degradationsstudien bereits funktionelle
Aktivitéit gezeigt hatten.

Auffillig ist die relativ groBe Variabilitit zwischen den Uberexpressionsexperimenten, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden. Der Standardfehler des Mittels betrug bei
Verwendung des TRIM3-Wildtyp-Konstruktes 17%. Die Ursache hierfiir konnte in der
variierenden Qualitdt der Neuronenkulturen liegen. Ehlers konnte zeigen, dass neuronale
Aktivitét zu einer verstirkten Ubiquitinylierung von PSD-Proteinen fiihrt (Ehlers, 2003), und
auch die TRIM3-vermittelte GKAP-Degradation scheint von neuronaler Aktivitdt beeinflusst
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zu werden (Hung ef al., 2010). Des Weitern zeigt die RING-E3-Ligase Mind Bomb 2 eine
aktivitdtsregulierte Ubiquitinylierung von NMDA-Rezeptoren, da die Bindung von Mind
Bomb 2 an den NMDA-Rezeptor durch aktivitdtsabhéngige Phosphorylierung der NR2B-
Untereinheit erfolgt (Jurd et al., 2008). Entsprechend konnte auch die KIF21B-Degradation
durch neuronale Aktivitit reguliert werden. Da die Dichte kultivierter hippokampaler
Neurone erfahrungsgemiB3 von Kultur zu Kultur schwankt, die Neuronendichte aber die
spontane neuronale Aktivitdt entscheidend beeinflusst (Ivenshitz und Segal, 2010), konnte
dies die Unterschiede zwischen den Versuchsergebnissen erkldren. So wiirde TRIM3-
Uberexpression in dichter, neuronal aktiver Kultur zu KIF21B-Degradation fiihren, wihrend
die Uberexpression in einer weniger dichten Kultur keinen Effekt zeigen wiirde. Um eine
aktivititsabhingige Regulation der KIF21B-Degradation nachzuweisen, sollten die
Uberexpressionsstudien unter kontrollierter Aktivititsinduzierung (z.B. durch Applikation

von GABA-Rezeptor-Antagonisten wie Bicucullin) wiederholt werden.

4.4 Einfluss von TRIM3 auf die intrazellulire Kinesin-Verteilung

Da TRIM3-Depletion weder den generellen Neuroligin-Transport zur Zelloberfldche
beeintrdchtigte noch zu einer Verdnderung des endogenen KIF21B-Gehaltes filihrte, wurde in
anschlieBenden Experimenten untersucht, ob TRIM3 die intrazellulire Verteilung von
KIF21B beeinflusst.

Western Blot Analysen differenziell zentrifugierter Hippokampus-Lysate aus Wildtyp- und
Trim3-Knockout-Méusen zeigten, dass TRIM3-depletierte Lysate signifikant weniger
KIF21B-Signalintensitét in der P2- und P4-Fraktion aufwiesen als Wildtyp-Lysate. Dies lésst
auf einen reduzierten KIF21B-Gehalt in diesen Fraktionen schlieBen. Auch die P3-Fraktion
zeigte einen tendenziell reduzierten KIF21B-Gehalt im 77im3-Knockout-Hintergrund. Wie in
vorangegangenen Experimenten wurde im KIF21B-Gesamtgehalt jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Genotypen festgestellt. Somit deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass bei TRIM3-Depletion nur noch eine reduzierte Menge des KIF21B-Motors an
Komponenten der Membranorganellen-haltigen Fraktionen (P2, P3, P4) binden kann. Diese
Annahme wird dadurch bestirkt, dass sich in der S4-Fraktion, die die zytosolischen Proteine
enthélt, bei TRIM3-Depletion eine leichte Tendenz zu einem erhohten KIF21B-Gehalt
abzeichnete. Die Ergebnisse konnten dadurch erkldrt werden, dass TRIM3 die Assoziation

von KIF21B mit bestimmten (Transport-) Vesikeln ermdglicht und der Motor bei TRIM3-
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Depletion im Zytosol akkumuliert, da er sein Cargo nicht mehr binden kann (siehe Abb. 4.2).
Interessanterweise konnte fiir den Motor KIF5 nach TRIM3-Depletion eine &hnliche
Umverteilung wie fiir KIF21B detektiert werden. KIFS war im 7rim3-Knockout-Hintergrund
in der P3-Fraktion tendenziell deutlich reduziert (p=0.06), wihrend die S4-Fraktion
zumindest eine leichte Tendenz zu einem erhohten KIF5-Gehalt zeigte (p=0.15). Die
reduzierte Assoziation mit membranhaltigen subzelluldren Fraktionen (P2-P4) bei TRIM3-
Depletion scheint fiir KIF-Proteine spezifisch zu sein, da die y2-Untereinheit des GABAa-

Rezeptors in der P3-Fraktion aus 7rim3-Knockout-Méusen im Vergleich zu Wildtypmausen

Pl

TREST

Abb. 4.2: Schematische Darstellung einer moglichen TRIM3-Funktion im Kinesin-vermittelten
Transport. Ein KIF-Motor (blau) transportiert Vesikeltyp A und B entlang von Mikrotubuli (beige),
wobei nur die Bindung an Vesikeltyp B TRIM3-abhingig ist. TRIM3-Depletion konnte die
Assoziation des KIF-Motors mit Vesikeltyp B verhindern, so dass der Motor in der zytosolischen
Fraktion akkumuliert und Vesikeltyp B nicht mehr transportiert wird. Der Transport von Vesikeltyp A
wire durch die TRIM3-Depletion nicht gestort.

nicht reduziert, sondern signifikant erhoht war.

Die hier beobachteten Effekte der subzelluliren Umverteilung von KIFS5 und der y2-
Untereinheit des GABAa-Rezeptors durch TRIM3-Depletion kdnnten einen publizierten
Phinotyp der Trim3-Knockout-Maus erkldren. Der heteropentamere GABAa-Rezeptor wird
von KIF5 zur Zelloberfliche transportiert (Twelvetrees et al., 2010), wobei die meisten
GABAA-Rezeptoren im Gehirn die y2-Untereinheit enthalten (Farrant und Nusser, 2005)
(siehe auch Kapitel 1.2.1 und 1.3.3). Kortikale Neurone aus Trim3-Knockout-Méusen haben
einen reduzierten Oberflachengehalt der y2-Untereinheit und zeigen entsprechend weniger

inhibitorische postsynaptische Strome (Cheung et al., 2010). Diese reduzierte vy2-
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Oberflachenlokalisation in Trim3-Knockout-Méusen konnte nun dadurch zustande kommen,
dass nur noch eine reduzierte Menge des Motors KIF5 an die y2-haltigen Vesikel bindet und
zur Oberfliche transportiert. Dies wiirde auch den Anstieg der y2-Untereinheit in der P3-
Fraktion erkliren. Wenn ¢v2-haltige GABAa-Rezeptoren nicht mehr zur Oberfldche
transportiert wiirden, miisste ein intrazelluldrer Riickstau entstehen, der bereits im ER
beginnen konnte, wo die Rezeptoruntereinheiten assemblieren (Tretter und Moss, 2008)
(sieche Kapitel 1.3.3). Die P3-Fraktion enthdlt neben Transportvesikeln auch Golgi- und ER-
Fragmente (Ginkel und Wordeman, 2000), so dass eine y2-Anreicherung am ER oder Golgi-
Apparat auch in dieser Fraktion festgestellt werden miisste. Eine y2-Anreicherung am ER
oder Golgi-Apparat wiirde zudem erkldren, warum die publizierte Reduktion der y2-
Oberflachenlokalisation in 7Trim3-Knockout-Miusen in dieser Arbeit nicht auch in der
Oberflichenmembran-angereicherten P2-Fraktion detektiert wurde. Die P2-Fraktion enthélt
neben Oberflichenmembranen auch grofe Fragmente von ER und Golgi-Apparat, so dass
sich eine Reduktion an der Zelloberfliche und eine Akkumulation im ER oder am Golgi-
Apparat insgesamt nivellieren kdnnten. Auch der in der S4-Fraktion beobachtete tendenzielle
Anstieg im Gehalt der y2-Untereinheit konnte durch Riickstaueffekte erklédrt werden. So fiihrt
Proteinakkumulation am ER zur Ausléosung des sog. ERAD-Signalweges
(endoplasmatisches-Retikulum-assoziierte Degradation) (Kaneko et al., 2010). Durch die
ERAD-Signalkaskade konnen Transmembranproteine, die normalerweise iiber Lysosomen
degradiert werden, vom ER ins Zytosol verlagert und dort durch Ubiquitin-abhéngige
Degradation iiber den Proteasomen-Komplex abgebaut werden (Conti und Vandenberg,
2005; Smith et al., 2011). Da die y2-Untereinheit des GABAa-Rezeptors als Transmembran-
protein nach Endozytose ebenfalls iiber das Lysosom abgebaut wird (Kittler et al., 2004), bei
TRIM3-Depletion aber vermehrt in der zytolischen S4-Fraktion auftritt, konnte der GABA4-
Rezeptor-Transportriickstau zur Auslosung der ERAD-Signalkaskade und einer zytosolischen
Degradation der GABA s-Rezeptoren fiithren.

Die Ergebnisse der subzelluliren Umverteilung von KIF21B nach TRIM3-Depletion werfen
dieselben Fragen auf wie die Ergebnisse zur Funktion von TRIM3 im KIF21B-vermittelten
Neuroligin-Transport. Die Umverteilung von KIF21B deutet darauf hin, dass TRIM3-
Depletion die Assoziation von KIF21B mit vesikuldren Stukturen verhindert. Da Neuroligin

als Transmembranprotein ebenfalls iiber Vesikel transportiert wird (Chubykin et al., 2005),
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ist es erstaunlich, dass die Oberflaichenlokalisation von Neuroligin trotz reduzierter KIF21B-
Assoziation mit (Transport-) Vesikeln in der Trim3-Knockout-Maus nicht veridndert ist (vergl.
Kapitel 4.2). Auch in diesem Zusammenhang sollte daher die Isoform-spezifische
Oberfldchenlokalisation von Neuroligin analysiert werden, da eventuell nur eine
Subpopulation von KIF21B-Neuroligin-Komplexen durch die TRIM3-Depletion betroffen ist
(vergl. Abb. 4.2) und ein Isoform-spezifischer Effekt bei Analyse des pan-Neuroligin-
Oberflichengehaltes nicht identifiziert werden kdnnte. Die pan-Neuroligin-Verteilung war
zudem in den P2- und P3-Fraktionen zwischen den Genotypen unverdndert (Daten nicht
gezeigt). Dies spricht ebenfalls dafiir, dass der generelle Neuroligin-Oberflachentransport
durch TRIM3-Depletion nicht gestort wird, da keine durch Transportriickstau verursachte
pan-Neuroligin-Akkumulation in P2- oder P3-Fraktionen beobachtet werden konnten. Fiir die
P4- und S4- Fraktion lag die Neuroliginkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze und
konnte daher nicht analysiert werden. So ldsst sich auch aus diesen Ergebnissen schlie3en,
dass TRIM3-Depletion den pan-Neuroligin-Transport durch KIF21B nicht beeintriachtigt. In
weiterfilhrenden Versuchen sollte jedoch gekldart werden, ob TRIM3-Depletion einen
Neuroligin-Isoform-spezifischen Effekt bewirkt.

Da keine weiteren KIF21B-Cargoes bekannt sind, war es nicht moglich, weitere potenzielle
Effekte eines gestorten KIF21B-Transportes in 7rim3-Knockout-Méusen gezielt zu
analysieren. Insgesamt sind bei TRIM3-Depletion eher Transportstérungen spezifischer
Motor-Cargo-Komplexe als eine generelle Transportstorung des Motorproteins zu erwarten.
So werden auch nach TRIM3-Depletion immer noch KIF21B- und KIF5-Motoren in den
Membranorganellen-haltigen Fraktionen detektiert, was darauf hindeutet, dass TRIM3 nur
spezifisch fiir einzelne Cargoes als Adapter oder regulatorischer Faktor fungiert. Zudem
konnte die reduzierte Oberfldchenlokalisation des GABA-Rezeptors in der Trim3-Knockout-
Maus zwar durch einen generell gestorten KIF5-Transport verursacht werden, allerdings
konnte auch gezeigt werden, dass TRIM3-Depletion die Oberflichenlokalisation von AMPA-
Rezeptoren nicht beeintrichtigt (Cheung ef al., 2010). Da dieser Rezeptor ebenfalls von KIF5
transportiert wird (Setou et al., 2002), hier nach TRIM3-Depletion im Gegensatz zum
GABA-Rezeptor aber keine Hinweise auf einen gestorten Transport vorliegen, deutet auch

dies auf eine Einflussnahme von TRIM3 auf nur bestimmte Transportkomplexe hin.
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Die Ergebnisse zur KIF21B-Umverteilung nach TRIM3-Depletion sollten in weiterfiihrenden
Experimenten erhédrtet und verifiziert werden. Zum einen sollte durch Erhéhung der
Versuchsanzahl, die bislang n=3 betrigt, gezeigt werden, ob die zytosolische KIF21B-
Anreicherung nach 7Trim3-Knockout lediglich eine Tendenz bleibt oder ob sich ein
signifikanter Unterschied abzeichnet. Dabei sollte auch die subzelluldre Verteilung weiterer
Motorproteine in 7rim3-Knockout-Mausen analysiert werden, um die Spezifitit der
beboachteten Effekte beurteilen zu konnen. Zum anderen sollten ,,Extraktionsexperimente
durchgefiihrt werden. In Anlehnung an eine bereits publizierte Methode konnten kultivierte
Neurone kurz mit Detergenz inkubiert werden, um alle zytosolischen Komponenten ins
extrazellulire Medium zu entlassen (Cho und Johnson, 2004). Die Inkubation darf dabei nur
so kurz sein, dass das Zytosol zwar ausflieBen kann, aber keine intrazelluldren
Vesikelstrukturen durch das Detergenz zerstort werden. Anschlieend erfolgt die Analyse des
KIF21B-Gehaltes im zytosolischen Uberstand und in den iibrigen nicht-zytosolischen
Zellkomponenten. Verhindert TRIM3-Depletion tatsédchlich die Assoziation des Motors mit
membranhaltigen Kompartimenten und fithrt dadurch zur Anreicherung des Motors im
Zytosol, sollte in TRIM3-depletierten Neuronen das Verhidltnis vom KIF21B-Gehalt ,,Zytosol

zu Nicht-Zytosol* auf die zytosolische Seite verschoben sein.

Dariiber hinaus miisste die molekulare Ursache der KIF21B-und KIF5-Umverteilung geklirt
werden. Hier sind verschiedene Szenarien denkbar. Zum einen konnte TRIM3 die
Vesikelassoziation bestimmter KIF21B- oder KIF5-Transportkomplexe beeinflussen, indem
es dhnlich dem Lipid-bindenden Protein Centaurin al als Vesikel-Adapter fungiert (Tong et
al., 2010). Im Axon werden Phosphoinositol-3,4,5-Triphosphat/PIP3-haltige Vesikel von
dem Kinesin KIF13 transportiert, wobei die Motorbindung nicht direkt, sondern {iiber
Centaurin a1 erfolgt, das als Adapter sowohl den Motor als auch die sauren Lipide in der
Vesikelmembran bindet. Transportvesikel enthalten generell saure Lipide (Williams et al.,
2009). Interessanterweise wurde TRIM2, das Protein mit der grofBten Homologie zu TRIM3,
ebenfalls als Bindepartner saurer Lipide identifiziert (Tsujita et al., 2010). Die Autoren
konnten in ihrer Analyse zwar nicht klaren, ob die identifizierten Proteine direkt oder indirekt
an saure Lipide binden, doch liefert die Studie in Bezug auf diese Arbeit zumindest einen
weiteren Hinweis darauf, dass TRIM-NHL-Proteine wie TRIM2 -und damit eventuell auch

TRIM3- durch Assoziation mit vesikuldren Strukturen Motorprotein-vermittelten Transport
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beeinflussen konnten. Neben einer Adapterfunktion konnte auch eine SUMOylierungsaktiviét
von TRIM3 die subzellulire KIF21B-Verteilung beeinflussen (siche auch Kapitel 1.4.2).
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass viele TRIM-Proteine nicht nur Ubiquitin-, sondern
auch SUMO-E3-Ligase-Aktivitit besitzen (Chu und Yang, 2011). In dieser Studie wurde die
SUMOylierungsaktivitéit verschiedener TRIM-Subfamilienproteine in vitro getestet und dabei
zeigte auch das TRIM-NHL-Protein TRIM32 enzymatische Aktivitdt. Die TRIM3-Aktivitit
wurde zwar nicht untersucht, doch ist eine TRIM3-SUMOylierungsfunktion nicht
unwahrscheinlich, da diese in der TRIM-Proteinfamilie weit verbreitet zu sein schien (Chu
und Yang, 2011). So konnten in der Studie 8 von 15 getesteten TRIM-Proteinen das gleiche
Substrat in vitro SUMOylieren. Sollte TRIM3 tatsdchlich SUMOylierungsfunktion haben,
konnte KIF21B Substrat dieser SUMO-E3-Ligase sein. Eine Suche nach KIF21B-
SUMOylierungsstellen unter Verwendung der Freeware SUMOsp 2.0 (Ren et al., 2009)
zeigte, dass KIF21B -bei hochstringenten Suchkriterien- {iber 4 potenzielle
SUMOylierungsstellen verfiigt. Posttranslationale Modifikationen haben groflen Einfluss auf
die Regulation von Motorproteinen. So kann z.B. Phosphorylierung die Autoinhibition von
Kinesinen autheben oder ihre Loslésung vom Cargo bewirken (Verhey und Hammond, 2009;
Hirokawa et al., 2009). Fiir das mitotische Kinesin CENPE konnte gezeigt werden, dass
SUMOylierung seine Rekrutierung an Kinetochore bewirkt (Zhang et al., 2008). Vor diesem
Hintergrund wére denkbar, dass KIF21B-SUMOylierung durch TRIM3 die Assoziation des
Motors mit bestimmten vesikuldren Kompartimenten ermdglicht, die bei TRIM3-Depletion
nicht stattfinden kann. Um zu kldren, ob TRIM3 tatsdchlich SUMOylierungsaktivitit besitzt
und KIF21B sein Substrat darstellt, wiren in vitrro-SUMOylierungsexperimente mit KIF21B
und TRIM3 sinnvoll. Zudem koénnte der SUMOylierungsstatus von KIF21B in Wildtyp-
Maiusen untersucht und mit dem in 77im3-Knockout-Méusen verglichen werden. Sollten hier
Unterschiede festgestellt werden, konnten z.B. Experimente mit KIF21B-Konstrukten, in
denen die SUMOylierungsstellen mutiert sind, kldren, ob diese posttranslationale

Modifikation die subzellulire KIF21B-Verteilung beeinflusst.

4.5 Einfluss von TRIM3 auf Kinesin-vermittelten Transport
Neben der Analyse der subzelluliren Kinesin-Verteilung nach TRIM3-Depletion wurde
untersucht, ob TRIM3 Einfluss auf kinetische Parameter des Kinesin-vermittelten

Transportes hat. Dazu wurde die Mobilitit von GFP-markierten Pur-a-Partikeln in
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kultivierten Neuronen aus 7rim3-Knockout- und Wildtypméusen durch Timelapse-Video-
mikroskopie analysiert. Pur-a scheint eine Kernkomponente unterschiedlicher RNA
Granules zu sein (Bramham und Wells, 2007) und ist gemeinsam mit TRIM3 Bestandteil von
RNA Granules, die von KIF5 transportiert werden (Kanai et al., 2004). Wie in Kapitel 4.4
diskutiert fiihrt TRIM3-Depletion zu einer reduzierten Assoziation von KIF5 mit
Komponenten der Vesikel-haltigen P3-Fraktion, in der auch Pur-a angereichert ist (L1 et al.,
2001; Kanai et al., 2004). Somit wire zu erwarten, dass in 7rim3-Knockout-Zellen weniger
Pur-a-haltige Partikel (potenzielle RNA-Granules) transportiert werden als in Wildtypzellen,
da weniger Transport-vermittelnde Motoren an dieses Cargo gebunden sind. In dieser Arbeit
konnte jedoch kein Unterschied in der Anzahl mobiler Pur-o-Partikel festgestellt werden. In
beiden Genotypen waren ca. 10% aller Pur-a-Partikel mobil und auch im Verhiltnis von
Langstrecken- zu Kurzstreckentransport gab es keine Unterschiede.

Dass trotz der beobachteten Effekte in der subzelluldren KIF5-Verteilung keine Effekte in der
generellen Pur-o-Mobilitdt festgestellt wurden, konnte daran liegen, dass der KIF5-
vermittelte Transport von Pur-a-haltigen Partikeln von TRIM3 unabhéngig ist (vergl. Abb.
4.2). AuBlerdem konnte die TRIM3-Depletion wie bereits diskutiert von anderen TRIM-
Proteinen kompensiert werden. Dies ist im hier analysierten Transportprozess durchaus
wahrscheinlich, da sowohl TRIM3 als auch TRIM2 Bestandteil von Pur-a-haltigen RNA
Granules sind (Kanai et al., 2004). An dieser Stelle wére es sinnvoll, die Mobilitit weiterer
KIF5-Cargoes in Trim3-Knockout- und Wildtypzellen zu vergleichen. Hier konnte
insbesondere die Mobilitdt der GABA s-Rezeptor-Untereinheit y2 aufschlussreich sein. Wire
- wie in Kapitel 4.4 diskutiert - tatsidchlich ein gestorter GABAa-Rezeptor-Transport in
Trim3-Knockout-Miausen Ursache flir die reduzierte Oberflichenlokalisation der 7y2-
Untereinheit (Cheung et al., 2010), sollte die Rezeptoruntereinheit in TRIM3-depletierten
Zellen weniger mobil sein als in Wildtypzellen. Auch eine Analyse der Mobilitit der
Motorproteine KIF21B und KIF5 selbst sollte durchgefiihrt werden. Wenn TRIM3-Depletion
die Assoziation von KIF-Motoren mit ithrem Cargo verhindert, sollte die Anzahl mobiler
Motorproteine im 7rim3-Knockout-Hintergrund zumindest tendenziell reduziert sein, da
Kinesine, die nicht an ein Cargo gebunden sind, offenbar eine autoinhibierte, inaktive

Konformation einnehmen (Verhey und Hammond, 2009).
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Trotz der unverdnderten Gesamtmobilitidt der Pur-a-Partikel bei TRIM3-Depletion scheint
die E3-Ligase dennoch ihren Transport zu beeinflussen. In dieser Arbeit wurde festgestellt,
dass sich Pur-a-Partikel im Trim3-Knockout-Hintergrund signifikant schneller bewegten als
in Wildtypzellen. Zudem entfernten sich die Pur-a-Partikel in TRIM3-depletierten Zellen
signifikant weiter vom Startpunkt und ihre zuriickgelegte Gesamtstrecke war tendenziell
erhoht.

Die Ursache fiir die verdnderten kinetischen Parameter liegt vermutlich nicht in der
beobachteten subzelluldren KIF-Umverteilung nach TRIM3-Depletion. In vitro-Studien
konnten zeigen, dass die Kinesingeschwindigkeit von der Anzahl Mikrotubuli-gebundener
Kinesine unabhingig ist oder aber unter bestimmten Versuchsbedingungen durch mehr
Mikrotubuli-gebundene Kinesine erhoht wird (Kural et al., 2005). In den hier durchgefiihrten
Versuchen war die Motorgeschwindigkeit jedoch trotz potenziell reduziertem KIF5-Gehalt
erhoht. Da die prozentualen Anteile von anterogradem und retrogradem Langstrecken-
transport in Trim3-Knockout- und Wildtyp-Zellen sehr dhnlich waren, ist zudem
unwahrscheinlich, dass eine vermehrte Bindung an Dynein das unterschiedliche
Laufverhalten verursachte. Wahrscheinlicher ist hingegen ein Pur-o-Transport durch ein
kompensatorisch wirkendes, alternatives KIF-Protein. So werden z.B. Mitochondrien in
Neuronen sowohl von KIF5 als auch von KIF1Ba transportiert (Hirokawa et al., 2010).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen KIF-Proteine unterschiedliche
Geschwindigkeiten aufweisen (Hirokawa und Takemura, 2004). Daher ist es durchaus
moglich, dass Pur-a-Partikel in TRIM3-depletierten Zellen durch einen alternativen,
schnelleren Motor anterograd transportiert werden.

Eine weitere mogliche Ursache fiir die Verdnderung der kinetischen Parameter ist, dass
TRIM3 im KIF5-vermittelten Transport als negativer Regulator fungiert. Der KIF5-Transport
wird durch akzessorische Proteine moduliert. So ist das Adapterprotein Sunday Driver ein
positiver KIF5-Regulator, indem Sunday Driver-Bindung die KIF5-Geschwindigkeit und
-Prozessivitit erhoht (Sun ef al., 2011). Die Autoren flihren diese Modulation darauf zuriick,
dass die direkte Interaktion der beiden Proteine zu einer Konformationsdnderung von KIF5
fiihrt und dadurch eine ,,gebremste Motor-Konformation geldst werden kénnte. Ahnlich
konnte TRIM3-Bindung die KIF5-Transportgeschwindigkeit drosseln. Dies konnte ebenfalls
durch Konformationsédnderung erfolgen, die durch eine bloe KIF5-TRIM3-Interaktion oder

aber durch SUMOylierung zustande kommen konnte (Geiss-Friedlander und Melchior,
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2007). An dieser Stelle miissten abermals in vitro-SUMOylierungsstudien zeigen, ob TRIM3
tatsichlich eine SUMO-E3-Ligase ist und KIF5 ihr Substrat. Auch der SUMOylierungsstatus
von KIF5 in Wildtyp- und 77im3-Knockout-Méusen und weiterfiihrende Mutagenese-Studien
konnten kldren, ob (TRIM3-vermittelte) SUMOylierung das Laufverhalten von KIF5 bzw.

Pur-a-Partikeln beeinflusst.

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die E3-Ligase TRIM3 Einfluss auf die
subzelluldre Kinesin-Verteilung und potenziell Kinesin-vermittelten Transport hat. So
verhindert TRIM3-Depletion die subzelluldre Assoziation von KIF21B und KIF5 mit
Komponenten membranhaltiger Fraktionen aus Hippokampuslysaten. Dariiber hinaus fiihrt
TRIM3-Depletion zu einer erhdhten Geschwindigkeit potenziell KIF5-transportierter Pur-o-
Partikel. Ein Vergleich mit der Literatur legt zunichst nahe, dass diese Effekte auf die
Kinesin-Motoren unabhingig voneinander sind. In weiterfiihrenden Experimenten miisste die
Analyse kinetischer Parameter der Motoren KIF5 und KIF21B sowie weiterer Cargoes
folgende Fragen klédren: 1. Ist die Geschwindigkeit von KIF5 selbst nach TRIM3-Depletion
erh6ht? Dies wiirde die erhohte Pur-o-Geschwindigkeit erkldren und auf einen direkten
Einfluss von TRIM3 auf kinetische Transportparameter hindeuten. 2. Ist die Anzahl mobiler
Motoren nach TRIM3-Depletion reduziert? Dies wiirde auf eine gréfere Anzahl
ungebundener, autoinhibierter Motoren hindeuten und die Hypothese stiitzen, dass TRIM3
zur Cargo-Assoziation notwendig ist. 3. Ist der Transport der GABA-Rezeptor-Untereinheit
v2 oder spezifischer Neuroligin-Isoformen nach TRIM3-Depletion verdandert? Sollte TRIM3
zur Cargo-Assoziation notwendig sein, miissten der Transport potenzieller Cargoes inhibiert
werden, wobei jedoch nicht ausgeschlossen werden kann, dass ein Cargo durch einen
kompensatorisch wirkenden, alternativen Motor transportiert wird.

Des Weiteren muss die hier festgestellte KIF-Umverteilung nach TRIM3-Depletion in
unabhingigen Experimenten verifiziert und ihre molekulare Ursache erforscht werden.
Hierbei sollte insbesondere die potenzielle SUMOylierungsaktivitit von TRIM3 untersucht
werden. Eine Analyse des SUMOlyierungsstatus von KIF5 und KIF21B in Wildtyp- und
Trim3-Knockout-Méusen konnte dabei erste Hinweise darauf geben, ob diese

posttranslationale Modifikation in der KIF-TRIM3-Interaktion eine Rolle spielt.
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Zudem sollte abschlieBend geklart werden, welchen Einfluss TRIM3 auf den KIF21B-
vermittelten Neuroligin-Transport hat. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf die Existenz
eines Triple-Komplexes bestehend aus KIF21B, Neuroligin und TRIM3 hin, doch scheint
TRIM3 nicht den allgemeinen pan-Neuroligin-Transport zur Zelloberflache zu beeinflussen.
Hier sollte geklart werden, ob TRIM3 nur an einer Subpopulation von KIF21B-Neuroligin-
Komplexen beteiligt ist und ob TRIM3-Depletion zu einem gestdrten Oberfldchentransport
spezifischer Neuroligin-Isoformen fiihrt.

In nachfolgenden Experimenten sollte auch verstirkt untersucht werden, inwieweit der hier
gezeigte Einfluss von TRIM3 auf Kinesine und Kinesin-vermittelten Transport eine Rolle in
der molekularen Etablierung von Lernen und Gedichtnis spielt. 77im3-Knockout-Méuse
haben ein im Vergleich zu Wildtypméusen verdndertes Hippokampus-assoziiertes
Lernverhalten (personliche Information von Dr. Ronald van Kesteren, Freie Universitit
Amsterdam, Niederlande). Zudem ist TRIM3 als phosphoryliertes Protein der
postsynaptischen Dichte beschrieben (Trinidad ef al., 2006) und Phosphorylierung reguliert
in vielen RING-E3-Ligasen ihre enzymatische Aktivitit (Deshaies und Joazeiro, 2009). So
sollte bei der Identifizierung des molekularen Mechanismus, mit dem TRIM3 auf die
subzellulire Kinesin-Verteilung und den Kinesin-vermittelten Transport einwirkt, ein

besonderes Augenmerk auf die aktivititsabhingige Regulation der E3-Ligase gelegt werden.
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Grad Celsius
Tag

Stunde

Liter

Meter
Molar
Minute
Sekunde
Volt

Femto (10-15)
Piko (10-12)
Nano (10-9)
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