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1. Zusammenfassung

Lernen und die Speicherung von Gedachtnis findetdan Kontaktstellen zwischen
Nervenzellen statt. Allerdings sind die zellulanemd molekularen Mechanismen, die zum
Erlernen fuhren, noch weitgehend unbekannt. Esedentittlerweile immer mehr Hinweise
darauf hin, dass an einer solchen ,zu verschaltén8gnapse als Antwort auf einen Reiz
bestimmte Einweif3e neu hergestellt werden. Die emSynapse erfolgenden molekularen
Veranderungen sind dabei essentiell fur die Ausibidgdvon Lernen und Gedachtnis. Neuere
Daten sprechen in diesem Zusammenhang fur einéeldleusynthese einzelner Eiweil3e an
der Synapse. Dazu miussen Boten-RNAs (MRNASs) zuh&ohs Zellkérper in die Dendriten
— der empfangenden Seite der Synapsen — transparéisden. Bei diesem ,Gutertransport in
Neuronen* (FAZ vom 26.2.2003) spielt das RNA-binderProtein Staufen2 eine wichtige
Rolle. Im Folgenden sollen kurz die wichtigsten ébgisse exemplarisch zusammengefasst
werden.

2. Einleitung

Bei der Speicherung von Informationen im Gehirn elgni  Synapsen - die
Verbindungsstellen zwischen Nervenzellen — einsatidende Rolle. So kann man beim
Lernen eine langfristige Veranderung von elektrstisignalen an der betroffenen Synapse
beobachten. Lange dachte man, diese Synapsen-seienn sie erst einmal verknUpft sind —
fest miteinander verdrahtet. Doch dieses eher estBild gehort der Vergangenheit an.
Synapsen sind sehr dynamische Strukturen, die iauelnwachsenen Menschen jederzeit neu
geknupft aber auch wieder gelost werden koénnen. eDakeréandern sich einzelne
Kontaktstellen nicht nur in ihrer Form, sonderntaucihrer Molekilzusammensetzung sowie
in ihrer Funktion. Mittlerweile kann man einer eéfrzen Synapse beim Lernen zusehen!

Um jederzeit einzelne Synapsen umbauen zu kénmelarbes jeder Menge Baumaterial:
neu hergestellte Eiweil3e (Proteine). Ein Teil dieBeoteine wird im weit entfernten
Zellkorper der Nervenzelle gebildet. Es gibt mittleile jedoch eine Reihe begrundeter
Hinweise darauf, dass bei diesem Prozess u.a. aewé Proteine direkt an der Synapse
hergestellt werden. Dazu bedarf es eines spezidltansportsystems, das die Blaupausen
(Boten-Ribonukleinsduren bzw. RNAs) fur die herelishden Proteine an die Synapse
transportiert und dort ablagert. Diese werden atmer den Ortlichen Proteinfabriken, den
Ribosomen, nicht sofort in Eiweil3e Uberschrieberst venn an einer bestimmten Synapse
molekulare Prozesse in Gang gesetzt werden, dénzun Lernvorgang flihren, werden diese
Blaupausen in die entsprechenden Proteine umgebeinri

Dies ist besonders einleuchtend, wenn man assesatedachtnis (zum Beispiel das
Kodieren eines Gesichtes oder Namens mit einerfdrelemmer) verstehen méchte. Nur
wenn die beiden hochst unterschiedlichen Signaleimainder verknipft werden sollen,



erfolgt ein Umbau an den Kontaktstellen der mitedex kommunizierenden Nervenzellen,
analog dem ,Lochbrennen auf einer Speicher-CD". ddaterden auch zahlreiche wichtige
Molekile aktiviert, die daflr sorgen, dass sich 8napse in ihrer Form und Dynamik
verandert. Trotz der Bedeutung dieser Mechanismén Ilfernvorgange sind die
verantwortlichen Molekiile grof3tenteils unbekannt.

Meine Arbeitsgruppe beschaftigt sich seit 1997 da@tn Transport spezifischer Boten-
RNAs in die Auslaufer von ausgewachsenen Nerveszeluch Dendriten genannt. Spezielle
Einweil3-,Taxis", wie das Hirn-spezifische RNA-Bingt®etein Staufen2, spielen dabei eine
wichtige Rolle. Diese erkennen bestimmte Adresdabék in der Botenribonukleinsaure und
sorgen daflrr, daf3 sie in der Nervenzelle an dditigen Stelle, ndmlich den Synapsen,
abgeliefert werden.

3. Meilensteine der eigenen Forschung

Unser langfristiges Ziel war und ist es nach wie, weoste Molekile zu identifizieren, die
fur die Speicherung von Informationen im Gehirn \zamtraler Bedeutung sind. Dies ist uns
mit der Entdeckung einer Reihe von RNA-Bindeprateinwie Staufen2, Barentsz und
Pumilio2 gelungen, die bei der Lokalisierung vontéwibonukleinsduren an die Synapse
eine wichtige Rolle spielen. Diese Molekile dienarms nun als so genanntaolekulare
Marker, um den zugrunde liegenden Mechanismus bessstetlen zu kdonnen. Mit der
grol3ziigigen Hilfe der Schram-Stiftung haben wideém vergangenen Jahren zwei spannende
Projekte bearbeitet. Zum einen sollten die EiweidtéTransportpartikel) aus dem Rattenhirn
isoliert werden, die die Boten-RNAs vom Zellkérpeiner Nervenzelle an die Synapse
transportierenKrojekt 1). Zum anderen galt es, die Funktion des Hirn-ggehien Staufen2
Proteins in der lebenden Zelle genauer zu unteesughojekt 2).

Projekt 1: Ein wichtiges Ergebnis der vergangenen JahredweaErkenntnis, dass RNAs, die
vom Zellkérper an die Synapse transportiert werdenProtein:RNA Partikel verpackt
werden und mittels molekularer Motorproteine erglaon Eisenbahngleisen — den
Mikrotubuli — an ihren Zielort gelangen (Kéhrmanraé, 1999). Das Sichtbarmachen solcher
einzelner Eiweil3taxis gelang mittels hochaufléserflaoreszenz-Mikroskopie in lebenden
Nervenzellen. Diese bewegten sich aus dem Zellkdmpedie Dendriten bis hin zu den
manchmal weit entfernten Synapsen. Nun stellte gsicls im Folgenden die grol3e
Herausforderung, diesemolekulare Maschinen’ zu isolieren und deren molekulare
Zusammensetzung, also die Bausteine der Eiweil3taxiBetail zu bestimmen. Dazu haben
wir ein aufwendiges, mehrstufiges biochemisches toRadl entwickelt, um diese
Transportpartikel, die Staufen2 und Boten-RNAs altéim, anzureichern.

In Zusammenarbeit mit Prof. Giulio Superti-Furgaititum fir molekulare Medizin der
Osterreichischen Akademie der Wissenschaften imy\elang es uns nun vor kurzem, die
molekulare Zusammensetzung zu bestimmen. Interessaaise haben wir dabei fast
ausschlief3lich RNA-bindende Proteine (ca 60 Pre)dutentifiziert. Einige der identifizierten
Proteine waren bereits mit RNA Transport in Verbing gebracht worden; andere jedoch
traten jedoch zum ersten Mal in diesem Kontext Besonders hervorzuheben ist hier eine



spezielle Familie an RNA-Bindeproteinen, die RNAabgigen Helikasen. Es wurde unter
anderem vorgeschlagen, dass diese Protein:RNA kBlargsich dynamisch in ihrer
Zusammensetzung verandern bzw. die darin enthate®NAs in ihrer Faltung kritisch
beeinflussen kdnnen! Eine andere Vermutung legt 8agulation der Translation, also der
Ubersetzung der Botenribonukleinsaure in Eiweifzden Diese Funktionen werden zurzeit
intensiv in meinem Labor untersucht.

Ein weiteres Ziel, das wir im letzten Jahr intenseffolgt haben, ist die molekulare
Identifizierung der in diesen Teilchen gebunden®AR Nach der Isolierung dieser RNAs
aus den biochemisch angereicherten Teilchen wedds®e mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert und mit einem neuartigen Verfahren (Mikrags der Firma Affymetrix) molekular
identifiziert. Diese aufwendigen Experimente werdan Zusammenarbeit mit einem
Experten, Dr. Martin Bilban an der Medizinischeniwgmsitat Wien durchgefihrt. Erste
Ergebnisse sind sehr viel versprechend und zedpess bestimmte RNAs stark angereichert
sind, die fur in Nervenzellen und oft an der Symapschtige Proteine kodieren. Sollte dies
erfolgreich sein, waren wir in der Lage, die weltwersten biologisch relevanten
Botennukleinsauren, die durch Staufen2 erkannt everan der Hand zu halten. In der
FruchtfliegeDrosophila war dies der Durchbruch mit der Identifizierung deei mRNAs
bicoid, oskar undprospero!

Hierbei erhoffen wir uns insbesondere nicht nur ieg ersehnten Boten-RNAs zu
identifizieren, die mittels Staufen2 an die Synapssfer Nervenzellen transportiert werden,
sondern auch Vertreter der erst kirzlich entdecKiasse der mikroRNAs. Dabei handelt es
sich um kleine RNA-Schnipsel, die spezifisch antibeate Boten-RNAs binden und deren
Translationin vivo hemmen kdnnen (Schratt et al., 2006).

Projekt 2: Ziel war es, erste funktionelle Hinweise auf bielogische Rolle von Staufen2 in
intakten Nervenzellen zu erhalten. Hierbei hat melrbeitsgruppe im Jahre 2006 bereits
einen entscheidenden Durchbruch erzielt. Dazu halyeans eines weiteren Kniffs bedient,
fur den es vor kurzem den Nobelpreis an Craig uredldvigab: die RNA Interferenz. Mein
Labor war eines der ersten, das RNA Interferenzimaren Nervenzellen etabliert hat. Diese
Technik erlaubt es, gezielt ein bestimmtes Proteiszuschalten und daraus resultierende
Defizite in den Nervenzellen zu dokumentieren. 8aem Fehlen von Staufen2 kommt es in
Nervenzellen zu einem Verlust an Synaps#ob{ldung 1, aus Go6tze et al., 2006)! Dabei ist
offensichtlich sowohl die Funktion wie auch die Uktur der Dornenfortsatzedéndritic
spines), also der empfangenden Seite erregender Synaps@mdert.
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Abbildung 1: Neuronen ohne das RNA-Bindeprotein Staufen2 (atéeBildreihe: +si2-2)
haben signifikant weniger Synapsemefdritic spines, markiert mit Pfeilspitzen in den

Kontrollbildern; Pfeile zeigen lange Fortsatze, lal€lopodien genannt) im Vergleich zu
normalen Nervenzellen (oberste zwei Bildreihen: BYzw. +siRFP).
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Das fur diese Strukturen wichtige Aktin-Zytoskelistt grundlegend gestort. Wenn man
insbesondere die langste Staufen2 Isoform wieddreise Zellen einbringt, verschwindet der
beobachtete Effekt und die Dornenfortsatze sind dere normal ausgebildet.
Interessanterweise ist die Lokalisierung der faAktin kodierenden Boten-RNA in den
Staufen2-defizienten Nervenzellen ebenfalls dduttieeinflusst. Dies ist ein erster wichtiger
Hinweis darauf, dass Staufen2 mdglicherweise diegen-RNA an die Synapse transportiert.
In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. StefahrB an der Medizinischen Universitat
Wien gelang uns zudem der (elektrophysiologischechWeis, dass die Synapsen der
Staufen2-defizienten Nervenzellen in ihrer Funktlmeintrachtigt sind. Zusammenfassend
legen diese Daten nahe, dass Staufen2 moglicheneas wichtige Rolle bei der Bildung
von Synapsen im zentralen Nervensystem spieltieSelch dies bewahrheiten, ware eine
mdogliche Beteiligung von Staufen2 beim Speicherm ‘oformation an der ,lernenden
Synapse"“ durchaus wahrscheinlich. Diese spannengethese gilt es nun in der Folgezeit
naher zu testen.

4. Fazit

Es ist noch ein sehr weiter und steiniger Wegwhisserstehen werden, welche Molekiile
fur die Speicherung von Informationen im Gehirn wahit flir assoziatives Lernen von
zentraler Bedeutung sind. Dennoch sind wir diesbrgeszigen Ziel ein grofRes Stiick naher
gekommen. Wir kennen nun neben Staufen2 mehrerelil@d wie die weiteren RNA-
Bindeproteine Pumilio2, Barentsz, Zipcode Bindepiregé, die dabei eine wichtige Rolle
spielen. Zudem hat die Identifizierung weiterer higer Proteine wie die RNA Helikasen
einen essentiellen Beitrag dazu geliefert, die knde Maschine fiur den Transport und die
anschlieBende Translation an der Synapse zu verstéimser langfristiges Ziel wird es nun



sein, zu verstehen, wie das sehr dynamische Eneedibter Proteine dazu fuhrt, dass
einzelne Synapsen in ihrer Struktur und Funktiorandert werden und zur Speicherung von
Information fahren.

Die Finanzierung Uber die Schram-Stiftung hat mivielerlei Hinsicht sehr viel bedeutet.
Zum einen hat mir die sehr unburokratische undiflexVerwaltung der Gelder von Seiten
der Stiftung oft geholfen, meine Forschung an bdem kritischen Momenten
voranzubringen. Sowohl fur Sachmittel wie auch fdringende Reparaturen von
Hochleistungs-Mikroskopen war die Schram-Stiftung $egen und oft die einzige Rettung.
Zum anderen hat es mich in Kontakt mit Herrn Schugth damit mit dem Stifterverband der
deutschen Wissenschaft gebracht. Hier durfte ichhrfaeh auf Tagungen und bei
personlichen Treffen fur Grundlagenforschung werhem sehr interessante Menschen
treffen. Dies hat mir immer grol3e Freude bereltetber Herr Schram, herzlichen Dank fur
Ihr Engagement und lhre Unterstutzung, ich hoftdy konnte lhnen ein wenig Freude
schenken, wenn wir uns immer wieder mal Gber Hisdbung im Allgemeinen und Lernen
und Ged&achtnis im Speziellen miteinander unterhditben!
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