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Per Anhalter ins Axon: Neuronale
Mitochondrien transportieren mRNA

ALINA RUHMKORF'!, ANGELIKA B. HARBAUER!?
MAX-PLANCK-INSITUT FUR BIOLOGISCHE INTELLIGENZ, MARTINSRIED
2TU MUNCHEN, INSTITUT FUR NEURONALE ZELLBIOLOGIE

Local translation of mRNAs supports the survival and identity of the
axonal and dendritic neuronal sub-compartments. Interestingly, one of
the largest categories of locally synthesized proteins are mitochon-
drial proteins. Recent advances have shown that axonal RNA transport
is linked to the transport of several organelles. Here, we describe how
mitochondrial hitch-hiking provides an elegant solution to transport
mRNAs into the axon to sustain local mitochondrial homeostasis.
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B Nervenzellen, auch Neurone genannt,
zeichnen sich durch ihre stark polarisierte
Morphologie aus, die gleichzeitig Grundlage
ihrer Funktion ist. Vielverzweigte neuronale
Fortsétze, genannt Dendriten, empfangen die
Signale anderer Neurone und leiten sie zum
Zellkorper weiter. Im Zellkorper werden die-
se Signale integriert und mit einem langen,
axonalen Fortsatz an andere Empfangerorga-
ne wie weitere Neuronen oder Muskeln wei-
tergeleitet. Je nach Art des Neurons konnen
Axone von wenigen Mikrometern bis tiber
einen Meter lang werden und sich mehr oder
weniger stark verdsteln. Diese morphologi-
schen Einheiten des Neurons besitzen ein
distinktes Proteom und benoétigen ein dyna-
misches Zusammenspiel von reguliertem
Transport und lokaler Proteinbiosynthese
(Translation), vor allem bei kurzlebigen Pro-
teinen. Trotz der tagelangen Transportwege
galt die lokale Translation in Axonen lange
als fraglich, da (elektronen-)mikroskopisch
kaum Ribosomen in Axonen detektiert wer-
den konnen. Doch dank neuester Analyseme-
thoden konnte die lokale Translation von
Proteinen auch in Axonen gezeigt werden

[].

Mitochondriale Homoostase in
Neuronen

Axone benotigen viel Energie in Form von
ATP, welches durch die Mitochondrien zur
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Verfligung gestellt wird. Dafiir spalten sich
einzelne Organellen vom mitochondrialen
Netzwerk im Zellkorper ab und werden ent-
lang des Mikrotubuli-Cytoskeletts transpor-
tiert. Schatzungsweise enthdlt ein einzelnes
dopaminerges Neuron bis zu zwei Millionen
Mitochondrien, wobei sich iiber 90 Prozent
dieser Mitochondrien im Axon aufhalten [2].
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Fiir eine konstante Energieversorgung miis-
sen die Mitochondrien stdndig mit frisch
synthetisierten Proteinen versorgt werden
sowie sich regelméBigen Qualitdtskontrollen
unterziehen. Beschadigte Mitochondrien
werden iiber eine spezielle Form der Auto-
phagie, genannt Mitophagie, aus der Zelle
entfernt. Die bekannteste Form der Mitopha-
gie nutzt die mitochondrial lokalisierte Kina-
se PINK1 (PTEN-induced kinase 1) und die
E3-Ubiquitin Ligase Parkin. Mutationen die-
ser Proteine fiihrt zu familidren Formen der
Parkinson’schen Krankheit. In gesunden
Mitochondrien wird PINK1 durch eine Pro-
tease in der Innenmembran stindig abge-
baut, jedoch in beschadigten Mitochondrien
stabilisiert, um Parkin zu rekrutieren [3].
Durch diesen spezifischen Abbau ist PINK1
ein sehr kurzlebiges Protein mit einer
geschatzten Halbwertszeit von 30 Minuten.
Die Assoziation mit der Parkinson’schen
Krankheit verdeutlicht, dass die PINK1/
Parkin-Mitophagie im Neuron von Bedeutung
ist, doch die kurze Halbwertszeit des PINK1-
Proteins stellt eine Herausforderung fiir die
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A Abb. 1: mRNA-Imaging in Neuronen. A, schematische Darstellung der Visualisierung der Pink 1-
mRNA mithilfe des MS2 /PP7-split-Venus-Systems. Durch die Bindung der Kapsid-Proteine an ihre
entsprechenden Bindestellen auf der Pink -mRNA werden die beiden Hélften von split-Venus nah
genug aneinander gebracht, um sich zu einem fluoreszierenden Protein zu verbinden. B, Beispiel
eines transfizierten Neurons das dieses System exprimiert. In Griin ist die MS2-PP7-getaggte
Pink -mRNA dargestellt, in Magenta ein in die mitochondriale Matrix importiertes, blau fluoreszie-

rendes Protein (mito-BFP).
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A Abb. 2: mRNA hitch-hiking auf Organellen. Mitochondrien, Lysosomen und Endosomen trans-
portieren mRNA. Endosomen transportieren auch Ribosomen, die lokale Synthese findet dann an

Endosomen-Mitochondrien-Kontaktstellen statt.

langen Transportwege ins Axon dar. Die
lokale Synthese von PINK1 ist daher eine
elegante Losung, um einen standigen Nach-
schub an frisch synthetisierter PINK1 zu
gewdhrleisten. Die lokale Translation in Axo-
nen galt lange als fraglich, da (elektronen-)
mikroskopisch kaum Ribosomen in den Axo-
nen detektiert werden konnten. Dennoch
konnte dieser Prozess das konstante Gleich-
gewicht von Synthese und Abbau von PINK1
und damit die mitochondriale Qualitdtskon-
trolle unabhédngig der mitochondrialen Loka-
lisation erklaren. Doch wie gelangt die fiir
PINK1 codierende mRNA in die distalen
Regionen der Zelle?

Visualisierung des RNA-Transports

Um diese Frage zu beantworten, mussten wir
eine Moglichkeit finden, die Bewegung der
Pink1-mRNA in kultivierten Neuronen sicht-
bar zu machen. Einer der meistgenutzten
Ansatze des RNA-Imaging wurde von Rob
Singer und Kollegen entwickelt und nutzt
eine Sequenz aus dem Genom des MS2-Pha-
gen, die spezifisch von dem Kapsid-Protein
dieses Phagen gebunden wird und an ein
fluoreszierendes Protein gebunden ist [4].
Eine zusatzliche Reduktion des cytosolischen
Hintergrunds kann durch Nutzung zweier
unterschiedlicher Sequenzen und jeweils
dazu passender Kapsid-Proteine erreicht
werden (MS2 und PP7). Hierbei werden die
Kapsid-Proteine mit jeweils einer Halfte von
split-Venus gekoppelt. Erst nach Bindung an

die alternierenden MS2- und PP7-Bindestel-
len im 3’UTR der Pink1-mRNA wird ein fluo-
reszierendes Signal durch Komplementie-
rung von Venus erzeugt (Abb. 1). Dies
erlaubte uns zum ersten Mal den Ko-Trans-
port der PinkI-mRNA mit neuronalen Mito-
chondrien zu beobachten [5].

Hitch-hiking und lokale Translation
an Organellen

Die Pink1-mRNA wird fiir den Transport ins
Axon durch einen Komplex von zwei Pro-
teinen an die mitochondriale AuBenmem-
bran gebunden, namlich durch die RNA-bin-
dende Doméne von Synjaptojanin 2 (SYNJ]2)
und dessen mitochondrialem Interaktions-
partner SYNJ2BP (SYNJ2 binding protein).
Dadurch kann die PinkI-mRNA ohne zusitz-
lichen Energieaufwand mit dem Mitochon-
drium transportiert werden. Die RNA fahrt
sozusagen ,per Anhalter (hitch-hiking). Das
Konzept des hitch-hikings ist nicht auf die
Pink1-mRNA und Mitochondrien beschrankt,
denn auch Endosomen und Lysosomen kon-
nen verschiedene mRNAs transportieren
[6,7]. Interessanterweise sind die Transkrip-
te flir mitochondrial lokalisierte Proteine
nicht exklusiv an den Mitochondrien zu fin-
den, sondern nutzen auch die Endosomen
zum hitch-hiking oder werden als separate
mRNA-Granula transportiert. Inwiefern die
unterschiedlichen Transportwege ein redun-
dantes System bilden oder ob der Transport-
weg einer mRNA einen Einfluss auf ihre

lokale Verfligharkeit und damit die lokale
mitochondriale Funktion hat, muss noch
untersucht werden.

Allerdings laufen die verschiedenen Trans-
portwege mitochondrialer Proteine bei der
lokalen Translation wieder zusammen, denn
es wurde beobachtet, dass ein groBer Teil der
axonalen Proteinsynthese an Kontaktstellen
zwischen Mitochondrien und Endosomen
stattfindet (Abb. 2, [7]). Welche Proteine die-
se Kontaktstellen vermitteln, ist unklar. Das
Pink1-mRNA-bindende Protein SYNJ2 ist
auch in die Endozytose involviert, da es eine
Phosphoinositol-5"-phosphatase-Doméne ent-
hélt. Diese ist zur Interaktion mit endosoma-
len Proteinen und Lipiden nétig. Daher liegt
die Hypothese nahe, dass SYNJ2 ein wesent-
licher Bestandteil der Endosom-Mitochondri-
en-Kontaktstellen sein konnte.

Die Translation an solchen Kontaktstellen
konnte auch erkldren, warum Ribosomen im
Axon so schwer elektronenmikroskopisch zu
identifizieren sind. Denn die Ndhe mehrerer
Membranen kann die Identifikation einzel-
ner Mono- oder Polysomen erschweren. Der
Transport der Ribosomen ins Axon erfolgt
moglicherweise ebenfalls durch die Assozia-
tion mit Endosomen [8], wahrend die Mito-
chondrien neben den assoziierten mRNAs
auch die notige Energiequelle fiir die lokale
Translation bereitstellen konnten (Abb. 2).
Tatsdchlich ist z. B. die lokale Translation von
Cytoskelettbausteinen, welche fiir die Veras-
telung von Axonen noétig sind, abhdngig von
der ATP-Produktion eines dort verankerten
Mitochondriums [9].

Bedeutung fiir neurodegenerative
Erkrankungen

Warum eine homozygote Mutation im PINK1-
Gen, die die Mitophagie in allen Korperzellen
beeintrdachtigen sollte, spezifisch zur Dege-
neration von dopaminergen Neuronen und
der symptomatischen Auspragung der
Parkinson’schen Erkrankung fiihrt, ist
unklar. Das mitochondriale hitch-hiking der
PinkI-mRNA wurde bislang nur in glutama-
tergen Projektionsneuronen beobachtet, die
zu den ldngsten Neuronen gehdren. Inwie-
fern dies auch in den kiirzeren, aber intensiv
verzweigten axonalen Fortsatzen der dopa-
minergen Neuronen geschieht, oder ob die
lokale Verfligbarkeit von PINK1 ein limitie-
render Faktor in dopaminergen Neuronen ist,
muss noch untersucht werden.
Krankheitsrelevante Mutationen in dem
endosomalen Protein Rab7 inhibieren auch
die lokale Translation an Mitochondrien-
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Endosom-Kontaktstellen [7], aber fiihren im
Gegensatz zu PINK1-Mutationen zu der peri-
pheren Charcot-Marie-Tooth-Neurodegenera-
tion (Typ 2B). Interessanterweise sind hier
wiederum die langen sensorimotorischen
Axone betroffen. Zu guter Letzt konnte
gezeigt werden, dass eine pathogene Muta-
tion in dem RNA-bindenden Protein TDP-43
(TAR-DNA-binding-protein 43, assoziiert mit
amyotropher lateraler Sklerose) eine Fehllo-
kalisation dieses normalerweise nukledren
Proteins ins Cytoplasma verursacht, und dies
die lokale Translation mitochondrialer Prote-
ine speziell in Motorneuronen hemmt [10].
Es scheinen demnach speziell die langen
Neurone des sensorimotorischen Systems zu
sein, die am meisten von der lokalen Synthe-
se (mitochondrialer) Protein profitieren. M
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