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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Zellkultur-Modell zur Analyse des Einflusses
neuronaler Zelloberflachen-Molekule auf das Neuritenwachstum muriner zerebellarer
Neurone etabliert (Neuritenwachstums-Assay). Mit diesem Modell konnte der Effekt
pathogener Mutationen in flr das Nervensystem entwicklungsrelevanten Genen
quantitativ erfasst werden. Das Modell wurde zunachst an dem bereits gut
charakterisierten Zelloberflachen-Molekul L1, in dessen Gen (L7CAM) human-
pathogene Mutationen bekannt sind, getestet. Das transmembrane Glykoprotein L1
gehort zur Immunoglobulin-Superfamilie der Zelladhasionsmolekile und ist essentiell
fur die Entwicklung des Nervensystems. Es wird in Neuronen exprimiert, stimuliert
das Neuritenwachstum und ist an der Axonwegfindung, Axonbindelung und der
Migration neuronaler Zellen beteiligt. Mutationen in L1CAM verursachen ein breites
Spektrum neurologischer Auffalligkeiten (L1-Spektrum Erkrankungen). Wie diese
Mutationen neuronale Entwicklungsstorungen bewirken und ob die Effekte der
Mutationen in vitro simuliert werden konnen, ist bisher nicht ausreichend untersucht.
Aus diesem Grund wurden die humanpathogenen Missense Mutationen Y194C,
[179S, R184W und C264Y, welche in der extrazellularen Domane von L1
Aminosaureaustausche verursachen, in die cDNA von L1CAM eingefihrt. Stabil die
mutierten Proteine exprimierende Zelllinien wurden als Substratzellen im
Neuritenwachstums-Assay eingesetzt. Im Vergleich zu von den Substratzellen
exprimiertem Wildtyp-L1 (100%) wurde das Neuritenwachstum durch die
verschiedenen Mutationen weniger stark (Y194C: 50%) oder nur geringfugig (1179S:
8%) bzw. gar nicht (R184W: 0 %; C264Y: 3%) stimuliert. Es konnte gezeigt werden,
dass nur die mutierten Proteine L1-Y194C und L1-1179S eine mit Wildtyp-L1
vergleichbare Prozessierung und Zelloberflachenlokalisation aufwiesen. Die
Prozessierung der mutierten Proteine L1-C264Y und L1-R184W war gestort und ihre
Oberflachenlokalisation stark reduziert. Hier konnte die reduzierte Stimulierung des
Neuritenwachstums und die Pathogenitat also weitgehend auf die reduzierte zellulare
Oberflachenlokalistion zuruckgefuhrt werden. Die Pathogenitat der Mutationen
Y194C und 1179S kommt dagegen wahrscheinlich durch die Stérung homophiler
oder heterophiler Interaktionen des L1-Proteins zustande. Das reduzierte L1-
abhangige Neuritenwachstum in vitro reprasentiert offenbar eine Kombination
verschiedener molekularer Pathomechanismen und konnte mit der Pathogenitat der
jeweiligen Mutation korrelieren. Mit dem Modell waren sowohl das L1-abhangige
Neuritenwachstum, als auch dessen mutationsbedingte Reduktion demonstrierbar.



ZUSAMMENFASSUNG

Daraufhin wurde das Modell fur die Untersuchung eines bislang wenig
charakterisierten Kandidatengens fur neurologische Enticklungsstorungen, Plexin B3,
eingesetzt. Plexine sind als Semaphorin-Rezeptoren im Nervensystem an der
Wegdfindung von Axonen beteiligt, und auch Plexin B3 wird im Nervensystem
exprimiert. PLXNB3, das Gen fur Plexin B3, liegt auf Xq28, einem Bereich in dem
Gene fur verschiedene Formen X-chromosomal vererbter neurologischer
Entwicklungsstorungen vermutet werden. Daher ist PLXNB3 ein funktionelles und
positionelles Kandidatengen fiir diese. Uber die Funktion von Plexin B3 war zu
Beginn dieser Arbeit wenig bekannt. Es hatte im hier fur dieses Molekul erstmalig
eingesetzten Neuritenwachstums-Assay einen sehr stark stimulierenden Effekt auf
das Neuritenwachstum. Im Rahmen der Analyse madglicher molekularer
Mechanismen fur die beobachtete Stimulierung konnte eine heterophile Interaktion
von Plexin-B3 mit Neuropilin 1, L1 und Semaphorin 5A und eine homophile
Interaktion B3-B3 nachgewiesen werden, welche mittels verschiedener
Deletionskonstrukte auf die Sema-Domane von B3 zurlckzufuhren war. Durch
Zellaggregationsassays konnte gezeigt werden, dass diese homophile Interaktion in
trans stattfindet und Ca®*/Mg?*-abhangig ist. Diese Daten, sowie die Beobachtung,
dass die homophile Interaktion verschiedener neuronaler Zelladhasionsmolekulle das
Neuritenwachstum fordert, lassen die Hypothese zu, dass die homophile Interaktion
von Plexin B3 fur die Stimulierung des Neuritenwachstums verantwortlich ist. Eine
Interaktion mit Neuropilin 1 und L1 wurde bisher fur Plexine der A-Familie
beschrieben. Die Interaktion mit Sema5A wurde kurz vor Abschluss dieser Arbeit von
einer anderen Arbeitsgruppe veroéffentlicht und lasst auf eine Beteiligung von B3
auch an der durch transmembrane Semaphorine vermittelten Repulsion schlie3en.
Eine Interaktion mit Sema5A kdnnte durch reverse Signalleitung jedoch auch an der
Stimulation des Neuritenwachstums durch Plexin B3 beteiligt sein.

Mit dem zur Identifikation intrazellularer Interaktionspartner von B3 eingesetzten
modifizierten Hefe-Zwei-Hybridsystem wurde eine Interaktion von B3 mit der Ras-
GTPase Rin identifiziert und durch Koimmunprazipitations- und Kolokalisations-
experimente verifiziert. Da bekannt war, dass eine Rin-Uberexpression in PC12-
Zellen Neuritenwachstum induziert, erscheint auch denkbar, dass Rin an der B3-
abhangigen Stimulierung des Neuritenwachstums beteiligt ist.

Zusammenfassend deuten die verschiedenen fur Plexin B3 identifizierten
extrazelluldren und intrazellularen Interaktionen auf eine multifunktionale Rolle von
B3 bei der neuronalen Zelladhasion, Attraktion und Repulsion hin. Plexin B3 konnte
daher eine wichtige Bedeutung bei der Entwicklung des Nervensystems spielen.
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2 Einleitung

21 Mechanismen der axonalen Wegfindung wahrend der

Entwicklung des Nervensystems

Das adulte humane Gehirn besitzt (iber 10’ Neurone von denen jedes bei der
Entwicklung des Nervensystems mit durchschnittlich 1000 Zielzellen eine Verbindung
eingeht. Die korrekte Funktion des Nervensystems kann daher nur durch eine hohe
Prazision bei der Entstehung des neuronalen Netzwerkes erreicht werden. Neuronale
Verbindungen werden wahrend der Embryonalentwicklung geknupft. Nachdem ein
Neuron seine Position im Nervensystem durch Migration erreicht hat, entwickelt es
Dendriten und ein Axon, das auf einer bestimmten Bahn auf seine zukunftigen
synaptischen Partner zuwachst. An der Spitze des auswachsenden Axons befindet
sich der hochbewegliche Wachstumskegel, der es durch das zukunftige
Nervengewebe navigiert. Er wird in eine organellenreiche zentrale Region und eine
organellenarme periphere Region unterteilt. In der peripheren Region werden die
dynamischen Lamellipodien und Fiolopodien gebildet. Filpodien sind fingerférmige
Fortsatze, die durch Aktinfaserblndel stabilisiert werden. Lamellipodien zeichnen
sich durch kurze ungeordnete Aktinfasern aus, die netzartig verteilt sind und der
Stabilisierung und Anheftung des Wachstumskegels im umliegenden Gewebe dienen
(Mueller 1999). Auf dem Wachstumskegel befinden sich Rezeptoren, mit denen er
repulsive und attraktive Leitsignale der Umgebung detektiert und verarbeitet. Die
dadurch entstehenden intrazellularen Signale flhren letztlich zur Neuorganisation
des Aktin-Zytoskeletts und somit zu Veranderungen in der Form und Beweglichkeit
des Wachstumskegels und zu Richtungsanderungen (Mueller, 1999; Tessier-Lavigne
& Goodman, 1996). Die Navigation der Axone Uber groRere Strecken hinweg wird
dadurch erleichtert, dass die Axonbahnen durch Intermediarziele in Kkurzere
Abschnitte unterteilt werden. Eine weitere Erleichterung stellt der Prozess der
selektiven Axonbundelung dar, bei dem Axone zumindest teilweise entlang schon
entstehender Axonbahnen wachsen, wobei sie an Intermediarzielen von einem
Axonbundel zum nachsten wechseln konnen (Goodman et al., 1984; Tessier-Lavigne
& Goodman, 1996).

Zur Leitung des Wachstumskegels tragen vier verschiedene Mechanismen bei:
Chemoattraktion und —repulsion sowie Kontaktattraktion und —repulsion (Tessier-
Lavigne & Goodman, 1996) (Abb. 1).
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Chemorepulsion Langstreckenleitung Chemoattraktion
sekretierte Semaphorine Netrine
Slits, Netrine B-Ephrine

Kontaktrepulsion Kurzstreckenleitung Kontaktattraktion
transmembrane Semaphorine lg-CAMs
A-Ephrine, ECMs Cadherine, ECMs

Modifiziert nach Tessier-Lavigne & Goodman, 1996

Abb. 1: Schematische Darstellung der an der Axonleitung beteiligten Mechanismen

Wahrend der Entwicklung des Nervensystems sind vier verschiedene Typen von Mechanismen an der Leitung
von Axonen beteiligt: Chemorepulsion, Chemoattraktion, Kontaktattraktion und Kontaktrepulsion. Die ersten
beiden Mechanismen wirken Uber langere Strecken und involvieren diffusible Liganden-Molekile. Fur die
letzteren ist dagegen ein direkter Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakt notwendig und bei den Liganden handelt es
sich um nicht diffusible, membrangebundene Molekule oder um Molekule der extrazellularen Matrix (ECM).
Beispiele fur die jeweils beteiligten Molekile sind angegeben.

Axone werden Uber langere Strecken durch Gradienten diffusibler Molekile, welche
von Zellen des Zielgebiets sezerniert werden, geleitet. Dabei konnen diese Molekule
das Axon entweder anziehen (Chemoattraktion; beteiligte Molekile sind z.B.
Netrine oder B-Ephrine) oder abstoRen (Chemorepulsion; beteiligte Molekule sind
z.B. sekretierte Semaphorine, die Slit-Familie und Netrine). So werden z.B. bei
Drosophila kommissurale Axone zunachst durch von der Mittellinie sekretiertes
Netrin angezogen. Nach dem Uberqueren der Mittellinie &ndert sich ihre
Rezeptorausstattung und sie werden durch von der Mittellinie abgegebenes Slit
abgestoRen (Tear, 2001). Uber kurze Strecken erfolgt die Leitung von Axonen durch
kontaktvermittelte Mechanismen, an denen nichtdiffusible Zelloberflachenmolekule
oder Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM) beteiligt sind. Die dabei
beteiligten Molekile konnen auf das Axon wiederum wachstumsfordernd
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(Kontaktattraktion; beteiligte Molekule sind z.B. Zelladhasionsmolekule [CAMs] der
Ig- und Cadherin-Familie oder ECM-Molekule wie Laminin) oder hemmend
(Kontaktrepulsion; beteiligte Molekile sind z.B. A-Ephrine, transmembrane
Semaphorine, ECMs wie Tenascin) wirken. Kontaktattraktion, vermittelt durch CAMs,
ist unter anderem beteiligt an der selektiven Axonbundelung (Kiryushko et al., 2004).
Ein Beispiel flr Kontaktrepulsion ist die Absto3ung retinaler Axone durch
Neuroepithelzellen welche transmembrane Semaphorine exprimieren (Oster et al.,
2003). An der Leitung eines Axons sind oft mehrere oder sogar alle diese
Mechanismen gleichzeitig beteiligt. Die Antworten des Wachstumskegels auf
repulsive Signale reichen von Richtungsanderungen Uber Wachstumsstop bis hin
zum Kollaps des Wachstumskegels und Einziehen des Axons, wahrend attraktive
Leitsignale das Axonwachstum foérdern und ebenfalls Richtungsanderungen
verursachen konnen.

2.2 An der Axonleitung beteiligte Liganden und Rezeptoren

Aufgrund der beschriebenen vier verschiedenen Mechanismen der Axonleitung
konnte man annehmen, dass daran verschiedene Klassen diffusibler und
nichtdiffusibler Signalmolekulle beteiligt sind, welche entweder Repulsion oder
Attraktion vermitteln. Tatsachlich wirken jedoch viele Leitmolekile, wie z.B. einige
Netrine und Semaphorine, bifunktional, das heil3t attraktiv auf bestimmte Axone und
repulsiv auf andere. Dies ist unter anderem davon abhangig, welche Rezeptoren von
den Axonen exprimiert werden. Zusatzlich beinhalten einige Familien von
Leitmolekulen, wie z.B. die der Semaphorine, sowohl membrangebundene als auch
sekretierte Mitglieder. Membrangebundene Moleklle kdénnen unter Umstanden
sowohl als Liganden als auch als Rezeptoren wirken, wie dies z.B. fur viele CAMs
beschrieben ist. An der Regulation des Neuritenwachstums sind neben klassischen
neuronalen Leitmolekilen wie den Semaphorinen, Netrinen, den Slits und Ephrinen
sowie deren Rezeptoren auch CAMs, Rezeptor-Protein-Tyrosinkinasen (RPTKs),
Rezeptor-Protein-Tyrosinphosphatasen (RPTPs), neurotrophe Faktoren sowie ECM-
Molekule und deren Rezeptoren beteiligt (Dickson, 2002; Kiryushko et al., 2004,
Song & Poo, 2001; Tessier-Lavigne & Goodman, 1996). Da diese Arbeit sich mit dem
neuronalen CAM L1 und dem Plexin B3, einem Mitglied der Plexin-Familie von
Semaphorin-Rezeptoren, beschéaftigt, werden im folgenden L1 und die Plexine naher
beschrieben.
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2.2.1 Das neuronale Zelladhasionsmolekiil L1

2211 L1 ist ein Mitglied der Ig-Superfamilie von neuronalen

Zelladhasionsmolekiilen

Zelladhasionsmolekiile (CAMs) werden im sich entwickelnden zentralen und
peripheren Nervensystem (ZNS und PNS) exprimiert und sind dort an neuronaler
Zellmigration, Mpyelinisierung, Neuritenwachstum, Axonleitung und Bindelung
beteiligt, indem sie die Zelladhasion regulieren und intrazellulare Signalkaskaden
auslosen. L1 ist ein Mitglied der Immunoglobulin-Familie von neuronalen CAMs (lg-
CAMs). Diese sind charakterisiert durch die Anwesenheit einer oder mehrerer
Immunoglobulin-Domanen (lg-Domanen), denen ein Motiv aus 70-110 Aminosauren
zu Grunde liegt, welches zuerst in Immunoglobulinen identifiziert wurde (Crossin &
Krushel, 2000; Kiryushko et al., 2004; Williams & Barclay, 1988). Die Ig-CAM-Familie
umfasst bislang acht Subfamilien, eingeteilt nach Anzahl der Ig-Doméanen und
Anwesenheit und Anzahl von Fibronectin-Typ-lll-dhnlichen Repeats (Fn-lll-Doméane),
sowie nach Art der Verbindung mit der Zellmembran und Anwesenheit einer
katalytischen zytoplasmatischen Domane (Cunningham, 1995). Ig-CAMs vermitteln
Zell-Zell-Adhasion uber Calcium-unabhangige homophile (Interaktion zwischen
identischen Molekllen) oder heterophile (Interaktion zwischen verschiedenen
Molekulen) Bindungen. Dabei kdnnen homophile wie heterophile Bindungen nicht
nur in trans (ein CAM auf der Oberflache einer Zelle bindet an ein Molekul auf einer
anderen Zelle) sondern auch in cis (die Interaktion findet an der Membran nur einer
Zelle statt) stattfinden (Crossin & Krushel, 2000; Kiryushko et al., 2004; Walsh &
Doherty, 1997).

221.2 L1 ist ein transmembranes Zelloberflaichen-Molekil mit zwei

verschiedenen Isoformen

L1 ist eines der bestuntersuchten CAMs. Das Gen fur humanes L1, L1CAM, ist auf
dem X-Chromosom in der Region Xq28 lokalisiert. Das Gen ist bei Saugern hoch
konserviert. Homologe Gene wurden in verschiedenen Spezies, darunter Maus (L1),
Huhn (Ng-CAM), Zebrafisch (L1.2) und Drosophila (Neuroglian) identifiziert. Sie
spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Axonwachstums und der
Axonleitung (Brummendorf & Rathjen, 1996; Hortsch, 1996). Die Kodierregion von
L1CAM besteht aus 3783 bp, verteilt auf 28 Exons. Es existieren zwei Isoformen
von L1. Die kirzere entsteht durch alternatives Spleilien der Exons 2 und 27. Diese
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Exons werden in Neuronen, jedoch nicht in anderen L1-exprimierenden Zellen, wie
Schwann-Zellen oder Lymphozyten, exprimiert. Exon 2 kodiert flr sechs
Aminosauren in der extrazellularen Domane und wird fur die optimale Bindung
verschiedener neuronaler Liganden bendtigt (De Angelis et al., 2001). Exon 27
kodiert fur vier Aminosauren in der zytoplasmatischen Domane und diese regulieren
den Transport von L1 in Axone und die Clathrin-vermittelte Endozytose von L1
(Kamiguchi & Lemmon, 1998; Kamiguchi et al., 1998b; Takeda et al., 1996).

Das humane L1-Protein ist ein transmembranes Glykoprotein mit 1260
Aminosauren, welches im voll glykosylierten Zustand ein Molekulargewicht von etwa
215 kDa besitzt (Mujoo et al., 1986; Wolff et al., 1988; Zisch et al., 1997). L1 ist
Mitglied der L1-Subfamilie von Ig-CAMs. Die bislang bekannten Sauger-CAMs
dieser Familie bestehen jeweils aus sechs aminoterminalen Ig-Domanen, funf Fn-llI-
Repeats, einer Transmembran-Domane und einer kurzen, phylogenetisch hoch
konservierten zytoplasmatischen Domane (Brummendorf & Rathjen, 1995; Crossin &
Krushel, 2000; Moos et al., 1988). Die Domanenstruktur von humanem L1 ist in
Abbildung 2A dargestellt.

A B

SP
g1
Ig2
Ig3
lg4
Ig5
Ig6
Fn-111/1
Fn-111/2
Fn-11I/3
Fn-11l/4
Fn-1Il/5

™
CP

Abb. 2: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von L1 sowie des postulierten Mechanismus fiir
die homophile Interaktion von L1

(A) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur des L1-Proteins. SP: Signalpeptid; Ig: Immunoglobulin-
ahnliche Domaéane; Fn-lll: Fibronektin-Typ lll-dhnliche Domane; TM: Transmembran-Domane; CP: Zytoplasma-
tische Domane. (B) Schematische Darstellung der fiir das L1-Protein postulierten Hufeisenstruktur der ersten vier
Ig-Doméanen. (C) Fir die homophile Interaktion von L1 angenommenes ,, Reildverschluss-Prinzip“, durch das es
zur Konzentration von L1-Protein an Zell-Zell-Kontaktstellen kommt. EZ: extrazellular; 1Z: intrazellular.
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Weiter wird angenommen, dass die Ig-Domanen 1-4 eine Hufeisenstruktur bilden,
indem die Domane Ig1 mit Ig4 und Ig2 mit Ig3 interagiert (Abb. 2B). Die restlichen
extrazellularen Domanen liegen in gestreckter Form vor. Eine solche Struktur wurde
auch fir die verwandten Ig-CAMs Hemolin und Axonin1/TAG1 beschrieben (Hall et
al., 2000; Haspel et al., 2000; Su et al., 1998). Uber die dritte Fn-lll-Doméne ist L1
aullerdem zur Bildung von Trimeren fahig, was die Affinitat fir homo- und heterophile
Bindungen und die Stimulierung des Neuritenwachstums erhoht (Hall et al., 2000).

2.2.1.3 L1 zeigt homo- und heterophile Interaktionen

L1 ist zu einer homophilen Bindung in trans fahig, und allgemein wird
angenommen, dass es die meisten seiner Funktionen Uber diese Interaktion ausubt
(Lemmon et al., 1989; Miura et al., 1992). So fordert die L1-L1-Bindung in vitro die
Adhasion und das Neuritenwachstum vieler verschiedener Typen von Neuronen,
und Neurone von L1-defizienten Mausen verlieren die Fahigkeit zum
Neuritenwachstum auf gereinigtem L1 (Dahme et al., 1997; Fransen et al., 1998;
Kamiguchi & Lemmon, 1997). Der Mechanismus fur die homophile Bindung ist nicht
vollstandig geklart. Wahrend einerseits eine Art ,Reillverschluss-Prinzip“ postuliert
wird (Abb. 2C), bei dem jeweils die Ig-Domanen Ig1 und Ig4 sowie Ig2 und Ig3 von
L1-Molekilen auf gegenuberliegenden Zellen antiparallel aneinander binden
(Freigang et al., 2000; Su et al., 1998), wurde andererseits auch beschrieben, dass
die Hufeisenkonformation von Ig1-4 flr eine Bindung erhalten bleiben muss (De
Angelis et al., 2002). Die durch die homophile Interaktion vermittelte Adhasion
scheint eng mit der Stimulierung des Neuritenwachstums verbunden zu sein. Welche
Domanen fur diese Funktionen essentiell sind, ist abhangig vom Zelltyp und
umestritten. Wahrend bei verschiedenen Neuronen die Ig-Domanen 1-4 eine Antwort
auslosten und fur eine volle biolologische Wirkung alle sechs Ig-Domanen bendtigt
wurden (Haspel et al., 2000), postulieren andere Autoren, dass zusatzlich
verschiedene Fn-lll-Domanen (De Angelis et al., 2002; Stallcup, 2000) oder die
gesamte extrazellulare Region bendtigt werden (Appel et al.,, 1993), bzw. dass die
zweite lg-Domane allein dafur ausreicht (Zhao & Siu, 1995; Zhao et al., 1998).
Wahrend die Domanen 1[g2 wund 1Ig6 das Neuritenwachstum spinaler
Hinterwurzelganglien forderten, reagierten retinale Neurone nur auf die 1g2-Domane
und bei PC12-Zellen war die Ig6-Domane ausreichend (Yip & Siu, 2001; Yip et al.,
1998).

Neben der homophilen Bindung wurden fur L1 auch verschiedene heterophile
Interaktionen beschrieben, welche die L1-vermittelte Stimulierung des
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Neuritenwachstums positiv oder negativ beeinflussen konnen. L1 bindet an andere
Ig-CAMs wie Kontaktin/F11, Axonin1/TAG1, DM1/GRASP und NCAM (Kadmon &
Altevogt, 1997; Kiryushko et al., 2004). So verursacht die Bindung von NCAM an L1
in cis eine Forderung der homophilen Bindung von L1 in trans (Horstkorte et al.,
1993). Die Bindung von TAG1 rekrutiert L1 zu Zell-Zell-Kontaktstellen und induziert
die intrazellulare Bindung von L1 an Ankyrin (Malhotra et al., 1998). Weiter wurde
eine Interaktion von L1 mit Integrinen, Proteoglycanen (Neurocan, Phosphacan),
ECM-assoziierten Molekllen (Laminin, Tenascin), Rezeptor-Tyrosinphosphatasen
und FGFR (fibroblast growth factor receptor) nachgewiesen (Kadmon & Altevogt,
1997; Kiryushko et al., 2004). Uber eine Interaktion mit ovB-3-Integrin stimuliert L1
das Neuritenwachstum, wahrend es durch eine Interaktion von L1 mit Neurocan
gehemmt wird (Oleszewski et al., 2000). Die Entdeckung, dass L1 mit dem
Semaphorin-Korezeptor Neuropilin assoziiert und Neuronen L1-defizienter Mause
nicht mehr auf das repulsive Axonleitmolekil Semaphorin 3A (Sema3A) antworten,
lasst aulRlerdem annehmen, dass L1 als Korezeptor in einem PlexinA1/Neuropilin/L1-
Komplex an der durch Sema3A ausgeldsten Signaltransduktion und Rezeptor-
Endozytose beteiligt ist (Castellani et al., 2004; Castellani et al., 2002; Castellani et
al., 2000). Zusatzlich kann L1 im sich entwickelnden Nervensystem durch
enzymatische Spaltung seiner Ektodomane durch Plasmin und eine Metalloprotease
von der Zelloberflache freigesetzt werden und so als losliches Protein wirken
(Gutwein et al.,, 2000; Nayeem et al., 1999). Die grole Anzahl von L1-
Bindungspartnern in Kombination mit trans- und cis- Bindung sowie I6slichen Formen
von L1 deutet darauf hin, dass L1 verschiedene Funktionen zu verschiedenen
Zeitpunkten in der Entwicklung und in verschiedenen Regionen des Nervensystems
ausuben kann.

2.2.1.4 Intrazellulare Signaltransduktion durch L1

Die zytoplasmatische Domane von L1 bindet an Ankyrin (Davis & Bennett, 1994).
Ankyrin ist ein Strukturprotein, das an der Innenseite der Plasmamembran lokalisiert
ist und mit integralen Membranproteinen und Komponenten des Zytoskeletts
interagiert (Hortsch et al., 1998). Die Bindung an Ankyrin beeinflusst die
Oligomerisierung, ist abhangig vom Phosphorylierungs-Zustand und wird gefordert
durch homo- oder heterophile Interaktionen von L1 (Kamiguchi et al., 1998a).
Zusatzlich kann die zytoplasmatische Domane von L1 mit Aktin assoziieren
(Gumbiner, 1993). Ein weiterer Mechanismus Uber den L1 das Axonwachstum
stimulieren kann, ist die Aktivierung der Tyrosinkinase FGFR (fibroblast growth factor
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receptor). Dabei wird durch die homophile Interaktion von L1 in trans, FGFR in cis
autophosphoryliert. Dies 16st eine Signalkaskade aus, welche letztlich in lokalem
transientem Calcium-Einstrom in den Wachstumskegel Uber L- und N-Typ-Kanale
und Neuritenwachstum resultiert (Archer et al., 1999; Doherty & Walsh, 1996).

Clustering von L1 an der Zelloberflache aktiviert den MAPK (mitogen activated
protein kinase) -Signalweg (Schaefer et al., 1999) und verschiedene Kinasen,
darunter ERK2 (extracellular signal regulated kinase), 90rsk, Raf-1 und Casein-
Kinase Il (Crossin & Krushel, 2000). Weiterhin wurden die Tyrosinkinase src sowie
verschiedene G-Proteine mit L1-vermittelten Veranderungen des Zytoskeletts und
Neuritenwachstum in Verbindung gebracht (Ignelzi et al., 1994; Schuch et al., 1989).

2.2.1.5 Expression und Funktion von L1 im Nervensystem

Bei Saugern wird L1 im gesamten Nervensystem exprimiert. Im ZNS wird es bereits
wahrend der frihen Entwicklung von verschiedenen migrierenden Neuronen und
spater von auswachsenden und faszikulierenden Neuronen exprimiert, wahrend es
im adulten ZNS von unmyelinierten Axonen, wie z.B. in den molekularen Schichten
des Zerebellums oder Hippocampus, exprimiert wird. Im PNS findet sich L1 auf
Schwann-Zellen (De Angelis et al., 2002; Kamiguchi et al., 1998a; Kenwrick et al.,
2000). Zusatzlich zu seiner Expression im Nervensystem wird L1 auch von einigen
speziellen Zelltypen aullerhalb des Nervensystems exprimiert, darunter z.B.
bestimmte Leukocyten (Kadmon & Altevogt, 1997).

Auf differenzierten Neuronen wird L1 in Kontaktregionen zwischen benachbarten
Axonen und auf dem Wachstumskegel gefunden. Diese Verteilung unterstitzt die
aus in vitro Experimenten abgeleitete Annahme, dass L1 Axonbindelung vermittelt
und als Rezeptor fungiert, welcher das Neuritenwachstum férdert und an der
Axonleitung beteiligt ist (Brummendorf et al., 1998; Kenwrick et al., 2000; Lemmon et
al., 1989). Weiter beeinflusst L1 die Morphologie des Wachstumskegels (Burden-
Gulley et al.,, 1995; Payne et al., 1992) und ist beteiligt an der neuronalen
Zellmigration (Lindner et al., 1983), der Synaptogenese, Myelinierung (Seilheimer et
al., 1989) und dem Uberleben neuronaler Zellen (Chen et al., 1999), axonaler
Regeneration (Martini & Schachner, 1988), Langzeitpotentiation (Fields & Itoh, 1996;
Luthl et al., 1994), Lernprozessen und Gedachtnisbildung (Scholey et al., 1995) und
der Interaktionen zwischen Schwann-Zellen und Axonen im PNS (Haney et al.,
1999).
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2.2.1.6 Mutationen in L1CAM beeintrachtigen die Entwicklung des humanen

und murinen Nervensystems

Mutationen in L1CAM verursachen verschiedene congenitale, X-chromosomal
erbliche, neuronale Stérungen wie Hydrocephalus (HC), MASA-Syndrom (mental
retardation, aphasia, shuffling gait, adducted thumbs), spastische Paraplegie Typ 1
(SP-1) und Agenesie des Corpus Callosum (ACC), wobei mentale Retardierung ein
gemeinsames Merkmal aller Erkrankungen ist. Zusammengefasst werden diese
Storungen auch als L1-Spektrum-Erkrankungen (Fransen et al., 1996; Fransen et
al., 1995; Moya et al., 2002). Allgemein zeigen die Patienten ein breites Spektrum
klinischer Symptome und die Schwere der Krankheit variiert signifikant zwischen
Patienten mit verschiedenen Mutationen, kann sich aber auch bei Patienten mit
derselben Mutation unterscheiden (Serville et al., 1992). Weiterhin zeigen auch L1-
defiziente Mause (L1 knockout), Fehlbildungen des Nervensystems, Spastik und
verminderte kognitive Fahigkeiten, die mit der humanen L1-Erkrankung vergleichbar
sind und abhangig vom genetischen Hintergrund der Mause variieren (Cohen et al.,
1998; Dahme et al., 1997; Demyanenko et al., 1999; Fransen et al., 1998). Ein
identischer Phanotyp wurde bei Ankyrin knockout-Mausen gezeigt, was darauf
hindeutet, dass die beobachteten Defekte zumindest teilweise auf eine gestorte
Interaktion von L1 mit Ankyrin zurlckzufuhren sind (Crossin & Krushel, 2000;
Scotland et al., 1998).

Bis heute wurden beim Menschen Uber 140 verschiedene pathogene Mutationen
identifiziert, welche auf die Mehrzahl der Exons inklusive flankierender Spleil3stellen
verteilt sind. Dabei konnten keine ,Hot Spots® fur Mutationen identifiziert werden und
die meisten Mutationen beschranken sich auf einzelne Familien (Van Camp et al.,
1996). Die Mutationen konnen nach ihren Auswirkungen in drei Klassen unterteilt
werden. Mutationen, die Veranderungen in der zytoplasmatischen Doméane des L1-
Proteins bewirken, zerstoren die Signaltransduktion und die Assoziation mit dem
Zytoskelett, beeinflussen jedoch nicht die Adhasion. Sie I6sen daher in der Regel
weniger schwere  Phanotypen aus als Missense Mutationen, die
Aminosaureaustausche im extrazellularen Bereich von L1 verursachen. Diese
konnen die Protein-Konformation, die Oberflacheneigenschaften, die Prozessierung
von L1 und homo- oder heterophile Bindungen stdéren und beeinflussen so die
Adhasion und Signaltransduktion. Nach den Ergebnissen verschiedener
experimenteller Studien sind besonders schwere Phanotypen zu erwarten, wenn
gleichzeitig sowohl homo- als auch heterophile Bindungen gestort werden, das L1-
Protein nicht die Zelloberflache erreicht, oder bei Austauschen von Schlusselresten
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im Vergleich zu solchen die Oberflachenreste betreffen (De Angelis et al., 2002; De
Angelis et al., 1999; Kamiguchi et al., 1998a; Moulding et al., 2000; Yamasaki et al.,
1997; Zhao & Siu, 1996). Wahrend Veranderungen von Schlusselresten die Protein-
Konformation verandern, beeinflussen Oberflachenreste in der Regel nur die
Interaktionen mit bestimmten Liganden (Bateman et al., 1996). Die schwersten
Phanotypen sind bei Nonsense Mutationen oder Ratserschub (Frameshift)
Mutationen zu beobachten, welche zur Entstehung eines verfruhten Stopkodons in
den Bereichen des Gens fuhren, die fur extrazellulare Domanen kodieren, da
hierdurch alle Funktionen von L1 verloren gehen (Kamiguchi et al., 1998a).

Bei etwa 35% der beschriebenen Mutationen handelt es sich um Missense
Mutationen, die Aminosaureaustausche in der extrazellularen Domane verursachen.
Von verschiedenen dieser mutierten L1-Proteine wurde gezeigt, dass sie die homo-
und heterophilen Bindungen von L1 wund die intrazellulare Prozessierung
beeinflussen, oder die Stimulation des Neuritenwachstums reduzieren (De Angelis et
al., 2002; De Angelis et al., 1999; Moulding et al., 2000; Zhao & Siu, 1996). Modelle
zur Untersuchung der Pathogenitat von Missense Mutationen in L1CAM sind bislang
wenig etabliert, so dass eine kausale Verknipfung zwischen Missense Mutation und
neurologischem Phanotyp haufig nicht beweisbar erscheint. In dieser Arbeit sollte
daher ein Modell entwickelt werden, das die Effekte von L1 Missense Mutationen auf
die neuronale Entwicklung refelektiert.

2.2.2 Die Plexine

2.2.2.1 Plexine sind eine Familie von transmembranen Zelloberflachen-

Molekiilen

Plexine sind eine grof3e Familie von Transmembranproteinen, die vor allem im
Nervensystem exprimiert werden. Bisher sind bei Vertebraten neun Mitglieder
bekannt, die nach Sequenzhomologien in vier Familien (A-D) unterteilt werden
(Tamagnone et al., 1999) (Abb. 3).
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Signalpeptid

Sema-Doméane

MRS / PSDoméane

IPT-Doméne/ G- P-Repeats
Transmembran-Doméne

Konservierte cytoplasmatische Domane1
Konservierte cytoplasmatische Domane2

Ye=Dd 101 =1

Furin-Konvertase-Spaltungsstelle
74 0 MAM-Domane

A B C D

Abb. 3: Schematische Darstellung der Doménenstruktur der verschiedenen Plexin-Familien

Nach Sequenzhomologien werden die neun Vertebraten-Plexine in vier Familien (A-D) unterteilt. Die
Domanenstruktur der verschiedenen Familien ist hier schematisch dargestellt. MRS : met related sequence; PSI:
(Domane, die von Plexinen, Semaphorinen und Intergrinen geteilt wird; IPT: Immunoglobulin-dhnliche Domane,
die von Plexinen und Transkriptionsfaktoren geteilt wird; MAM: Meprin, A5, Mu-Phosphatase-Doméne; EZ:
extrazellular; 1Z: intrazellular.

In der extrazellularen Region von Plexinen folgt auf ein kurzes Signalpeptid eine
etwa 500 Aminosauren umfassende Semaphorin- oder Sema-Domane (Kolodkin et
al., 1993). Die Sema-Domaéne ist ein Rezeptorerkennungs- und Bindungsmotiv
welches die Plexine mit ihren Liganden, den Semaphorinen, sowie mit Scatterfaktor-
Rezeptoren der MET-Protoonkogen-Familie gemeinsam haben (Antipenko et al.,
2003; Artigiani et al., 1999; Tamagnone et al., 1999; Winberg et al., 1998). Auf die
Sema-Domane folgen im extrazellularen Bereich cysteinreiche Repeat-Regionen, die
Homologien mit der MET-Familie zeigen (Met related sequences, MRS) und bei
denen es sich um putative Protein-Protein-Interaktionsdomanen handelt. Da diese
Repeats neben Plexinen auch in Integrinen und Semaphorinen vorkommen, werden
sie auch PSI-Domanen (Plexine, Semaphorine, Integrine) genannt. Auf diese folgt
eine  Region mit drei glycin-prolin-reichen Repeats, auch IPT-Domane
(Immunoglobulin-ahnliche Domane geteilt von Plexinen und Transkriptionsfaktoren)
genannt, sowie eine Transmembran-Domane. Die Plexine B1 und B2 besitzen
zusatzlich zwischen IPT- und Transmembran-Domane eine Spaltungsstelle fur Furin-
ahnliche Proprotein-Konvertasen und liegen hauptsachlich in ihrer proteolytisch
prozessierten Form als heterodimere Rezeptoren vor (Artigiani et al., 2003;
Tamagnone et al., 1999). Plexin D1 enthalt zusatzlich eine MAM (Meprin, A5, Mu-
Phosphatase)-Domane (Tamagnone & Comoglio, 2000). Die zytoplasmatische
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Domane von Plexinen enthalt eine etwa 600 Aminosauren umfassende, zweigeteilte,
hoch konservierte SP-Domane ( Sex und Plexin). Sie zeigt keine Homologien zu
anderen bekannten Proteinen, enthalt Tyrosin-Phosphorylierungsstellen und
konservierte = Alpha-Helices, die typischer Weise in  Protein-Protein-
Interaktionsmotiven gefunden werden (Tamagnone et al, 1999). AuRerdem
beinhaltet sie Motive, die entfernt mit GTPase aktivierenden Proteinen (GAPSs)
verwandt sind (Rohm et al., 2000).

Die Sema-Domane von Plexin A1 verhindert in basalem Zustand seine Aktivierung,
wirkt also autoinhibitorisch (Takahashi & Strittmatter, 2001). Im inaktiven Zustand
von Plexin A1 ist die Sema-Domane an den restlichen Teil der extrazellularen
Domane (Ekto-Domane) gebunden. Durch Bindung der Liganden von Plexin A1 wird
wahrscheinlich eine Konformationsanderung ausgeldst, welche die Sema-Domane
vom Rest der Ekto-Domane entfernt und so das Plexin aktiviert und die Signal-
transduktion auslost. Plexin A1, bei dem die Sema-Domane oder die gesamte Ekto-
Domane deletiert wurde, ist konstitutiv aktiv und 10st repulsive Zellantworten ohne
eine Interaktion mit Liganden aus. Ob diese Form der Autoinhibition ein generell fur
alle Plexine gultiges Prinzip ist oder nur bei Plexin A1 stattfindet, ist nicht geklart.

2.2.2.2 Plexine sind Semaphorin-Rezeptoren

Erste Hinweise auf eine mogliche Funktion von Plexinen resultierten aus der
Entdeckung, dass Plexin C1 (VESPR= viral-encoded semaphorin protein receptor)
mit den viralen Semaphorinen (Vaccinia Virus) SemaVA (A39R) und SemaVB (AHV)
interagiert (Comeau et al.,, 1998). C1 wird auf humanen B-Zellen exprimiert und
SemaVA [0st durch Bindung an C1 eine Entzindungsreaktion aus. Mittlerweile
wurden verschiedene Vertebraten-Semaphorine als extrazellulare Interaktionspartner
der Plexine identifiziert. Semaphorine (Semas) sind eine groRe Familie sekretierter
und membrangebundener Molekille, die durch eine aus ~500 Aminosauren
bestehende = Sema-Domane  charakterisiert sind. Sie  werden  nach
Sequenzibereinstimmungen und Strukturmerkmalen in 8 Klassen unterteilt
(Castellani & Rougon, 2002; Raper, 2000; Tamagnone & Comoglio, 2000). Die
beiden ersten Klassen beinhalten Semaphorine, die in Invertebraten identifiziert
wurden, die Klassen 3 bis 7 umfassen Vertebraten-Semaphorine und in Klasse V
sind viruskodierte Semaphorine zusammengestellt (Pasterkamp & Kolodkin, 2003).
Die carboxyterminalen Regionen der Semaphorine sind variabel. Die Klassen 1 bis 6
besitzen eine Transmembran-Domane, wahrend die Semaphorine der Klasse 7 uber
einen GPI-Anker an die Plasmamembran gebunden sind. Bei den Klassen 2, 3 und V
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handelt es sich dagegen um sekretierte Semaphorine. Einige Semaphorine besitzen
zusatzliche Domanen, darunter Immunglobulin-ahnliche-Doméanen und
Thrombospondin (TSP)-Repeats (Nakamura et al., 2000). Die verschiedenen
Semaphorin-Familien sind in Abbildung 4A dargestellt.

A Semaphorine B Neuropilin

Invertebraten Vertebraten Viral
w ’V —{ = Signalpeptid

D Sema-Doméne
€  Immunglobulin-Doméane
Transmembran-Doméane

basische Domane
Thrombospondin-Repeat
GPI-Anker

CUB-Doméane

FV/FVIII Doméne
MAM-Doméane

O

ecm=00 B

EZ EZ

1Z 1z

Klasse 1 2 3 4 5 6 7 \")

Abb. 4: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Semaphorinen und Neuropilinen

(A) Semaphorine werden nach Sequenzubereinstimmungen und Strukturmerkmalen in acht Klassen unterteilt.
Die Domanenstruktur der verschiedenen Semaphorin-Familien ist hier schematisch dargestellt. (B) Schematische
Darstellung der Doméanenstruktur der Neuropiline. GPI: Glykosylphosphatidylinositol; CUB: Complement Bindung;
FV/FVIII: Koagulationsfaktor V/VIII homolog; MAM: Meprin, A5, Mu-Phosphatase; EZ: extrazellular; 1Z:
intrazellular.

Semaphorinsignale werden Uber multimere Rezeptorkomplexe weitergeleitet, deren
Zusammensetzung nicht vollstandig bekannt ist, die aber fast immer ein Plexin
enthalten, welches die extrazellularen Signale an intrazellulare Zielproteine
weiterleitet (Dickson, 2002). Invertebraten-Semaphorine, membran-assoziierte
Vertebraten-Semaphorine und virale Semaphorine interagieren direkt mit Plexinen.
Drosophila PlexinA ist ein funktioneller Rezeptor fur transmembranes Semala und
1b (Semaphorin 1a und 1b) (Winberg et al., 1998). Sduger-Sema4D bindet an Plexin
B1, Sema6D an Plexin A1 und Sema7A und die viruskodierten Semaphorine
SemaVA und SemaVB an Plexin C1 (Comeau et al., 1998; Tamagnone et al., 1999).
Kirzlich wurde Plexin B3 als Rezeptor fur Sema5A identifiziert (Artigiani et al., 2004).

2.2.2.3 Neuropiline sind Korezeptoren fiir Semaphorine

Sekretierte Semaphorine der Klasse 3 binden nicht direkt an Plexine, sondern
bendtigen die transmembranen Neuropiline (Np1 oder Np2) als Korezeptoren, so
dass ein Semaphorin/Neuropilin/Plexin-Signalkomplex entsteht. Dabei kann das
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Plexin ein Mitglied der A- oder D-Familie sein (Cheng et al., 2001; Gitler et al., 2004;
Tamagnone et al, 1999; Torres-Vazquez et al., 2004). Neuropiline sind
Transmembranproteine mit mehreren charakteristischen Domanen (Abb. 4B). Sie
besitzen zwei CUB (complement binding)-Domanen, zwei Koagulationsfaktor V/VIII
homologe Domanen (FV/FVIIl), eine MAM-Domane und eine Transmembran-
Domane, auf die eine kurze zytoplasmatische Domane folgt. Die CUB- und die MAM-
Domane sind fur die Ligandenspezifitat bzw. die Oligomerisierung von Neuropilin
verantwortlich. Die FV/FVIII-Domane wird ebenfalls flr die Bindung an Semaphorine,
sowie an einen weiteren Interaktionspartner von Neuropilin, VEGF (vascular
endothelial growth factor), benétigt. Uber VEGF ist Neuropilin an der Entwicklung des
Blutgefalisystems beteiligt (Nakamura et al., 2000; Tamagnone & Comoglio, 2000).
Die zytoplasmatische Domane von Neuropilinen besitzt keine bekannten
Signaltransduktionsmotive und im Neuropilin/Plexin-Komplex scheinen Neuropiline
keine Funktion bei der Signalibertragung zu haben, sondern tragen zur
Ligandenspezifitdt bei. Plexine sind dagegen fur die Signaltransduktion
verantwortlich und erhdhen die Affinitdt der Neuropiline zu ihren Semaphorin-
Liganden (Nakamura et al., 1998). NP1 und NP2 unterscheiden sich hauptsachlich in
ihrem transmembranen und zytoplasmatischen Anteil, zeigen aber unterschiedliche
Ligandenspezifitat. So enthalt der Rezeptorkomplex fur Sema3A NP1, der fur
Sema3F NP2 und fur die Bindung von Sema3C werden beide Neuropiline bendtigt
(Pasterkamp & Kolodkin, 2003; Raper, 2000; Tamagnone et al., 1999).

2.2.2.4 Weitere Komponenten von Plexin-Rezeptorkomplexen

Zusatzlich zu den Neuropilinen werden weitere Proteine mit Plexin-
Rezeptorkomplexen in Verbindung gebracht. Die katalytisch inaktive Rezeptor-
Tyrosinkinase Offtrack (OTK) assoziiert in Drosophila mit Plexin A und mit Sauger-
Plexin A1 und A3 (Winberg et al., 2001). Plexin A1 ist der Rezeptor fur Sema6D und
nutzt dabei als Korezeptoren OTK oder VEGFR2 (vascular endothelial growth factor
receptor type 2) (Toyofuku et al., 2004b). L1 spielt eine Rolle bei der repulsiven
Antwort auf Sema3A, ist wahrscheinlich Teil eines Neuropilin/PlexinA1-
Rezeptorkomplexes und reguliert die mit der Repulsion einhergehende Endozytose
dieses Komplexes (Castellani et al., 2004; Castellani et al., 2002; Castellani et al.,
2000). Die Scatterfaktor-Rezeptoren Met und Ron sowie die transmembrane
Tyrosinkinase ErbB-2 sind Komponenten eines Rezeptorkomplexes, der fur die
Transduktion von durch Semaphorine der Klassen 4 und 5 vermittelte Effekte
verantwortlich ist (Artigiani et al., 2004; Conrotto et al., 2004; Giordano et al., 2002;
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Swiercz et al., 2004). Zusatzlich wurde fur Xenopus Plexin eine homophile Interaktion
in trans beschrieben, welche die Zelladhasion und —aggregation fordert (Ohta et al.,
1995) und Plexin A1 und B1 interagieren Uber ihrer zytoplasmatischen Domanen
miteinander (Usui et al., 2003). Die Zusammensetzung der verschiedenen Plexin-
Rezeptorkomplexe ist in Abbildung 5 dargestellt.

A B C D
- = - - L - - e -
EZ EZ
1z 1z

VEGFR2 Plexin OTK L1 NP1 Plexin Met/Ron Plexin ErbB-2 Plexin Plexin

=  Signalpeptid I] Konservierte Plexin-Domane 1 &  Immunglobulin-Doméne

D Sema-Domane 0 Konservierte Plexin-Domane 2 = Fibronektin-Typ Ill-Domane
m MRS/ PSkDoméne “ Tyrosinkinase-Doméne O FV/FVIII Domane

m  |PT-Doméne/ G-P-Repeats O Rezeptor L-Doméne 0 CUB-Doméane

@ Transmembran-Doméane B FU Furin-dhnliche Repeats . MAM-Doméane

Abb. 5: Schematische Darstellung der Komponenten von Plexin-Rezeptorkomplexen

(A) Plexin A1 nutzt alternativ VEGFR2 oder OTK als Korezeptoren fiir die Detektion von Sema6D. (B) An der
durch Sema3A ausgeldsten Repulsion sind neben Plexin A1 Neuropiline und L1 als Korezeptoren beteiligt. (C)
Die Rezeptortyrosinkinasen Met, Ron und ErbB-2 sind an der Signalleitung durch B-Plexine beteiligt. (D) Plexin
A1 und B1 interagieren uber ihre zytoplasmatischen Domanen miteinander. EZ: extrazellular; 1Z: intrazellular.

2.2.2.5 Die Funktion von Plexinen und ihren Liganden im Nervensystem

Plexine und ihre Semaphorin-Liganden vermitteln nicht nur in verschiedensten in
vitro Analysen chemorepulsive und in geringerem Ausmall auch chemoattraktive
Signale, sondern verschiedene genetische Ansatze zeigen auch eine Bedeutung
dieser Molekule fur die Leitung verschiedenster Nervenzellen in vivo. Auch hier
fungieren Semaphorine hauptsachlich als repulsive Signale, die Uber Plexin-
Rezeptorkomplexe Wachstumskegelkollaps induzieren und als ,Deflektoren”
fungieren, die Neuriten durch repulsive Korridore leiten und von bestimmten
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Hirnregionen fernhalten. So induzieren z. B. A-Plexine nach Bindung von sekretierten
Semaphorinen der Klasse 3 den Kollaps von Wachstumskegeln und I6sen repulsive
Antworten in vielen verschiedenen Arten von Axonen aus (Dickson, 2002; Raper,
2000; Song & Poo, 2001). Sema4D induziert durch Interaktion mit seinem Rezeptor
Plexin B1 den Wachstumskegelkollaps von primaren Neuronen und Neuriten
differenzierter PC12-Zellen, sowie die Kontraktion transfizierter COS-7-Zellen
(Oinuma et al., 2003; Oinuma et al., 2004; Perrot et al., 2002; Swiercz et al., 2002).
Sema4D und 5A werden von Oligodendrozyten exprimiert und inhibieren die
Neuroregeneration nach Verletzungen des ZNS (Goldberg et al., 2004; Moreau-
Fauvarque et al., 2003). Auch hier sind als Rezeptoren wahrscheinlich Plexine
involviert. Unter bestimmten Umstanden konnen Semaphorine jedoch auch
attraktive Signale auslésen, und diese werden wahrscheinlich ebenfalls durch
Plexine vermittelt. So wirkt Sema4D stimulierend auf das Axonwachstum kortikaler
Neurone, und Sema3C und 3A wirken attraktiv auf kortikale Neurone bzw. apikale
Dendriten pyramidaler Neurone (Bagnard et al., 1998; Polleux et al., 2000; Raper,
2000; Wong et al., 1999; Worzfeld et al., 2004). Zusammenfassend beeinflussen
Plexin-Rezeptoren und ihre Semaphorin-Liganden die Axonsteuerung, die zonale
Segregation verschiedener Axonpopulationen, die Axonbundelung, sowie die
neuronale Polaritat und Zellmigration im sich entwickelnden Nervensystem.
Zusatzlich spielen sie eine Rolle bei der neuronalen Regeneration, indem sie nach
Verletzungen des ZNS hemmend auf das Auswachsen neuer Neuriten wirken
(Pasterkamp & Kolodkin, 2003).

2.2.2.6 Die Funktion von Plexinen und ihren Liganden auBerhalb des

Nervensystems

Obwohl zuerst im Nervensystem beschrieben, werden die meisten Mitglieder des
Plexin-Semaphorin-Signalsystems auch aufierhalb des Nervensystems exprimiert
und erfullen dort Funktionen bei der Regulation der Immunfunktion und
morphogenetischen Prozessen wahrend der Gefaldsystem-, Lungen-, Herz- und
Epidermalentwicklung (Pasterkamp & Kolodkin, 2003).

Sema7A, 4A und 4D regulieren verschiedene Aspekte der Immunantwort. Dabei
nutzen Sema4A und 4D nicht Plexin B1 sondern Tim2 bzw. CD72 als
Hauptrezeptoren und vermitteln positive Effekte auf die Funktion von T- und B-Zellen
(Kumanogoh et al., 2002; Kumanogoh et al., 2000; Shi et al., 2000). Sema4D spielt
dabei moglicherweise eine bidirektionelle Rolle und fungiert gleichzeitig auch als
Immunrezeptor fur Plexin B1 (Kumanogoh & Kikutani, 2003).
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Neuropiline und die Semaphorine Sema3A, 3C und 3F regulieren verschiedene
Aspekte der Lungenentwicklung (Goshima et al., 2002; Kagoshima & Ito, 2001).
Eine Beteiligung von Plexinen ist auch bei diesen Prozessen wahrscheinlich.

Ein Rezeptorkomplex aus Plexin D1 und NP1 oder NP2 ist Uber Bindung an Sema3A
bzw. 3C an der Herz- und GefaRentwicklung beteiligt (Gitler et al., 2004; Torres-
Vazquez et al., 2004). Plexin A1 und sein Ligand Sema6D spielen ebenfalls eine
Rolle bei der Herzentwicklung. Dabei werden in verschiedenen Herz-Regionen als
Korezeptoren OTK oder VEGF2 genutzt und so repulsive oder attraktive Signale fur
migrierende Zellen generiert (Toyofuku et al.,, 2004b). Zusatzlich ist bei der
Myocardentwicklung ein reverser Signalmechanismus beteiligt, bei dem Plexin A1
als Ligand fur Sema6D fungiert, welches eine Signalkaskade auslost, die die
Zellmigration fordert (Toyofuku et al., 2004a). Plexine der A-Familie kontrollieren
zusammen mit Semaphorinen der Klasse 3 und Neuropilinen die vaskulare
Morphogenese (Miao et al., 1999; Serini et al., 2003). Dabei hemmen sie direkt die
ECM-Ligandenerkennung durch Integrine und die Integrin-vermittelte Adhasion und
Migration, und ermdglichen so eine Deadhasion der Zellen, welche fir die
Gefallreorganisation wahrend der Angiogenese nétig sind (Serini et al., 2003).
Plexine der A- und B- Familie regulieren au’erdem negativ Integrin-basierende
adhasive Komplexe, was zur |Inhibition der Substratadhasion, der
Lamellipodienausdehnung und der Zellmigration fuhrt. Diese Plexin-vermittelte
Auflosung adhasiver Strukturen ist wahrscheinlich verantwortlich fur die typische
Zellkollapsantwort in vitro (Barberis et al., 2004).

Bei einer Dysregulation konnen Plexine und Semaphorine auch an Tumorwachstum
und Metastasierung beteiligt sein. So spielen B-Plexine und ihre Liganden in
Verbindung mit dem Scatterfaktor-Rezeptor Met eine Rolle beim invasiven
Wachstum von Epithelzellen (Artigiani et al., 2004; Giordano et al., 2002), und
Semaphorine der Klasse 3 spielen eine Rolle bei der Tumorentwicklung
(Christensen et al., 1998; Tse et al., 2002; Xiang et al., 2002; Yamada et al., 1997).

2.2.2.7 Intrazellulare Signaltransduktion durch Plexine

Die repulsive oder attraktive Wirkung von durch das Semaphorin/Plexin-
Signalsystem vermittelten Signalen wahrend der Axonsteuerung ist auf die der
Rezeptoraktivierung folgende Modifikation des Zytoskeletts des Wachstumskegels
zurtckzufihren. So erfolgt z.B. bei Sema3A-Exposition bestimmter Neurone ein
Kollaps des Wachstumskegels, welcher begleitet wird von der Depolymerisation von
F-Aktin, einer verminderten Fahigkeit zur Polymerisation neuen F-Aktins und einer

19



EINLEITUNG

erhohten Endozytoserate (Pasterkamp & Kolodkin, 2003). Verschiedene
Modulatoren der Zytoskelettdynamik wurden mit der Transduktion Plexin-vermittelter
Repulsion in Verbindung gebracht. Einer der wichtigsten Regulatoren neuronaler
Aktindynamik ist die Rho Familie der GTPasen (Dickson, 2001; Luo, 2000).
RhoGTPasen fungieren als molekulare Schalter und zirkulieren zwischen einem
aktiven GTP-gebundenen und einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand (Hall,
1998). Am besten untersucht sind RhoA, Rac1 und Cdc42. In Fibroblasten regulieren
sie Zellmigration und die Organisation des Zytoskeletts. Sie kdnnen in einer
Signalkaskade aufeinander folgend aktiviert werden, wobei sie die Ausbildung von
Stressfasern, fokalen Adhasionen, Filopodien, Lamellipodien und Membran-
auffaltungen stimulieren (Nobes & Hall, 1995). In Neuronen haben Rac1 und RhoA
hingegen gegensatzliche Effekte. Die Aktivierung von RhoA wirkt inhibierend auf das
Auswachsen von Axonen und fuhrt zu erhohter Kontraktilitdt von Aktin und einer
darauf folgenden Rulckbildung von Filopodien und Lamellipodien und zum
Wachstumskegelkollaps. Die Aktivierung von Rac und Cdc42 wirkt dagegen
stimulierend auf das Auswachsen von Axonen, und fuhrt jeweils zur Bildung von
Lamellipodien und zur Verlangerung der Filopodien (Luo, 2000). Drei Klassen von
Proteinen regulieren den Aktivitatszustand von RhoGTPasen: Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs; ,guanine nucleotide exchange factors®), die den
Austausch von GDP gegen GTP foérdern und somit aktivierend wirken; GTPase-
aktivierende-Proteine (GAPs; ,GTPase activating proteins®), die die Hydrolyse von
gebundenem GTP zu GDP stimulieren; und Gunanin-Nukleotid-Dissoziations-
inhibitoren (GDls; ,guanine nucleotide dissociation inhibitor®), welche die Dissoziation
gebundenen GDPs vermindern und somit den inaktiven Zustand férdern (Boguski &
McCormick, 1993; Symons & Settleman, 2000).

Extrazellulare Faktoren, die die Steuerung des Wachstumskegels regulieren,
beeinflussen die Aktivitat von RhoGTPasen nicht nur direkt, sondern auch Uber die
Regulation spezifischer GEFs und GAPs. Verschiedene GTPasen und GEFs werden
mit der Plexin-vermittelten Signaltransduktion in Verbindung gebracht. Plexin B I0st in
Drosophila die Repulsion von Axonen aus, indem es direkt mit aktivem Rac1
interagiert und so die Aktivierung des Rac-Effektors PAK (p21-aktivierte Kinase)
inhibiert. Gleichzeitig bindet und aktiviert es RhoA (Driessens et al., 2001; Hu et al.,
2001). In Vertebraten assoziiert Plexin B1, nach Bindung seines Liganden Sema4D,
ebenfalls mit aktivem Rac und aktiviert Rho (Driessens et al., 2001; Vikis et al., 2002;
Vikis et al., 2000). Allerdings erfolgt hier keine direkte Bindung von Rho, sondern die
zytoplasmatische Doméane von B-Plexinen bindet und reguliert die Rho-GEFs PDZ-
RhoGEF (PDZ=postsynaptic density protein 95 kDA/Discs Large/zona occulens-1)
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und LARG (leukemia-associated Rho-GEF), welche Rho aktivieren (Aurandt et al.,
2002; Driessens et al., 2002; Hirotani et al., 2002; Perrot et al., 2002; Swiercz et al.,
2002). An der Aktivierung von Rho durch B-Plexine ist auRerdem auch die Rezeptor-
Tyrosinkinase ErbB-2 beteiligt (Swiercz et al., 2004). Die Transduktion von durch
Plexin A1 vermittelten Signalen erfolgt dagegen uber RhoD und die Rho-ahnliche
GTPase Rnd1, welche antagonistische Effekte zeigen. Wahrend die Interaktion mit
Rnd1 Wachstumskegelkollaps verursacht, blockiert RhoD diesen (Rohm et al., 2000;
Zanata et al., 2002). Rac interagiert ebenfalls direkt mit Plexin A1, in diesem Fall
reguliert es jedoch wahrscheinlich die Aktivierung des Plexins (Turner et al., 2004).
Plexine assoziieren aufderdem mit Mitgliedern der MICAL- Proteinfamilie (molecules
interacting with CasL). MICALs sind zytosolische Flavoprotein-Monooxygenasen, die
mit verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts interagieren. Sie kdnnten daher
direkt fur die Vermittlung von Veranderungen des Zytoskeletts durch Plexine
verantwortlich sein (Terman et al., 2002). Auch CRMPs (Collapsin response mediator
protein) interagieren mit Plexinen. CRMPs sind zytoplasmatische Molekule, die im
Nervensytem exprimiert werden und an der Regulation der Microtubuli- und
Aktinreorganisation beteiligt sind (Nakamura et al., 2000).

Weiterhin weisen die zytoplasmatischen Domanen einiger Plexine Homologien mit
RasGAPs auf (Pasterkamp & Kolodkin, 2003; Rohm et al., 2000). Eine GAP-Aktivitat
konnte bisher nur fur Plexin B1 nachgewiesen werden. Bei Bindung seines Liganden
Sema4D vermittelt B1 repulsive Signale, indem es mit Rnd1 assoziiert und als GAP
fur R-Ras fungiert (Oinuma et al., 2004).

2.2.2.8 Plexin B3

Zu Plexin B3 existieren bisher nur wenige Daten. Das Gen fur Plexin B3, PLXNB3,
kartiert in Xq28, direkt neben dem L71CAM-Gen. Es Uberspannt 15 kb, mit einer
Kodierregion von 5730 bp, verteilt auf 36 Exons. Das Protein umfasst 1909
Aminosauren, besitzt eine molekulare Masse von 207 kDa (ohne
Proteinmodifikationen) und zeigt die flr Plexine typische Domanenstruktur. Plexin B3
MmRNA konnte mittels RT-PCR in verschiedenen murinen, fetalen Geweben
nachgewiesen werden (Gehirn, dorsale Wurzelganglien, Herz, Niere, Leber, Lunge
und Augen) (Artigiani et al., 2004). Uber seine Expression im Nervenssystem gibt
es widersprichliche Angaben. Wahrend Worzfeld et al. (2004) eine entwicklungs-
abhangige Expression in Oligodendrozyten beschreiben, wurde von Cheng et al.
(2001) fur Plexin B3 eine Expression in Neuronen gefunden, wie sie auch fur die
anderen Plexine gezeigt werden konnte.
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Wie alle B-Plexine interagiert auch B3 mit den GEFs PDZ-Rho-GEF und LARG. Die
auf diese Interaktion folgenden Effekte in der Zelle wurden jedoch nur an B1 bei
Interaktion mit seinem Liganden Sema4D untersucht (Perrot et al., 2002). Dass durch
B3 die selben Signalkaskaden aktiviert werden, ist zwar anzunehmen, wurde jedoch
bisher nicht gezeigt. Gleiches gilt fur die Interaktion mit der Tyrosinkinase ErbB-2.
Auch diese bindet zwar an alle drei B-Plexine, die Interaktion wurde jedoch nur fur B1
funktionell charakterisiert (Conrotto et al., 2004).

Plexin B3 zeigt auRerdem eine Interaktion mit den Scatterfaktorrezeptoren Met und
Ron, und als Ligand wurde kurzlich das transmembrane Semaphorin 5A identifiziert
(Artigiani et al., 2004; Conrotto et al., 2004). Plexin B3 kann bei Interaktion mit
SemabSA zwei verschiedene Signalwege auslosen, einen repulsiven und einen
attraktiven. Ersterer ist abhangig von der zytoplasmatischen Domane von B3 und 16st
Repulsion und Zellkollaps in Fibroblasten sowie eine Hemmung der Integrin-
vermittelten Adhasion aus. Letzterer beruht auf der Interaktion von B3 mit Met,
welche zur Aktivierung von Met fuhrt, in verschiedenen Zelltypen die Migration
fordert und ein invasives Wachstumsprogramm auslost (Artigiani et al., 2004).

Von Sema5A, einem B3-Liganden, ist weiterhin bekannt, dass es spezifisch in
Neuroepithelzellen exprimiert wird, die die retinalen Axone des optischen Nervs
umgeben und dort eine inhibitorische Antwort in retinalen Axonen auslost. Eine
Stérung der Funktion von Sema 5A 16st eine Defaszikulierung und ein fehlerhaftes
Axonwachstum von Sehnervneuronen aus. Aullerdem inhibiert Sema5A, exprimiert
in Oligodendrocyten die ZNS Regeneration nach Verletzungen (Goldberg et al.,
2004; Oster et al., 2003). Auch diese beschriebenen Funktionen von Sema5A
werden moglicherweise durch Plexin B3 als Rezeptor vermittelt. Weiterhin ist das
Gen fur humanes Semab5A, SEMAF, auf 5p lokalisiert und zusammen mit
benachbarten Genen beim Katzenschreisyndrom (Cri-du-chat-Syndrom), welches mit
schwerer mentaler Retardierung in Verbindung gebracht wird, deletiert (Simmons et
al., 1998).

Durch seine Lokalisation in Xg28, einem Locus in dem verschiedene Formen X-
chromosomal vererbter geistiger Behinderung und syndromaler
Entwicklungsstorungen des Nervensystems kartieren, sowie durch seine Expression
im Nervensystem und die bisher untersuchten Funktionen von Plexin B3 und seinem
Liganden SemabA, ist Plexin B3 ein positionelles und funktionelles Kandidatengen
fur X-chromosomal vererbte neurologische Stérungen und mentale Retardierung.
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2.3 Ziel der Arbeit

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines auf Zellkultur basierenden
Modells zur Analyse des Einflusses neuronaler Zelloberflachen-Molekule auf das
Neuritenwachstum. Hierdurch lieRen sich systematisch die Genprodukte von
Kandidatengenen flr neurologische Entwicklungsstorungen charakterisieren und
deren eventuellen Mutationen hinsichtlich ihrer Pathogenitat messbar machen. Das
Modell sollte zunachst an dem bereits gut charakterisierten Zelloberflachen-Molekul
L1, in dem auch pathogene Mutationen bekannt sind, getestet werden. Daraufhin
solite es fur das bislang wenig charakterisierte neuronale Zelloberflachen-Molekul
Plexin B3 eingesetzt werden.

Fir die Untersuchungen an L1 sollten zunachst ausgewahlte pathogene Missense
Mutationen, die Aminosaureaustausche in der extrazellularen Domane des L1-
Proteins verursachen, in die humane cDNA von L1CAM eingefuhrt werden. Im
Folgenden sollten die mutierten Proteine exprimierende, stabile Zelllinien hergestellt
werden. Diese Zelllinien sollten als Substrat fir murine zerebellare Neurone im
Neuritenwachstums-Assay eingesetzt werden. Weiterhin sollte an ihnen mit Hilfe
verschiedener biochemischer und zellbiologischer Methoden die Lokalisation und
Prozessierung der mutierten Proteine untersucht werden.

Plexine sind als Rezeptoren im Nervensystem an der Wegfindung von Axonen
beteiligt. Daher, und wegen der Lokalisation von PLXNB3, dem Gen flr Plexin B3, in
Xqg28 und seiner Expression im Nervensystem, ist PLXNB3 ein funktionelles und
positionelles  Kandidatengen fur X-chromosomal vererbte neurologische
Entwicklungstérungen. Um einen moglichen Einfluss von B3 auf die Entwicklung des
Nervensystems zu analysieren, sollte das Neuritenwachstums-Assay eingesetzt
werden. Fur Plexin B3 war zu Beginn dieser Arbeit noch kein Interaktionspartner
identifiziert und Uber seine Funktion war wenig bekannt. Ein weiteres Ziel war daher
die ldentifikation intrazellularer und extrazellularer Interaktionspartner von B3. Dazu
sollten potentielle extrazellulare Interaktionspartner kloniert, mit Plexin B3
koexprimiert und auf eine mdgliche Koimmunprazipitation mit B3 hin untersucht
werden. Von besonderem Interesse war hierbei eine mogliche homophile Interaktion
von B3, da flr verschiedene Zelloberflachen-Molekule bereits eine Stimulierung des
Neuritenwachstums durch homophile Interaktion beschrieben wurde. AulRerdem
sollten die fur diese Interaktion essentiellen Domanen bestimmt werden. Fur die
Identifikation intrazellularer Interaktionspartner von B3 sollte ein modifiziertes Hefe-
Zwei-Hybridsystem eingesetzt, und die mit diesem identifizierten Interaktionspartner
durch verschiedene biochemische und zellbiologische Methoden verifiziert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Alle verwendeten Enzyme und Reagenzien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Amersham
Biosciences (Freiburg), BD Biosciences (Heidelberg), Biorad (Minchen), Calbiochem (Schwabach), Dianova
(Hamburg), Eurogentec (Koéln), Falcon (Oxnard, USA), Fluka (Neu-Ulm), Genomed (Léhne), ICN (Eschwege),
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck (Darmstadt), Metabion (Planegg-Martinsried),
Millipore (Eschborn), Molecular Probes (Goéttingen), New England Biolabs (NEB, Frankfurt a.M.), Novagen
(Darmstadt), Pierce/Perbio (Bonn), Promega (Mannheim), Qbiogene (Heidelberg), Qiagen (Hilden), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Taufkirchen), Stratagene (Heidelberg) und Vector
Laboratories (Burlingame, USA) im Reinheitsgrad ,reinst“ oder ,p.a.“ bezogen.

3.1.1 Material fur molekularbiologische Methoden

Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
TOPO®TA PCR Cloning Kit Invitrogen (Karlsruhe)

Zero Blunt™ PCR Cloning Kit Invitrogen (Karlsruhe)
pcDNAT'VI 3.1 Directional TOPO® Expression Kit Invitrogen (Karlsruhe)
Gateway BP Clonase Enzym Mix Invitrogen (Karlsruhe)
Gateway LR Clonase Enzym Mix Invitrogen (Karlsruhe)

1 kB DNA Leiter MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
6 x Loading Dye MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Alkalische Phosphatase Roche (Mannheim)

DNase | Roche (Mannheim)

RNase A Roche (Mannheim)

Restriktionsendonukleasen
Restriktionsendonukleasen
Quick T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase

PfuTurbo® DNA Polymerase
PfuUltra™ HF DNA Polymerase
Taq DNA Polymerase
QIlAquick Gel Extraction Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
JETQUICK PCR Product Purification Spin Kit
Bacto Tryptone
Rubidiumchlorid (RbCl)
Mangandichlorid (MnCl;)
Hefeextrakt

Spectinomycin

Ampicillin

Chloramphenicol
Kanamycinsulfat
Ethidiumbromid

Borsaure

ABI Prism Big Dye Terminator

Promega (Mannheim)
NEB (Frankfurt)

NEB (Frankfurt)

Gibco (Karlsruhe)
Stratagene (Heidelberg)
Stratagene (Heidelberg)
Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)
Qiagen, (Hilden)
Qiagen, (Hilden)
Genomed (L6éhne)
BD (Heidelberg)
Sigma (Taufkrichen
Sigma (Taufkrichen
Sigma (Taufkrichen
Sigma (Taufkrichen
Sigma (Taufkirchen
Sigma (Taufkirchen
Fluka (Steinheim)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

e e =

Applied Biosystems (Weiterstadt)

3.1.2 Materialien fur proteinbiochemische Arbeitstechniken

(BSA) Albumin aus Riderserum

Sigma (Taufkirchen)
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Bradford Protein Assay

Full Range Rainbow Protein Marker
Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BAA 30 %/0,8 %)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Ammoniumpersulfat (APS)

No-Weigh™ Dithiothreitol (DTT)

Roti-Load1 SDS-Probenpuffer (4x)

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
-Mercaptoethanol

Simply Blue™ SafeStain
PVDF-Blotting-Membran

Methanol
Whatman-3MM-Chromatographie-Papier
Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk
Immun-Star™ Detection Kit

Hyperfilm ECL Réntgenfiime

Restore Western Blot Stripping Puffer

Protein A-Agarose

Gluthation-Sepharose 4B

Glutathion-Agarose

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Sucrose

L-(+)-Arabinose

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20)
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Phenylmethyl Sulphony! Fluorid (PMSF)
Pefabloc SC

Nonidet P40 / Igepal

Triton X-100

3.1.3 Materialien fur zellbiologische Methoden

100 mm Polystyrol-Zellkulturschalen

6- und 24-Loch-Platten fur die Zellkultur

2 Chamber Polystyrene Treated Glass slides
F-12 Nutrient Mixture (Ham)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
Albumin aus Rinderserum (BSA)

Fotales Rinderserum (FBS)
Penicillin/Streptomycin

Fungizone (Amphotericin B)

Phosphatpuffer (PBS, pH 7,4, 1x)

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlsg. (D-PBS)
Phosphatpuffer”” (PBS™)

10x Trypsin-EDTA (0,5 %)

Dimethyl Sulphoxide (DMSO)
LipofectaminTMZOOO-Reagens
Optimem1-Medium

Genticin (G418 Sulfat)

Tunicamycin

Endo-B-N-acetylglukosaminidase (Endo H)
Peptid-N-Glykosidase F (PNGaseF)

Biorad (Miinchen)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Sigma (Taufkirchen)

Biorad (Miinchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)
Pierce/Perbio (Bonn)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Millipore (Eschborn)

Roth (Karlsruhe)

Whatman (Kent, England)

Biorad (Minchen)

Biorad (Minchen)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Pierce/Perbio (Bonn)

Roche (Mannheim)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Biorad (Muinchen)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

ICN (Eschwege)

Sigma (Taufkirchen)

Falcon (Oxnard, USA)
Falcon (Oxnard, USA)
Falcon (Oxnard, USA)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Taufkirchen)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Calbiochem (Schwabach)
NEB (Frankfurt)

NEB (Frankfurt)
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EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin
Alkaline Phosphatase-konkugiertes Streptavidin
Paraformaldehyd

Glycerol-Gelatine

VECTASHIELD® Mounting Medium
Ziegen-Serum

Hank’s gepufferte Salzlésung (HBSS)
DNAse

Basalmedium Eagle (BME, 1x)
Aprotinin

Insulin

Na28903

L-Thyroxin

Transferrin

Vybrant™ Cell-Labeling Solution Dil
VybrantTM Cell-Labeling Solution DiO

Pierce/Perbio (Bonn)
Dianova (Hamburg)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Sigma (Taufkirchen)

Gibco (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Gibco (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Roche (Mannheim)
Molecular Probes (Karlsruhe)
Molecular Probes (Karlsruhe)

3.1.4 Materialien fiir CytoTrap'™ Hefe-Zwei-Hybrid-Experimente

CytoTrap® Vector Kit

Human Fetal Brain Plasmid cDNA Library
Galaktose

Glukose

D-Raffinose

Polyethylenglykol 4000 (PEG)

Lyticase

Adeninhemisulfat

Lithium Acetat (LiAc)

Yeast Nitrogen Base (YNB)
Glukosemedium, Drop Out Base with Agar (DOBA)
Glukosemedium, Drop Out Base (DOB)
Aminosauremischungen (CSM)

YPD Hefevollmedium

Ammonium Sulfat

Glycerin

Dimethyl Sulphoxide (DMSO)

Bacto Agar

Sorbitol

,Yeastmaker” Carrier DNA

3.1.5 Sonstige Chemikalien

Natriumchlorid (NaCl)
Ethylendinitrilotetraessisaure, Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)
Isopropanol (C4H100)

Salzsaure (HCI)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydroxid (KOH)

Essigsaure (CH3;COOH)

Natriumhydroxid (NaOH)

Dimethyl Sulphoxide (DMSO) Hybri-Max®
Glycin

Calciumchlorid (CaCly)

Stratagene (Heidelberg)
Stratagene (Heidelberg)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Qbiogene (Heidelberg)
Qbiogene (Heidelberg)
Qbiogene (Heidelberg)
Qbiogene (Heidelberg)
Qbiogene (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)

BD Clontech (Heidelberg)

Baker (Deventer, NL)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck (Darmstadt)
Di-Kaliumhydrogenphosphat (K:HPO4) Merck (Darmstadt)
Ethanol (CH3CH20H) Merck (Darmstadt)/ Roth (Karlsruhe)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PQO4) Merck(Darmstadt)
Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPQO4) Merck (Darmstadt)
Methanol (CH3OH) Roth (Karlsruhe)
Glycerin Roth (Karlsruhe)
TRIZMA® BASE (Tris) Sigma (Taufkirchen)
Lithiumsulfat (Li2SOs4) Sigma (Taufkirchen)
Magnesiumchlorid (MgCly) Sigma (Taufkirchen)
Magnesiumsulfat (MgSOa) Sigma (Taufkirchen)
Natriumbicarbonat (NaHCO3) Sigma (Taufkirchen)

3.1.6 Versuchstiere und humane Gewebeproben

Als Versuchstiere wurden Wildtyp-Mause vom Stamm C57BL/6J eingesetzt. Fur die
Neuritenwachstums-Assays wurden sechs Tage alte Mause verwendet, fir den Nachweis der
Proteinexpression im murinen Gehirn drei Monate alte Mause.

Fir die Untersuchung der Proteinexpression im humanen Gehirn wurden post mortem Proben vom
menschlichen Neocortex und Corpus callosum verstorbener Probanden aus der Gewebebank der
Hamburger Alzheimer Forschergruppe verwendet.
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3.1.7 Bakterienstamme, Hefestamme und Zelllinien

Name Eigenschaften Herkunft Referenz
F- merA A(mrr-hsd RMS-
mcrBC)®P80d/acZAM15 AlacX74 deoR recA1 .
DH10B endA1 araD139 A(ara, leu) 7697 galU galK A- Invitrogen
rpsL (StrR) nupG
BL21 F- ompT hsdSg (re'mg’) gal dem rne131 (DE3) | Invitrogen
_A|TM F-ompT hsdSg (re'mg’) gal decm .
| BL2-A araB: T7TRNAP-tetA Invitrogen
Bakterien- Tet® A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
stamme | | 4. endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Stratagene
Gold®Kan® | Hte [F’ proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet®) Tn5 9
(Kan®) Amy]
F- A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80d/acZAM15
TOP10 AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ara, leu)7697 | Invitrogen
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG
Mato ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 (Petitiean
B Cdc25H trp1-901 lou2-3 112 cdc25-2 Gal+ SRy ot al., 1990)
NIH-3T3 Adhéarente Fibroblasten, Embryo, Schweizer DSMZ (Jainchill et
Maus ACC 59 al., 1969)
Adharente runde bis spindelférmige Zellen, AG Nitsch, UKE, (Schwab et
G Neuroblastom, Mensch TSI al., 1983)
’ (DSMZ ACC 355) v
CHO-K1 Adharente Fibroblasten, Ovarien, Chinesischer DSMZ ACC 110 (Puck,
Hamster 1965)
Fibroblasten-ahnliche Zellen, Niere, (Gluzman
coe Afrikanische griine Meerkatze Dz AT Bl 1981)
. AG Lamszus,
G22 Gliatumor, p212 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
e Gliatumor, p97 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
G55 Gliatumor, p55 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
Zelllinien G62 Gliatumor, p71 Neurochirurgie, UKE
G63 Gliatumor, p93 AG Lamszus,
’ Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
Ltz LD, U Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
G120 Gliatumor, p42 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
G124 Gliatumor, p117 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
G130 Gliatumor, p73 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
G168 Gliatumor, p44 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
G195 Gliatumor, p29 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
usz Gliatumor, p27 Neurochirurgie, UKE
. AG Lamszus,
U251 Gliatumor, p10 Neurochirurgie, UKE
U373 Gliatumor, p17 AG Lamszus,

Neurochirurgie, UKE

Tab. 1: Verwendete Bakterienstamme, Hefestamm und Zelllinien

Angegeben sind jeweils der Name, die Eigenschaften, die Herkunft und wenn maoglich, eine Referenz fir die
verwendeten Bakterien- und Hefestdmme, bzw. Zelllinien. DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (Braunschweig), AG = Arbeitsgruppe.
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3.1.8 Plasmide

3.1.81 Zur Verfugung gestellte, nicht selbst klonierte Konstrukte
GenBank
Name Eigenschaften Aminosauren Herkunft
Zugangsnr.
. . AG Finkh,
L 1wt vollstandiges Wildtyp- | 4 1557 NM_000425 | UKE
L1 in pIRES
(Hamburg)
Expression in vollstandiges L1 mit AG Finkh,
. L11179S Punktmutation 1179S in | 1-1257 NM_000425 | UKE
eukaryotischen pIRES (Hamburg)
Zellen: vollstandiges L1 mit AG Finkh,
L1 L1R184W Punktmutation R184 in | 1-1257 NM_000425 | UKE
pIRES (Hamburg)
vollstandiges L1 mit AG Finkh,
L1C264Y Punktmutation C264Y 1-1257 NM_000425 | UKE
in pIRES (Hamburg)
vollstandiges Plexin B3 AG Finkh,
PLXNBS3 Notl/Mlul-Fragment in 1-1909 AF149019 UKE
pBlue .
E S pBluescript Il KS (Hamburg)
xpression in :
eukaryotischen | AsignalB3pIRES | LioXin B3 ohne 13-1909 AFtdsats | UKE
ry signalbop Signalpeptid in pIRES
Zellen: {liEbE )
vollstandiges Plexin B3 AG Finkh,
Plexin B3 ohne Stop-Kodon, UKE
B3pSecTag Notl/EcoRI-Fragment 1-1909 AF149019 (Hamburg)
aus PLXNB3pBlue in
pSecTag, Myc-Epitop
. . T. Nagase
S| s Vi ZREs [Pam B2 | 4 e AB002313 | (Kisarazu,
Expression in pBlue in pBluescript SK Japan)
eukaryotischen vollstandiges Plexin A1 L Tamagnone
Zellen: A1pcDNA in pcDNA3.1, 1-1894 NM_032242 (T'urin Itglien)
: VSV-Epitop ’
Andere Plexine vollstandiges Plexin B1 L. Tamaanone
B1pcDNA in pcDNA3.1, 1-2119 NM_002673 | 7, & Itg”en)
VSV-Epitop ’
Expression in ARHGEF6/0PIX in AG Kutsche
ARHGEF6/aPIX ™ '
. pDEST "27, GST- 2-777 D25304 UKE
eukaryotischen | pDEST27GST Epitop (Hamburg)
Zellen:
GST-Kontrolle SEMAS3A in pFLAG, K L. Tamagnone
|l FLAG-Epitop ke XM_004913 | 1 in. Italien)
und Semaphorin
Mvr- Cm', ura3, humanes
pIyr Lamin C 67-230 NM_170707 | Stratagene
LaminC . .
Myr-Fusionsprotein
A pMyr- Cm', ura3, i
Expression in MAFB Myr-Fusionsprotein 1-323 BC028098 Stratagene
Hefe pSos- Amp', leu2,
MAFB Sos-Fusionsprotein 1-323 BC028098 Stratagene
AG Kutsche,
F(’;\EPSZ' Amp', trp1 UKE
(Hamburg)
Expression in AG Kutsch
. utsche,
-Epit
Zellen PEES PO (Hamburg)

Tab. 2: Ubersicht iiber Konstrukte, welche nicht in dieser Arbeit hergestellt wurden

Angegeben ist jeweils der Name des Konstrukts, seine Eigenschaften, die Anzahl der kodierten Aminosauren, die

GenBank-Zugangsnummer der Referenzsequenz fiir das Insert, sowie die Herkunft des Konstrukts.
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3.1.8.2 Ausgangsvektoren fur Klonierungen
Name Eigenschaften Herkunft Referenz
Klonierungs pCR®-2.1-TOPO® Km', Amp' Invitrogen
ierungs-
Vektoren Bluescript®SK Spec' Stratagene
Bluescript®ll KS Amp’ Stratagene
pSecTag2B Amp', Zeo"; myc-Epitop, (HIS)s-Epitop Invitrogen
PIRESheo Amp', Neo’ BD Clontech (1';‘;‘3 etal,
Amp', Neo', HA-Epitop AG Finkh, UKE | (Rees et al.
IRESecHA ' ' ' ’
Eukaryotische P b (Hamburg) 1996)
Expressions- | PEGFP-N1 Km', Neo', EGFP-Epitop BD Clontech
vektoren pEGFP-C3 Km', Neo', EGFP-Epitop BD Clontech
™
E|(i:sD-¥éP(§®1 D/V5- Amp', Neo', V5-Epitop, (HIS)s-Epitop Invitrogen
pFLAG-CMV-4 Amp', Neo', FLAG-Epitop Sigma
Porkaryotische | pGEX-4T-3 Amp', lacl, GST-Epitop Amersham
Ex\f’;ﬁf:;::s' pET-42a(+) Km', lacl, GST-Epitop Novagen
" pENTR™1A Km', ccdB, Invitrogen
Gateway - pDEST'15 Amp',ccdB, GST-Epitop Invitrogen
Vektoren pDEST™27 Amp', Neo', ccdB, GST-Epitop Invitrogen
r . . (Aronheim et
HefeVektoren pSos Amp’, leu2, Sos-Fusionsprotein Stratagene ?A 1 9h97)
r ; ; ronheim et
pMyr Cm’, ura3, Myr-Fusionsprotein Stratagene al., 1997)

Tab. 3: Zur Herstellung neuer Konstrukte verwendete Ausgangsvektoren
Angegeben sind jeweils der Name, die Eigenschaften und die Herkunft, sowie wenn méglich eine Referenz fiir die

verwendeten Vektoren.
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3.1.8.3 Hergestellte Konstrukte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Plexin B3- und Plexin B2-Konstrukte fir die
Expression in eukaryotischen Zellen (Tab. 4), Bakterien (Tab. 5) und Hefen (Tab. 6), sowie Konstrukte
fur die Expression verschiedener potentieller Interaktionspartner von Plexin B3 in eukaryotischen
Zellen (Tab. 7) hergestellt. Die Herstellung eines Groldteils dieser Konstrukte erfolgte mit Hilfe von
Andres Veske (AG Finckh, UKE, Hamburg).

Ausgangs- Zielvektor
vektor/Template (Restriktions- GenBank Amino-
Name Oligonukleotide L . .
(Restriktions- Schnitt- Zugangsnr. sduren
Schnittstellen) stellen)
PLXNB3
B3pIRES pBlue fl—'iisﬁﬁg (|| AF149019 1-1909
EcoR |/Not |
PLXNB3
B3pFLAG pBlue R,';ﬁgégg"\l’"‘ AF149019 1-1909
Not | / EcoR |
B3pSecTag pEGFP-N1
B3pEGFP-N1 Hind II/EcoR | Hind IlVEcoR | | AF149019 1-1909
B3pFLAG pEGFP-C3
SEECIFEY Hind 1/EcoR | Hind II/EcoR | | AF149019 (=10
B3pFLAG
B3AIC pFLAG Deletion of BamHI | PPEAG-CMV-4 1 52149019 1-1328
. Not |/BamH |
Plexin | EcoR I-Fragment
B3pIRES pENTR'MA
o[ EERENIR EcoR I/EcoR | EcoR lIEcor | | AF149019 st
B3pENTR pDEST ™27
B3pDEST27 Rekombination Rekombination AF149019 1-1909
B3AsemaA B3AsemaAlC F B3pSecTag pcDNA'3.1D/ AF149019 554-
ICpcDNAV5 B3AsemaAlC R V5-His-TOPO® 1337
B3Sema B3semaV5 F B3pSecTag pcDNA™3.1D/
pcDNAV5 B3semaV/5 R V5-His-TOPQ® | AF149019 1-468
Notl/Agel-HA- In B3SemaV5 HA-
B3Sema Adaptor F Adaptor in Not I/
pcDNAHA Notl/Agel-HA- | Age I-Schnitistelle | Booemavs | AF149019 ) 1-486
Adaptor R kloniert ™
mB3V5 F hBcDNAL pcDNA™3.1D/
mB3pcDNAVS | oo - o NM 019587 Vs His TOPG® | NM_019587 | 1-1252
Plexin PLXNB pBlue pFLAG-CMV-4
B2 B2pFLAG Nof IXba | AB002313 1-1839

Tab. 4: In dieser Arbeit hergestellte Plexin B3- und Plexin B2-Konstrukte fiir die Expression in
eukaryotischen Zellen

Die Klonierung dieser Konstrukte erfolgte tber Restriktion eines DNA-Fragments aus verschiedenen Ausgangs-
Konstrukten und die anschlielende Ligation in einen Zielvektor, oder alternativ durch Vervielfaltigung mittels
PCR und anschlieBende Restriktion und Ligation des erhaltenen Fragments. Angegeben sind jeweils der Name,
die zur Vervielfaltigung durch eine PCR verwendeten Oligonukleotide (wenn verwendet), das fur die Restriktion
bzw. als Template fur die PCR verwendete Ausgangskonstrukt (Ausgangsvektor/Template), der Zielvektor, die
GenBank-Zugangsnummer der Referenzsequenz fiir das Insert, sowie die durch das Konstrukt kodierte Anzahl
von Aminosauren. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in Kapitel 3.1.9 nachzulesen.
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Ausgangs- Zielvektor
vektor/Template | (Restriktions- | GenBank | Amino-
Name Oligonukleotide .
(Restriktions- Schnitt- Zugangsnr | sauren
Schnittstellen) stellen)
EcoRI-B3pET42IC F pET-42a(+) AF149019 1283-
B3ICPET42 | Notl-B3pET42ICR | BIPFLAG EcoR I/Not | 1909
EcoRI-B3pET42EC F pET-42a(+) AF149019 _
Blexin B3ECPET42 | Notl-B3pET42EC R | B3PFLAG EcoR liNo | (-1
B3pSecTag Bluescript"SK | AF149019
B3 | B3pBlueSpec EcoR I/Not | EcoR I/Not | 1-1909
B3pBlueSpec pGEX-4T-3 AF149019
RPN EcoR I/Not | EcoR l/Not | ISEI
B3pENTR pDEST™15
B3pDEST1S Rekombination Rekombination AF149019 1-1909

Tab. 5: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte zur Expression von humanem Plexin
B3 in Bakterien

Diese Konstrukte wurden Uber PCR-basierende Klonierung oder (iber Restriktion eines DNA-Fragments aus
verschiedenen Ausgangskonstrukten und anschlieende Ligation in einen Zielvektor erzeugt. Angegeben ist
jeweils der Name des Konstrukts, die eingesetzten Oligonukleotide (wenn verwendet), das fiir die Restriktion bzw.
als Template fiir die PCR verwendete Ausgangskonstrukt (Ausgangsvektor/Template), der Zielvektor, die
GenBank-Zugangsnummer der Referenzsequenz fiir das klonierte Insert, sowie die durch das Insert kodierte
Anzahl von Aminosauren. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in Kapitel 3.1.9 angegeben.

Zielvektor
. . (Restriktions- GenBank Amino-
Name Oligonukleotide Template "
Schnitt- Zugangsnr. sauren
stellen)
. Sall-SOSB3IC F pSos 1320-
Plexin B3 B3pSos Notl-SOSB3IC R B3pIRES Sal /Not | AF149019 1909
und B2 Sall-SOSB2IC F pSos 1220-
B2pSos | \otl-sOSB2IC R ERIFAE Sal lINot | AB002313 | ya49

Tab. 6: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte zur Expression von humanem Plexin
B3 und B2 in Hefe

Diese Konstrukte wurden Uber PCR-basierende Klonierung erzeugt. Angegeben ist jeweils der Name des
Konstrukts, die verwendeten Oligonukleotide, das fir die PCR genutzte Template, der Zielvektor mit den
verwendeten Restriktionsschnittstellen, die GenBank-Zugangsnummer der Referenzsequenz fir das Insert und
die Anzahl der kodierten Aminos&uren. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in Kapitel 3.1.9 nachzulesen.
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Zwischen-
Template/ Zielvektor
vektor Amino-
Name Oligonukleotide GenBank (Restriktions- .
(Restriktions- sauren
Zugangsnr. . Schnittstellen)
Schnittstellen)
1.PCR: L1Y194CF | L1pIRES . ®
Bluescript SK
L1 L1Y194C R | L1CAM Klone PIRESheo i
LIY194C | 5 pCR: L1Y194C F/2 | Nr. 65966 Sph /BspE | Cla lINot | 1-1257
L1Y194C R/2 | ATCC
hGcDNAB pCR®-2.1-
Notl-SEMA3E F pFLAG-CMV-4
3EPFLAG | o hi SEMASE R NM_012431 | TOPO® Not /BarH | 1-775
Not |/BamH |
hGcDNAB pCR®-2.1-
Notl-SEMA4A F pFLAG-CMV-4
AAPFLAG | £ Bl SEMAZA R AB029394 TOPO® Not /EcoR | 1-762
Not I/EcoR |
hGcDNAB pCR®-2.1-
Notl-SEMA4B F pFLAG-CMV-4
4BPFLAG | £ oRI-SEMA4B R AB051532 TOPO® Not /EcoR | 1-837
Not I/EcoR |
ACPIRES | Notl-SEMA4C F 2%822‘?2% %Ecg-@z)n- PIRESnesHA 1886
HA EcoRI-SEMA4C R Not I/EcoR |
Not I/EcoR |
hGcDNAB pCR®-2.1-
Notl-SEMA4D F pFLAG-CMV-4
Sema- | *PPFLAG | poorisEMaspR | NM_006378 | TOPO® Not I/EcoR | Imsiez
Not I/EcoR |
phorine 4FpFLAG | Notl-SEMAAF F ?(?AC%Q2A7852 $8§%5'1_ PFLAG-CMV-4 | 4 501
EcoRI-SEMA4F R - Not I/EcoR |
Not I/EcoR |
hGcDNAB pCR®-2.1-
AGPFLAG ﬂ°g;_SSEE'\,<'A'X1% " AB046839 | TOPO® PICACONVA | 1844
P Not I/Hpa | P
hGcDNAB pCR®-2.1-
Notl-SEMA5A F pFLAG-CMV-4
SAPFLAG | £ o SEMABA R NM_003966 | TOPO® Nof IEcoR | 1-1074
Not I/EcoR
hGcDNAB pCR®-2.1- pFLAG-CMV-4
sebilEs gg:}'{ﬁfg"é‘ﬁﬁsg ~ | AB040878 | TOPO® Not /BamH | 1-1152
Not |/[BamH |
6APIRES | Notl-SEMAGA F 2%82;‘7’2% $8§(g'é'1' PFLAG-CMV-4 | | 0,5
HA BamHI-SEMAGA R Not I/BamH |
Not |/BamH |
Np1 NP1V5 F hGcDNAB pcDNA™3.1D/V 1-924
pcDNAV5 | NP1V5 R NM_003873 5-His-TOPO®
Np1 und Klon aus
Rin . Notl-Rin F CytoTrap pFLAG-CMV-4
RINpFLAG | g2mHI-Rin R Screen Not I/BamHI 1-217
NM_002930

Tab. 7: In dieser Arbeit hergestellte Konstrukte fiir die Expression von L1-Y194C sowie potentiellen
Interaktionspartnern von Plexin B3 in eukaryotischen Zellen

Die Klonierung dieser Konstrukte erfolgte tiber Restriktion der PCR-Produkte und anschlieRende Ligation in einen
Zielvektor, oder alternativ durch TOPO®-K|onierung und anschlieBende Restriktion und Ligation. Angegeben sind
jeweils der Name, die zur Vervielfaltigung durch eine PCR verwendeten Oligonukleotide, das Template fiir die
PCR und die GenBank-Eintragsnummer des DNA-Fragments, falls fir die Klonierung verwendete ein
Zwischenvektor, der Zielvektor mit den genutzten Restriktionsschnittstellen sowie die durch das Konstrukt
kodierte Anzahl von Aminosauren. hGEDNAB = cDNA-Bibliothek aus humanem Gehirn. Die Sequenzen der
Oligonukleotide sind Kapitel 3.1.9 angegeben.
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3.1.9 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma, Invitrogen oder Metabion bezogen.
Oligonukleotide zur Generierung von cDNA-Fragmenten fir Klonierungen wurden durch HPLC (,high
pressure liquid chromatography®) aufgereinigt. Oligonukleotide zur Sequenzierung wurden lediglich
entsalzt. Vor ihrer Verwendung wurden die Oligonukleotide mit 1x TE auf eine Konzentration von 100
pmol/ul eingestellt. Aliquots aus diesen Stamm-L&sungen wurden vor Gebrauch mit bidest. H,O auf 10

pmol/ul verdiinnt.

Oligonukleotide fiir Klonierungen:

(wenn vorhanden sind die Sequenzen der Restriktionsschnittstellen jeweils unterstrichen)

Oligonukleotidname

L1Y194C F
L1Y194C R

L1Y194C F/2
L1Y194C R/2

B3AsemaAIC F
B3AsemaAIC R

B3semaV5 F
B3semaV5 R

mB3V5 F
mB3V5 R

Sall-SOSB3IC F
Notl-SOSB3IC R

Sall-SOSB2IC F
Notl-SOSB2IC R

EcoRI-B3pET42IC F
Notl-B3pET42IC R

EcoRI-B3pET42EC F
Notl-B3pET42EC R

NP1V5 F
NP1V5 R

Notl-SEMA3E F
BamHI-SEMA3E R

Notl-SEMA4A F
EcoRI-SEMA4A R

Notl-SEMA4B F
EcoRI-SEMA4B R

Notl-SEMA4C F
EcoRI-SEMA4C R
Notl-SEMA4D F
EcoRI-SEMA4D R

Notl-SEMA4F F
EcoRI-SEMA4F R

Notl-SEMA4G F
Hpal-SEMA4G R

Oligonukleotidsequenz

5’-ACGGCAACCTCTGCTTT-3’
5-GTCCAGGCGGGCAGTCTCTC-3'

5’-CGCCCCACTCTGGCTCCTTC-3’

Megaprimer, Produkt aus PCR mit L1Y194C F und L1Y194C R und L1wt Template

5-CACCATGGATGCAGATGAATACTTC-3’
5-CTGGGCCTAGGTGCGGTAGTC-3'

5’-CACCATGTGCCACGCCGCCCAGGAGAC-3
5-CCGGTCCACCTGGTGGGCAGTCAG-3

5-CACCATGGCTCCCTGGTCTCCCTTC-3’
5-GAGGAGGAGCACCGCAGCAATC-3’

5-GTCGACGCAGGCCCTGCGGGACTACCAG-3’
5’-GCGGCCGCCAGAGCTCACAGGTCAGTCAC-3’

5’-GTCGACGAGGAAGAGCCAGCAGGCCGAAC-3
5-GCGGCCGCAGCACTGGAGATTGTAGGTCAG-3’

5-GAATTCAGGCCCTGCGGGACTACCAG-3’
5-GCGGCCGCGTACCTGTGGATGTGGTTGTAGAG-3'

5-GAATTCAGGCCCTGCGGGACTACCAG-3’
5’-GCGGCCGCGTACCTGTGGATGTGGTTGTAGAG-3’

5’-CACCATGGAGAGGGGGCTGCCGCTC-3
5’-CCTCCATGCCTCCGAATAAGTAC-3’

5-GCGGCCGCTTCATGATTGACTCCAAGTGTG-3
5-GGATCCCAAAATAATATGACTCTGGCAAC-3’

5-GCGGCCGCTGACAGTCTGTGGCTGAGCATG-3’
5-GAATTCGCCTAGAGTATAAGCTACCTCAG-3’

5’-GCGGCCGCCCGTCGCTCCTGCTCTCCGAATG-3’
5-GAATTCCACACACCACAGAGTCACGGATC-3'

5’-GCGGCCGCATCAGTCTGATGGCTTCCTCTG-3
5-AGAATTCGGGTTCCCCACATACTGATGAC-3’
5’-GCGGCCGCCTGGGGTCGCCTCTACCTG-3’
5-GAATTCGCCGGCCTGAGTCTCCATCTG-3’

5’-GCGGCCGCCAAAGATGCCGGCCTCTGCT-3’
5-GAATTCGAGCCCCAGATAGCCGAATGTG-3’

5’-GCGGCCGCTCTGGGCCTCCCCAGGAAGATG-3'
5-GTTAACGGAGGCTGGGCGCAGACAGAG-3’
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Notl-SEMASA F
EcoRI-SEMA5A R

Notl-SEMASB F
BamHI-SEMAS5B R

Notl-SEMAGA F
BamHI-SEMAGA R

Notl-Rin F
BamHI-Rin R

Notl/Agel-HA-Adaptor F
Notl/Agel-HA-Adaptor R

5’-GCGGCCGCCACCATGAAGGGAACCTGTG-3’
5-GAATTCAAAACATGAAAGCTGATAGTAC-3

5-GCGGCCGCTGTCTCTTGGATGCCCT-3’
5-GGATCCAGGACGGCGGTAACAGCT-3’

5-GCGGCCGCTGAACTACTATGAGGTCAGAAG-3’
5-GGATCCCTCCCCCTGGCAATATGTACAGC-3’

5’-GCGGCCGCGGAGGTAGAAAATGAAGCCAGC-3’
5’-GGATCCGGCAAAACAAAACTATCTCAAG-3’

5-GCGGCCGCTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTTAGACCGGT
5-ACCGGTCTAAGCGTAGTCTGGGACGTCGTATGGGTAGCGGCCGC

Oligonukleotide fiir Sequenzierungen:

Sequenzierung von Vektoren:

Oligonukleotidname
pMyr-5-Y2H
pMyr-3-Y2H
pFLAG-CMV-N
pFLAG-CMV-C
pDEST-N
pDEST-C
5attR1

JattR1
pENTR-N
pENTR-C
pIRES-N
pIRES-C

T7 Promotor F
T7 Terminator R
T3R

BGH R

M13 F

M13 R

Oligonukleotidsequenz
5-ACTACTAGCAGCTGTAATAC-3’
5-CGTGAATGTAAGCGTGACAT-3
5-AATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGC-3
5-TATTAGGACAAGGCTGGTGGGCAC-3’
5-GCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAG-3
5-CCAGTCACGACGTTGTAAAACGACG-3
5-CACATTATACGAGCCGGAAGCAT-3’
5-CAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCG-3’
5-CTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATG-3
5-GCAGACAGTTTTATTGTTCATGATG-3
5-GCAGAAGTCATGCCCGCT-3
5-CCAAGCTTGGTACCGAGC-3
5-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’
5-TGCTAGTTATTGCTCAGCGGT-3
5-AATTAACCCTCACTAAACCC-3’
5-AGAAGGCACAGTCGAGG-3
5-GTAAAACGACGGCCAGT-3
5-GGAAACAGCTATGACCATG-3

Sequenzierung von Plexin B3:

Oligonukleotidname
B381F
B3 121 R
B3 504 F
B3 781F
B3 966 F
B3 1514 F
B3 2027 F
B3 2523 F
B3 3105 F
B3 3607 F
B3 4193 F
B3 4618 F
B3 4782 F
B3 5274 R
B3 5525 R
B3 5645 F
B3 5987 F

Oligonukleotidsequenz
5-CACTCTCAACCACTTGGCAC-3
5-TGCCAAGTGGTTGAGAGTGG-3’
5-TGACAATGCCAACCAGCTGC-3
5-CGCCAGCTGGCCGGGTCTCA-3’
5-CCTGGGGGACACCAACCTGT-3
5-TCCTCCAGGGCAGGTGTACC-3’
5-TACAGCGCCCAGGAGGTGGA-3’
5-CCTGGGCTGCCTGTGGTGTG-3’
5-GCCATGCCCAGCGCACACTG-&
5-CCAGGCCATGTCCTGGATGT-3
5-GACTACCGCACCTACGCCGA-3
5-GGTGGAGAAACTGCTCACCA-3
5-CCGCTTGCTGCGGGAGGACG-3’
5-ACCAGGTGCCAGAGGCACAC-3
5-ATGTTGGTCTTCCAGATGTG-3’
5-ACTCCTGTACCACCTCGGAG-3
5-TGACTGACCTGTGAGCTCTG-3’

Sequenzierung von Plexin B2:

Oligonukleotidname
B2 18 F
B2 16 F
B2 14 F
B212F
B2 10 F
B2 08 F

Oligonukleotidsequenz
5-ACGGGCCCGGCCCTGGACAA-3
5-CTGTTTGTGGGCAAAGGCAA-3
5-TGCCGGGACCCCGACATCCA-3
5-TACCCGCTGGGCAGCCGCGA-3
5-AGCTACCCGACCTGCACCCA-3
5-CCGTCATCTGCAACTCCCCA-3
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B2 06 F 5-CAGCCCCCTGGTGATCCCCA-3
B2 04 F 5-TGTGCGTGGTGCGGGGGCCA-3’
B2 02 F 5’-GAAACTGGGCCGTTCGCCTC-3
B201F 5’-GCGAAAACCCCGTACTGCGA-3’
B203R 5-GAACACGTAGTCTGTACCCA-3
B205R 5-GTACAGGTCGGTCTCCGTCA-3’
B207R 5-CTTCTTGCAGCGGTCCCGCA-3’
B209R 5-CAGCAGGGACGCGAAGTAGA-3
B2 11R 5-CAGCAGCCCCGTGTCGTTGA-3'
B2 13R 5-GGGTGGCTCCATCCCGGACA-3’
B2 15R 5-GTACTTGACTGCAGGTGGCA-3’
B217R 5-CCCTTGTAGTAATCCTCCACCA3’
B219R 5-TCAGGTACCTCAGGTACCAT-3

3.1.10 Antikorper

Fir diese Arbeit wurde die Herstellung verschiedener primarer, polyklonaler Antikérper gegen
humanes L1 sowie humanes und murines Plexin B3 in Auftrag gegeben. Aufllerdem wurden
verschiedene kommerzielle primare und sekundare Antikdrper verwendet, die in den Tabellen 8 und 9
aufgelistet sind.

Fur diese Arbeit in Auftrag gegebene primére Antikérper:

pAbex2: Polyklonaler Antikdrper gegen die neuronale Isoform von L1. Hergestellt durch die
Immunisierung von Kaninchen mit dem synthetischen Peptid IQIPEEYEGHHVMEPP (Aminosauren
20-35), welches die sechs durch Exon 2 kodierten, nur in der neuronalen Isoform von L1 enthaltenen,
Aminosauren enthadlt (unterstrichen). Hersteller: Eurogentec (Koéln). Eingesetzte Verdiunnungen:
Westernblot (WB): 1:3000; Immunfluoreszenz (IF): 1:50.

pAbhB3-A: Polyklonaler Antikorper gegen die Sema-Doméane von humanem Plexin B3. Hergestellt
durch die Immunisierung von Kaninchen mit dem synthetischen Peptid TSRCVTLPLDSPESYP
(Aminsauren 354-369). Hersteller: Eurogentec. Eingesetzte Verdinnungen: WB: 1:3000; IF: 1:50.

pAbhB3-B: Polyklonaler Antikérper gegen die dritte IPT-Domé&ne von humanem Plexin B3. Hergestellt
durch die Immunisierung von Kaninchen mit dem synthetischen Peptid VQASRAQPQDPQPRRSL
(Aminsduren 1058-1074). Hersteller: Eurogentec. Eingesetzte Verdinnungen: WB: 1:3000; IF: 1:50.

pAbmB3: Polyklonaler Antikérper gegen die Sema-Doméane von murinem Plexin B3. Hergestellt durch
die Immunisierung von Kaninchen mit dem synthetischen Peptid VFRRRGARAQTEYRS (Aminsauren
227-241). Hersteller: BioGenes (Berlin). Eingesetzte Verdinnungen: WB: 1: 1000.
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hergestelit eingesetzte
Name Antigen . 9 ing N z Hersteller
in Verdiinnung
mAb5G3
mAK Humanes L1 (5G3) Maus IF 1:100 Pharmingen/BD
Anti-FLAG®M2 mAk | Synthetisches FLAG-Peptid Maus :/'\:II?.‘IZ:(;I(.)OOO Sigma
Anti-FLAG® mAk Synthetisches FLAG-Peptid Kaninchen IF 1:100 Sigma
Anti-c-myc mAKk; Synthetisches Peptid; Fragment WB 1: 500
c-myc . Maus i Sigma
Klon 9E10 des humanen p62 Proteins IF 1: 50
Anti-VSV- Synthetisches VSV-Peptid;
Glykoportein mAK; Fragment des Vesicularen Maus WB 1: 10.000 Sigma
Klon p5D4 Stomatitis Virus Glykoproteins
Anti-Glutathione-S-
Rekombinantes GST aus .
Transferase (GST) , ) , Kaninchen WB 1:2000 Sigma
Schistosoma japonicum
pAk
. i . WB 1:1.000
Anti-Rin mAK Rekombinantes humanes Rin Maus IE 1:100 ICN
Anti-EGFP (Living Verschiedene synthetische
Colors®A.v. Peptide) | Peptide des Aequora victoria Kaninchen WB 1:100 Clontech/BD
pAk green fluorescent protein
Synthetisches Peptid
Anti-HA-Tag pAk Hemagglutinin (HA) Epitop des Kaninchen WB 1:1000 Clontech/BD
humanen Influenza A Virus
Synthetisches Peptid, Fragment
Anti-V5 mAk des V5-Epitops aus P- und V- Maus WB 1: 5000 Invitrogen
Proteinen des Paramyxovirus SV5
Anti-Neuromodulin/ Synthetisches Peptid Humanes Transduction
] Maus IF 1:100
GAP-43 mAk Neuromodulin Lab./BD
Anti-Sos1 Transduction
Murines Sos1-Fragment Maus WB 1: 400
mAK J Lab./BD

Tab. 8: Ubersicht iiber die verwendeten kommerziellen, priméren Antikdrper
Angegeben ist jeweils der Name des primaren Antikdrpers, das Antigen, der Wirtsorganismus fir die Herstellung
des Antikorpers, die jeweils verwendete Verdiinnung fir Westernblot (WB) und/oder Immunfluoreszenz (IF) sowie
die Bezugsfirma. mAk = monoklonaler Antikérper; pAk = polyklonaler Antikérper.
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eingesetzte
Name Antigen Konjugat g . Hersteller
Verdiinnung

Cy'"3-konjugiertes
AffiniPure Maus Immunglobuline Cyanin 3 IF 1:100 Dianova
F(ab”), Fragment

Fluorescein
(FITC)-konjugiertes Kaninchen Immunglobuline | Fluorescein IF 1:100 Dianova
AffiniPure Anti-Rabbit IgG

Alexa-Fluor®568 Ziege-

. . Kaninchen Immunglobuline | Alexa-Fluor®568 IF 1:1.000 Mol. Probes
Anti-Kaninchen
Alexa-Fluor®488
iexarior 48 Kaninchen Immunglobuline | Alexa-Fluor®488 | IF 1:1.000 Mol. Probes
Ziege-Anti-Kaninchen
Alexa-Fluor®568 ,
. . Maus Immunglobuline Alexa-Fluor®568 IF 1:1.000 Mol. Probes
Ziege-Anti-Maus
Alexa-Fluor®488
. ) Maus Immunglobuline Alexa-Fluor®488 IF 1:1.000 Mol. Probes
Ziege-Anti-Maus
. . Glutathion-S-Transferase Meerrettich- Amersham
Anti-GST-HRP Konjugat . . . WB 1:5.000 o
aus Schistosoma mansoni peroxidase Biosciences
Goat  Anti-Rabbit  1gG Alkaline
i i WB 1: 3000 Biorad
(H+L)-AP Kaninchen Immunglobuline Phosphatase
Goat  Anti-Mouse 1gG ] Alkaline WB 1: 3000 Biorad
(H+L)-AP Maus Immunglobuline Phosphatase :

Tab. 9: Ubersicht iiber die verwendeten kommerziellen, sekundiren Antikorper

Angegeben ist jeweils der Name des sekundaren Antikdrpers, das Antigen, das Konjugat, die jeweils verwendete
Verdiinnung fir Westernblot (WB) oder Immunfluoreszenz (IF) und die Bezugsfirma. Der Wirtsorganismus fir die
Herstellung aller sekundaren Antikorper war die Ziege.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Anzucht und Lagerung von E. coli

Fir die Anzucht von E.coli wurden unterschiedliche Mengen LB-Medium, das je nach Resistenz des
Bakterienstamms mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde, mit Aliquots aus FlUssig-
Vorkulturen in der Verdinnung 1:100, mit auf LB-Agarplatten gewachsenen Einzelkolonien oder
Abstrichen von Glycerin-Gefrierstocks beimpft und Uber Nacht (UN) bei 37°C und 220 Upm inkubiert.
Fir die Lagerung von E.coli wurde zu diesen Flussigkulturen im Verhaltnis 1:5 steriles Glycerin
gegeben. Diese Glycerin-Stocks kdnnen bei — 80°C Uber Jahre gelagert werden.

LB (Luria Bertani)-Medium (1000 ml) :  Tryptone 10g

Hefeextrakt 59

NaCl 5g

pH7 einstellen, autoklavieren und je nach Bedarf Antibiotika zugeben
LB (Luria Bertani)-Agar (1000 ml) : Tryptone 10g

Hefeextrakt 5g

NaCl 5g

Agar 15¢g

pH7 einstellen, autoklavieren und je nach Bedarf Antibiotika zugeben
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Antibiotikakonzentrationen fiir E. coli Medien: Ampicillin 250 pg/ml
Kanamycin 50 ug/ml
Chloramphenicol 25 ug/mi
Spectinomycin 100 pg/mi

3.2.2 Herstellung kompetenter E.coli-Zellen fur die chemische Transformation

Fir die Herstellung kompetenter DH10B und BL21 E.coli-Zellen wurde die Rubidium-Methode
angewendet. Dazu wurden 2 ml yB-Medium mit einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft und UN bei
37°C und 220 Upm geschiittelt. Von dieser Kultur wurde 1 ml in 100 ml wB-Medium gegeben, und bis
zu einer optischen Dichte (OD) von 0,3-0,4 bei 550 nm kultiviert. Mit 5 ml dieser Kultur wurden
nochmals 100 ml wB-Medium angeimpft und wieder bis zu einer ODs5,=0,3-0,4 bei 37°C inkubiert.
Nun wurden die Bakterien fir 5 min in Eiswasser gekuhlt und fir 8 min bei 2.500 Upm und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Bakterien in 15 ml 4°C kaltem Puffer TfBI
resuspendiert und 30 min in Eiswasser gekihlt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 8 min
bei 2.500 Upm und 4°C wurden die Zellen in 2 ml eiskaltem Puffer TfBIl aufgenommen, auf 200 pl
Aliquots aufgeteilt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Bakterienzellen
konnten bei -80°C fiir mehrere Monate gelagert werden.

yB-Medium (1.000 ml): Hefeextrakt 59
Tryptone 2049
KCI 0,759
pH7,6 mit KOH einstellen, autoklavieren und 34 ml steril filtriertes 1 M MgSO.4
dazugeben
TfBI-Puffer (500 ml): RbCI 6,059
MnCl, 495¢g
Kaliumacetat 1,47 g
CacCl 0,74 g
Glycerin 75 ml
pH 5,8 einstellen mit 0.2 M Essigsaure, steril filtrieren und bei 5°C lagern
TfBII-Puffer (100 ml): MOPS (100 mM, pH 7) 10 ml
RbCl 0,12 ¢
CaCl, 1,19
Glycerol 15 ml

pH 8 mit KOH einstellen, steril filtrieren und bei 5°C im Dunkeln lagern

3.2.3 Transformation kompetenter E.coli-Zellen mit Plasmid-DNA (Hanahan,
1983)

Fir die Transformation von E.coli wurden kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und pro Ansatz
jeweils 100 ul Bakteriensuspension mit 10-300 ng DNA oder 2 ul Ligationsansatz (siehe unten)
versetzt. Nach 30 minutiger Inkubation auf Eis erfolgte ein Temperaturschock bei 42°C flr 1min,
gefolgt von einer zweiminutigen Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 500 pl SOC-Medium wurde die
Suspension fir 1 h bei 37°C und 1400 Upm inkubiert und dann auf selektiven LB-Agarplatten
ausplattiert.

SOC-Medium: Tryptone 20g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 0,59

auf 970 ml mit bidest. H,O aufflllen, pH 7 einstellen, autoklavieren und jeweils 10 ml
sterilfiltriertes 1 M MgSO4, 10 ml 1 M MgCl2 und 10 ml 40 % Glukose hinzufiigen
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3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Midi- und Maxipraparation

Grolere Mengen Plasmid-DNA fiir die Transfektion eukaryotischer Zellen oder zur langeren Lagerung
wurden nach alkalischer Lyse der Zellen durch lonenaustausch-Chromatografie mit dem QIAGEN
Plasmid Midi (bis 100 ug DNA) oder Maxi Kit (bis 500 ug DNA) der Firma Qiagen nach Anleitung des
Herstellers aufgereinigt. Die DNA wurde in bidest. H,O resuspendiert und bei —20°C aufbewahrt. Die
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), ebenfalls entsprechend den Herstellerangaben.

Minipraparation

Fir analytische Zwecke wurde Plasmid-DNA mittels der Minipraparations-Methode (Birnboim & Doly,
1979) isoliert, welche auf dem Prinzip der alkalischen Lyse basiert. Fir die Isolierung von Plasmid-
DNA aus E.coli wurden 3 ml Ubernachtkultur angezogen. 1,5 ml dieser Kultur wurden fir 5 min bei
8.000 Upm abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 100 pl Lésung | resuspendiert, 200 pl
Lésung Il zugegeben und die Suspension durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach 5mindtiger
Inkubation bei Raumtemperatur (RT) erfolgte die Zugabe von 300 pl Lésung lll. Der Ansatz wurde
gemischt, fir 10 min auf Eis inkubiert und 5 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand
enthielt die Plasmid-DNA und wurde in ein neues Gefald Gberfihrt, mit 350 ul Isopropanol gefallt und 5
min bei 13.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um aus dem Plasmid-DNA-
Sediment die RNA zu eliminieren, wurde dieses mit 100 pyl TE/RNase-Puffer versetzt und 15 min bei
37°C inkubiert. Nun folgte ein Waschschritt durch Zugabe von 125 pl 88 % Isopropanol/0,2 M K-
Acetat, Schutteln und 10 mindtige Inkubation bei RT. Der Ansatz wurde nochmals fir 5 min bei 13.000
Upm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment 10 min bei 37°C getrocknet.
SchlieB3lich wurde die isolierte Plasmid-DNA in bidest. H,O aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Losung I: Glucose 50 mM
Tris-HCI, pH 8 25 mM
EDTA 10 mM

Losung ll: NaOH 0,2N
SDS 1%

Losung lll: Kaliumacetat 4M
Essigsaure 2M

TE/RNase-Puffer: RNaseA in 1x TE 100 pg/ml

1x TE: Tris 10 mM
EDTA 1mM
pH 7,5

3.2.5 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen erfolgte durch Bestimmung der Absorption (A) bei 260
nm. Die Messung erfolgte in Quarzkuvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm. Eine Absorptionseinheit
entspricht dabei 50 mg/ml DNA. Die Bestimmung der Absorption bei 280 nm und die Bildung des
Quotienten aus beiden Werten gibt einen Anhaltspunkt beziiglich der Reinheit der Praparation. Eine
ausreichend reine Praparation sollte einen Quotienten A260/A280 von ~1,8 aufweisen.
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3.2.6 Restriktion von DNA (Smith & Birnstiel, 1976)

Restriktionsenzyme spalten DNA durch Hydrolyse des Desoxyribose-Phosphat-Rickgrats an
spezifischen Erkennungssequenzen. Endonukleasen vom Typ Il erkennen spezifische,
palindromische DNA-Sequenzen aus 4-8 Nukleotiden und schneiden diese in Anwesenheit von MgCls.
Sie erzeugen dabei enzymabhangig einzelstrangige, Uberstehende (,,sticky”) oder doppelstrangige,
glatte (,,blunt”) Enden. Die enzymatische Hydrolyse von DNA wurde mit Enzymen von Promega oder
NEB durchgefiihrt und die Reaktionsbedingungen fiir die Restriktionsendonukleasen wurden den
Herstellerangaben entsprechend gewahlt. Doppelrestriktionen erfolgten bei identischen Bedingungen
(Puffer und Temperatur) gleichzeitig, bei unterschiedlichen Bedingungen nacheinander. Pro Ansatz
wurden fir analytische Zwecke 0,2-1 pg und fir praparative Zwecke 1-3 yg DNA bei einem
Reaktionsvolumen von 30 ul und 0,5-1 U Enzym pro ug DNA eingesetzt. Zur Analyse der
Restriktionsverdaus wurde die horizontale Agarosegelelektrophorese angewendet.

3.2.7 Dephosphorylierung von 5‘-Phosphat-DNA-Enden

Die Dephosphorylierung vektorieller DNA-Enden ist eine Methode =zur Unterbindung der
Rezirkularisierung von Vektor-DNA und steigert damit die in vitro-Neukombination von DNA-
Fragmenten. Es wurde alkalische Phosphatase aus Kalberdarm (Roche) und der zugehoérige
Reaktionspuffer verwendet. Ein ug Vektor wurde bei einem Reaktionsvolumen von 30 pl mit 3 pl
Puffer und 2 pl Phosphatase versetzt und eine h bei 37°C inkubiert. Anschlieend folgte eine
20min(tige Hitzeinaktivierung bei 65°C.

3.2.8 Ligation von DNA (Dugaiczyk et al., 1975)

Zur Verknupfung von Uberhangenden, komplementaren oder glatten, doppelstrangigen DNA-
Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Zwischen den freien 3"-OH- und 5°-PO,-Gruppen
der DNA-Enden werden Esterbindungen geknupft. Durch diese Reaktion kénnen DNA-Fragmente in
Vektorplasmide eingefiihrt und kovalent verbunden werden. Die Vektor-DNA sollte fiir die Ligation in
dephosphoryliertem Zustand vorliegen (siehe 3.2.7), wahrend die Insert-DNA an ihren Enden
Phosphatgruppen aufweisen muss. Fir eine Ligation wurde die mit Hilfe von Restriktionsenzymen
liniearisierte Vektor-DNA zusammen mit einem dreifachen molaren Uberschuss eines entsprechend
geschnittenen DNA-Fragments eingesetzt. Die Ligation erfolgte mittels einer Enzymeinheit (U) T4
DNA Ligase (Gibco) bei 16°C UN oder mittels 1 U Quick T4 DNA Ligase (NEB) bei Raumtemperatur
fur 20 min nach Herstellerangaben.

3.2.9 Polymerase Kettenreaktion (PCR) und Megaprime PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR, ,polymerase chain reaction“) wurde zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten und zur Erzeugung von Punktmutationen und Deletionen in DNA-Konstrukten verwendet.
Sie ist ein in vitro-Verfahren zur selektiven Vervielfaltigung von DNA unter Verwendung hitzestabiler
DNA-Polymerasen. Zusatzlich werden zwei Startoligonukleotide (Primer) bendétigt, die zu je einem
Abschnitt der zu amplifizierenden DNA (Template) komplementér sind (Mullis & Faloona, 1987). In der
Regel wurden 10-500 pg Template mit je 10 pMol eines 5°- bzw. 3"-Primers und 0,2 ul Polymerase
(1U) verwendet. Diese wurden mit 10x PCR Puffer, 2,5 mM Desoxynukleotiden und Wasser auf ein
Reaktionsvolumen von 25 pl gebracht. Nach Denaturierung des PCR-Ansatzes (1 min, 94°C) wurden
30 Zyklen aus Denaturierung (30 s, 94°C), Anlagerung der Primer (,annealing®, 30 s, 48-68°C) und
Polymerisation (1-5 min, 72°C) durchlaufen. Die Anlagerungstemperatur richtet sich nach den
Schmelzpunkten der verwendeten Primer, die Zeit fir die Polymerisation nach der Lange des
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herzustellenden DNA-Fragments, wobei die verwendeten Polymerasen unter diesen Bedingungen
etwa 1.000 bp pro min polymerisieren kénnen. Zur Erhdéhung der Spezifitdt des entstehenden
Produkts wurde in gewissen Fallen eine sogenannte , Touch-Down’-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurde
die Annealingtemperatur anfangs hoch gewahlt, dann jedoch zweimal nach je drei Zyklen um 2°C
gesenkt. Allgemein wurde die Tag-DNA-Polymerase (Qiagen) eingesetzt. Fir PCRs, deren Produkte
fiir Klonierungen verwendet wurden, wurden die DNA-Polymerasen PfuTurbo™ oder die PfuUltra™
(Stratagene) mit Korrektureigenschaften (,proofreading”) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Die Reaktionen wurden in einem PTC-200 Thermocycler der Firma MJ Research (Waltham, MA, USA)
durchgefihrt. Die verwendeten Primer sind unter 3.1.9 angegeben.

Die gezielte Einfihrung von Punktmutationen in DNA-Sequenzen wurde mittels Megaprime-PCR
erreicht (Ito et al, 1991). Dazu wurden mittels PCR etwa 400 bp groRe cDNA-Fragmente mit
spezifischen Primern, welche die Mutationen an den gewlnschten Positionen aufwiesen, hergestellt.
Das entstehende PCR-Produkt enthielt daher ebenfalls die Mutation und wurde nun in einer weiteren
PCR als Megaprimer verwendet. Das entstandene zweite Produkt enthielt die gewiinschte Mutation
und wurde nach Aufreinigung und Restriktionsverdau in einen geeigneten Vektor ligiert.

3.2.10 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse von Plasmiden und Restriktionsansatzen erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Je
nach GroRe der DNA-Fragmente wurden Agarose-Konzentrationen von 1 oder 2 % (w/v) eingesetzt.
Die Agarose wurde in TBE-Puffer, oder bei anschlielender Aufreinigung der DNA in TAE-Puffer,
aufgekocht, mit Ethidiumbromid (1 yl / 10 ml Agarosegel) versetzt, auf etwa 50°C abgekihlt und in
eine geeignete Gelkammer mit Probenkamm gegossen. Ethidiumbromid ist ein fluoreszierender
Farbstoff, der in die DNA interkaliert und bei Anregung mit UV-Licht (254 nm) die DNA durch die
resultierende Fluoreszenz sichtbar macht. Die DNA Proben wurden mit 1/6 Volumen DNA-Ladepuffer
(6x Loading Dye, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und in die Geltaschen geladen. Als
GroRenstandard diente die 1 kB DNA Leiter (MBI Fermentas). Die Elektrophorese erfolgte bei 10-15
Viem.

10x TBE: Tris 890 mM
Borsaure 890 mM
EDTA 20 mM
10x TAE: Tris 400 mM
Essigsaure 400 mM
EDTA 10 mM

3.2.11 Aufreinigung von PCR-Produkten und Restriktionsprodukten

Um Primer, Enzyme, Nukleotide und kleinere DNA-Fragmente aus PCR-Produkten sowie
Restriktionsprodukten zu entfernen, wurde das JETQUICK PCR Product Purification Spin Kit
(GENOMED) nach Angaben des Herstellers verwendet. Alternativ wurden Restriktionsprodukte auf
TAE-Agarosegele aufgetragen, die bendtigten Banden aus diesen ausgeschnitten und mit dem
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben aus dem Gel isoliert.
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3.2.12 Klonierung mittels TOPO™ Cloning-Technologie

Die TOPO™ Cloning-Technologie (Invitrogen) bietet eine Mdglichkeit fur die direkte Insertion von mit
der Tag-DNA-Polymerase amplifizierten PCR-Produkten in Plasmidvektoren und ist in einem Schritt
durchfiihrbar. Sie basiert auf dem Enzym Topoisomerase | aus dem Vaccinia Virus, welches
gleichzeitig als Restriktionsenzym und Ligase fungiert. Es spaltet die Vektor-DNA und bindet dabei
kovalent an den Vektor. AnschlieRend wird die Bindung der Topoisomerase an den Vektor gelost und
gleichzeitig das PCR-Produkt in den Vektor ligiert. Fiir diese Arbeit wurden das TOPO® TA, das Zero
Blunt™ PCR Cloning Kit und das pcDNA™ 3.1 Directional TOPO® Expression Kit verwendet.

3.2.13 Klonierung mittels Gateway'V-Technologie

Bei der GatewayTM-TechnoIogie (Invitrogen) wird die herkdbmmliche Klonierungsweise (iber Restriktion
und Ligation durch Rekombinationsreaktionen ersetzt, mittels derer ein DNA-Insert in einen
gewtunschten Vektor Uberfihrt wird. Diese Rekombinationen basieren auf der ortsspezifischen
Rekombinationsreaktion, durch die der E.coli-Bakteriophage A in seinem lysogenen Zyklus in das
Genom des Bakteriums integrieren kann. Dazu werden zwei spezifische, kurze DNA-Sequenzen, die
sogenannten Att-Stellen (,attachment sites”), die als Erkennungssequenzen fir den Einbau durch
Rekombination dienen, und zwei bzw. drei Enzyme bendtigt. Um dieses System nutzen zu kénnen,
muss das zu klonierende DNA-Fragment zuerst zwischen zwei Att-Stellen in einen Eingangsvektor
(PENTR™ Vektor) gebracht werden. Dies kann durch herkdmmliche Klonierung oder Topoisomerase-
Klonierung erfolgen. Von dem entstehenden Eingangsklon kann das Insert durch Rekombination (LR-
Reaktion) in jeden beliebigen Zielvektor tberfihrt werden. Die LR-Reaktion ist die Rekombination des
DNA-Inserts aus dem Eingangsvektor in einen Zielvektor. Zielvektoren besitzen &quivalente Att-
Stellen fur die Rekombination. Es ist moglich, jeden beliebigen Vektor in einen Zielvektor umzuformen,
indem eine Gateway-Leserahmen-Kassette (,Gateway Reading Frame Cassette®), welche Att-Stellen
enthalt, eingebaut wird. Eine weitere Mdglichkeit einen Eingangsklon zu generieren, ist die Einflhrung
von Att-Stellen Uber Primer in PCR-Produkte. Das entstandene Produkt kann nun Uber eine sog. BP-
Reaktion in einen Eingangsvektor rekombiniert werden, und von dort durch eine LR-Reaktion in jeden
beliebigen Zielvektor. Die BP-Reaktion ist die Rekombination eines PCR-Produkts mit Att-Stellen in
einen Eingangsvektor. In dieser Arbeit wurden der Eingangsvektor pENTR1A und die Zielvektoren
pDEST15 und pDEST27 verwendet. Die Klonierungen erfolgten nach Angaben des Herstellers.

3.2.14 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit dem ABI Prism
Big Dye Terminator Kit und dem Sequenzierungsgerat ABI Prism 377 DNA Sequenzer der Firma PE
Applied Biosystems (Weiterstadt) durchgefuhrt. Bei dieser Methode werden wahrend einer PCR-
artigen Terminationsreaktion mit dem zu sequenzierenden DNA-Fragment als Template nicht nur
normale Desoxynukleotide, sondern auch mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
konjugierte Di-Desoxynukleotide (ddNTP) eingebaut. Dies fihrt wahrend der PCR-artigen DNA-
Synthese zum Kettenabbruch, so dass sich am Ende jeder Kette ein markiertes Di-Desoxynukleotid
befindet. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden wahrend der Elektrophorese von einem Laser detektiert.
Anhand der Grolke der einzelnen Terminationsprodukte und ihrer  3’-terminalen
Fluoreszenzmarkierung (ddA griin;ddT rot; ddC blau; ddG gelb) kann nun die Sequenz der DNA
bestimmt werden.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten erfolgte nach der Bradford-Methode
(Bradford, 1976). Diese Methode beruht auf der Absorptionsanderung des an Protein gebundenen
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau im Vergleich zum freien Farbstoff bei einer Wellenlange A=595
nm in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration. Der Farbstoff bindet dabei an basische und
aromatische Aminosaurereste. Als Referenz der gemessenen Proteinkonzentration der Probe diente
eine Eichkurve des Standardproteins BSA (Bovines Serum-Albumin) mit verschiedenen bekannten
Konzentrationen (20, 40, 60, 80, 100, 120 und 140 pug/ml). Zur Bestimmung der
Proteinkonzentrationen wurde die Bradford-Reagenzlésung (Bradford Protein Assay, Biorad) 1:5 mit
Wasser verdiinnt, davon 5 ml mit 10 pl der zu untersuchenden Probe vermischt und 20 min bei RT
inkubiert. Die ODsgs wurde bestimmt, der erhaltene Messwert anschlieend mit den Daten der
Eichkurve verglichen und so die Proteinkonzentration ermittelt.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mittels
der diskontinuierlichen, eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970). Die
PorengréRe des Gels kann durch unterschiedliche Konzentrationen von Acrylamid und Bisacrylamid
variiert und an die Grofde der Proteine angepal’t werden. Durch Zusatz von SDS zum Proteingemisch
werden nicht kovalente Wechselwirkungen in den nativen Proteinen aufgehoben und ein SDS/Protein-
Komplex gebildet, dessen negative Ladung proportional zum Molekulargewicht des Proteins ist. Die
Geschwindigkeit mit der ein Protein durch das Gel im elektrischen Feld wandert, wird somit durch das
Molekulargewicht des Proteins und den Vernetzungsgrad des Gels bestimmt. Die Polyacrylamid-
Gellésung (Trenngel) wurde nach der unten angegebenen Rezeptur hergestellt, zwischen zwei
Glasplatten in eine Mini-Gelapparatur (Mini-PROTEAN® Il, Bio-Rad) gegossen und mit 300 pl
Isobutanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde der Isobutanol mit Wasser abgewaschen
und ein Sammelgel mit Geltaschen Uber das Trenngel gegossen. Die Proteinproben wurden mit 4x
Probenpuffer versetzt, fir 5 min bei 95°C aufgekocht und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Als
Probenpuffer wurde Roti-Load1 (Roth) oder NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) (Invitrogen) mit 0,3 M
DTT verwendet. An Stelle von DTT kénnen auch 12,5 % B-Mercaptoethanol verwendet werden. Dabei
wurden pro Proteinprobe jeweils 10-30 pg Gesamtprotein eingesetzt. Zusatzlich wurde ein
ProteingroRenstandard aufgetragen (Full Range Rainbow, Amersham Biosciences). Der Gellauf
erfolgte in 1x SDS-Elektrophoresepuffer. Nach Fokussierung der Proteine an der unteren Grenze des
Sammelgels unter 90V nach etwa 10 min wurde die Elektrophoresespannung auf 150 V erhdéht. Zur
schnellen Anfarbung der in Polyacrylamid-Gelen aufgetrennten Proteine, wurde Simply Blue™
SafeStain (Invitrogen) entsprechend den Herstellerangaben angewendet.

Trenngel:

12% 7,5% 5%

bidest H,O 3,35 ml 4,85 ml 5,65 ml

1,5M Tris HCI pH 8,8 2,5ml 2,5ml 2,5ml

10% SDS 100 pl 100 pl 100 pl

Acrylamid /Bis 30% 4.0 ml 2,5 ml 1,7 ml

10% (w/v) Ammoniumpersulfat 100 pl 100 pl 100 pl
Temed 5l 5l 5ul

Trennbereich 10-100 kDa 40-250 kDa >250 kDa
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Sammelgel:
dest H,O 3,05 ml
0,5M Tris HCI pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 50 pl
Acrylamid /Bis 30% 665 pl
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 50 pl
Temed 5ul
5x SDS-Elektrophoresepuffer ( pH 8,3; 11): Tris 9,09
Glycine 43,29
SDS 509

auf 11 mit bidest H,0 auffiillen, bei 4°C lagern

3.3.3 Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran (Westernblot)

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen auf eine PVDF- (Polyvinylidendifluorid) Membran
erfolgte mittels elektrophoretischem Transfer, wobei die negative Ladung der durch die SDS-PAGE
entstandenen SDS/Protein-Komplexe genutzt wird (Elektro-Blot). Dazu wurde die Mini-Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) verwendet, die den gleichzeitigen Transfer von zwei Protein-
Gelen ermoglicht. Fir den Blot wurde die PVDF-Membran (Millipore, Eschborn) auf Gelgrofie
zugeschnitten und fir 1 min in Methanol, fir 1 min in bidest. H,O und fir 10 min in Transferpuffer
inkubiert. Die Gele wurden aus der Elektrophoresekammer entnommen und zur Entfernung stérender
Salze ebenfalls in Transferpuffer aquilibriert. Zwei Schaumstoff-Matten (Fiberpads) und zwei Blatt auf
Gelgrole zugeschnittenes 1 mm Whatman-Papier wurden mit Transferpuffer getrankt und der Blot wie
folgt luftblasenfrei in der Blot-Kassette aufgeschichtet: Kathode / ein Fiberpad / ein Whatman-Papier /
Polyacrylamid-Gel PVDF-Membran / ein Whatman-Papier / Anode. Der Proteintransfer erfolgte bei
4°C und konstanter Stromstarke von 350 mA fiir 1,5 h oder bei 90 mA UN. Die Membran wurde
gekennzeichnet und es folgte die Immundetektion der Proteine.

1x Transfer Buffer (2 I): Tris 11,64 g
Glycin 5,86 g
mit bidest H,O auf 2 | aufflllen, bei 4°C lagern

3.3.4 Immunologische Detektion auf PVDF-Membranen immobilisierter

Proteine

Fir den spezifischen Nachweis von Proteinen werden die auf der PVDF-Membran immobilisierten
Proteine mit einem spezifischen primaren Antikdrper (AK) inkubiert. Dieser bindet an sein Antigen und
in einem zweiten Schritt erfolgt die Bindung eines sekundéaren Antikdrpers an diesen Komplex. Die an
den sekundaren Antikorper gekoppelte alkalische Phosphatase (AP) katalysiert eine
Chemilumineszenz-Reaktion, wodurch der Nachweis der gebildeten Komplexe mit Hilfe eines
Rontgenfilms mdglich wird. Nach dem Blot wurde die PVDF-Membran fur jeweils 3 min in 50% und
100% Methanol inkubiert. Alternativ wurden freie Bindungskapazitaten auf der Membran mit 4 % (w/v)
Milchpulver in TTBS (Tris Buffered Saline + Tween 20) fiir 45 min bei RT oder bei 4°C UN abgesattigt.
Die Inkubation mit dem proteinspezifischen, primaren Antikérper erfolgte in Antikdrperldésung fir 2
Stunden bzw. UN bei 4°C. Die verwendeten Antikérper und die eingesetzten Verdiinnungen sind unter
3.1.10 angegeben. Uberschiissige Antikérper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran mit
TBST fir je 10 min entfernt. Die Detektion erfolgte mit einem gegen den ersten Antikdrper gerichteten,
AP-gekoppelten, sekundaren Antikérper (Bio-Rad). Auch dieser wurde in Antikérperlésung verdinnt.
Nach 45 min Inkubation bei RT wurde der Blot dreimal 20 min mit TBST gewaschen. Die Identifikation
der vom Antikorper detektierten Proteine erfolgte iber die Umsetzung eines Substrates durch AP,
wobei Chemilumineszenz entstand. Hierfir wurde das Immun-Star™ Detection Kit (Bio-Rad)
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verwendet. Die erzeugte Chemilumineszenz wurde durch Exposition der Membran auf Réntgenfilmen
(ECL-Hyperfilm) dokumentiert. In einigen Fallen wurden die Antikérper nach der Detektion mittels
Restore Western Blot Stripping Puffer (Pierce) entsprechend den Herstellerangaben
heruntergewaschen und es konnte eine neue Immundetektion erfolgen.

10x TTBS (11): Tris (200 mM) 24,3¢g
NaCl (5 M) 29229
Tween 20 (1%) 10 ml
pH 7,5 mit HCI einstellen

Antikorperlésung: TTBS 200 ml
Trockenmilchpulver (0,2 %) 0,449

3.3.5 Koimmunprazipitation (IP)

Um die direkte Interaktion zwischen Plexin B3 und verschiedenen potentiellen Interaktionspartnern
nachzuweisen, wurden Koimmunprazipitations-Experimente  durchgefiihrt. Dazu  wurden
Gewebelysate, oder Lysate von Plexin B3 und einen maéglichen Interaktionspartner exprimierenden
COS-7-Zellen, mit spezifischen Antikdrpern gegen einen der Bindungspartner inkubiert. Mittels Protein
A-Agarose (Roche), welche an Antikérper bindet, wurden das Zielprotein und damit interagierende
Proteine prazipitiert. Die Prazipitate wurden mittels Westernblot auf die Anwesenheit des
Interaktionspartners hin untersucht.

Zelllyse

COS-7-Zellen wurden in 100 mm Zellkulturschalen kultiviert, mit Plexin B3 und madglichen
Interaktionspartnern kotransfiziert, und nach 30 h zweimal mit je 5 ml PBS (4°C) gewaschen. Nun
wurden die Zellen in 500 pl Lysepuffer mit einem Zellschaber von der Platte entfernt, durch Pipettieren
homogenisiert und in ein kaltes Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde
die Zellsuspension fir 2 min bei 12.000 Upm und 4°C abzentrifugiert. Dies diente zur Abtrennung von
Zelltrimmern und Kernen. Der Uberstand wurde direkt fiir die Koimmunprézipitation verwendet. Fiir
jede IP wurden Lysate von zwei 100 mm Platten verwendet (1ml).

Gewebelyse

Je 1,5 g Gewebe von murinem Hirn oder humanem Corpus callosum oder Neokortex wurden in 5 ml
Gewebelysepuffer lysiert. Dazu wurden die Gewebestiicke zunachst mit einem Skalpell zerkleinert
und dann mit 500 yl Gewebelysepuffer in einem Glashomogenisator auf Eis homogenisiert. Es wurden
weitere 4,5 ml Lysepuffer zugegeben und das Lysat fiir 30 min unter gelegentlichem Mischen auf Eis
inkubiert. Die groben Zelltrimmer wurden durch eine 10minttige Zentrifugation bei 4000 Upm und 4°C
entfernt. Um die Expression des gesuchten Proteins zu Uberprifen, wurde von diesem Lysat ein
Aliquot entnommen und mittels Westernblot untersucht. Der Uberstand wurde in neue
Reaktionsgefalle Uberfiihrt und es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 10.000 Upm
und 4°C. Der Uberstand wurde direkt fiir die Imnmunprazipitation verwendet.

Koimmunprazipitation

Vom Zell- oder Gewebelysat (Rohlysat) wurden 120 pl entnommen und mittels Westernblot auf die
Expression der transfizierten oder endogenen Proteine untersucht. Das restliche Lysat wurde nach
Zugabe des jeweiligen spezifischen Antikdrpers 2 h bei 4°C mit 20 Upm auf einem Uberkopfrotator
inkubiert. Anschlieend wurden 50 ul Protein A-Agarose zugegeben und es folgte eine Inkubation fir
mindestens 2 h oder liber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfrotator. Danach wurde die Probe 1 min
mit 10.000 Upm bei 4°C abzentrifugiert und es folgten drei Waschschritte. Nacheinander wurden
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jeweils 1 ml Lysispuffer bzw. Waschpuffer 1 oder Waschpuffer 2 zugegeben, die Probe flr 5 min bei
4°C mit auf einem Uberkopfrotator inkubiert und 1 min mit 10.000 Upm bei 4°C abzentrifugiert. Nach
dem letzten Waschschritt wurde nochmals zentrifugiert und der Uberstand abgehoben. Das Prazipitat
wurde mit 20 yl 4x SDS-Probenpuffer und 60 pl PBS vermischt, kurz gevortext, 5 min auf 95°C erhitzt
und mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert.

Zelllysepuffer: Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 1%
Pefabloc 1mM

1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail / 30 ml Puffer

Gewebelysepuffer: Tris-HCI (pH 7,6) 20 mM
NaCl 140 mM
EDTA 5mM
NP-40 (Igepal) 1%
SDS 0,1%
Gycerin 5%
Pefabloc 1 mM

1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail / 30 ml Puffer

Waschpuffer1: Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
NaCl 500 mM
Triton X-100 0,1 %
Waschpuffer2: Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM
Triton X-100 0,1 %

3.3.6 GST-Pull-Down-Experimente

Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich, Protein-Protein-Interaktionen in vivo zu untersuchen. Dazu
wird das zu untersuchende Protein als Fusionsprotein mit dem Glutathion-S-Transferase (GST)-
Protein exprimiert. Dies kann entweder in einem bakteriellen oder eukaryotischen System geschehen.
AnschlieBend wird das GST-Fusionsprotein an Gluthation-Sepharose-Klgelchen gebunden und
prazipitiert. Interagierende Proteine binden an das immobilisierte GST-Protein, werden mit prazipitiert
und sind im Prazipitat mittels Westernblot nachweisbar.

3.3.6.1 Expression von GST-Fusionsproteinen in eukaryotischen Zellen

Zelllyse

COS-7- oder CHO-K1-Zellen (1,2 x 106) wurden in 100 mm Zellkulturschalen kultiviert und bei etwa 90
% Konfluenz mit dem Konstrukt B3pDest27 transfiziert, welches fur an GST-fusioniertes ,full-length®
Plexin B3 kodiert. Nach 30 h wurden die Zellen zweimal mit 5ml PBS gewaschen, in 500 pl Lysepuffer
von der Oberflache abgeschabt, durch Pipettieren homogenisiert, und in ein kaltes
Zentrifugenréhrchen dberfuhrt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde das Lysat flr 5 min bei 12.000
Upm und 4°C zur Abtrennung von Zelltrimmern und Kernen abzentrifugiert. Der Uberstand (Rohlysat)
wurde direkt fir die GST-Pull-Down-Experimente verwendet.

Vorbereitung der Gluthation-Sepharose-Kiigelchen

Pro Ansatz wurden 75 pl Suspension der Gluthation-konjugierten Sepharose-Kiigelchen (Amersham
Biosciences) in vorgekihlte Zentrifugenrdhrchen pipettiert und mit 5.000 Upm bei 4°C fir 1 min
abzentrifugiert. Nach Zugabe von 500 pl TBS, Mischen durch mehrmaliges Invertieren und erneutem
Zentrifugieren fir 1 min mit 5.000 Upm und 4°C wurde der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt
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wurde noch zweimal wiederholt. Zuletzt wurden die Sepharose-Kiigelchen mit TBS auf eine 50%-ige
Loésung aufgefillt.

GST-Pull-Down

Vom Rohlysat wurden 120 pyl enthommen und mit 4x SDS-Probenpuffer (40 pl) vermischt. Dem
restlichen Rohlysat wurden je 100 pl der gereinigten Sepharose-Kigelchen zugegeben und die
Lésung 3 h bei 4°C und 20 Upm auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Danach wurde die Probe 1 min
mit 2.000 Upm bei 4°C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde mit 1 mi
TBS versetzt, 3 min auf einem Uberkopfrotator (20 Upm) bei 4°C gemischt und erneut zentrifugiert (1
min, 2.000 Upm, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und der Waschschritt noch zweimal
wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand bis auf 20 ul Rest abgehoben und
dem Prazipitat 10 yl 4x SDS-Probenpuffer zugegeben. Das Prazipitat wurde 5 min auf 95 °C erhitzt
und parallel mit dem Rohlysat mittels SDS-PAGE und Westernblot untersucht.

Lysepuffer: Tris-HCI (pH 8) 150 mM
NaCl 50 mM
EDTA 1 mM
NP-40 (Igepal) 0,5%
Pefabloc 1mM

1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail / 30 ml Puffer

TBS: Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM
NacCl 150 mM

3.3.6.2 Expression von GST-Fusionsproteinen in E.coli

Um in Bakterien exprimiertes, an GST fusioniertes, Plexin B3 zu erhalten, wurde die vollstandige
Kodierregion bzw. nur der extrazelluldare oder der intrazelluldre Bereich von Plexin B3 in die
bakteriellen Expressionsvektoren pDEST15, pGEX-4T und pET42 kloniert. Diese Vektoren
ermoglichen nach Induktion durch Arabinose (pDEST15) oder IPTG (pET und pGEX) eine Expression
N-terminal mit GST fusionierter Proteine. E.coli BL21 wurde mit den Konstrukten B3ICpET42,
B3ECPpET42 (welche jeweils nur fur den intra- oder extrazellularen Teil von Plexin B3 kodieren) und
B3pGex (,full-length® Plexin B3) transformiert, E.coli BL21-Al mit dem Konstrukt B3pDEST15 (,full-
length“ Plexin B3). Die transformierten Zellen wurden auf Ampicillin-haltige LB-Agarplatten ausplattiert
und UN bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden 3 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und 6 h mit 200 Upm bei 37°C geschuttelt. Mit dieser Startkultur wurden
50 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium angeimpft und UN inkubiert. Am folgenden Tag wurde diese
Vorkultur in Ampicillin-haltigem Medium 1:100 verdiinnt und bis zu einer ODgyp=0,6 bei 37°C und 200
Upm kultiviert (ca. 3 h). Nun wurde die Expression des GST-Fusionsproteins durch Zugabe von 0,1
mM IPTG induziert und die Bakterienkultur fir 3 h bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Anschliel3end
wurden die Bakterien mit 4.000 Upm abzentrifugiert und das Sediment mit 20 ml 50 mM Tris-HCI (pH
8) gewaschen. Zum Aufschluss wurden die Bakterien erneut abzentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Sediment in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Auftauen auf Eis wurde das Sediment
in 20 ml GTBLI-Puffer resuspendiert und 20 min bei 4°C auf einem Uberkopfrotator gemischt. Nun
wurden 8 ml GTBLII-Puffer zugegeben und nochmals fiir 10 min bei 4°C auf einem Uberkopfrotator
inkubiert. Um die bakterielle DNA zu scheren, wurde die Lésung dann auf Eis sonifiziert, bis sie nicht
mehr viskos war. Danach wurde sie bei 12.000 Upm und 4°C fiir 45 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in 50 ml Falconréhrchen uberfihrt, 1 ml 50% Glutathion-Agarose-Gel (Glutathion-Agarose,
Sigma) zugefiigt und die Lésung fir 1 h bei 4°C auf einem Uberkopfrotator inkubiert. Die Agarose
wurde fiir 1 min bei 1000 Upm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Sediment 4x mit 5 ml eiskaltem Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden 500
pl Lagerungspuffer dazugegeben, die Suspension in 50 ul Aliquots aufgeteilt und bei -80°C gelagert.

GTBLI-Puffer: Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM
EDTA 40 mM
Sucrose 25 % (wiv)
PMSF 1mM

1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail pro 30 ml Puffer

GTBLII-Puffer: Tris-HCI (pH 8) 50 mM

MgClz 100 mM

Triton X-100 0,2 %

PMSF 1 mM

1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail pro 30 ml Puffer
Waschpuffer: Tris-HCI (pH 8) 50 mM

NaCl 50 mM

MgCl, 5mM

PMSF 1 mM

1 Tablette Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail pro 30 ml Puffer

Lagerungspuffer: 50 % Waschpuffer / 50 % Glycerin

3.4 Zellbiologische Methoden

3.41 Zellkultur

3.411 Allgemeine Kulturbedingungen

Fir die Zellkulturexperimente wurden COS-7-Zellen, NIH-3T3-Zellen, CHO-K1-Zellen sowie Kelly-
Zellen und verschiedene Glioblastom-Zellinien verwendet. Diese Zellen wurden in
Begasungsbrutschranken bei 37°C, 95 % relativer Feuchte und 5 % CO, inkubiert. Alle
Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Arbeitsbank durchgefuhrt. Die
Zellen wurden als Adhasionskulturen in 100 mm Polystyren-Zellkulturschalen kultiviert. Far
Immunfluoreszenz-Analysen sowie Neuriten-Wachstums-Assays wurden die Zellen auf Deckglaschen
in 6- oder 24-Loch-Kulturplatten kultiviert. Fur die Kolokalisations-Experimente erfolgte eine
Kultivierung der Zellen auf Polystyren-beschichteten Objekttragern (2 Chamber Polystyrene Vessel
Tissue Culture Treated Glass slides, Falcon). CHO-K1-Zellen wurden in F-12 Nutrient Mixture (Ham)
mit 10 % fétalem Rinderserum (FBS), 2,5 pg/ml Fungizone (Amphotericin) und 100 U/ml Penicillin /
100 pg/ml Streptomycin angezogen. Alle anderen Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle
Medium (DMEM) mit 10 % FBS, 2,5 yg/ml Fungizone (Amphotericin B) und 100 U/ml Penicillin / 100
pMg/ml Streptomycin kultiviert. Diese Zusammensetzungen werden im folgenden als Vollmedium
bezeichnet.

3.4.1.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden etwa alle drei bis vier Tage (bei ungefahr 90% Konfluenz) auf neue Kulturschalen
Uberfihrt. Dazu wurden die Kulturschalen einmal mit 5 ml D-PBS (Gibco) gewaschen, um im
Rinderserum enthaltene Proteinaseinhibitoren zu entfernen. AnschlieRend wurden 3 ml Trypsin/EDTA
zugegeben und die Zellen bei 37°C 2-5 min inkubiert. Die Zellen wurden von der Platte gespilt und je
nach Wachstumsgeschwindigkeit und Menge der bendtigten Zellen in Verdinnungen zwischen 1:3
und 1:20 auf frische Kulturschalen mit je 10 ml Vollmedium Uberfihrt.
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3.41.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff gelagert und je nach Bedarf wieder aufgetaut. Dazu wurden
die gefrorenen Zellaliquots direkt aus dem Stickstoff in ein 37°C Wasserbad Uberfiihrt und sofort nach
dem Auftauen in 5 ml Vollmedium gegeben. Die Zellen wurden bei 1000 Upm fir 10 min
abzentrifugiert und das Sediment in 10 ml Vollimedium auf eine Kulturschale tberfihrt. Zum Einfrieren
der Zellen wurden diese mittels Trypsin/EDTA von der Kulturschale abgelést und in 10 ml Vollmedium
aufgenommen. Es folgte eine Zentrifugation fir 10 Min bei 1000 Upm und die Zellen wurden in 3 ml
Vollmedium mit 10 % DMSO aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde in Nunc Kryoréhrchen auf 1
ml Aliquots aufgeteilt, Uber Nacht auf Trockeneis gelagert und am folgenden Tag in flissigem
Stickstoff eingefroren.

3.41.4 Transiente und stabile Transfektion eukaryotischer Zellen

Die verwendeten Transfektionsmethode mit dem LipofectaminTM2000-Reagens (Invitrogen) beruht auf
dem Prinzip der Lipofektion. Dabei werden kationische Lipide eingesetzt, die durch ionische
Interaktion mit der eingesetzten DNA Lipid-DNA-Komplexe bilden. Diese werden dann von der Zelle
durch Endocytose aufgenommen und auf diesem Wege gelangt die DNA in die Zelle. Dazu wurden
1,2 x 10° CHO-K1-, NIH-3T3- oder COS-7-Zellen am Tag vor der Transfektion ausgesat, so dass sie
fur die Transfektion etwa 80-90 % Konfluenz erreichten. Die optimalen DNA- und LipofectaminTM2000-
Reagenz-Verdinnungen wurden flr die verschiedenen Plasmide und Zelllinien jeweils ausgetestet.
Fir die transiente Transfektion wurden Losung | (400 pl Optimem1-Medium; 5-16 ug Plasmid-DNA)
und Losung Il (400 pl Optimem1-Medium; 12-30 ul LipofectaminTMZOOO-Reagens) angesetzt, 5 min
bei RT inkubiert und dann vermengt. Diese Transfektionsldsung wurde 20 min bei RT inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 5 ml D-PBS gewaschen und anschlieRend auf
jede Zellkulturschale 3 ml auf 37°C erwarmtes Optimem1-Medium gegeben. Die Transfektionslésung
wurde zu den so vorbereiteten Zellen gegeben, die Kulturschalen leicht geschwenkt und 6 h bei 37°C
und 5 % CO, inkubiert. Danach sollte der Transfektionsvorgang abgeschlossen sein und die
Transfektionslésung wurde abgesaugt. Die Zellen wurden in 10 ml Vollmedium fiir weitere 30 h bei
37°C und 5 % CO, inkubiert und konnten nun fir weiterfiihrende Experimente verwendet werden. Fir
Immunfluoreszenzexperimente mit transient transfizierten Zellen wurden diese auf Deckglaschen in 6-
oder 24-Loch-Kulturplatten bzw. 2 Chamber Polystyrene Vessel Tissue Culture Treated Glass slides
(Falcon) angezogen. In diesem Fall wurden 50 bzw.100 ul Lésung | und 50 bzw. 100 pl Losung Il
eingesetzt. Die Zellen wurden mit 400 bzw. 800 pl Optimem1-Medium Uberschichtet und nach der
Transfektion in 500 bzw. 1000 yl Vollmedium inkubiert.

Fir die stabile Transfektion wurden COS-7- und NIH-3T3-Zellen zunéchst, wie fir die transiente
Transfektion beschrieben, transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen jedoch 1:10
verdinnt und in Selektionsmedium (Vollmedium mit 1 mg/ml Geniticin [G418-Sulfat], Gibco) kultiviert.
Um tote Zellen zu entfernen wurde das Selektionsmedium anfangs alle zwei bis drei Tage gewechselt,
spater alle drei bis vier Tage. Nach etwa 14 Tagen wurden die Geneticin-resistenten Zellen auf eine
neue Platte Uberfihrt. Die entstandenen stabilen Zelllinien wurden auf die Expression des
betreffenden Proteins mittels SDS-PAGE und Westernblot getestet.

3.4.2 Behandlung der Zellproteine mit Deglykosidasen und Tunicamycin

Um das Glykosylierungsmuster Giberexprimierter Proteine zu untersuchen, wurden der kotranslationale
Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin und die Degkykosidasen Endo-B-N-acetylglukosaminidase
(Endo H, NEB) und Peptid-N-Glykosidase F (PNGaseF, NEB) eingesetzt.
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Mit Hilfe von Tunicamycin sollte die kotranslationale N-gekoppelte Glykosylierung gehemmt werden.
Dazu wurden COS-7-Zellen mit den zu untersuchenden Konstrukten transfiziert und einen Tag nach
der Transfektion mit 10 pg/ml Tunicamycin (Calbiochem) in Vollimedium fir 16 h inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und mittels Westernblot untersucht. Als Vergleich dienten
transfizierte, nicht behandelte Zellen.

Um die vollstandige Deglykosylierung von Proteinen zu erreichen wurde PNGaseF eingesetzt. Dazu
wurden Lysaten von transfizierten Zellen 750 U PNGaseF beigegeben, der Ansatz 12 h bei 37°C
inkubiert und nach Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer mittels Westernblot analysiert.

Endo H wurde eingesetzt, um festzustellen ob ein Protein vollstandig glykosyliert ist, und somit
vorraussichtlich seine korrekte Lokalisation in der Zelle erreichen kann. Dazu wurden Zelllysate mit
750 U Endo H fir 12 h inkubiert und nach Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer ebenfalls mittels
Westernblot untersucht.

3.4.3 Glycerinbehandlung transfizierter Zellen

Unter Umstanden kénnen mutierte Proteine, die durch eine inkorrekte Glykosylierung nicht ihre
normale Lokalisation an der Zelloberfliche erreichen, sondern in der Zelle zurtickgehalten werden,
durch Zugabe von Glycerin zum Kulturmedium der Zellen oder durch Inkubation der Zellen bei
niedrigeren Temperaturen (26°C) doch noch lhre korrekte Position in der Zelle einnehmen. Um
maoglicherweise eine Oberflachenlokalisation der L1-Mutanten L1-R184W und L1-C264Y zu erreichen,
wurden daher stabil diese Proteine exprimierende NIH-3T3-Zellen bei 37°C oder 26°C in Vollmedium
mit 10 % Glycerin fir 48 h inkubiert. Mit den so behandelten Zellen wurden anschlieRend
Immunfluoreszenzexperimente durchgefiihrt.

3.4.4 Zelloberflachen-Biotinylierung

Um zu Uberprifen, ob Proteine sich an der Oberflache transfizierter Zellen befinden, wurde eine
Zelloberflachenbiotinylierung durchgefihrt. Dazu wurden mit den zu untersuchenden Konstrukten
transfizierte COS-7-Zellen drei mal mit je 5 ml D-PBS (4°C, Gibco) gewaschen und anschliefsend 30
min bei 4°C in 3 ml 0,5 mg EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce)/ml PBS inkubiert. Nach erneutem
dreimaligen Waschen mit je 5 ml D-PBS (4°C) wurden die Zellen in 1 ml Lysepuffer lysiert und nach
30 min Inkubation auf Eis bei 12000 Upm und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde 2 h
bei 4°C mit fir das Zielprotein spezifischen Antikérpern inkubiert (Plexin B3: pAbhB3-B; Plexin B2:
Anti-FLAG; L1: pAbex2). AnschlieRend wurden 50 pl Protein A-Agarose zugegeben. Nach einer
Inkubation fiir 12 h bei 4°C auf einem Uberkopfrotator wurde das Protein, wie bereits fiir die IP
beschrieben, prazipitiert und mittels Westernblot analysiert. Die Detektion biotinylierter und damit an
der Oberflache lokalisierter Proteine erfolgte mit an alkalische Phosphatase gebundenem Streptavidin.

3.4.5 Immunfluoreszenz-Analysen

Die subzellulare Lokalisation von Proteinen wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenzexperimenten
untersucht. Dazu wurden COS-7-Zellen auf Deckglaschen in 6-Loch-Kulturplatten bzw. auf 2 Chamber
Polystyrene Vessel Tissue Culture Treated Glass slides (Falcon) ausgesat und am darauffolgenden
Tag transient mit den zu untersuchenden Konstrukten transfiziert. Alternativ wurden stabil transfizierte
COS-7-Zellen oder NIH-3T3-Zellen verwendet. 24 h nach der Transfektion bzw. nach Aussaen der
Zellen erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung. Fur die Farbung fixierter Zellen, die auch fur die
Kolokalisations-Experimente eingesetzt wurde, erfolgte ein einmaliges Waschen der Zellen mit PBS™*
(4°C) und zur Fixierung eine anschlieRende 10 minitige Inkubation in 1 ml PFA-Lésung. Nach
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dreimaligem 10mindtigen Waschen mit PBS™ folgte eine Inkubation in 1 ml Blockierungs-Lésung bei
RT fir 30 min. Dies diente dem Abblocken unspezifischer Bindungsstellen. Darauf folgte die
Inkubation mit dem jeweiligen primaren Antikorper in 500 yl Antikérper-Lésung fir 120 min bei RT.
Danach wurden die Zellen zweimal mit 1 ml Hoch-Salz-PBS*™* und zweimal mit 1 ml PBS™" fiir jeweils
10 min bei RT gewaschen. Es folgte eine Inkubation in 500 pl Antikorperlésung mit dem
fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikérper fir 1 h bei RT und dreimaliges Waschen mit PBS™* fir
jeweils 10 min. Anschlielend wurden die Zellen in Glycerol-Gelatine (Sigma) oder VECTASHIELD®
Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame, USA) auf Objekttrager eingebettet. Die simultane
Darstellung zweier Proteine, mittels welcher Kolokalisationen untersucht werden kénnen, wird durch
die Verwendung von primaren Antikdrpern aus verschiedenen Spezies ermdglicht. Fir die Detektion
wurden dann mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte sekundéare Antikdrper
verwendet.

Fir die Immunfluoreszenzfarbung lebender Zellen, mittels der an der Zelloberflache lokalisierte
Proteine dargestellt werden kénnen, wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBST direkt
mit dem ersten Antikdrper inkubiert. Erst danach folgten eine Fixierung in PFA-L&sung, dreimaliges
10mindtiges Waschen mit PBST sowie die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper, wie sie bereits
fur die Farbung fixierter Zellen beschrieben wurde.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA (Leica
Mikrosysteme, Bensheim) und der CytoVision™-Software (Applied Imaging, Newcastle, GB) oder am
konfokalen Laserscan Inversmikroskop Leica TCS-NT (Leica Mikrosysteme, Bensheim) mit der
zugehorigen Leica TCS-Software. Wurde flir den Nachweis eines Proteins ein Cy3- bzw. Alexa-
FIuor®568-konjugierter Antikdrper verwendet, so wurde dieser mit Hilfe eines TexasRot-Filters (Leica;
Anregung 576 nm, Emission 628 nm) bzw. eines Helium-Neon-Lasers (Anregung 543 nm, Emission
570 nm) visualisiert. Erfolgte der Nachweis eines Proteins Uber einen Fluorescein- bzw. einen Alexa-
FIuor®488-konjugierten Antikérper, so wurde fir dessen Visualisierung ein L5-Filter (Leica; Anregung
480 nm, Emission 505 nm) bzw. ein Argon-Laser (Anregung 488 nm, Emission 515-525 nm)
verwendet. Die Aufnahmen wurden anschliellend mit dem Programm Jasc Paint Shop Pro™ Version
7.0 (Jasc Software, Panningen, NL) weiterbearbeitet.

PBS: NaxHPO4 8,1 mM
KH2PO4 1,5 mM
NaCl 137 mM
KCI 2,7mM

pH 7,3 mit HCI einstellen

PBST: PBS mit 0,05 % Tween 20
PBS**: PBS mit 0,5 mM CaCl, und 1 mM MgClz
Hoch-Salz-PBS**: PBS™* mit 500 mM NaCl

PFA-L6sung: 4 % Paraformaldehyd in PBS™; aliquotieren und bei -20°C lagern; bei 4°C ist diese Lésung nur ca.
eine Woche haltbar.

Blockierungs-Losung: PBS™ mit 2 % BSA; 3 % Ziegen-Serum; 0,5 % NP-40 (Igepal)
Antikorper-Lésung: PBS™* mit 3 % Ziegen-Serum; 0,1 % NP-40 (Igepal)

3.4.6 Detektion EGFP-markierter Proteine in transfizierten Zellen

Fir die Detektion EGFP-markierter Proteine wurden COS-7-Zellen auf Deckglaschen in 6-Loch-
Kulturplatten bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert und dann mit den Konstrukten B3pEGFP-N1
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oder B3pEGFP-C1 transient transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen dreimal mit 2 ml D-PBS
gewaschen und lebend in D-PBS auf Objekttrager eingebettet. Die Auswertung erfolgte mit einem
Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA (Leica Mikrosysteme, Bensheim) und der CytoVision™-Software
(Applied Imaging, Newcastle, GB).

3.4.7 Neuritenwachstums-Assay

Fir das Neuritenwachstums-Assay wurden zunachst die stabil transfizierten NIH-3T3-Substratzellen
und als Negativkontrolle nicht transfizierte Substratzellen auf Deckglasern in 24-Loch-Kulturplatten
kultiviert. Auf jedes Deckglas wurden 1,5 x 10° Zellen gegeben, so dass sie nach zwei Tagen
konfluent waren. 24 h nach Aussaen der Zellen wurden zerebellare Neurone sechs Tage alter Widtyp-
Mause (C57BL/6J) prapariert. Dazu wurde den Mausen das Zerebellum entnommen und von diesem
die groReren BlutgefalRe entfernt. Dies erfolgte in HBSS-Losung (Hank’s Balanced Salt Solution,
Gibco) auf Eis unter dem Binokular mit einer Pinzette. Das Zerebellum wurde nun in 200 pl
Trypsin/DNAse in einer Petrischale mit der Pinzette zerkleinert, in ein 15 ml Falcon-Gefal} tberfihrt
und insgesamt 16 min inkubiert. Um das Trypsin abzuwaschen, wurden auf die Suspension 5 ml
eiskaltes HBSS gegeben und die Losung 1 min stehen gelassen, damit sich die Zellen am Boden
absetzen konnten. Der Uberstand wurde abgesaugt und der Waschschritt noch zweimal wiederholt.
Nach dem letzten Waschen wurde auf das Sediment 1 ml DNAse-Lésung (4°C) gegeben. Durch
mehrmaliges Pipettieren durch drei Pasteurpipetten mit jeweils kleiner werdender Offnung wurde eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Nun erfolgte die Zugabe von 5 ml X1-Medium (4°C) und die Zellen
wurden bei 4°C und 900 Upm fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment in 6 ml X1-Medium (37°C) aufgenommen. Die Zellzahl wurde bestimmt und auf jedes
Deckglas mit Substratzellen wurden 3,5 x 10* Neurone in 500 ul X1-Medium gegeben. Diese
Kokulturen wurden bei 37°C, 95 % relativer Feuchte und 5 % CO, 24 h inkubiert.

Nach 24 h wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 500 pyl PBS fir 5 min
gewaschen. Es folgte eine Fixierung in PFA-L6sung und zweimaliges Waschen in PBS. Danach
wurden die Zellen mit 100 % Methanol bei —20°C 6 min permeabilisiert und zweimal 10 min mit PBST
gewaschen. Nach einer 20minitigen Inkubation in Antikorperldsung zum Abblocken unspezifischer
Bindungsstellen wurde auf jedes Deckglas der in 50 pl Antikérperldsung 1:100 verdinnte priméare
Antikérper gegen das neuronspezifische Protein GAP-43 (Neuromodulin) gegeben. Nach
zweistliindiger Inkubation bei RT wurde dreimal fir 10 min mit PBST gewaschen. Es folgte die
Inkubation mit dem 1:200 in Antikdrperldsung verdiinnten, sekundaren, Cy3-konjugierten Antikorper.
Nachdem nicht gebundene Antikdrper durch dreimaliges Waschen in PBST entfernt worden waren,
wurden die Deckglaser auf Objekttrager in VECTASHIELD® Mounting Medium eingebettet und mit
einem Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA (Leica Mikrosysteme, Bensheim) und der CytoVision™-
Software (Applied Imaging, Newcastle, GB) bei 400facher VergroRerung aufgenommen. Anschlielend
wurde die Lange der Neuriten mit Hilfe der Scion Imaging Software ausgemessen und jeweils der
Mittelwert der Neuritenlange ermittelt. Nur solche Neuronen, die nicht in Kontakt mit anderen
Neuronen kamen, wurden vermessen. Neuriten wurden als Zellfortsatze definiert, die mindestens so
lang wie der Zellkérperdurchmesser waren. Bei Zellen mit mehreren Neuriten wurde jeweils nur der
langste vermessen. Als Neurone wurden nur solche Zellen betrachtet, die maximal drei Neuriten
besalen.

Fir jedes Wachstums-Assay wurden drei unabhangige Experimente mit je drei Deckglasern
durchgefiihrt und insgesamt wurden fur jeden Mittelwert mindestens 440 Neurone ausgemessen. Die
Statistische Analyse wurde mit Hilfe der SPSS Software durchgefiihrt.

DNAse-Losung: 0,5 % DNAsein HBSS-Losung
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Trypsin-DNAse: 400 pl Trypsin/EDTA und 600 ul DNAse-Lésung

X1-Medium: Serum freiem BME Medium (Gibco) wurden folgende Substanzen zugesetzt:

Aprotinin 0,027 U/mi
BSA 1 mg/ml
Insulin 12,5 pg/ml
NaSeOs3 30 nM
L-Thyroxin 4 nM
Transferrin 100 pg/mli
NaHCO3; 2,2 mg/mi
Streptomycin 5 pg/ml
Penicillin 5 U/ml

PFA-L6sung: PBS mit 4% PFA
Antikorper-Losung: PBS mit 1% BSA

PBST: PBS mit 0,05% Tween 20

3.4.8 Zellaggregations-Assays

3.4.8.1 Dil/DiO-Assay

Um festzustellen, ob ein an der Zelloberflache lokalisiertes Protein die Zellaggregation fordert bzw. ob
eine Interaktion zwischen zwei Proteinen in cis oder in trans stattfindet, wurden Aggregationsassays
mit den VybrantT'\’I Cell-Labeling Solutions Dil und DiO (Molecular Probes, Invitrogen) durchgefuhrt.
Diese lipophilen Carbocyanin-Farbstoffe farben lebende Zellen an, zeigen nur eine sehr geringe
Cytotoxizitdt und konnen direkt dem Zellkulturmedium zugegeben werden. DiO zeigt eine griine
(Absorptionsmaximum 484 nm, Emissionsmaximum 501 nm), Dil eine rote Fluoreszenz
(Absorptionsmaximum 549 nm, Emissionsmaximum 565 nm), mittels der mit diesen Farbstoffen
angefarbte Zellen unterschieden werden kénnen.

Fir die Zellaggregationsexperimente wurden auf 10 cm Zellkulturplatten gewachsene, 90 %
konfluente, stabil transfizierte NIH-3T3-Zellen bzw. nicht transfizierte Zellen zunachst zweimal mit je 5
ml Optimem1-Medium (Gibco) gewaschen. Anschlielend erfolgte eine Inkubation in 2 ml Farbelésung
(5 pl Dil oder DiO / ml Optimem 1-Medium) fir 2 h bei 37°C. Um die Farbelésung zu entfernen,
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Im Folgenden wurden die Zellen mittels einer
S5minttigen Inkubation in 2 mM EDTA in PBS von der Platte abgeldst und bei 1000 Upm fir 10 min
abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 2 ml Vollmedium suspendiert und eine Zellzahl von 5 x 10°
Zellen/ml eingestellt. AnschlieRend wurden mit Dil und DiO gefarbte Zellen im Verhaltnis 1:1 in 15 ml
Falcon-Gefallen gemischt und 45 min bei 37°C inkubiert, um eine Zellaggregation zu erreichen.
Wahrend der Inkubation wurden die Zellen alle 5 min durch invertieren der Gefalle gemischt. Die
Aggregate wurden vom Boden der Gefalke mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze aufgenommen
und in méglichst wenig Flissigkeit auf Deckglaser gegeben. Die Deckglaser wurden 20 min bei RT
stehen gelassen, damit die Zellen sich anheften und die Flissigkeit verdunsten konnte. AnschlieRend
wurden die Zellen 10 min in PFA-Lésung fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und auf Objekttragern in
VECTASHIELD® Mounting Medium eingebettet. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop
Leica DM RA (Leica Mikrosysteme, Bensheim) mit der CytoVision™-Software (Applied Imaging,
Newcastle, GB).

3.4.8.2 Zeitabhangiges Zellaggregations-Assay

Um festzustellen, ob verschiedene Proteine, die an der Oberflache stabil transfizierter Zellen
exprimiert wurden, die zeitabhangige Zellaggregation beeinflussen, wurden Zellaggregations-Assays
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in DME-Medium durchgefuhrt. Dazu wurden die zu untersuchenden stabil transfizierten NIH-3T3-
Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 80-90 % kultiviert. Nicht transfizierte
Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Zellen wurden zweimal mit 5 ml PBS gewaschen,
anschlieBend durch 10 mindtige Inkubation in 2 mM EDTA in PBS von der Platte abgeldst, und bei
1000 Upm fir 10 min abzentrifugiert. Das Sediment wurde in Vollmedium (37°C) suspendiert und die
Zellzahl auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Diese Zellsuspension wurde in einem 15 ml Falcon-Gefaf fur
80 min inkubiert. Zu Beginn der Inkubation (Ny) und im Folgenden alle 20 min (N;) wurden nach
vorsichtigem Mischen der Suspension durch dreimaliges Invertieren des Gefalles, Aliquots
enthommen und die Anzahl der Partikel in der Suspension bestimmt. Der ermittelte
Zellaggregationsindex N¢No reprasentiert die zeitabhangige Abnahme der Gesamtpartikelanzahl
(Summe aus Einzelzellen und Zellaggregaten) zum Zeitpunkt t.

3.5 CytoTrap'™ Hefe-Zwei-Hybrid-System

Zur ldentifizierung bislang unbekannter Interaktionspartner eines Proteins wurde das CytoTrapTM
Hefe-Zwei-Hybrid-System (Stratagene) verwendet, welches auf dem ,Sos-Recruitment-System (SRS)
(Aronheim, 1997; Aronheim et al., 1997) basiert. Bei diesem System handelt es sich um ein
alternatives Hefe-Zwei-Hybrid-System, in welchem die Interaktion der Zwei-Hybrid-Proteine nicht im
Zellkern, sondern membranstandig im Zytoplasma stattfindet. Dazu wird der Temperatur-sensitive
Hefestamm S. cerevisiae cdc25H eingesetzt. Dieser Stamm besitzt eine Punktmutation im CDC25-
Gen. Dieses Gen ist ein Hefehomolog des humanen SOS7-Gens und kodiert fur einen Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor, der am Beginn der Ras-Signaltransduktionskaskade steht und Ras bindet
und aktiviert. Die Mutation erlaubt dem Hefestamm normales Wachstum bei 22°C, verhindert jedoch
das Wachstum bei 37°C. Das CytoTrap-System nutzt die Fahigkeit des humanen Sos Proteins (hSos)
den cdc25 Defekt zu komplementieren und so die Ras-Signalkaskade zu aktivieren. Das zu
untersuchende Protein wird mit hSos fusioniert und dient als Koderprotein. Der dazu verwendete
Vektor pSos besitzt das LEU2-Gen zur Selektion auf die essentielle Aminosaure Leucin (LEU).
Potentiell interagierende Proteine oder exprimierte Proteine aus einer cDNA-Bibliothek
(Beuteproteine) werden mit einem Myristylierungssignal (Myr) fusioniert, welches das Fusionsprotein
an der Plasmamembran verankert. Das Myr-Fusionsprotein (Beuteprotein) steht unter der Kontrolle
eines GAL1-Promotor und wird so nur bei Induktion durch Galaktose synthetisiert. Der hierfur
verwendete Vektor pMyr besitzt das URA3-Gen zur Selektion auf die essentielle Aminosaure Uracil
(URA). Kommt es zu Interaktion der beiden Fusionsproteine, wird hSos an die Membran rekrutiert.
Dort katalysiert es den GDP/GTP-Austausch an der Ras-GTPase und I8st eine Signalkaskade aus,
die dem cdc25H-Hefestamm ein Wachstum bei 37°C ermdglicht.

3.5.1 cDNA-Bibliothek und Isolierung aus E.coli

Fir die Identifizierung intrazellularer Interaktionspartner von Plexin B2 und B3 wurde eine humane
fotale Gehirn-cDNA-Bibliothek (Stratagene) durchmustert. Diese war bereits in den Beuteprotein-
Vektor pMyr kloniert und in den Bakterienstamm XL10-Gold®Kan® transformiert. Diese Bakterien
wurden auf Chloramphenicol-haltigen LB-Agarplatten (Durchmesser 15 cm) ausplattiert und UN bei
37°C inkubiert. Es wurde darauf geachtet, dass je Platte etwa 20.000 Kolonien wuchsen. Danach
wurden je 6 ml LB-Flissigmedium auf die Platten pipettiert, die Bakterienkolonien in dieser
Suspension von den Platten geschabt und in ein steriles Réhrchen Uberfihrt. Die Isolierung der
Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kits.
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3.5.2 Kultivierung, Auftauen und Einfrieren von S.cerevisiae cdc25H-Zellen

Fir das Auftauen der bei -80°C gelagerten cdc25H-Hefezellen wurden YPD-Agarplatten mit
Abstrichen von Glycerin-Gefrierstocks beimpft und fiir vier bis sechs Tage bei RT inkubiert. Diese
Platten waren etwa eine Woche bei 4°C haltbar. Die Hefen wurden einmal pro Woche auf neue YPD-
Agarplatten Gberimpft, damit immer frische Kolonien zur Verfligung standen. Zum Einfrieren wurden
10 ml YPD-Medium mit zwei bis drei Hefekolonien beimpft und bei RT und 220 Upm bis zu einer
ODgp=0,8-1 kultiviert. Danach wurden 4,5 ml steriles Glycerol-haltiges YPD-Medium (2,25 ml Glycerol
+ 2,25 ml YPD-Medium) zugegeben und die Suspension in 1 ml Aliquots abgefullt und bei -80°C
gelagert.

YPD-Agarplatten (1 1): YPD-Hefevollmedium 50¢g
Bacto Agar 30g
mit bidest. H,O auf 1 | auffiillen; pH 6 einstellen und autoklavieren

3.5.3 Herstellung kompetenter S.cerevisiae cdc25H-Zellen

Zur Herstellung von kompetenten S. cerevisiae cdc25H-Zellen wurden drei bis finf Hefekolonien in
200 ml YPD-Medium in einem 250 ml Erlenmeyer-Kolben resuspendiert, und bei 22°C und 220 Upm
bis zu einer ODg=0,7 inkubiert. Zur Kontrolle wurden jeweils 75 pl der Kultur auf eine YPD-Agarplatte
ausplattiert und bei 37°C fir finf Tage inkubiert. Dabei sollten maximal 30 Kolonien entstehen, da
sonst die Anzahl von Revertanten in der Kultur zu hoch ist und sie fur folgende Experimente nicht
mehr verwendet werden kann. Die Kulturen wurden bei 1.000 x g flr 5 min abzentrifugiert und in 50 ml
bidest. H,O gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation flir 5 min bei 1.000 g wurden die Zellen in 20 ml
sterilem LiSORB suspendiert und nochmals abzentrifugiert. Zuletzt wurden die Hefezellen in 0,5 ml
LiISORB aufgenommen und sofort transformiert.

YPD-Hefevollmedium (1 I): YPD-Hefevollmedium 509
mit bidest. H>O auf 1 | auffiillen; pH 6 einstellen und autoklavieren
LiSORB: 10x LiAc (1 M, pH 7,5 mit Essigsaure einstellen) 1ml
10x TE 1ml
Sorbitol (1 M) 8 mi

3.5.4 Direkter Test auf Protein-Protein-Interaktion

Der direkte Test auf Protein-Protein-Interaktion im CytoTrap-System wurde fur die verschiedenen
Kontrollexperimente eingesetzt. Dazu wurden 1 ug der Kéderkonstrukt-DNA im Vektor pSos, 1 ug der
Beutekonstrukt-DNA im Vektor pMyr und 10 ul fir 20 min auf 95°C erhitzte und wieder abgekiihlte
Trager-DNA (Heringsspermien-DNA-LOsung) vermischt. Es wurden 40 pl LISORB und 50 ul der
kompetenten cdc25H Zellen zugegeben und das Gemisch bei Raumtemperatur und 200 Upm 30 min
inkubiert. Anschlieend wurden 900 pl LIPEG zugesetzt und die Losung erneut 30 min bei RT unter
Schitteln (200 Upm) inkubiert. Nach Zugabe von 100 yl DMSO folgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 10
min und eine anschlieRende dreiminitige Abkuhlung auf Eis. Die Zellen wurden abzentrifugiert (2 min
bei 6.000 Upm), der Uberstand verworfen und das Sediment in 100 pl 1x TE resuspendiert. Positive
Klone wurden auf Glukose- (-LEU-URA) Platten bei 22°C fiir 4-6 Tage selektiert. Nur mit beiden
Plasmiden erfolgreich transformierte Klone waren in der Lage, auf den selektiven Platten zu wachsen,
da sie durch die Plasmide ihre Auxotrophiemangel kompensieren konnten.

Sechs der positiven Klone wurden ausgewahlt, in bidest. H,O resuspendiert und jeweils 10 pl
Zellsuspension auf zwei Glukoseagarplatten (-LEU-URA) und zwei Galaktoseagarplatten (-LEU-URA)
ausgestrichen. Je eine Glukoseplatte und Galaktoseplatte wurde bei 22°C, die beiden anderen Platten
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bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach vier bis sechs Tagen. Galaktose induzierte die
Expression des myristylierten Fusionsproteins (Beuteprotein in pMyr) und nur bei einer Interaktion mit
dem hSos-Fusionsprotein (Kdderprotein) kam es zur Koloniebildung auf der Galaktoseagarplatte (-
LEU-URA) bei 37°C. Auf der bei 37 °C inkubierten Glukoseplatte sollte kein Wachstum der Hefezellen
feststellbar sein.

LiPEG: 10x LiAc (1 M, pH 7,5 mit Essigsaure einstellen) 1 mi
10x TE 1ml
PEG4000 (50 % wi/v in bidest, H20) 8 mi
TE(1x): Tris 10 mM
EDTA 1mM

pH 7,5 mit HCI einstellen

Galaktosemedium (11): Yeast Nitrogen Base 1,79
Ammoniumsulfat 59
Galaktose 209
D-Raffinose 1049
Glycerin 2049
Bacto Agar (nur fiir Platten) 30g

entsprechende Aminosauremischung laut Herstellerangaben zufligen;
pH 6,2 einstellen und autoklavieren

Glukosemedium (11): Yeast Nitrogen Base 1,79
Ammoniumsulfat 59
Glukose 2049
Bacto Agar (nur fiir Platten) 30g

entsprechende Aminosauremischung laut Herstellerangaben zufligen;
pH 6,2 einstellen und autoklavieren

Glukosemedium (11): DOB-Fertigmischung 2749
(DOBA fir Platten 43,7 9)
in 1.000 ml bidest. H,O aufnehmen;
entsprechende Aminosauremischung laut Herstellerangaben zufligen;
pH 6,2 einstellen und autoklavieren

YPD/AH-Medium: YPD-Hefevollmedium 400 ml
Adeninhemisulfat (0,2 % in bidest. H>O) 6 ml

3.5.5 Durchmusterung einer cDONA-Bibliothek

Fir die Durchmusterung der cDNA-Bibliothek wurde eine kommerzielle Pool-Bibliothek (Stratagene)
aus einem Kollektiv von 24 foétalen Gehirnproben aus 16 bis 24 Wochen alten kaukasischen
mannlichen und weiblichen Feten eingesetzt. Diese Bibliothek war bereits (ber die
Restriktionsschnittstellen Xhol und EcoRI in den Expressionsvektor des CytoTrap Systems pMyr
kloniert, welcher ein N-terminales Myristylierungssignal und das URA3 Gen zur Selektion in Hefe
besitzt.

Zunachst wurden kompetente cdc25H-Hefezellen mit pYES2-GAP (dieser Vektor enthdlt das TRP1
Gen zur Selektion auf Tryptophan in Hefe) zur Verminderung der Anzahl falsch positiver Klone (siehe
auch Kapitel 4.5.1 im Eregebnisteil) sowie den hSos-Kdderkonstrukten B3pSOS oder B2pSOS wie
oben beschrieben kotransformiert (der Vektor pSos besitzt das LEU2-Gen zur Selektion auf Leucin in
Hefe). Positive Klone wurden auf Glukose- (-LEU-TRP) Platten bei 22°C fur 4-6 Tage selektiert. Die
Expression des Koéderkonstruktes wurde jeweils mittels Westernblot Gberpruft.

Im Folgenden wurden 50 ml Glukosemedium (-LEU-TRP) mit je drei groRen Kolonien von einem
dieser pratransformierten Stamme beimpft und bei RT und 220 Upm UN inkubiert. Mit 15 ml dieser
Kultur wurden zweimal 200 ml YPD/AH-Medium inokuliert und fiir etwa 6-8 h bis zu einer ODggo=0,6-
0,8 bei RT und 200 Upm inkubiert. Nach Abzentrifugation der Zellen bei 2.500 Upm wurde das
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Zellpellet einmal mit 50 ml bidest. H,O und einmal mit 20 ml LiISORB gewaschen und mit LISORB auf
ein Volumen von 1,5 ml gebracht. 300 ul Trager-DNA (Heringsspermien-DNA-L&sung) wurden fir 20
min gekocht, auf Eis abgekuihlt und bei RT mit 1.200 pl LiSORB versetzt. Dann wurde die Lésung mit
90 pg der cDNA-Bibliothek vermischt und in 50 pl Aliquots aufgeteilt. Zu jedem Aliquot wurden 50 pl
der pratransformierten kompetenten Hefezellen gegeben und bei RT fir 30 min leicht geschittelt. Nun
wurden 900 pl LIPEG zugefiigt und die Losung erneut fir 30 min bei RT leicht geschittelt. Nach
Zugabe von 100 yl DMSO folgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 10 min und eine Abklhlung auf Eis. Die
Zellen wurden 2 min bei 6.000 Upm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellsediment in
100 pl 1x TE aufgenommen. Zur Selektion positiver Klone wurde der Transformationsansatz auf
Glukose-agarplatten (-LEU-TRP-URA) ausgestrichen und fiinf Tage bei 22°C inkubiert. Nur Klone,
welche alle drei Konstrukte enthielten, konnten ihre Auxotrophiemangel kompensieren und waren
daher in der Lage auf den selektiven Agarplatten zu wachsen. Nach der Selektion wurden die
entstandenen Kolonien mittels Replika-Plattierung auf Galaktoseagarplatten (-LEU-TRP-URA)
Ubertragen und sieben Tage lang bei 37°C inkubiert. Gewachsene Klone reprasentierten mogliche
Interaktionen zwischen dem Koderprotein und dem Beuteprotein. Sie wurden in bidest. H,O
resuspendiert und auf eine Glukoseagarplatte (-LEU-TRP-URA) aufgetragen, welche funf Tage bei
22°C inkubiert wurde. Dadurch sollte die durch das vorangegangene Wachstum auf Galaktose
induzierte Expression des Beuteproteins wieder unterdriickt werden. Die hier gewachsenen Klone
wurden wiederum in bidest. H,O aufgenommen und jeweils 10 pl der Suspension wurden auf zwei
Glukoseagarplatten (-LEU-TRP-URA) und zwei Galaktoseagarplatten (-LEU-TRP-URA) aufgebracht.
Je eine Glukoseplatte und Galaktoseplatte wurde bei 22°C und die beiden anderen Platten bei 37°C
inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach sechs bis sieben Tagen. Durch Anwesenheit von Galaktose
wurde erneut die Expression des Beuteproteins induziert und nur bei Interaktion mit dem hSos-
Fusionsprotein kam es zur Koloniebildung auf der Galaktoseagarplatte (-LEU-TRP-URA) bei 37°C.
Wuchs derselbe Hefeklon auch auf Glukoseagarplatten (-LEU-TRP-URA) bei 37°C, handelte es sich
um eine revertante Hefekolonie oder einen falsch positiven Interaktionspartner. Um die
Interaktionspartner identifizieren zu kdnnen, wurde von den positiven Kolonien anschlielRend Plasmid-
DNA isoliert

YPD/AH-Medium: YPD-Hefevollmedium 400 ml
Adeninhemisulfat (0,2 % in bidest. H>O) 6 ml

3.5.6 Plasmid-DNA-Isolierung aus cdc25H-Hefe-Zellen

Drei mit Koder- und Beutekonstrukt kotransformierte Hefekolonien wurden in 5 ml selektivem
Glukosemedium (-LEU-URA) aufgenommen und bei RT und 220 Upm 24 h kultiviert. 3 ml dieser
Kultur wurden bei 6000 Upm fur 2 min abzentrifugiert und die Zellen in 400 pl DB-Puffer
resuspendiert. Nun wurden 40 ul Lyticase (30 mg/ml) zugegeben und das Gemisch 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 6000 Upm fiir zwei min wurde der Uberstand verworfen und
das Sediment einmal mit 500 pl NTE-Puffer gewaschen. Nun wurden 100 pl Lésung 1 zugegeben und
kurz gevortext. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 200 ul Lésung 2 und nach einer vierminitigen
Inkubation bei RT wurden 300 ul Kaliumacetat/ Essigsaure-Lésung zugesetzt und vorsichtig gemischt.
Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde die Suspension abzentrifugiert (5 min bei 14.000 Upm) und 500
ul des Uberstands in ein neues ReaktionsgefaR (iberfiihrt. Es wurden 300 ul Isopropanol zugegeben,
kurz gemischt und nach einer erneuten Zentrifugation fiir 5 Min bei 14.000 Upm wurde der Uberstand
verworfen. Die gefallte Plasmid-DNA wurde mit 300 pl 70 % Ethanol gewaschen und 10 min
getrocknet. Schliellich wurde das Sediment in 50 yl H,O aufgenommen. In der isolierten Plasmid-
DNA befand sich nicht nur das erwiinschte pMyr-Beutekonstrukt, sondern auch das pSos-
Kdderkonstrukt. Zur Selektion auf das Beutekonstrukt wurden kompetente E.coli DH10B-Zellen mit
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der Plasmid-DNA transformiert und auf chloramphenicol-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen. Da
das pMyr-Beutekonstrukt ein Chloramphenicol-Resistenzgen kodiert, konnten nur Kolonien, die dieses
Plasmid enthielten, wachsen. Aus diesen wurde das pMyr-Beutekonstrukt mittels Plasmid-
Minipraparation isoliert und nach einem Kontrollrestriktionsverdau mit Xhol und EcoRI Uber
spezifische Oligonukleotide sequenziert.

DB-Puffer Sorbitol (1 M) 10 ml
EDTA (0,5 M) 20 pl
NTE-Puffer: NaCl 0,1M
Tris-HCI 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1mM
Loésung 1: Glukose 50 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA (pH 8) 1mM
Losung 2: NaOH 0,2M
SDS 1%
Kaliumacetat/Essigsaure: Kaliumacetat (5 M) 40 ml

Essigsaure (10 M, 57 %) 10 ml
3.5.7 Auswertung der erhaltenen Sequenzen

Die DNA-Sequenzen aus den Inserts der pMyr-Kéderkonstrukte und die davon abgeleiteten Protein-
Sequenzen wurden mit Hilfe der Datenbanken GenBank, EMBL (,European Molecular Biology
Laboratory”), DDBJ (,DNA Databank of Japan“) und PDB (,Protein Data Base*) verglichen. Dazu
wurden die vom NCBI (,National Center for Biotechnology®) zur Verfiigung gestellten BLAST- (,Basic
Local Alignment Search Tool“) Programme ,blastp“ und ,blastn“ verwendet (Altschul et al., 1990).

3.5.8 Proteinisolierung aus Hefe

Eine mit dem Kdderkonstrukt transformierte Hefekolonie wurde in 5 ml selektivem Glukosemedium bei
25°C und 250 Upm etwa 48 h bis zu einer ODgyp>1 inkubiert. Danach wurden die Hefezellen bei 4.000
Upm und 4°C fiir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in 1 ml eiskaltem
bidest. H,O resuspendiert. Nach Zugabe von 150 pl frischem NaOH/B-Mercaptoethanol-Puffer und
grundlichem Mischen wurde die Suspension 15 min auf Eis inkubiert. Nun wurden 150 ul TCA (55 %
in bidest. H,O) zugegeben, gevortext und erneut fir 10 min auf Eis inkubiert. AbschlieRend wurde der
Proteinextrakt fir 10 min mit 14.000 Upm bei 4°C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Sediment wurde in 300 ul SU-Puffer resuspendiert und fir 3 Min auf 65°C erhitzt. Der Nachweis des
Kdderfusionsproteins erfolgte mittels SDS-PAGE und Westernblot mit einem anti-Sos1-Antikorper.

NaOH/B-Mercaptoethanol-Puffer: NaOH 1,85 M
B-Mercaptoethanol 7,5 %
SU-Puffer: SDS 5%
Urea 8M
Tris-HCI (pH 6) 125 mM
EDTA 0,1 mM
Bromphenolblau 0,005 %

bei -20°C aufbewahren;
vor Gebrauch 15 mg DTT pro ml SU-Puffer zugeben
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4 Ergebnisse

4.1 Molekulare und funktionelle Analyse von pathogenen
Missense-Mutationen im humanen Gen fiir das Zelladhasions-
Molekul L1

Mutationen in L1CAM, dem Gen, das fur das neuronale Zelladhasionsmolekul L1
kodiert, verursachen verschiedene Kklinisch heterogene X-chromosomal vererbte
Entwicklungsstérungen des Gehirns (L1-Spektrum Erkrankungen). Von einzelnen
Mutationen, die Aminosaureaustausche in den extrazelluldaren Domanen von L1
verursachen, ist bekannt, dass sie die posttranslationale Prozessierung oder
verschiedene Protein-Interaktionen des Molekuls beeinflussen (De Angelis et al.,
2002; De Angelis et al., 1999; Moulding et al.,, 2000). Wie daraus neuronale
Entwicklungsstérungen resultieren, ist jedoch wenig untersucht. In dieser Arbeit
wurde daher ein in vitro Modell fir die qualitative und quantitative Analyse der Effekte

von naturlich vorkommenden Missense-Mutationen in L71CAM entwickelt.

4.1.1 L1 wird im humanen und murinen ZNS exprimiert

Zur Detektion des L1-Proteins wurde der Antikérper pAbex2, der gegen die
neuronale Spleillvariante von humanem L1 gerichtet ist, hergestellt (Eurogentec). Als
Epitop fur die Immunisierung diente ein Oligopeptid, welches im wesentlichen aus
den Aminosauren des nur in der neuronalen SpleiRvariante von L1 translatierten
Exons 2 besteht. Um die Funktionalitat dieses Antikdrpers zu Uberprifen, wurden
Lysate von adultem murinem Gehirn sowie von humanem Neokortex und Corpus

callosum mittels Westernblot mit pAbex2 untersucht (Abb. 6).

Abb.6: Nachweis der Expression von L1 im
murinen und humanen Gehirn mittels
Westernblot

Es wurden Lysate von murinem adultem Gehirn
sowie humanem adulten Neokortex und Corpus
callosum auf die Expression von L1 untersucht. Als
Positivkontrolle wurden mit dem L1-pIRESneo-
kDa Konstrukt transfizierte NIH-3T3-Zellen verwendet,
250— als Negativkontrolle nicht transfizierte Zellen. Fir die
Detektion wurde der Antikdrper pAbex2 verwendet.
Links neben dem Blot sind zwei Molekulargewichte
des verwendeten Proteinstandards markiert.

L1wt pIRES in NIH-3T3
murines Gehirn

humaner Neokortex
humanes Corpus callosum
NIH-3T3

|

160—

:
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Als Positivkontrolle wurden mit dem Wildtyp-L1-pIRESe.-Konstrukt transfizierte NIH-
3T3-Zellen verwendet, als Negativkontrolle dienten nicht transfizierte NIH-3T3-Zellen.
Reifes, voll glykosyliertes L1-Protein das an der Zelloberflache lokalisiert ist, wird
durch eine 215 kDa Bande reprasentiert (Mujoo et al., 1986; Wolff et al., 1988; Zisch
et al., 1997), wahrend unreifes, nicht vollstandig prozessiertes L1 durch eine 200
kDa, eine 140 kDa Bande und verschiedene kleinere Fragmente reprasentiert wird
(Moulding et al., 2000). In den humanen Hirnlysaten wurden die erwarteten L1-
Proteinbanden von 215, 200 und 140 kDa detektiert, wahrend die beschriebenen
kleineren Fragmente von 80 und 65 kDa (Wolff et al., 1988) mit pAbex2 nicht
nachzuweisen waren. Im murinen Gehirn konnten mit pAbex2 die beschriebenen
Banden von 200 und 140 kDa detektiert werden, jedoch nicht die 80 kDa Bande
(Dahme et al., 1997; Faissner et al., 1985; Sadoul et al., 1988). In mit humanem
Wildtyp-L1 transfizierten NIH-3T3-Zellen war ebenfalls eine Doppelbande von 215
und 200 kDa erkennbar. Zusammenfassend ist pAbex2 hochspezifisch, detektiert die
Hauptformen von L1 in Maus und Mensch und ist somit zur Untersuchung des L1-

Proteins geeignet.

4.1.2 Stabile Expression von humanem Wildtyp-L1 und mutierten L1-
Konstrukten in NIH-3T3-Zellen

Durch in vitro Mutagenese wurden in die vollstandige Wildtyp-cDNA der humanen
neuronalen Isoform von L71CAM folgende pathogene Missense-Mutationen
eingefuhrt: 1179S, R184W, C264Y (alle drei kloniert von Piret Michelson) und Y194C.
Alle Mutationen fuhren zu einem Aminosaureaustausch in der zweiten oder dritten Ig-
Domane des Proteins (Abb. 7A). Die Wildtyp- und die mutierten L1CAM-cDNAs
wurden in den bicistronischen eukaryotischen Expressionsvektor pIRES,e, kloniert.
NIH-3T3-Mausfibroblasten wurden mit den Konstrukten stabil transfiziert (Zelllinien
3T3L1wt, 3T31179s, 3T3r1saw, 3T3c2eay uUnd 3T3yq0ac) und die Funktionalitat der
Konstrukte mittels SDS-PAGE und Westernblot Uberprift (Abb. 7B). Als
Positivkontrolle wurden humane Neuroblastomzellen (Kelly-Zellen), die L1 endogen
exprimieren, verwendet, als Negativkontrolle dienten mit dem Vektor pIRES,e, stabil
transfizierte NIH-3T3-Zellen (Zelllinie mock). Fur die Detektion wurde der Antikorper
pAbex2 verwendet. In allen stabilen Zelllinien war mindestens eine der fur Wildtyp-L1

typischen Banden von ~ 200 und ~215 kDa erkennbar und es wurden vergleichbare
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Mengen an Wildtyp- und mutierten L1-Proteinen synthetisiert. In Kelly-Zellen ist nur

vollstandig glykosyliertes Protein (215 kDa) nachweisbar.

R184W
Y194C
1179S C264Y
@ Ig !l Ig Il @ @ Ig VI
NH, COOH
B ) 0 ” Abb. 7: Schematische Darstellung der
[ﬁ fﬁ & '&J E Domanenstruktur des L1-Proteins mit
8 x n—é_ 2 - 3 Angabe der Positionen der Missense-
ﬂ > S' @ % ; g Mutationen und Nachweis der L1-
= ©
n—é_ N E = g 8 E Proteinexpression in stabil trans-
kDa - fizierten NIH-3T3-Zellen
250— j " (A) Schematische Darstellung der

w ” Wildtyp- und mutierten L1-Konstrukte im
Vektor pIRESneo. Ig: Immunoglobulin-
od i W ww o P g 9

ahnliche Domane; Fn-Illl: Fibronektin-Typ
IIl — dhnliche Doméne; TM: Transmem-
bran Domane. (B) Untersuchung der L1-Proteinexpression in stabil transfizierten NIH-3T3-Zellen mittels
Westernblot. Die Zellen wurden mit den oben angegebenen Konstrukten transfiziert. Als Positivkontrolle dienten
endogen L1-exprimierende humane Neuroblastom-Zellen (Kelly), als Negativkontrolle mit dem pIRESe, Vektor
transfizierte Zellen. Fir die Detektion wurde der Antikorper pAbex2 verwendet. Links neben dem Blot ist das
Molekulargewicht einer Bande des verwendeten Proteinstandards angegeben.

Bei den mutierten Proteinen L1-Y194C und L1-1179S ist im Verhaltnis zu Wildtyp-L1
die 215 kDa Bande schwacher und die 200 kDa Bande starker, was auf eine
veranderte Prozessierung dieser Proteine hinweist. Die mutierten Proteine L1-
R184W und L1-C264Y zeigen nur die 200 kDa Bande, was ebenfalls auf eine
veranderte Prozessierung schlieRen lasst und eine Expression dieser Proteine an

der Zelloberflache unwahrscheinlich macht.

4.1.3 Glykosylierung von Wildtyp- und mutierten L1-Proteinen

Pathogene Missense-Mutationen im Gen L7CAM kdénnen zu unvollstandiger
Glykosylierung und fehlerhafter Prozessierung des L1-Proteins fihren (Moulding et
al., 2000). Um zu Uberprufen ob die hier untersuchten mutierten Proteine korrekt

prozessiert werden, wurde ihr Glykosylierungsmuster im Vergleich zu Wildtyp-L1
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untersucht. Dazu wurde zunachst mit Hilfe von Tunicamycin die kotranslationale N-
gekoppelte Glykosylierung in den Wildtyp-L1 und die mutierten L1-Proteine stabil

exprimierenden Zelllinien sowie in Kelly-Zellen gehemmt (Abb. 8A).

A Kelly Liwt  [179S R184W C264Y Y194C
Tunicamycin_ -  + - + - + -+ - o+ -+ kDa
- . - w—— | - 250

i - - -—
- iy BT W | - 160

B

Endo H + - + - o+ -+ -+ -+ -
PNgaseF - + - + - + - + - 4+ -+ kDa
-250

- - ”

e T

Abb. 8: Glykosylierung und Prozessierung von Wildtyp- und mutierten L1-Proteinen

Westernblotanalyse von mit Wildtyp- und mutierten L1-Konstrukten stabil transfizierten NIH-3T3-Zellen. Als
Positivkontrolle dienten Kelly-Neuroblastomzellen. Fir die Detektion wurde der Antikérper pAbex2 verwendet. (A)
Unbehandelte Zellen (-) wurden verglichen mit Zellen, die vor der Lyse mit dem Kkotranslationalen
Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin behandelt wurden (+). (B) Die Zelllysate wurden mit den Enzymen PNGase
F, durch das eine vollstandige Deglykosylierung der Proteine erfolgt, und Endo H, welches nur unvollstédndig
prozessierte Proteine deglykosyliert, behandelt.

Es kam bei allen untersuchten Proteinen zu einer starken Reduzierung der 215 und
200 kDa Banden. Gleichzeitig war eine neue 160 kDa Bande detektierbar, bei der es
sich um nicht glykosyliertes ,full-length" L1-Protein handelt (Faissner et al., 1985;
Mujoo et al., 1986). Weiterhin wurden die Zelllysate mit PNGase F behandelt (Abb.
8B), einem Enzym das zur vollstandigen Deglykosylierung von Proteinen flhrt. Nach
der Behandlung war in allen Lysaten ebenfalls die 160 kDa Bande detektierbar.
Beide Experimente bestatigen die Anwesenheit von full-length® L1 in allen
untersuchten Lysaten.

Um festzustellen, ob Wildtyp-L1 und die verschiedenen Mutationen korrekt
prozessiert werden, wurde die Deglykosidase Endo-B-N-acetylglucosaminidase
(Endo H) eingesetzt, welche nur unmodifizierte, nicht jedoch im Golgi-Apparat
modifizierte, = N-gekoppelte  Glykosylgruppen entfernt.  Sensitivitdt  eines
Zelloberflachenproteins gegenuber Endo H deutet auf eine unvollstandige oder
fehlerhafte Prozessierung und damit eine reduzierte oder nicht vorhandene
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Zelloberflachenlokalisation hin (Moulding et al., 2000). Wie in Abb. 3B erkennbar,
zeigte nur die 215 kDa Bande, die bei Kelly-Zellen, Wildtyp-L1 und den mutierten
Proteinen L1-Y194C und L1-1179S vorhanden war, Resistenz gegenuber Endo H.
Die Sensitivitat des 200 kDa Proteins gegentber Endo H deutet darauf hin, dass die
mutierten Proteine L1-C264Y und L1-R184W falsch prozessiert werden. Eine
fehlende Zelloberflachenlokalisation mutierter Proteine kann unter Umstanden in vitro
durch Behandlung der Zellen mit Glycerin behoben werden (Sato et al., 1996). Im
Fall der mutierten Proteine L1-C264Y und L1-R184W konnte jedoch auch durch eine
entsprechende Glycerinbehandlung die korrekte Lokalisation der Proteine nicht
erreicht werden (Daten nicht gezeigt).

41.4 Nur korrekt prozessiertes L1-Protein ist an der Zelloberflache
transfizierter NIH-3T3-Zellen lokalisiert

Fir die direkte Untersuchung der subzellularen Lokalisation wurden
Immunfluoreszenzexperimente an lebenden und fixierten Zellen durchgefihrt. In
lebende Zellen kdnnen Antikorper nicht eindringen, so dass nur an der Zelloberflache
lokalisierte Proteine nachgewiesen werden konnen, wogegen bei zuvor fixierten
Zellen auch in der Zelle befindliche Proteine detektiert werden. Lebende oder zuvor
fixierte mit den verschiedenen L1-Konstrukten stabil transfizierte NIH-3T3-Zellen
wurden dazu mit dem kommerziellen gegen L1 gerichteten Antikorper mAb5G3 (BD
Biosciences) inkubiert. Als Negativkontrolle dienten mit dem Vektor pIRES;e,
transfizierte Zellen (3T3mock). Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Cy3-konjugierten
sekundaren Antikbpers am Fluoreszenzmikroskop. Wie in Abb. 9 erkennbar, konnten
Wildtyp-L1 und alle vier mutierten Proteine in fixierten Zellen detektiert werden. Eine
Detektion auf der Oberflache lebender Zellen war allerdings nur bei Wildtyp-L1 sowie
den mutierten Proteinen L1-Y194C wund L1-1179S moglich. Die Immun-
fluoreszenzexperimente bestatigen also die bereits aus der Glykosylierungsanalyse
resultierende Annahme, dass nur Wildtyp-L1 und die mutierten Proteine L1-Y194C
und L1-1179S an die Zelloberflache gelangen, wahrend die mutierten Proteine L1-
C264Y und L1-R184W zwar in der Zelle synthetisiert werden, durch fehlerhafte

Prozessierung jedoch im Zellinneren verbleiben.

64



ERGEBNISSE
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Abb. 9: Immunfluoreszenzfarbung von stabil in NIH-3T3-Zellen exprimiertem humanem Wildtyp-L1 und
verschiedenen mutierten L1-Proteinen

A-F: Das gesamte in der Zelle vorhandene L1-Protein wurde nach einer Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA)
detektiert. G-M: Die Oberflachenlokalisation des L1-Proteins wurde an lebenden, nicht fixierten Zellen untersucht.
NIH-3T3-Zellen wurden stabil mit L1wtpIRES (A,G,N), und den mutierten L1-Konstrukten 1179SpIRES (B,H,0),
R184WpIRES (C,J,P), Y194CpIRES (D,K,Q) und C264YpIRES (E,L,R) transfiziert. Als Negativkontrolle wurden
mit dem Vektor pIRES,e, stabil tranfizierte Zellen (mock) (F,M,S) verwendet. Die Immundetektion erfolgte mit dem
primaren Antikdrper mAb5G3 und einem Cy3-gekoppelten sekundaren Antikérper. (G-M Vergréerung 400x; N-S
Vergréerung 100x).
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4.1.5 Missense-Mutationen in L1 haben einen reduzierenden Einfluss auf das

Neuritenwachstum muriner zerebellarer Neurone

Es ist bereits seit langem bekannt, dass homophile Interaktionen zwischen auf
Substrat und Neuronen exprimiertem L1-Protein das Neuritenwachstum fordern
(Kleitman et al., 1988; Lemmon et al., 1989). Um die funktionalen Auswirkungen der
Mutationen im L1-Molekul auf das Neuritenwachstum zu untersuchen wurde ein
Neuritenwachstums-Assay durchgefuhrt (Abb. 10).

— R Y -

Praparation von
zerebellaren
Mauseneuronen

24h Kokultur

\
48h  gubstrat-Zellen /?\
Stabil transfizierte

NIH-3T3-Zellen Immunfluoreszenzfarbung
Anti-Neuromodulin

-4

Abb. 10: In vitro Modell zur Analyse der Auswirkungen von Mutationen in neuronalen
Zelloberflaichenmolekiilen auf das Neuritenwachstum
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Um die Auswirkungen von Mutationen in neuronalen Zelloberflachenmolekilen auf das Neuritenwachstum zu
untersuchen, werden stabil mit dem Wildtyp- bzw. dem mutierten Protein transfizierte Zellen als Substrat fur das
Wachstum muriner zerebellarer Neurone verwendet. Nach 24stindiger Kokultur erfolgt eine
Immunfluoreszenzfarbung der Neurone. Diese werden dann am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen und die
Lange ihrer Neuriten mit dem Computerprogramm Scion Image vermessen.

Eine Vorraussetzung fur dieses Modell ist, dass murines und humanes L1
interagieren kdnnen. Dies konnte bereits von Moulding et al. (2000) gezeigt werden.

FUr das Modell wurden die stabil Wildtyp-L1 oder mutiertes L1 exprimierenden
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Zelllinien 3T3p1wt, 3T31170s, 3T3r1saw, 3T3coeay und 3T3vieac als Substrat far
auswachsende, murine zerebellare Neurone genutzt. Als Negativkontrole diente eine
mit dem pIRES ¢ Vektor stabil transfizierte Zelllinie (3T3mock). Die Neurone wurden
24 h mit den Substratzellen kokultiviert, danach mit dem neuronspezifischen anti-
Neuromodulin/GAP43-Antikorper (BD Biosciences) Immunfluoreszenz-markiert und
am Fluoreszenz-Mikroskop fotografiert. Aufnahmen der Immunfluoreszenz-gefarbten
zerebellaren Neurone nach 24stindiger Kokultur auf verschiedenen Substratzellen
sind in Abbildung 11 zu sehen. Da die Substratzellen nicht extra angefarbt wurden,

sind diese nur schwach im Hintergrund erkennbar.

Mock

L1wt

Abb. 11: Neuritenwachstum zerebelldrer muriner Neurone auf verschiedenen Substratzellen
Immunfluoreszenzfarbung zerebelldrer muriner Neurone, die 24h auf den stabilen Zellinien 3T3mock (A, B) oder
3T3L1wt (C, D) kultiviert wurden. Die Detektion erfolgte mit einem neuronspezifischen primaren Antikérper gegen
Neuromodulin/ GAP-43 und einem Cy3-gekoppelten sekundéren Antikérper. Die Aufnahmen wurden mit 400-
facher VergrofRerung am Fluoreszenz-Mikroskop gemacht.

Die Lange der ausgewachsenen Neuriten wurde anschlieBend mit Hilfe eines
Computerprogramms vermessen. Es wurden je drei unabhangige Experimente
durchgefuhrt und fur jedes Substrat insgesamt mindestens 440 Neuriten
ausgemessen. Wie aus Abbildung 12 ersichtlich, wurde das Neuritenwachstum durch
die Expression von Wildtyp-L1 im Vergleich zu Mock-transfizierten Zellen stark
gefordert. Die auf 3T3_1w-Substratzellen gewachsenen Neuriten waren mit einer
durchschnittlichen Lange von 93 +/- 59 ym (+/- Standardabweichung) signifikant
langer als die auf mock-transfizierten Zellen gewachsenen Neuriten (55 +/- 37 pym).
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Abb. 12: Mittleres Neuritenwachstum zerebellarer muriner Neurone auf mit verschiedenen L1-Konstrukten
stabil transfizierten Substratzellen

Angegeben ist die mittlere Lange der Neuriten zerebelldrer muriner Neurone, die auf verschiedenen stabil
transfizierten Substrat-Zellinien (3T3i1wt, 3T3i170s, 3T3r1saw, 3T3vioac uUnd 3T3czeay) innerhalb 24stlindiger
Kokultur ausgewachsen sind. Als Negativkontrolle wurden 3T3wuock-Zellen verwendet. Es sind die Mittelwerte aus
drei unabhangig voneinader durchgefiihrten Experimenten angegeben. Fehlerbalken:S.E. x 1. *reduzierte
Neuritenlange im Vergleich zu auf Wildtyp-L1 exprimierenden Substratzellen gewachsenen Neuronen (ANOVA
<0,0005).

Im Vergleich zum Wildtyp wurde das Neuritenwachstum durch die verschiedenen
Mutationen weniger stark (Y194C: 75 +/ -48 ym) oder nur geringflugig (1179S: 58 +/-
38 um) bzw. gar nicht (R184W: 50+/- 30 ym; C264Y: 56 +/- 41 ym) gefordert. Der

Anteil relativ langer Neuriten nahm entsprechend der reduzierten durchschnittlichen

Stimulation des Neuritenwachstums auf den verschiedenen Substraten ab (Tab. 10).

Tab 10. Prozentuale Verteilung ldngerer Neuriten und relative Stimulierung des durchschnittlichen
Neuritenwachstums auf den verschiedenen stabilen Substratzelllinien

Angegeben ist jeweils die stabile Substratzelllinie, der Prozentsatz an Neuriten, deren Lange 80 bzw. 120 uM
Uberschreitet sowie die prozentuale Stimulierung des Neuritenwachstums im Vergleich zu Wildtyp-L1 (100%) und
Mock (0%).

% Neuriten mit Langen % Stimulierung des
stabile Substratzellinie durcnschnlttl_lchsn Nlegr;;[en-
> 80uM > 120pM wac §tums im Vergleich zu
Wildtyp-L1 und Mock
3T3L 1wt 51 27 100
3T3v104c 36 16 53
3T3i170s 24 9 8
3T3co64y 21 7 3
3T3Rr18aw 14 4 13
3T3Mock 20 5 0
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4.2 Analyse der Expression und subzellularen Lokalisation des

humanen Plexin B3-Proteins

Loci fur verschiedene Formen X-chromosomal vererbter geistiger Behinderung oder
syndromaler Entwicklungsstorungen des Nervensystems kartieren in Xq28, darunter
auch das L1CAM-Gen. In unmittelbarer Nachbarschaft von L1CAM liegt das Gen fur
Plexin B3 (PLXNB3), einem Mitglied der Plexin-Familie. Plexine sind als
transmembrane Rezeptoren im Nervensystem an der Semaphorin-vermittelten
Wegfindung von Axonen beteiligt (Tamagnone et al., 1999). Unter den vier
Unterfamilien (A-D) ist die Plexin-A-Familie betreffend ihrer Expression und Funktion
am besten charakterisiert (Fiore & Puschel, 2003). Die B-Plexine sind dagegen
weniger gut untersucht, jedoch konnte fur Plexin B1 eine ahnliche Rolle beim
Auswachsen von Axonen, wie sie fur die A-Plexine beschrieben wurde,
nachgewiesen werden (Tamagnone et al., 1999; Worzfeld et al., 2004). Plexin B3 ist
daher ein positionelles und funktionelles Kandidatengen flr X-chromosomal vererbte
neurologische Stérungen und mentale Retardierung, und seine Funktion im

Nervensystem sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

4.2.1 Plexin B3 ist im humanen und murinen Gehirn mittels Westernblot

nachweisbar

A-Plexine (Plexin A1-A4) zeigen ein breites, aber differenziertes Expressionsmuster
im sich entwickelnden zentralen und peripheren Nervensystem der Maus (Murakami
et al., 2001; Suto et al., 2003). Die Expression der B-Plexine (B1-B3) wurde bisher
nur mit Hilfe von Northern Blots und in situ Hybridisierung untersucht. Wahrend fur
Plexin B1 und B2 eine neuronale Expression beschrieben wurde (Cheng et al., 2001;
Worzfeld et al., 2004), gibt es fur Plexin B3 widerspruchliche Angaben. Wahrend
Worzfeld et al. (2004) eine entwicklungsabhangige Expression in Oligodendrozyten
beschreiben, wurde von Cheng et al. (2001) und auch in unserer Arbeitsgruppe fur
Plexin B3 eine Expression in Neuronen gefunden, wie sie auch fur die anderen
Plexine beschrieben wird.

Um die Expression von Plexin B3 auf Proteinebene zu Uberprifen, wurden
Antikorper gegen die Sema-Domane von murinem Plexin B3 (pAbmB3) und gegen
die Sema-Domane (pABhB3-A) und die dritte IPT-Domane (pAbhB3-B) von

humanem Plexin B3 kommerziell hergestellt (Eurogentec). Lysate von murinem

69



ERGEBNISSE

Gehirn und humanem Corpus callosum und Neokortex wurden mittels Westernblot

mit diesen Antikorpern untersucht (Abb. 13).
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s ‘| Abb. 13: Nachweis der Expression von Plexin B3 im
105— humanen und murinen Gehirn mittels Westernblot.
——— (A) Lysate von humanem Neokortex und Corpus
callosum wurden auf die Expression von Plexin B3
75— [ untersucht. Als Positivkontrolle dienten mit dem Plexin

B3-pIRES-Konstrukt transfizierte, als Negativkontrolle mit
dem pIRES;e, Vektor transfizierte COS-7-Zellen. Fur die Detektion wurde der Antikérper pAbhB3-B verwendet.
(B) Murines Gehirnlysat wurde mit dem Antikdrper pAbmB3 auf die Expression von Plexin B3 untersucht. Als
Positivkontrolle dienten mit einem V5-markierten verkurzten murinen Plexin B3-Konstrukt transfizierte COS-7-
Zellen. Die Positivkontrolle wurde zusatzlich mit dem V5-Antikérper detektiert. Als Negativkontrolle dienten mit
dem pcDNAV5-Vektor transfizierte COS-7-Zellen.

Als Positivkontrolle wurden mit dem humanen ,full-length“ Plexin B3-pIRES-Konstrukt
bzw. einem um die intrazellularen Domanen verklrzten V5-markierten murinen
Plexin  B3—pcDNA-Konstrukt  transfizierte @ COS-7-Zellen  verwendet. Als
Negativkontrolle dienten mit den leeren Vektoren transfizierte Zellen. Wie in Abb.
13A erkennbar, detektiert der Antikorper pAbhB3-B sowohl in transfizierten COS-7-
Zellen als auch in humanem Neokortex je eine Bande bei ~ 260 kDa und ~ 120 kDa.
Die 260 kDa Bande entspricht der erwarteten Grolke des ,full-length® Plexin B3-
Proteins. Bei der 120 kDa Bande handelt es sich wahrscheinlich um das Produkt
einer Spaltung durch Proproteinkonvertasen, wie sie bereits fur Plexin B1 und B2
beschrieben wurde (Artigiani et al., 2003). Im Neokortex-Lysat sind zusatzlich drei
weitere Banden von ~90, 75 und 70 kDa erkennbar, bei denen es sich
wahrscheinlich um weitere Spalt- oder Abbauprodukte handelt. Im humanen Corpus

callosum und in der Negativkontrolle konnte kein Plexin B3 detektiert werden.
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Mit dem Antikdrper pAbhB3-A, der gegen die Sema-Domane von Plexin B3 gerichtet
ist, konnte in mit dem PlexinB3pIRES-Konstrukt transfizierten COS-7-Zellen nur die
260 kDa Bande nicht aber die 120 kDa Bande detektiert werden. Natives Protein im
humanen Neokortex oder Corpus callosum war mit diesem Antikdrper nicht
nachweisbar (Daten nicht abgebildet), was daran liegen konnte, dass die ,full-length®
260 kDa Bande dort nur schwach vorhanden ist. Fur die weiteren Versuche wurde
daher ausschliel3lich der pAbB3-B-Antikdrper verwendet.

Im murinen Gehirn-Lysat konnte mit dem Antikérper pAbmB3 ebenfalls eine ~260
und eine ~120 kDa Bande dargestellt werden (Abb. 13B), was dem Muster im
humanen Gehirn entspricht. Allerdings war hier zusatzlich eine ~150 kDa Bande
detektierbar, wahrend die kleineren Banden fehlten. Dies konnte an den
unterschiedlichen Epitopen der beiden Antikérper (Maus: Sema-Domane und
Mensch: dritte IPT-Domane) liegen. Nach Transfektion des mB3pcDNAVS5-
Konstrukts (murines Plexin B3, Aminosauren 1-1252) in COS-7-Zellen, wurde von
diesem Antikdrper ebenfalls ein Protein der erwarteten Gréflke (170 kDa) detektiert.
Hier war zusatzlich zu der erwarteten 170 kDa Bande eine kleinere 120 kDa Bande
erkennbar, die das Produkt einer Proproteinkonvertase-Spaltung sein konnte.

Um die Expression von Plexin B3 weiter zu Uberprufen, wurden 14 verschiedene
humane Glioblastom-Zelllinien mit dem pAbhB3-B-Antikorper untersucht (Abb. 14).
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Abb. 14: Untersuchung der Expression von Plexin B3 in humanen Glioblastom-Zelllinien mittels
Westernblot

Lysate verschiedener humaner Glioblastom-Zelllinien wurden mit dem Antikérper pAbhB3-B auf die Expression
von Plexin B3 untersucht. Als Positivkontrolle dienten mit dem Plexin B3pIRES-Konstrukt transfizierte COS-7-
Zellen.
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In der Zelllinie G124 konnte eine Expression von Plexin B3 nachgewiesen werden.
Das Bandenmuster entsprach dem im humanen Neokortex, allerdings waren nur die
260 und die 120 kDa Bande detekierbar. In den Ubrigen Zelllinien und auch in den flr
L1 positiven Kelly-Zellen war kein Plexin B3 nachweisbar. Zusammenfassend ist
Plexin B3 mit den von uns in Auftrag gegebenen Antikorpern im murinen und

humanen Gehirn sowie einer Glioblastomzelllinie detektierbar.

4.2.2 Nachweis der Expression von Plexin B3 in transient und stabil

transfizierten Zelllinien mittels Westernblot

Um die Expression und Funktion des humanen Plexin B3-Proteins weiter
untersuchen zu koénnen, wurde die vollstandige Kodierregion von PLXNB3 in
verschiedene eukaryotische Expressionsvektoren kloniert. Um die Lokalisation des
Proteins sowie Protein-Interaktionen zu analysieren, wurde ein Konstrukt im
bicistronischen Expressionsvektor pIRES,e,, welches fur nicht markiertes Plexin B3
kodiert, sowie ein Konstrukt im Vektor pSecTag, welches fur myc-markiertes Plexin-
B3 kodiert, hergestellt. Fur die Analyse der subzellularen Lokalisation des Proteins
wurde die PLXNB3-Kodierregion in die Vektoren pEGFP-N1 und pEGFP-C1 kloniert.
Zusatzlich wurde ein Konstrukt im Vektor pIRESe, hergestellt, bei dem ein Teil der
Basenpaare, die fur das Signalpeptid von Plexin B3 kodieren (Bp 1-36), deletiert
wurden (ASignalB3pIRES). COS-7-Zellen wurden mit den Konstrukten transient
transfiziert und ihre Funktionalitat mittels SDS-PAGE und Westernblot Uberpruft
(Abb. 15).
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Abb. 15: Nachweis der Expression verschiedener Plexin B3-Konstrukte in transient transfizierten COS-7-
Zellen mittels Westernblot

COS-7-Zellen wurden transient mit den oben angegebene Plexin B3-Konstrukten transfiziert. Als Negativkontrolle
dienten nicht transfizierte Zellen. Die Detektion erfolgte mit dem Antikérper pAbhB3-B.
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In allen untersuchten Lysaten ist mit pAbhB3-B die erwartete 260 kDa Bande
detektierbar, die auf eine Expression von vollstandig glykosyliertem ,full-length®
Plexin B3 schlieRen Iasst.

Zusatzlich wurden fur weitere Experimente stabil Plexin B3 exprimierende Zellen
hergestellt, indem NIH-3T3-Zellen und COS-7-Zellen mit Plexin B3pIRES transfiziert
und anschlielfend mit Geneticin selektiert wurden (Zelllinien 3T3g3 und COS-7g3).
Nach Transfektion mit Plexin B3 zeigten die Zellen eine verstarkte
Oberflachenadhasion einhergehend mit einer abgeflachteren, breiteren Zellform
(Daten nicht gezeigt). Die Expression von Plexin B3 wurde ebenfalls mittels
Westernblot Uberpruft (Daten nicht abgebildet). Es wurde die gleiche Bande wie in

transient transfizierten Zellen detektiert.

4.2.3 Glykosylierung und Prozessierung von Plexin B2 und B3

Um zu Uberprufen, ob die von den verschiedenen Plexin B3—Konstrukte kodierten
Plexin B3-Proteine korrekt prozessiert werden und somit ihre korrekte Lokalisation in
der Zelle erreichen kénnen, wurde ihr Glykosylierungsmuster mit der Deglykosidase
Endo H und dem kotranslationalen Glykosylierungsinhibitor Tunicamycin (wie bereits
unter 4.1.3 flr L1 beschrieben) untersucht. Wie in Abb. 11A erkennbar, resultierte die
Behandlung von mit B3pIRES transfizierten Zellen mit Tunicamycin und Endo H in
einer Abnahme der Intensitat der 260 kDa Bande, wahrend gleichzeitig neue Banden
von ~220 (EndoH) und 200 kDa (Tunicamycin) erkennbar waren. Dies lasst darauf
schlielen, dass es sich bei der 260 kDa Bande um voll glykosyliertes, ,full-length®
Plexin B3 handelt, das wahrscheinlich an der Zelloberflache lokalisiert ist, wahrend
die 200 kDa Bande nicht glykosyliertes und die 220 kDa Bande unvollstandig
glykosyliertes Protein reprasentieren. Die teilweise Sensitivitat der 260 kDa Bande
gegen Endo H lasst sich wahrscheinlich auf die Uberexpression des Proteins
zuruckfuhren, da die Prozessierungskapazitaten der Zelle Uberschritten werden. Ein
groRer Anteil des 260 kDa Proteins ist jedoch resistent gegenuber Endo H, also
offenbar  korrekt glykosyliert, und erreicht somit wahrscheinlich seine korrekte
Position in der Zelle.

Um die vermutete Zelloberflachenlokalisation der 260 kDa Form von Plexin B3 weiter
zu uberprufen, wurde mit Zelloberflachenbiotinylierung, anschlieRender
Immunprazipitation und Detektion im Westernblot untersucht, ob sich Plexin B3 an
der Oberflache transfizierter Zellen befindet. In dem mit dem pAbhB3-B prazipitierten
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Lysat ist mit an alkalische Phosphatase gekoppeltem Streptavidin eine 260 kDa
Bande detektierbar, was zeigt, dass Plexin B3 an der Zelloberflache lokalisiert ist
(Abb. 16A).
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C Abb. 16: Glykosylierung und
Oberflachenlokalisation von PlexinB3
pIRES, ASignalPlexinB3pIRES und
Plexin B2pFLAG

Westernblotanalysen von mit Plexin
B2pFLAG und verschiedenen Plexin B3-
kDa - r Konstrukten transfizierten COS-7-

B2pFLAG
Tunicamycin
Oberflaichen
-Biotinylierung

Endo H
CO0S-7

Zelllysaten. Als Negativkontrolle dienten
nicht transfizierte COS-7-Zellen. (A)
Unbehandelte, mit dem B3pIRES-Konstrukt
transfizierte COS-7-Zellen wurden mit
Zellen verglichen, die vor der Lyse mit

l

250

Endo H oder Tunicamycin behandelt

wurden oder an denen eine Oberflachen-
biotinylierung durchgefiihrt wurde. Fir die Detektion wurde der Antikérper pAbhB3-B verwendet, bzw. im Fall der
Oberflachenbiotinylierung an alkalische Phosphatase gekoppeltes Streptavidin. (B) Zellen, die mit dem
ASignalB3pIRES-Konstrukt transfiziert wurden, wurden der gleichen Behandlung wie die Zellen in (A) unterzogen.
(C) Mit dem B2pFLAG Konstrukt transfizierte Zellen wurden der gleichen Behandlung wie die Zellen in (A)
unterzogen. Fir die Detektion wurde ein anti-FLAG-Antikdrper verwendet.

Die fur PlexinB3pIRES beschriebenen Experimente wurden auch mit
PlexinB3pSecTag und ASignalB3pIRES durchgefuhrt. Mit B3pSecTag wurden die
gleichen Ergebnisse erzielt wie flir B3pIRES, auch das von diesem Vektor
produzierte Protein ist an der Zelloberflache lokalisiert (Daten nicht gezeigt). Bei
ASignalB3pIRES ist im Gegensatz dazu die 260 kDa Isoform vollstandig sensitiv

gegenuber Endo H und nach einer Oberflachenbiotinylierung konnte mit Streptavidin
keine Bande detektiert werden, was darauf schlielen lasst, dass dieses Protein
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wegen des deletierten Signalpeptids falsch prozessiert wird und somit nicht seine
korrekte Position an der Zelloberflache erreicht (Abb. 16B).

Um fur spatere Experimente ein weiteres Plexin als Kontrolle verwenden zu kdnnen,
wurde die vollstandige kodierende Region von Plexin B2 (zur Verfigung gestellt im
Vektor pBluescript SK von T. Nagase, Kazusa DNA Research Institute, Kisarazu,
Japan) in den eukaryotischen Expressionsvektor pFLAG kloniert. Auch dieses
Konstrukt wurde zur Uberpriifung seiner Funktionalitét in COS-7-Zellen tranfiziert und
ebenfalls einer Behandlung mit Endo H und Tunicamycin sowie einer
Oberflachenbiotinylierung unterzogen. Wie aus Abb. 11C zu entnehmen ist, ist auch
Plexin B2 ein ~ 260 kDa grolRes Protein, das keine Sensitivitdt gegenuber Endo H
zeigt und nach Oberfachenbiotinylierung an der Zelloberflache lokalisiert ist.
Zusatzlich wurden stabil Plexin B2 exprimierende NIH-3T3-Zellen Zellen hergestellt
(Zelllinie 3T3gy), Diese Zellen zeigten keine offensichtlichen Veranderungen ihrer
adhasiven Eigenschaften wie fur stabil mit Plexin B3 transfizierten Zellen
beschrieben. Mittels Westernblot konnte jedoch ebenfalls eine ~ 260 kDa Bande

detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.4 Plexin B3 ist an der Zelloberflache von transient und stabil transfizierten

Zellen lokalisiert

Um die mit Hilfe der Deglykosylierungsexperimente uber die subzellulare Lokalisation
erhaltenen Aussagen zu bestatigen, wurden Immunfluoreszenzexperimente mit
verschiedenen Plexin B3-Konstrukten durchgefuhrt. Dazu wurden zunachst COS-7-
Zellen transient mit den am C- bzw. N-Terminus mit EGFP (,Enhanced green
fluorescent protein) -markierten Konstrukten B3pEGFP-N1 und B3pEGFP-C1
transfiziert. Wie in Abb.17 A-D erkennbar, ist das so markierte Plexin B3 in beiden
Fallen an der Oberflache der Zellen lokalisiert. Zusatzlich wurden mit den Plexin B3
stabil exprimierenden Zelllinien COS-7g3 und 3T3g3 Immunfluoreszenzexperimente
durchgefuhrt. Lebende Zellen wurden dazu mit dem Antikdrper pAbhB3-B inkubiert,
so dass nur an der Zelloberflache lokalisiertes Plexin B3 erkannt wurde. Die
Detektion erfolgte mit Hilfe eines Cy3-konjugierten sekundaren Antikdrpers am
Fluoreszenzmikroskop (Abb. 17 E-H). Auch hier konnte eine Oberflachenlokalisation
von Plexin B3 bestatigt werden. AulRerdem zeigte sich, dass sich bei Zell-Zell-
Kontakt der transfizierten Zellen Plexin B3 an den Kontaktbereichen akkumuliert.
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Abb. 17: Analyse der Expression EGFP-markierter Plexin B3-Konstrukte und Immunfluoreszenzfarbung
von stabil exprimiertem Plexin B3

COS-7-Zellen wurden transient mit Konstrukten transfiziert, die fir N- (A, B) oder C-terminal (C, D) mit EGFP-
markiertes Plexin B3 kodieren, und am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen (A, C). Daneben ist jeweils dieselbe
Zelle im Phasenkontrast abgebildet (B, D). Lebende COS-7- (E) bzw. NIH-3T3-Zellen (G) wurden stabil mit Plexin
B3pIRES transfiziert und mit dem Antikdper pAbhB3-B inkubiert. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Cy3-
konjugierten sekundaren Antikdrpers am Fluoreszenzmikroskop. Als Kontrolle wurden jeweils nicht transfizierte
Zellen verwendet (F, H). Alle Bilder wurden mit 400facher VergréRerung aufgenommen.

4.3 Plexin B3 und Plexin B2 fordern das Neuritenwachstum

muriner zerebellarer Neurone

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion von Plexin B3 im Nervensystem
untersucht werden. Eine geeignete Methode, um die direkten Auswirkungen von
Molekulen auf das Neuritenwachstum zu untersuchen, ist der bereits unter 4.1.5
beschriebene Neuritenwachstums-Assay. Dabei wird das zu untersuchende Protein
stabil in NIH-3T3-Zellen zur Expression gebracht, die dann Neuronen als
Wachstumssubstrat dienen (Abb. 10). Abhangig vom Einflul3 des Substrats wachsen
die sich entwickelnden Neuriten zu unterschiedlicher Lange heran. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass die untersuchten Molekule den Neuronen in physiologisch
relevanter Weise prasentiert werden.

Fir das Neuritenwachstums-Assay wurde die stabil Plexin B3 exprimierende Zelllinie
3T3g3 als Substrat fUr primare murine zerebellare Neurone verwendet. Um
Vergleiche mit einem anderen Plexin anstellen zu konnen, wurde zusatzlich die stabil
Plexin B2 exprimierende Zelllinie 3T3g, eingesetzt. Als Positivkotrolle dienten stabil
L1 exprimierende Zellen (3T3.1ut), die wie bereits unter 4.1.5 beschrieben stark das

Neuritenwachstum fordern. Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte NIH-3T3-
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Zellen verwendet (3T3). Abb. 18 zeigt verschiedene Beispiele von auf Plexin B3
exprimierenden bzw. nicht transfizierten NIH-3T3-Zellen gewachsenen Neuronen,
nach 24stindiger Kokultur. Die Neurone wurden mittels Immunfluoreszenz mit dem

neuronspezifischen Neuromodulin/GAP43-Antikorper markiert.

313

Abb. 18: Neuritenwachstum muriner zerebelldrer Neurone auf verschiedenen Substratzellen
Immunfluoreszenzfarbung muriner zerebelldrer Neurone, die 24 h auf stabil mit Plexin B3 (A-C) oder nicht
transfizierten NIH-3T3-Zellen (D-F) kultiviert wurden. Die Detektion erfolgte mit einem neuronspezifischen
primaren Antikérper gegen Neuromodulin/GAP-43 und einem Cy3-gekoppelten sekundaren Antikdrper. Die
Aufnahmen wurden mit 400facher VergréRerung am Fluoreszenzmikroskop gemacht.

AnschlieRend wurde die Lange der Neuriten mit Hilfe eines Computerprogramms
ausgemessen. Es wurden je drei unabhangige Experimente durchgefuhrt und fur
jedes Substrat insgesamt mindestens 440 Neuriten ausgemessen. Abb. 19 zeigt das

daraus ermittelte mittlere Neuritenwachstum.
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------------------------- ik I Abb. 19: Mittleres
- Neuritenwachstum muriner
zerebelldarer Neurone auf stabil mit
Plexin B3 bzw. Plexin B2
transfizierten Substratzellen
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Angegeben ist die mittlere Lange der
Neuriten muriner zerebellarer
Neurone, die auf stabil mit Plexin B3
(B3) oder Plexin B2 (B2) transfizierten
NIH-3T3-Substratzellen nach
24stindiger Kokultur ausgewachsen
sind. Als Negativkontrolle dienten nicht
transfizierte Zellen (3T3), als
Positivkontrolle wurden stabil mit L1
transfizierte Zellen (L1) verwendet. Es
sind die Mittelwerte aus drei
unabhangig voneinander durch-
geflhrten Experimenten  gezeigt.
Fehlerbalken: S.E. x 1. (ANOVA; **

3T3 B2 L1 B3 p<0,0005; * p = 0,0033).
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Die durchschnittliche Lange (+/- Standardabweichung) der auf nicht transfizierten
Zellen gewachsenen Neuriten betrug 51 +/-30 uM, die der auf L1, B3 oder B2
exprimierenden Zellen gewachsenen Neuriten betrug 93 +/-59 uM, 129 +/-58 yM
bzw. 84 +/-37 yM. Demnach fordert Plexin B3 das Neuritenwachstum sogar noch
starker als L1 (185% der durch L1 verursachten Stimulierung des
Neuritenwachstums). Auch Plexin B2 fordert im Vergleich zu nicht transfizierten
Zellen das Neuritenwachstum, allerdings in schwacherem Ausmal} (78% der durch
L1 verursachten Stimulierung des Neuritenwachstums). Der relative Anteil langer
Neuriten nahm  entsprechend der durchschnittichen  Stimulation des

Neuritenwachstums auf den verschiedenen Substratzellen zu oder ab (Tab. 11).

Tab 11. Prozentuale Verteilung ldngerer Neuriten und relative Stimulierung des durchschnittlichen
Neuritenwachstums auf den verschiedenen stabilen Substratzelllinien

Angegeben ist jeweils die stabile Substratzelllinie, der Prozentsatz an Neuriten, deren Lange 80 bzw. 120 uM
Uberschreitet sowie die prozentuale Stimulierung des Neuritenwachstums im Vergleich zu Wildtyp-L1 (3T3L1ut;
100%) und nicht transfizierten Zellen (3T3; 0%).

% Neuriten mit Langen % Stimulierung des durchschnitt-
lichen Neuritenwachstums im

Stabile Substratzelliinie Vergleich zu Wildtyp-L1 und nicht

> 80uM >120uM transfizierten Zellen
3T3L 1wt 51 27 100
3T3g3 23 54 185
3T3g2 35 16 78
3T3 14 3 0
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4.4 I|dentifizierung extrazellularer Interaktionspartner von Plexin B3

Als extrazellulare Interaktionspartner der Plexine sind bisher vor allem die Mitglieder
der Semaphorin-Familie bekannt. Semaphorine sind charakterisiert durch eine aus
500 Aminosauren bestehende Sema-Domane (Kolodkin et al., 1993), die sie mit
Plexinen und Mitgliedern der MET-Protoonkogen-Familie (Artigiani et al, 1999;
Winberg et al., 1998) teilen. Bis heute sind uber 30 Semaphorine bekannt, die nach
Sequenzubereinstimmungen und Strukturmerkmalen in acht Klassen unterteilt
werden (Tamagnone & Comoglio, 2000). Vertebraten-Semaphorine werden den
Klassen 3-7 zugeordnet (Pasterkamp & Kolodkin, 2003). Verschiedene membran-
assoziierte Semaphorine interagieren direkt mit Plexinen (Artigiani et al., 2004,
Comeau et al., 1998; Tamagnone et al., 1999; Winberg et al., 1998), wahrend
sekretierte Semaphorine der Klasse 3 dagegen Neuropiline (Np1 oder Np2) als
ligandenbindende Korezeptoren bendtigen, so dass ein Semaphorin/Neuropilin/A-
Plexin Signalkomplex entsteht (Pasterkamp & Kolodkin, 2003; Raper, 2000).

Zusatzlich zZu den Neuropilinen werden weitere Proteine mit
Plexinrezeptorkomplexen in Verbindung gebracht. So spielt z.B. L1 eine Rolle bei der
repulsiven Antwort auf Sema3A als Teil eines Neuropilin/Plexin A1-
Rezeptorkomplexes (Castellani et al., 2000) und fur Plexin A1 und B1 wurde eine
Interaktion ihrer cytoplasmatischen Domanen beschrieben (Usui et al., 2003). Zu
Beginn dieser Arbeit war fur Plexin B3 noch kein Interaktionspartner bekannt. Es

sollten daher extrazellulare Interaktionspartner fur Plexin B3 identifiziert werden.

4.41 Expression verschiedener potentieller Plexin B3-Interaktionspartner in

transient transfizierten COS-7-Zellen

Um Interaktionspartner von Plexin B3 identifizieren zu kdonnen, wurden zunachst
verschiedene potentielle Liganden kloniert (die Klonierung aller in diesem Abschnitt
beschriebenen Konstrukte erfolgt mit Hilfe von Andres Veske), mit denen spater
Koimmunprazipitationen mit Plexin B3 durchgefuhrt werden sollten. Wie oben
beschrieben, sind Plexine als Semaphorinrezeptoren bekannt, und fur Plexin B1
wurde eine Interaktion mit Sema4D beschrieben. Daher wurden zunachst die
vollstandigen kodierenden Bereiche der Semaphorine der Klasse 4 (Sema4A, 4B,
4D, 4F und 4G) in den eukaryotischen Expressionsvektor pFLAG bzw. Sema4C in
den eukaryotischen Expressionsvektor pIRES¢,HA kloniert. In diesen Vektoren
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werden Proteine als HA- oder FLAG- markierte Fusionsproteine exprimiert. Da fur
Semaphorine der Klassen 5 und 6 noch keine Interaktionspartner bekannt waren,
wurden zusatzlich die kodierenden Bereiche von Sema5B und 6A in den Vektor
PIRES ccHA und Sema5A in pFLAG kloniert. Als Kontrolle erfolgte aulerdem die
Klonierung des sekretierten Semaphorins 3E in den Vektor pFLAG, und es wurde
das von L. Tamagnone (Universitat Turin, Italien) zur Verfugung gestellte Sema3A im
Vektor pFLAG verwendet. Die Konstrukte wurden in COS-7-Zellen transfiziert und
ihre Funktionalitat mittels Westernblot mit einem anti-FLAG- bzw. anti-HA-Antikdrper

uberpruft (Abb. 20). Alle elf Semaphorine konnten im Westernblot nachgewiesen

werden.
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Abb. 20: Nachweis der Expression verschiedener Semaphorine in transient transfizierten COS-7-Zellen
mittels Westernblot

Lysate von transient mit den oben angegebenen Semaphorin-Konstrukten transfizierten COS-7-Zellen wurden
mittels Westernblot auf die Expression der entsprechenden Proteine untersucht. Fir die Detektion wurden die
Antikorper anti-FLAG und anti-HA verwendet. Links neben dem Blot sind einige Molekulargewichte des
verwendeten Proteinstandards angegeben.

Zusatzlich wurde Neuropilin—1, fir das eine Interaktion mit Plexinen der A-Familie
und Plexin B1 beschrieben wurde (Tamagnone et al., 1999), in den V5-markierten
Vektor pcDNAVS kloniert (NP1pcDNAVS). L1, das ebenfalls ein Teil des A-Plexin-
Rezeptorkomplexes ist (Castellani et al., 2000), wurde bereits flir den ersten Tell
dieser Arbeit kloniert (Kapitel 4.1.2). Da eine Interaktion der intracytoplasmatischen
Domanen von Plexin A1 und B1 beschrieben wurde (Usui et al., 2003), kommen
auch andere Plexine als potentielle Interaktionspartner von Plexin B3 in Frage. Plexin
B2 wurde bereits in den Vektor pFLAG kloniert und in Kapitel 4.2.3 untersucht.

Zusatzlich wurden die von L. Tamagnone zur Verfugung gestellten Plexine A1 und
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B1 in dem VSV-markierten Vektor pcDNA3 verwendet. Alle beschriebenen
Konstrukte wurden (sofern sie nicht schon in einem fruheren Kapitel untersucht
wurden) transient in COS-7-Zellen transfiziert und ihre Funktionalitdt mittels
Westernblot Gberprift (Abb. 21).

0
< < E
5 2 3
2 8 =
< 2 s
kDa Abb. 21: Nachweis der Expression
verschiedener potentieller Plexin B3-
g Interaktionspartner in transient
transfizierten COS-7-Zellen mittels
250— - Westernblot . .
Lysate von transient mit den angegebenen
Plexin- bzw. Neuropilin-Konstrukten
160— transfizierten COS-7-Zellen wurden mittels
Westernblot mit einem anti-VSV bzw. anti-V5-
Antikdrper untersucht.
105—

Nach Transfektion der Konstrukte PlexinA1pcDNA und PlexinB1pcDNA waren im
Westernblot mit einem anti-VSV-Antikdrper Banden mit den erwarteten Grof3en von
~260 und 300 kDa detektierbar. Fur Neuropilin-1 konnte mit einem anti-V5-Antikorper
eine Bande von ~ 140 kDa nachgewiesen werden, was ebenfalls der beschriebenen
GrolRe entspricht (Satoda et al., 1995).

4.4.2 Analyse der Proteinglykosylierung der potentiellen Liganden

Um zu Uberprifen, ob die klonierten Semaphorine und Neuropilin korrekt glykosyliert
und prozessiert werden, wurden Lysate von mit diesen Konstrukten transfizierten
COS-7-Zellen der bereits in Kapitel 4.2.3 beschriebenen Behandlung mit der
Deglykosidase Endo H unterzogen. Die Sensitivitat einer Proteinbande gegenuber
diesem Enzym lasst auf eine nicht korrekte Glykosylierung schlieRen. Wie in Abb. 22
erkennbar, waren Neuropilin-1 sowie die Semaphorine 4F, 4G, 5A, 3E und 4C
resistent gegenuber Endo H, werden somit korrekt prozessiert und erreichen mit
grolRer Wahrscheinlichkeit ihre korrekte Position an der Zelloberflache. Die
Semaphorine 4A, 4B, 4D, 5B und 6A wurden nicht vollstandig glykosyliert und

erreichen daher wahrscheinlich nicht ihre korrekte Position in der Zelle. Auf
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Koimmunprazipitations-Experimente muss eine falsche Lokalisation eines Proteteins
jedoch nicht unbedingt Auswirkungen zeigen, daher wurden auch diese

Semaphorine fir Koimmunprazipitationen eingesetzt.

A 4ApFLAG  4BpFLAG 4DpFLAG  4FpFLAG 4GpFLAG 5ApFLAG  Abb. 22: Analyse der

EndoH - + - + - + -+ - + - & Glykosylierung von

kDa Neuropilin-1  und der

160— verschiedenen Semapho-
rine

105— Westernblotanalyse von mit

verschiedenen
\ Semaphorin-Konstrukten
und NP1pcDNAVS5 trans-
75— . ” fizierten COS-7-Zellen.
. Unbehandelte  Zelllysate
wurden mit Lysaten von
B Zellen verglichen, die vor

der Lyse mit der
Deglykosidase Endo H

NP1pcDNAVS 3EpFLAG 4CpIRESHA 5BpIRESHA  6ApIRESHA

EndoH - + - + - + - + - +

behandelt wurden. Fur die
,Il(g(?_ Detektion von Neuropilin-1
wurde ein anti-V5-
. Antikdrper verwendet. Die
—— — Detektion der Semaphorine
- erfolgte mit einem anti-
| - FLAG- bzw. einem anti-

105— ‘ - - HA-Antikorper.

75—

Die Glykosylierung und Oberflachenlokalisation der Proteine L1 und Plexin B2
wurden bereits in den Kapiteln 4.1.3 und 4.2.3 untersucht. Die korrekte Lokalisation
der von einer anderen Arbeitsgruppe zur Verfugung gestellten Konstrukte
PlexinA1pcDNAVSYV, PlexinB1pcDNAVSV und Sema3ApFLAG wurde bereits von
dieser beschrieben und daher nicht weiter untersucht (Tamagnone et al., 1999).

4.4.3 Identifizierung von Plexin B3-Interaktionspartnern mittels

Koimmunprazipitation

Mit Hilfe von Koimmunprazipitationen sollte untersucht werden, ob Plexin B3 an
einen der klonierten potentiellen Interaktionspartner bindet. Bei der
Koimmunprazipitation wird ein Zell- oder Gewebelysat mit einem Antikorper inkubiert,
der mit seiner Fab-Region spezifisch an das zu untersuchende Zielprotein bindet. Im

Folgenden werden dem Lysat Agarosepartikel zugeflgt, an die Protein-A oder -G
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gekoppelt ist, an welches der Antikdrper mit seiner Fc-Region bindet. Das uUber den
Antikorper an die Agarosepartikel gekoppelte Zielprotein kann nun mit diesen
abzentrifugiert und aus dem Lysat isoliert werden. Wenn das Zielprotein mit einem
Protein aus dem Zelllysat interagiert, wird dieses ebenfalls mitsedimentiert und kann
im Prazipitat mit Hilfe eines zweiten, spezifischen Antikorpers nachgewiesen werden.
FUr die Koimmunprazipitation kdnnen entweder das Zielprotein und ein potentieller
Interaktionspartner Uberexprimiert werden oder beide Proteine liegen endogen in
Zellen oder Geweben vor und werden aus diesen prazipitiert. Eine dritte Moglichkeit
ist die alleinige Uberexpression des Zielproteins, durch welches ein endogener
Interaktionspartner prazipitiert wird.

Fur die Koimmunprazipitations-Experimente wurden COS-7-Zellen mit Plexin
B3pIRES und jeweils einem der folgenden potentiellen Interaktionspartner
kotransfiziert: Sema3A, 3E, 4A, 4B, 4C, 4D, 4F, 4G, 5A, 5B, 6A; Neuropilin-1, L1,
Plexin A1, B1, und B2. Als Negativkontrollen dienten jeweils mit dem leeren pIRES-
Vektor und dem potentiellen Interaktionspartner kotransfizierte COS-7-Zellen. Die
Zelllysate wurden mit dem Antikérper pAbhB3-B inkubiert und anschlieend wurden
an Protein-A konjugierte Agarosekugelchen zugegeben, um Plexin B3 und eventuell
damit interagierende Proteine zu prazipitieren. Die Rohlysate und die Prazipitate
wurden mittels Westernblot mit dem Antikérper pAbhB3-B und mit einem fur den
jeweiligen potentiellen Interaktionspartner spezifischen Antikorper untersucht. Fur die
Proteine Sema3A, 3E, 4A, 4B, 4C, 4D, 4F, 4G, 5B, 6A, Plexin A1, B1, und B2 konnte
mittels Koimmunprazipitation keine Interaktion mit Plexin B3 nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Es gelang jedoch eine Koimmunprazipitation von Plexin B3 mit
Sema 5A (Abb. 23). Diese Interaktion wurde kurz vor Beendigung dieser Arbeit durch

eine andere Arbeitsgruppe bestatigt (Artigiani et al., 2004).
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Rohlysat
WB: FLAG

Rohlysat
WB: pAbhB3-B

B3pIRES: + - + -
5ApFLAG: + + +
pIRES-Vektor: - + -
kDa 160—
P:pAbhB3B | 15 | —
WB: FLAG
75—
P:pAbhB3B |~
WB: pAbhB3-B | 160 —
1 2 3 4

Abb. 23:
Interaktion zwischen Plexin B3
und Semab5A durch
Koimmunprazipitation der
liberexprimierten Proteine und
Westernblot

Koimmunprazipitation (IP) von
Plexin B3 und Sema5A mit dem
pAbhB3-B-Antikérper. COS-7-
Zellen wurden mit den oben
Konstrukten
Negativ-

Nachweis der

angegebenen
transfiziert, wobei als

kontrolle der leere pIRES-Vektor diente. Die oberen Westernblots (WB) zeigen die Detektion von Sema5A mit
dem anti-FLAG-Antikérper im Prazipitat (Spalte 1) und den Rohlysaten (Spalten 3 und 4). Auf den Blots darunter
ist die Detektion von Plexin B3 mit dem pABhB3-B-Antikérper im Préazipitat (Spalte 1) und den Rohlysaten

(Spalten 3 und 4). abgebildet.

Auch Neuropilin-1 konnte mit Plexin B3 koimmunprazipitiert werden (Abb. 24A). Als

Positivkontrolle wurde gleichzeitig eine Koimmunprazipitation von Plexin A1 mit

Neuropilin-1 durchgefuhrt (Abb. 24B), deren Interaktion bereits beschrieben wurde

(Tamagnone et al., 1999).

Rohlysat
WB: V5

Rohlysat
WB:pAbhB3-B

Rohlysat
WB: V5

Rohlysat
WB:VSV

A B3pIRES: + - -
NP 1pcDNAVS5: + + +
pIRES-Vektor: - -

kDa
IP: pAbhB3-B 160—
WB: V5 — e -
105—
IP: pAbhB3-B | 250— -
WB:pAbhB3-B | ;50—
1 2 3 4
B
A1pcDNA: + - -
NP 1pcDNAVS5: + +
pcDNA-Vektor: - -
kDa
IP: VSV 160—
WB: V5 -
105—
P: VSV 250— | W -—
WB:VSV 160—
1 2 3 4

Abb.  24:
Interaktion von Plexin B3 und
Plexin A1 mit Neuropilin-1
durch Koimmunprazipitation
der Uberexprimierten Proteine
und Westernblot.

(A) Koimmunprazipitation (IP) von
B3 und V5-markiertem
Neuropilin-1  (Np1) mit dem
pAbhB3-B-Antikérper. Die oberen
Westernblots (WB) zeigen die
Detektion von Np1 mit dem anti-
V5-Antikérper im Préazipitat (Spalte
1) und in den Rohlysaten (Spalten
3 und 4). Auf den Blots darunter
ist die Detektion von Plexin B3 mit
dem pABhB3-B-Antikérper
abgebildet. (B) Als Positivkontrolle
wurde eine Koimmunprazipitation
von VSV- markiertem Plexin A1
und Np1 mit dem anti-VSV-
Antikorper durchgefiihrt. COS-7-
Zellen wurden mit den oben

Nachweis der

Plexin

angegebenen Konstrukten
transfiziert, wobei als
Negativkontrolle der leere

pcDNA-Vektor diente. Die oberen Westernblots zeigen die Detektion von Np1 mit dem anti-V5-Antikérper. Auf
den Blots darunter ist die Detektion von Plexin A1 mit dem anti-VSV-Antikdrper dargestellt.
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Weiterhin konnte mittels Koimmunprazipitation auch eine Interaktion von Plexin B3
mit L1 gezeigt werden (Abb. 25A). Um festzustellen, ob fur diese Interaktion intra-
oder extrazellulare Bereiche von Plexin B3 verantwortlich sind, wurde ein Plexin B3-
Konstrukt hergestellt, bei dem der intrazellulare Bereich (Aminosauren 1328-1909)
deletiert wurde (B3AICpFLAG). Auch dieses verkurzte Plexin B3-Protein lasst sich
mit L1 koimmunprazipitieren (Abb. 25B), was darauf hindeutet, dass fur die

Interaktion zwischen B3 und L1 extrazellulare Doméanen verantwortlich sind.

B3pIRES: + - + - Abb. 25: Nachweis der
L1pIRES: + + + + Interaktion von Plexin B3
pIRES-Vektor: - + - + und FLAGB3AIC mit L1

kDa = durch Koimmunprazipi-

P pADNB3S | ﬁ _— oo e e prmloren
WB: pAbex2 160— WB:pAbex2 roteine un esternblot

(A) Koimmunprazipitation (IP)
von Plexin B3 und L1 mit dem

— e pAbhB3-B-Antikérper. COS-7-

IP: pAbhB3-B | 20~ Rohlysat Zellen wurden mit den oben
WB:pADhB3-B | 160 - WB:pAbhB3-B angegebenen  Konstrukten
transfiziert; als Negativ-

1 2 3 4 kontrolle diente der leere

pIRES-Vektor. Die oberen

B3AICPFLAG: + - + - Westernblots (WB) zeigen die
L1pIRES: + + + + Detektion von L1 mit dem
FLAG-Vekior- _ + _ pAbex2-Antikorper im

Prazipitat (Spalte 1) und den

kDa
rooein| o | [ | o S
WB: pAbex2 WB:pAbex2 i i )
160— Detektion von Plexin B3 mit
dem pABhB3-B-Antikérper
250 — abgebildet. (B) Koimmun-
IP: pAbhB3-B . Rohlysat prazipitation von einem Plexin
WB:pAbhB3-B | 460 — - WB:pAbhB3-B B3-Protein, bei dem die intra-
zellulare Domaéane deletiert

1 2 3 4 wurde (FLAGB3AIC), und L1
mit dem pAbhB3-B-Antikérper. Als Negativkontrolle dienten mit dem leeren pFLAG-Vektor transfizierte COS-7-
Zellen. Die oberen Westernblots zeigen die Detektion von L1 mit dem pAbex2-Antikérper auf den Blots darunter
ist die Detektion von FLAGB3AIC mit dem pAbhB3-B-Antikdrper dargestellt.

Zusammenfassend konnten fur Plexin B3 drei neue Interaktionspartner identifiziert
werden, fur die bisher entweder noch kein Rezeptor bekannt war (SemaSA) oder fur
die bisher nur eine Interaktion mit A-Plexinen (L1) (Castellani et al., 2000;

Pasterkamp & Kolodkin, 2003) bzw. A-Plexinen und Plexin B1 (Neuropilin-1)
beschrieben wurde (Pasterkamp & Kolodkin, 2003; Tamagnone et al., 1999).
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444 Plexin B3 zeigt eine durch die Sema-Domane vermittelte homophile
Interaktion

Homophile Interaktionen verschiedener neuronaler Zelladhesionsmolekile und
Rezeptoren, wie z.B. L1, NCAM, Robo1 und Robo2, stimulieren in vivo und in vitro
Neuritenwachstum und Axonbundelung (Hivert et al., 2002; Kamiguchi & Lemmon,
1997; Ronn et al., 1998). Fur die neuronalen Rezeptoren Robo1 und Robo2 wurden
bisher ahnlich wie fur Plexine als Semaphorinrezeptoren nur repulsive Aktivitaten als
Slit-Rezeptoren beschrieben (Dickson, 2002). Kurzlich konnte jedoch gezeigt
werden, dass Robo1 und 2 homophil interagieren und Uber diese Interaktion
Neuritenwachstum fordern (Hivert et al., 2002). Auch fur Xenopus Plexin konnte eine
Ca?*-abhangige homophile Interaktion gezeigt werden (Ohta et al., 1995). Daher lag
die Hypothese nahe, dass die durch Plexin B3 verursachte Forderung des
Neuritenwachstums durch eine homophile Interaktion von Plexin B3 ausgeldst
werden konnte. Um diese Annahme zu Uberprifen, wurde zunachst eine
Immunprazipitation von EGFP-markiertem Plexin B3 mit myc-markiertem Plexin B3
durchgefuhrt. Wie in Abbildung 26 erkennbar, kann EGFP-markiertes Plexin B3 mit
myc-makiertem Plexin B3 koimmunprazipitiert werden, was bedeutet, dass Plexin B3

tatsachlich zu homophiler Interaktion fahig ist.

B3pSecTag: + - + - Abb. 26: Nachweis der
homophilen Interaktion von
N1:  + + + +
B3pEGFP-NT: Plexin B3 mittels
pSecTag-Vektor: - + - + Koimmunprizipitation und
kDa Westernblot.
IP: myc 50— | We— — Rohlysat Koimmunprazipitation (IP)
WB: EGFP WB: EGFP von EGFP-markiertem Plexin
160— B3 und  myc-markiertem
Plexin B3. Die IP wurde mit
dem anti-myc-Antikérper
. o
IP: myc 250 — | We— . Rohlysat durchgefithrt.  COS-7-Zellen
WB: myc = WB: myc )
160 — : 2 wurden mit den Konstrukten
o B3pSecTag und B3pEGFP-
1 2 3 4 N1 transfiziert, die fir myc-

bzw. EGFP-markiertes ,full-length“ B3 kodieren. Als Negativkontrolle diente der leere pSecTag-Vektor. Die
oberen Westernblots (WB) zeigen die Detektion von EGFP-markiertem Plexin B3 mit dem anti-EGFP-Antikorper
im Prazipitat (Spalte 1) und den Rohlysaten (Spalten 3 und 4). Auf den Blots darunter ist die Detektion von myc-
markiertem Plexin B3 mit dem anti-myc-Antikdrper abgebildet.
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Um festzustellen, welche Domanen fur diese homophile Interaktion verantwortlich
sind, wurden verschiedene Deletions-Konstrukte von Plexin B3 hergestellt. Die von

diesen Konstrukten kodierten Proteine sind in Abb. 27 dargestellt.

SP Sema PSI IPT TM IC
mycPlexinB3 1 IN W AN NN AT T 1909
(B3pSecTag)
FLAGB3AIC 1 Ol W WWw]1328
(B3AICPFLAG)
V5B3A SemaA IC 554 W W W @11337
(B3A SemaA ICpcDNAV5)
V5B3Sema 1 1468
HAB3Sema
(B3SemapcDNAV5
B3SemapcDNAHA)

Abb. 27: Schematische Darstellung der Domadénenstruktur der durch die verschiedenen Plexin B3-
Konstrukte kodierten Proteine, die zur Eingrenzung des fiir die homophile Interaktion von Plexin B3
verantwortlichen Bereichs verwendet wurden.

Dargestellt ist die Doméanenstruktur der verschiedenen, zur Eingrenzung des fir die homophile Interaktion von
Plexin B3 verantwortlichen Bereichs verwendeten, Plexin B3-Proteine. Unter dem Namen des Proteins ist in
Klammern jeweils das fiir dieses Protein kodierende Konstrukt angegeben. Zusatzlich sind die Aminosauren
angegeben, flr die das jeweilige Konstrukt kodiert. SP: Signalpeptid; Sema: Sema-Domane; PSI: PSI-Doménen;
IPT: IPT-Domanen; TM: transmembran-Domaéne; IC: intrazellulare Doméanen.

Bei FLAGB3AIC ist der intrazellulare Teil des Proteins deletiert und der extrazellulare
Teil wird als FLAG-Fusionsprotein exprimiert (Konstrukt B3AICpFLAG; kodierte
Aminosauren: 1-1328). AuRerdem wurde ein Konstrukt hergestellt, bei dem die
Sema-Domane und der intrazellulare Teil deletiert wurden (B3ASemaAICpcDNAVS;
kodierte Aminosauren: 554-1337), sowie zwei Konstrukte die jeweils nur fur die V5-
bzw. HA-markierte =~ Sema-Domane kodieren (B3SemapcDNAV5 und
B3SemapcDNAHA; kodierte Aminosauren: 1-468). Myc-makiertes ,full-length® Plexin
B3 (B3pSEcTag) wurde in Cos-7-Zellen mit den Konstrukten B3AICpFLAG,
B3ASemaAlCpcDNAVS  bzw. B3SemapcDNAVS5 kotransfiziert und Koimmun-
prazipitationen mit einem anti-myc-Antikérper durchgefiuhrt (Abb. 28 A-C). Nur
V5B3Sema und FLAGBS3AIC konnten im Prazipitat nachgewiesen werden und
binden somit an ,full-length® Plexin B3, nicht jedoch V5B3ASemaAlC. Zusatzlich
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konnte die V5-markierte Sema-Domane mit der HA-markierten Sema-Domaéane
SemaV5 koimmunprazipitiert werden (Abb. 28. D).

B3pSecTag: + - + - B3pSecTag: + - + -
B3AICPFLAG: + + + + B3ASem aAICpcDNAV5S:  + + + +
pSecT ag-V ektor : - + pSecT ag-V ektor : - + - +
250- 105
IP: myc 160—| Rohlysat IP: myc ~ - Rohlysat
WB: FLAG WB: FLAG WB: V5 75— | [ wevs

N
250= = | —
IP: myc ol ‘ -'_'I Rohlysat IP: myc 250 _— Rohlysat

WB:pAbB3 -B WB:pAbB3-B WB: myc 160= WB: myc
1 2 3 4 1 2 3 4
B3pSecTag: + - + - B3SemapcDNAHA :  + - + -
B3SemapcDNAV5: + + + + B3SemapcDNAV5: + + + +
pSecTag-Vektor: - + - + pcDNA-Vektor: - + - +

‘ Rohlysat

WB: HA

- 50—
IP: myc 50 ::. Rohlysat IP: HA .
WB: V5 * WB: V5 WB: HA

IP: myc 07| e — Rohlysat IP: HA 507 i e | [ Ronysat

WB: myc WB: myc WB: V5 * WB: V5

1 2 3 4 1 2 3 4

Abb. 28 Eingrenzung des fiir die homophile Interaktion von Plexin B3 verantwortlichen Protein-Bereichs
mittels Koimmunprazipitation und Westernblot

Der fir die homophile Interaktion von Plexin B3 verantwortlich Protein-Bereich wurde mittels
Koimmunprazipitation der von verschiedenen Plexin B3 ,full-length” und Deletions-Konstrukten kodierten Proteine
bestimmt. COS-7-Zellen wurden mit den jeweils angegebenen Konstrukten kotransfiziert und die
Immunprazipitationen wurden mit den jeweils angegebenen Antikorpern durchgefiihrt. Rohlysate und Prazipitate
wurden mittels Westernblot (WB) mit den jeweils angegebenen Antikérpern analysiert. Die mit * markierten
Banden sind auf die Immunprazipitation zurlickzufiihren. (A-C) Die Zellen wurden jeweils mit dem fir myc-
markiertes ,full-length® Plexin B3 kodierenden Konstrukt B3pSecTag und einem der Deletionskonstrukte
B3AICpFLAG (A), B3ASemaAlCpdDNAVS5 (B) bzw. B3SemapdDNAV5 (C) kotransfiziert. Die IPs wurden mit dem
anti-myc-Antikdrper durchgefihrt. Die oberen Blots zeigen die Detektion der durch die Deletionskonstrukte
kodierten Proteine mit dem anti-FLAG- bzw. anti-V5-Antikérper im Prazipitat (Spalte 1) und den Rohlysaten
(Spalten 3 und 4). Auf den Blots darunter ist die Detektion von myc-markiertem Plexin B3 mit dem anti-myc-
Antikdrper abgebildet.. (D) Ko-IP der V5- und HA-markierten Sema-Doméanen (B3SemapcDNAV5 und
B3SemapcDNAHA) mit dem anti-HA-Antikdrper. Die oberen Blots zeigen die Detektion von HAB3Sema mit dem
anti-HA-Antikdrper. Auf den Blots darunter ist die Detektion von V5B3Sema mit dem anti-V5-Antikdrper
abgebildet.

Aulerdem wurden Koimmunprazipitationen von FLAGB3AIC mit V5B3ASemaAIC
und V5B3Sema sowie von V5B3ASemaAlC mit HAB3Sema durchgefuhrt. Dabei
konnte eine Bindung von HAB3Sema an FLAGB3AIC gezeigt werden,
V5B3ASemaAlC interagierte jedoch mit keinem der beiden anderen verkurzten
Plexin B3-Proteine (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass die Sema-Domane von

Plexin B3 verantwortlich und ausreichend flr die homophile Bindung ist. Eine
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Zusammenfassung der Ergebnisse der verschiedenen Koimmunprazipitationen ist in
Abb. 29 zu sehen.

olvegovid

+ Koimmunprézipitation

(VHYNQ@odewageg
/SAVNQ@odewsseq)
eWasedyH/BWaSELSA
(SAVNQ@odOo|vewasveg)
OlVewssvegsA
(9v14do1veg)

= Keine Koimmunprazipitation

(LN-d493¢eg)/(6eLo95deq)
eguixald d493/£guixaldo Aw

N Nicht durchgefiihrt

O WL 1dl ISd ®ewss dS

SP Sema PSI IPTTM IC
my oPIexiBY/EGFP Plexings w4 | = |4 |4
(B3pSecTag)/(BBEGFP-N1)
FLAGB34IC [ —— +| = | N[+
(B3AICPFLAG)
V5B3ASemaAlC
(B3ASemaalCpcDNAVS) [ = |N|=|m=
V5B3Sema/HAB3Sema [ — + I I
(B3SemapcDNAVS5/ -
B3SemapcDNAHA)

Abb. 29: Schematische Darstellung der Ergebnisse der Koimmunprazipitations-Experimente, die eine
durch die Sema-Domane vermittelte homophile Interaktion von Plexin B3 nachweisen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Koimmunprazipitations-Experimente zum Nachweis der homophilen
Interaktion von Plexin-B3 und der Eingrenzung des interagierenden Bereichs. Angegeben ist die Domanen-
struktur der verschiedenen Plexin B3-Proteine. Unter dem Namen des Proteins ist in Klammern jeweils das fur

dieses Protein kodierende Konstrukt angefiihrt.+ = Koimmunprazipitation; - = Keine Koimmunprazipitation; N =

Die Koimmunprazipitation dieser beiden Konstrukte wurde nicht untersucht.

Bei dem unter 4.3 beschriebenen Neuritenwachstums-Assay wurden zerebellare
Mauseneurone verwendet, als Substrat jedoch humanes Plexin B3. Humanes und
murines Plexin B3 sind auf Proteinebene zu 83,8% identisch. Um zu Uberprufen, ob
eine homophile Interaktion zwischen murinem und humanem B3 die Ursache fur die
Stimulierung des Neuritenwachstums sein konnte, wurde eine Koimmunprazipitation
von myc-markiertem humanem Plexin B3 (B3pSecTag) und dem unter 4.2.2.1
beschriebenen V5-markierten murinen Plexin B3 (mB3pcDNAV5) mit dem pAbhB3-

B-Antikorper durchgefuhrt. Wie aus Abb. 30 zu entnehmen ist, interagieren auch
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diese beiden Proteine miteinander, so dass das Neuritenwachstum tatsachlich durch

diese homophile Interaktion stimuliert werden konnte.

Abb. 30: Nachweis der

B3pSecTag: + - + -
Interaktion von humanem

.+ +
mB3pcDNAVS: und murinem Plexin B3

pSecTag-Vektor: - + - + mittels Koimmunprizi-

2'(5%3_ pitation und Westernblot
IP: pAbhB3-B : Rohlysat Koimmunprazipitation (IP)
WB: V5 160 | - — WB: V5 von humanem, myc-
markiertem, Jull-length”
Plexin B3 und murinem V5-
IP: pAbhB3-B 250 — | S—— - Rohlysat markiertem Plexin B3, bei
WB: pAbhB3-B WB: pAbhB3-B dem der grofite Teil des
160 — intrazellularen Bereichs
deletiert wurde. COS-7-Zellen
1 2 3 4 wurden mit den Konstrukten

B3pSecTag und mB3pcDNAVS kotransfiziert. Die IP wurde mit dem pAbhB3-B-Antikérper durchgefiihrt und als
Negativkontrolle diente der leere pSecTag-Vektor. Die oberen Westernblots (WB) zeigen die Detektion murinen
Plexin B3 mit dem anti-V5-Antikérper im Prazipitat (Spalte 1) und den Rohlysaten (Spalten 3 und 4). Auf den
Blots darunter ist die Detektion von humanem Plexin B3 mit dem pAbhB3-B-Antikdrper abgebildet.

4.4.5 Die homophile Interaktion von Plexin B3 in trans fordert die

Zellaggregation und ist abhangig von Calcium- und Magnesium-lonen.

Far Plexin B1 wurde beschrieben, dass es bei der Bindung seines Liganden Sema4D
Cluster aus mehreren Plexinmolekllen in cis bildet (Patel & Van Vactor, 2002;
Swiercz et al., 2002). Eine Voraussetzung dafur, dass die homophile Interaktion von
Plexin B3 flr die Stimulierung des Neuritenwachstums verantwortlich sein kdnnte, ist,
dass diese Interaktion nicht nur in cis sondern auch in trans, also zwischen zwei
Zellen stattfindet. Von homophilen Interaktionen verschiedener Adhasionsmolekile,
wie Robo oder L1 sowie von Xenopus Plexin wurde aulierdem beschrieben, dass sie
die Zelladhasion und Zellaggregation fordern (Hivert et al., 2002; Miura et al., 1992;
Ohta et al., 1995). Um zu Uberprufen, ob die homophile Interaktion von Plexin B3 in
trans stattfindet und die Zellaggregation fordert, wurden verschiedene
Zellaggregationsexperimente an stabil mit Plexin B3 transfizierten COS-7-Zellen
durchgefuhrt. Als Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden stabil mit L1 transfizierte
Zellen sowie nicht transfizierte Zellen verwendet. Von L1 ist eine die Zellaggregation
fordernde homophile Bindung in trans bereits bekannt. Um festzustellen, ob Plexin
B2 ahnliche Eigenschaften wie B3 aufweist, wurden zusatzlich stabil mit B2

transfizierte Zellen untersucht.
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Zunachst wurden Aggregationsassays mit den Lebendfarbstoffen Dil (rot) und DiO
(grun) durchgefihrt (Abb. 31).

B3+ L1+

Abb. 31: Zellaggregationsassays von mit den Lebendfarbstoffen Dil und DiO gefarbten, stabil Plexin B3,
Plexin B2 oder L1 exprimierenden, NIH-3T3-Zellen

Zellaggregationsassays von stabil mit Plexin B3 und Plexin B2 transfizierten NIH-3T3-Zellen. Nicht transfizierte
NIH-3T3-Zellen dienten als Negativkontrolle, mit L1 transfizierte Zellen als Positivkontrolle. Die jeweils Gber den
Abbildungen angegebenen Zellen wurden mit Dil (rot) oder DiO (griin) gefarbt, suspendiert, im Verhaltnis 1:1
gemischt und nach 45 min Aggregationszeit auf Deckglaser getropft und am Fluoreszenzmikroskop fotografiert.
(A) Rote, B3-exprimierende Zellen wurden mit griinen, nicht transfizierten Zellen gemischt. (B) Rote und griine,
B3-exprimierende Zellen wurden gemischt. (C) Als Negativkontrolle wurden rote und griine, nicht transfizierte
Zellen vermischt. (D) Rote, L1-exprimierende Zellen wurden als Positivkontrolle mit griinen, nicht transfizierten
Zellen, gemischt. (E) Rote und griine, L1-exprimierende Zellen wurden vermengt. (F) Griine, B3-exprimierende
wurden mit roten, L1-exprimierenden Zellen gemischt. (G) Rote, B2-exprimierende Zellen wurden mit griinen,
nicht transfizierten Zellen vermengt. (H) Rote und griine B2-exprimierende Zellen wurden vermischt. () Griine
B3-exprimierende wurden zu roten B2-exprimierenden Zellen gegeben.
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Bei diesem Assay werden Zellen, die das zu untersuchenden Protein an der
Zelloberflache exprimieren, rot gefarbt und im Verhaltnis 1:1 mit grin gefarbten nicht
transfizierten Zellen gemischt. Nach einer Inkubationszeit, in der es zur Aggregation
der Zellen kommt, erfolgt eine Auswertung am Fluoreszenzmikroskop. Fordert ein
Protein die Zellaggregation durch homophile Interaktion in trans, binden verstarkt
solche Zellen aneinander, die das Protein exprimieren, es sind also hauptsachlich
Aggregate aus roten Zellen zu beobachten. Fdrdert das untersuchte Protein die
Aggregation nicht, sollten je zur Halfte aus roten und grinen Zellen
zusammengesetzte Aggregate zu beobachten sein.

Stabil mit Plexin B3 oder Plexin B2 transfizierte, in DME-Medium suspendierte NIH-
3T3-Zellen wurden rot gefarbt, im Verhaltnis 1:1 mit grin gefarbten, nicht
transfizierten Zellen gemischt und nach einer Aggregationszeit von 45 min auf
Deckglaser getropft und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (Abb. 31A, G). Als
Negativkontrolle wurden rot und grin gefarbte, nicht transfizierte Zellen 1:1 gemischt
(Abb. 31C). Als Positivkontrolle dienten stabil mit L1 transfizierte Zellen (Abb. 31D).
Als weitere Kontrolle wurden mit B2, B3 oder L1 transfizierte Zellen jeweils rot und
grun gefarbt und wieder im Verhaltnis 1:1 gemischt (Abb. 31B, E, H).

Wie in Abb. 31A-C zu erkennen, findet die homophile Interaktion von Plexin B3 in
trans statt und fordert stark die Zellaggregation, da die Zellaggregate in A
hauptsachlich aus roten, Plexin B3 exprimierenden Zellen bestehen, wahrend die in
B und C aus etwa gleichen Teilen roter und gruner Zellen zusammengesetzt sind.
Fir L1 konnte wie erwartet ebenfalls eine starke Forderung der Zellaggregation
gezeigt werden (Abb. 31D, E). In schwacherem Ausmal} trifft dies auch fir Plexin B2
zu (Abb. 31 G, H) da auch hier die Aggregate vorwiegend aus roten, Plexin B2-
exprimierenden Zellen bestehen, allerdings sind die Aggregate im Durchschnitt
kleiner als bei den B3- oder L1-exprimierenden Zellen.

Um zu Uberprufen, ob die mittels Immunprazipitation gezeigte Bindung von L1 an B3
in cis oder trans stattfindet, wurden zusatzlich grun gefarbte Plexin B3 exprimierende
Zellen mit rot gefarbten L1 exprimierenden Zellen 1:1 vermischt (Abb. 31F). Es
entstanden hauptsachlich rein rote (L1/L1) oder grune (B3/B3) Aggregate, wahrend
L1 und B3 transfizierte Zellen nur in geringem Malle miteinander aggregierten. Dies
deutet darauf hin, dass die Bindung zwischen L1 und B3 in cis und nicht in trans
stattfindet.
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Weiterhin sollte Uberprift werden, ob Plexin B2 und Plexin B3 eine Bindung
miteinander eingehen, indem B2 (rot) und B3 (grun) exprimierende Zellen vermischt
wurden (Abb. 311). Die entstehenden Aggregate bestanden jedoch hauptsachlich aus
grunen, B3-exprimierenden Zellen, so dass eine Bindung von B3 an B2 in trans nicht
wahrscheinlich ist. Dies bestatigt das bereits mittels Immunprazipitation in Kapitel
4.3.3 erhaltene Ergebnis, nach welchem Plexin B3 nicht mit B2 interagiert.

In weiteren Zellaggregationsassays sollte die zeitabhangige Aggregation von Plexin
B3 und Plexin B2 untersucht werden. Dazu wurden stabil B3- und B2-exprimierende
NIH-3T3-Zellen in DME-Medium suspendiert und die Aggregations-abhangige
Abnahme der Partikelzahl nach der Inkubationszeit t (N¢/Np) in alle 20 min
entnommenen Aliquots bestimmt. Als Positivkontrolle wurden L1-exprimierende
Zellen verwendet, als Negativkontrolle nicht transfizierte Zellen. Wie Abb. 32A zu
entnehmen ist, nahm nach 80 min Aggregationszeit die Zahl der Partikel bei mit L1,
B3 und B2 transfizierten Zellen um jeweils 79%, 76% und 64% ab. Im Vergleich dazu
war in der gleichen Zeit bei nicht transfizierten Zellen nur eine Abnahme um 52%
festzustellen. Die zeitabhangige Zellaggregation wurde also durch die Expression
von L1 und B3 stark und in etwas geringerem Male auch durch B2 gefordert.

Um festzustellen, ob die durch die homophile Bindung verursachte Zellaggregation
Calcium- und Magnesium- abhangig ist, wurden die Zellaggregationsassays in
HBSS-Losung durchgefihrt, einmal mit und einmal in Abwesenheit von Ca2+/Mg2+.
Die in Anwesenheit von Ca**/Mg®* in HBSS erzielten Ergebnisse entsprechen den fiir
DME-Medium beschriebenen (Abb. 32B). Durch die Abwesenheit von Ca?‘/Mg?*
(Abb. 32C) wird die B3- und B2-abhangige Aggregation jedoch aufgehoben, was
darauf hinweist, dass die homophile Bindung von B3 und B2 Ca®*/Mg?®* abhangig ist.
Die L1-abhéngige Aggregation wird durch die Abwesenheit von Ca?/Mg** nicht
aufgehoben, was zu erwarten war, da eine Ca?/Mg**-Unabhéngigkeit der L1/L1-
Bindung bereits beschrieben wurde (Miura et al., 1992).
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Abb. 32: Zeitabhdngige
Zellaggregation von stabil
mit Plexin B3, Plexin B2
und L1 transfizierten NIH-
3T3-Zellen. Um die
zeitabhangige  Zellaggrega-
tion von stabil mit Plexin B3
und Plexin B2 transfizierten
NIH-3T3-Zellen zu unter-
suchen, wurden die Zellen
suspendiert, auf eine
Konzentraton von  1x10°
Zellen/ml (No) gebracht und
bei 37°C inkubiert. Als
Positivkontrolle dienten mit L1
transfizierte Zellen, als
Negativkontrolle nicht transfi-
zierte Zellen. Es wurde die
Aggregationsrate N¢/Np in alle
20 Min entnommenen
Aliquots ermittelt, wobei Ng
und N; die Partikelzahl zum
Zeitpunkt 0 bzw. t darstellen.
Eine zeitabhangige Abnahme
von Ni/No resultiert aus einer
abnehmenden Anzahl nicht
aggregierter Zellen. Gezeigt
werden die Mittelwerte aus
drei unabhangig voneinaner
durchgefiihrten  Experimen-
ten. Fehlerbalken = S.E. des
Mittelwerts. (A) Die Aggre-
gationsexperimente wurden in
DME-Medium  durchgefihrt
und zeigen eine starke
Forderung der Zellaggre-
gation durch B3, L1 und in
geringerem Malfie durch B2.
(B) Die Aggregations-
experimente wurden in HBSS
mit 1 mM Ca*"/ 0,5 mM Mg **
durchgefihrt. (C) Die
Aggregationsexperimente
wurden in HBSS in
Abwesenheit von Ca*/Mg**
durchgefiihrt und zeigen eine
Abhangigkeit der B3- und B2-
vermittelten sowie eine
Unabhéangigkeit der  L1-
vermittelten  Zellaggregation
von Ca*"/Mg?".
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4.5 Identifizierung intrazellularer Interaktionspartner von Plexin B3

Bisher ist Uber die intrazellularen Interaktionspartner von B-Plexinen wenig bekannt,
jedoch wurden verschiedene Rho-GTPasen identifiziert, die an der B-Plexin
vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind. In dieser Hinsicht am besten untersucht
ist Plexin B1. Es interagiert direkt mit der GTP-gebundenen Form von Rac
(Driessens et al., 2001; Rohm et al., 2000; Vikis et al., 2000) und hemmt so von
aktivem Rac abhangige Prozesse (Vikis et al., 2002). Alle B-Plexine bilden aul3erdem
einen Komplex mit den Rho-Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren PDZ-RhoGEF und
LARG, was in einer Aktivierung von RhoA resultiert (Aurandt et al., 2002; Driessens
et al., 2002; Hirotani et al., 2002; Perrot et al., 2002; Swiercz et al., 2002). Die
Interaktion zwischen Plexin B1 und PDZ-RhoGEF wird noch gefordert durch die
direkte Bindung der Rho-GTPase Rnd1 an dieses Plexin (Oinuma et al., 2003).
Weiterhin kénnen alle B-Plexine an den Scatterfaktor-Rezeptor Met binden und
durch dessen Aktivierung intrazellulare Signale auslosen (Artigiani et al., 2004;
Conrotto et al., 2004; Giordano et al., 2002). Fiur Plexin B2 und B3 existieren nur
wenige Daten, weshalb im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von Hefe-Zwei-Hybrid-
Experimenten neue intrazellulare Interaktionspartner fir diese Proteine identifiziert

werden sollten.

4.5.1 Identifizierung von potentiellen Interaktionspartnern der humanen Plexin
B2 und Plexin B3-Proteine mit Hilfe des CytoTrap Hefe-Zwei-Hybrid-
Systems

Um neue intrazellulare Interaktionspartner fur Plexin B2 und B3 zu identifizieren,
wurde das CytoTrap Hefe-Zwei-Hybrid-System, welches auf dem ,Sos-Recruitment-
System® (SRS) (Aronheim, 1997; Aronheim et al., 1997) basiert, verwendet. In
diesem System wird der Temperatur-sensitive Hefestamm S. cerevisiae cdc25H
eingesetzt. Dieser Stamm besitzt eine Punktmutation in der Sequenz des cdc25-
Gens. Dieses Gen ist ein Hefehomolog des humanen SOS7-Gens und kodiert fur
einen  Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor, der am Beginn der Ras-
Signaltransduktionskaskade steht und Ras bindet und aktiviert. Die Mutation im
cdc25H-Stamm erlaubt zwar normales Wachstum bei der permissiven Temperatur
von 22°C, verhindert jedoch das Wachstum bei restriktiven 37°C. Das CytoTrap-
System nutzt die Fahigkeit des humanen Sos Proteins (hSos) den cdc25 Defekt zu
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komplementieren und so die Ras-Signalkaskade zu aktivieren. Durch die Expression
von hSos und die Lokalisation dieses Proteins an der Plasmamembran wird dem
cdc25H-Stamm ein Wachstum bei 37 °C ermdglicht. Eine Lokalisation des hSos-
Proteins an der Plasmamembran kommt erst durch eine erfolgreiche Protein-Protein-
Interaktion zustande (Abb.33).

Abb. 33: Schematische
Darstellung des CytoTrap
Hefe-Zwei-Hybrid-Systems

Das Zielprotein wird durch ein
Myristylationssignal an  der
Plasmamembran verankert. Es

kommt zur Interaktion des

Zielproteins und des mit

’ humanem SOS (hSOS)
aktive Aktives
Ras Ras

fusionierten Koderproteins.
Dadurch gelangt hSOS an die

Plasmamembran und aktiviert
l das Ras-Protein durch den

Austausch von GDP nach GTP.

Ras induziert nun die

Wachstum Signalkaskade, die dem
bei37°C mutierten Hefestamm cdc25H

ein  Wachstum bei 37°C
ermoglicht.

@

Um Interaktionspartner fur Plexin B2 und B3 identifizieren zu kbnnen, wurde der fur
den intrazellularen Teil dieser Proteine (Koderproteine) kodierende Bereich in den
pSos-Vektor kloniert, wodurch es in der Hefe zur Expression eines Fusionsproteins
zwischen dem humanen SOS- und dem Koderprotein kommt. Die DNA eines
mdglichen Interaktionspartners oder eine cDNA-Expressionsbibliothek (Zielproteine)
werden in einen zweiten Vektor, pMyr, kloniert. Die in diesen Vektor klonierten DNA-
Fragmente stehen unter der Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors,
werden also nur bei Anwesenheit von Galaktose exprimiert. Die exprimierten
Proteine sind an ein Myristylations-Signal fusioniert, welches das Zielprotein an der
Plasmamembran verankert. Beide Fusionsproteine (Ziel- und Koderprotein) werden
im cdc25H-Stamm koexprimiert und die Hefezellen werden bei der restriktiven
Temperatur von 37°C inkubiert. Kommt es zu einer Interaktion der beiden Proteine,
wird das humane SOS-Protein zur Plasmamembran rekrutiert und aktiviert dadurch

die Ras-Signalkaskade. Dies ermoglicht der Hefe, bei 37°C zu wachsen.
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Beim Screening einer cDNA-Bibliothek kann durch in der Bibliothek vorhandene Ras-
cDNAs im cdc25H-Stamm ein Wachstum bei 37°C induziert werden, ohne dass es
zu einer spezifischen Proteininteraktion kommt. Dies kann verhindert werden, indem
die Hefe mit einem Sauger-GAP (,GTPase activating protein®) pratransformiert wird.
Das GAP beschleunigt die Hydrolyse von GTP zu GDP und inaktiviert auf diese
Weise Ras. So kommt es zu einer deutlichen Reduktion von Ras-induzierten falsch-
positiven Ergebnissen (Aronheim, 1997). Vor der Durchmusterung der cDNA-
Bibliothek wurde der Hefestamm cdc25H daher mit dem GAP-Gen enthaltenden
Hefevektor pYES pratransformiert.

4.51.1 Herstellung der Plexin B3 und Plexin B2-Koderkonstrukte und
Nachweis der Proteinexpression im Hefestamm cdc25A mittels
Westernblot

Fir die Herstellung der Plexin B3- und Plexin B2-Koderkonstrukte wurde jeweils der
fur die intrazellularen Doménen kodierende Bereich der cDNAs dieser Gene
(Aminosauren Plexin B2: 1220-1840; Plexin B3: 1283-1909) Uber PCR amplifiziert
und die PCR-Produkte in den Vektor pSOS kloniert (B3pSOS uns B2pSOS). Dieser
Hefevektor enthalt ein N-terminales hSOS-Fusionsproteinfragment und das LEU2-
Gen, welches durch die Bereitstellung der essentiellen Aminosaure Leucin eine
Selektion erfolgreich transformierter Hefezellen erméglicht. Der Hefestamm cdc25H
wurde mit den Plexin-Konstrukten transformiert und auf Leucin selektiert.
Flussigkulturen der selektierten Hefekolonien wurden auf die Expression der Plexin-
Konstrukte mittels Westernblot mit einem Antikdrper gegen hSOS Uberprift. Als
Kontrolle dienten nicht transfizierte Hefezellen (Abb. 34).

Abb. 34: Nachweis der Protein-
expression der beiden pSOS-Plexin-
Konstrukte im Hefestamm cdc25H
kDa mittels Westernblot.

Cdc25H-Hefezellen wurden mit B2pSOS
oder B3pSOS transfiziet und die
Proteinexpression mittels Westernblot mit
dem anti-Sos1-Antikorper Uberprift. Als
Negativkontrolle dienten nicht transfizierte
cdc25H-Hefezellen. Links neben dem Blot
sind einige  Molekulargewichte  des

B2pS0OS
in cdc25H
B3pS0OS
in cdc25H
cdc25H

250—

!

160—

verwendeten Proteinstandards angegeben.
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Sowohl das Plexin B3- als auch das Plexin B2-Kdderprotein zeigen eine starke
Expression im Hefestamm cdc25H. Die klonierten intrazellularen Domanen erreichen
fusioniert an das hSOS-Protein (120 kDa) eine Grofke von ~ 250 kDa.

4.51.2 Screening einer humanen Hirn cDNA-Bibliothek mit Plexin B3 und

Plexin B2 als Koderproteinen

Um sicherzustellen, dass die verwendeten intrazellularen Domanen von Plexin B2
und -B3 sich als Koderproteine eignen und nicht unabhangig von einer
Proteininteraktion das Wachstum des transformierten cdc25H-Hefestamms bei der
restriktiven Temperatur von 37°C induzieren, d.h. autoaktivierend wirken, wurden
zunachst verschiedene Kontrollexperimente durchgefuhrt. Um die Funktionalitat des
CytoTrap-Systems zu Uberprifen, wurden als Positivkontrolle zunachst die Vektoren
pSos-MAFB und pMyr-MAFB in cdc25H-Hefezellen kotransformiert. Von den
entsprechenden Proteinprodukten ist bekannt, dass sie in vivo interagieren und so
dem Hefestamm ein Wachstum bei 37°C ermoglichen. Die kotransformierten
Hefezellen wurden auf selektivem Glukosemedium ausplattiert und bei 22°C
inkubiert. Von den dort gewachsenen Hefekolonien wurden jeweils sechs auf ihre
Fahigkeit getestet, bei 37°C auf Glukose- und Galaktosemedien zu wachsen (Abb.
35). Alle sechs Kolonien waren zu einem Wachstum bei 22°C sowie zum Wachstum
bei 37°C auf Galaktose, nicht aber auf Glukose fahig. Als Negativkontrolle wurden
die Hefezellen mit dem pSos-MAFB-Vektor und dem pMyr-LaminC-Vektor
kotransfiziert. Diese Proteinprodukte interagieren nicht und sollten somit auch kein
Wachstum bei 37°C induzieren. Wie aus Abb. 35 zu entnehmen, waren aus dieser
Kotransformation entstandene Hefezellen auch tatsachlich nur zum Wachstum bei
22°C fahig, was die Funktionalitat des CytoTrap-Systems bestatigt.

Als weitere Negativkontrolle wurden cdc25H-Hefezellen mit den leeren pSos- und
pMyr-Vektoren kotransformiert, um eine Interaktion ohne Ziel- und Koderproteine
ausschlieen zu konnen. Um eine Interaktion der Proteinprodukte von B3pSos und
B2pSos mit den Proteinprodukten der Negativkontroll-Plasmid pMyr-LaminC und
dem leeren pMyr Vektor auszuschlie®en, wurden auch diese Vektoren jeweils mit
den Koderkonstrukten kotransformiert. Die so transformierten Zellen sollten zu einem
Wachstum bei 37°C nicht fahig sein. Auch hier wurden jeweils sechs Kolonien auf
ihre Fahigkeit getestet, bei 37°C auf Glukose- und Galaktosemedien zu wachsen.

Wie in Abb. 30 erkennbar, waren alle aus den negativen Kontrolltransformationen
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entstandenen Hefekolonien zum Wachstum bei 22°C, nicht aber bei 37°C fahig.
Dies zeigt dass sich die intrazellularen Domanen von Plexin B2 und Plexin B3 als

Kdderproteine eignen.

GLUKOSE 22°C GLUKOSE 37°C GALAKTOSE 37°C

pSos-MAFB + pMyr-MAFB g : @OCDL©®
pSos-MAFB + pMyr-LaminC
pSos + pMyr

pSos-B2IC + pMyr
pSos-B3IC + pMyr
pSos-B2IC + pMyr-LaminC
pSos-B3IC + pMyr-LaminC

Abb. 35: Kontrollexperimente fiir die Durchmusterung einer cDNA-Bibliothek mit den intrazelluldren
Domanen von Plexin B2 und -B3 als Kéderproteinen

Die vor der Durchmusterung der cDNA-Bibliothek wurden verschiedene Kontrollexperimente durchgeflhrt, fir die
cdc25H-Hefezellen jeweils mit den links angegebenen Vektorkombinationen Kkotransfiziert wurden. Das
Wachstumsverhalten von je sechs Klonen dieser Transfektionen wurde auf Glukosemedium bei 22 und 37°C und
auf Galaktosemedium bei 37°C Uberpriift. Die erste Zeile zeigt die Positivkontrolle, die Zeilen 2-7 verschiedene
Negativkontrollen.

Vor der Durchmusterung der cDNA-Bibliothek wurde der Hefestamm cdc25H mit den
Plasmiden pYES2-mGAP und B3pSOS bzw. B2pSOS kotransformiert und bei 22°C
auf Glukosemedium ausplattiert. Sechs der entstandenen Kolonien wurden auf
Autoaktivierung bei 37°C uberpruft (Daten nicht gezeigt). Da es in beiden Fallen nicht
zu einer Autoaktivierung kam, wurden die beiden so pratransformierten Hefestamme
fur die anschlieende Durchmusterung der cDNA-Bibliothek verwendet. Dazu
wurden diese Stamme jeweils mit der pMyr-cDNA-Bibliothek aus humanem fétalen
Gehirn transformiert und auf Glukosemedium bei 22°C selektioniert. Die so
entstandenen Kolonien wurden durch Replikaausplattierung auf Glukose- und
Galaktosemedium bei 37°C Ubertragen. Von den putativ positiven Hefeklonen, die
bei 37°C nur auf Galaktose, nicht aber auf Glukosemedium gewachsen waren, wurde
Plasmid-DNA isoliert und nach E.coli transformiert. Aus E.coli wurden die pMyr-
Plasmide isoliert, deren Inserts sequenziert und einer Datenbankanalyse unterzogen.
Dazu wurde das NCBI-BLAST-Programm ,blastn“ verwendet (Altschul et al., 1990).
Bei einigen Inserts handelte es sich um klassische, autoaktivierende, falsch positive
Klone (cdc25 und SOS-17). Zusatzlich befanden sich einige Inserts nicht im selben

Leserahmen wie das Myristylationssignal in pMyr. Diese Klone wurden nicht weiter
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ausgewertet. Fur Plexin B3 wurden sieben, fur Plexin B2 vier potentiell
interagierende pMyr-cDNA-KIone identifiziert, bei denen es sich allerdings bei
einigen Klonen um identische Proteine handelte. Eine Auflistung der gefundenen
Klone findet sich in Tab. 12.

Tab. 12: Mit dem CytoTrap Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierte potentielle Interaktionspartner von
Plexin B2 und B3

Angegeben ist das jeweils identifizierte Protein, die GenBank-Eintragsnummer fiir das jeweilige Protein, sowie die
Haufigkeit mit der der jeweilige Klon identifiziert wurde.

Plexin B2
Protein GenBank-Eintragsnummer Haufigkeit der
Identifizierung
LRP1 NM_002332 1
KIF17 XM_027915 1
Hypothetisches Protein AK_055151 2
Plexin B3
Protein GenBank-Eintragssnummer Haufigkeit der
Identifizierung
Rin NM_002930 3
MEG3 AB032607 1
DRR1 AF089853 1

Um die identifizierten potentiellen Interaktionspartner von Plexin B2 und Plexin B3 zu
bestatigen, wurde eine Kotransformation von cdc25H-Hefezellen mit diesen pMyr-
Konstrukten und dem jeweiligen Koderkonstrukt durchgefuhrt. Jeweils sechs der
nach Wachstum bei 22°C auf Glucosemedium erhaltenen Kolonien wurden auf ein
Wachstum bei 37°C in Abhangigkeit von Galaktose untersucht (Abb.36).
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GLUKOSE 22°C GLUKOSE 37°C GALAKTOSE 37°C

pSos-B2IC + pMyr-LRP1
pSos-B2IC + pMyr-KIF17
pSos-B2IC + pMyr-Hyp.Prot.
pSos-B3IC + pMyr-RIN
pSos-B3IC + pMyr-MEG3

pSos-B3IC + pMyr-DRR1

Abb. 36: Bestitigung von potentiellen Interaktionspartnern des Plexin B2- und Plexin B3-Proteins durch
Kotransfektion der Kéder- und Zielproteine in cdc25H-Hefezellen

Cdc25H-Hefezellen wurden mit den jeweils links angegebenen Kéderprotein-Konstrukten und zu testenden pMyr-
cDNA-Plasmiden transformiert. Das Wachstumsverhalten von jeweils sechs Klonen auf Glukosemedium bei 22
und 37°C und Galaktosemedium bei 37°C wurde untersucht.

Es ist moglich, dass die identifizierten Interaktionspartner in den cdc25H-Zellen
autoaktivierend wirken. Um zu beweisen, dass es durch die identifizierten Proteine
nicht zu einer Autoaktivierung kommt, wurden diese jeweils im pMyr-Vektor mit dem
leeren pSos-Vektor kotransformiert. Sechs der entstandenen Hefekolonien wurden
wieder jeweils auf Galaktose-abhangiges Wachstum bei 37°C Uberpruft (Abb. 37).

GLUKOSE 22°C GLUKOSE 37°C GALAKTOSE 37°C
pSos + pMyr-LRP1
pSos + pMyr-KIF17
pSos + pMyr-Hyp.Prot.
pSos + pMyr-RIN
pSos + pMyr-MEG3

pSos + pMyr-DRR1

Abb. 37: CytoTrap-Kontrollexperimente fiir die identifizierten potentiellen Interaktionspartner von Plexin
B2 und Plexin B3

Cdc25H-Hefezellen wurden mit den links angegebenen Interaktionspartnern in pMyr und dem leeren pSos-Vektor
kotransfiziert. Das Wachstumsverhalten von jeweils sechs Klonen auf Glukosemedium bei 22 und 37°C und
Galaktosemedium bei 37°C wurde untersucht.

Wenn die Interaktionen zwischen den identifizierten Proteinen und dem jeweiligen
Koderprotein spezifisch sind, sollte bei diesem Test kein Wachstum bei 37°C zu
beobachten sein. Mit Ausnahme des Interaktionspartners Rin, bei dem ein
Wachstum nur bei 22°C zu beobachten war, zeigten jedoch alle anderen potentiellen
Interaktionspartner auch ein Wachstum bei 37°C auf Galaktose. Das gleiche
Experiment wurde noch einmal mit pSos-MAFB und den potentiellen
Interaktionspartnern in pMyr durchgefuhrt. Es wurde das gleiche Ergebnis wie mit
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dem leeren pSos-Vektor erzielt (Daten nicht gezeigt). Somit konnte nur Rin (Ras-like
protein expressed in neurons), eine spezifisch in Neuronen exprimierte Ras-GTPase
(Lee et al., 1996) als Interaktionspartner von Plexin B3 identifiziert werden, alle
anderen identifizierten Proteine wirkten autoaktivierend im CytoTrap-System und

wurden daher nicht weiter untersucht.

4.5.2 Verifizierung der Interaktion zwischen Plexin B3 und Rin mittels

Koimmunprazipitation der Giberexprimierten Proteine

Um die im CytoTrap Hefe-Zwei-Hybrid-System identifizierte Interaktion von Plexin B3
und Rin mit Hilfe alternativer Methoden zu bestatigen, wurden zunachst
Koimmunprazipitations-Experimente durchgefuhrt. Das Prinzip der Koimmun-
prazipitation wurde bereits unter 4.4.3.1 naher erlautert. Dazu wurde zunachst ein im
CytoTrap-System identifizierter Klon, der die vollstandige Kodierregion von Rin
enthielt, genutzt um Rin in den eukaryotischen Expressionsvektor pFLAG kloniert.
Dieser Vektor enthalt ein N-terminales FLAG-Epitop, so dass ein exprimiertes Protein
nicht nur Uber einen spezifischen Antikorper, sondern zusatzlich Gber einen gegen
FLAG gerichteten Antikdrper detektiert werden kann. RinpFLAG wurde transient in
COS-7-Zellen transfiziert und die Funktionalitdt des Konstrukts mittels SDS-PAGE
und Westernblot uberpruft (Abb. 38).

FLAG-Detektion Rin-Detektion

RinpFLAG
RinpFLAG

COs-7
CO0s-7

Abb. 38: Nachweis der Expression von

kDa Rin in transient transfizierten COS-7-

Zellen

Lysate von transient mit RinpFLAG
transfizierten COS-7-Zellen wurden auf die
Expression von Rin getestet. Als
Negativkontrolle dienten nicht transfizierte
COS-7-Zellen. Fur die Detektion wurden

die Antikorper anti-FLAG und mAbhRin

15— verwendet.

Der verwendete Antikorper gegen humanes Rin, mAbhRin, detektiert in mit
RinpFLAG transfizierten COS-7-Zellen eine Bande bei ~ 27 kDa. Bei dieser Bande

handelt es sich um vollstandiges Rin, das als ein 25 kDa Protein beschrieben wurde
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(Lee et al., 1996). Bei einer weiteren detektierten ~ 22 kDa Bande handelt es sich um
eine unspezifische Bindung des Antikorpers, da die gleiche Bande auch in nicht
transfizierten COS-7-Zellen vorhanden ist. Als Positivkontrolle wurde das Lysat von
mit RinpFLAG transfizierten COS-7-Zellen mit einem anti-FLAG-Antikdrper detektiert.
Auch dieser Antikorper erkennt eine ~ 27 kDa Bande, bei der es sich um Rin handelt,
eine unspezifische Bande wird von ihm nicht detektiert.

Um die putative Interaktion zwischen Rin und Plexin B3 zu bestatigen, wurden COS-
7-Zellen mit den full-length® Konstrukten B3pIRES und RinpFLAG kotransfiziert. Als
Negativkontrolle wurden mit leerem pFLAG-Vektor und B3pIRES kotransfizierte
Zellen verwendet. Die Zelllysate wurden mit anti-FLAG-Antikorper konjugierten
Agarosekugelchen inkubiert und prazipitiert. Die Prazipitate wurden mittels
Westernblot mit einem anti-FLAG—Antikérper und pAbhB3-B untersucht. Zusatzlich
wurde die Expression von Plexin B3 und Rin in den Rohlysaten uberpruft (Abb.39).
Plexin B3 konnte im Prazipitat der mit Rin kotransfizierten Zellen nachgewiesen
werden, jedoch nicht im Prazipitat der Kontrolle. Die Koimmunprazipitation von Rin

und Plexin B3 ist ein weiterer Hinweis darauf, das diese Proteine interagieren.

Plexin-B3pIRES: + + + + Abb. 39: Bestdtigung der
RinpFLAG: + _ + - Interaktion zwischen Plexin
B3 und Rin durch
FLAG-Vektor: - + - + . . e

Koimmunprazipitation der
kDa liberexprimierten Proteine
IP: FLAG LR p— . Rohlysat und Westernblot

WB: FLAG 25 — WB: FLAG . e
Koimmunprazipitation (IP)
15 — von Plexin B3 und Rin mit
anti-FLAG-Agarose. COS-7-
IP: FLAG 250 — | - . Rohlysat Zellen wurden mit den oben
WB:pAbhB3-B | 160 — WB:pAbhB3-B | angegebenen Konstrukten
transfiziert, wobei als
1 2 3 4 Negativkontrolle der leere

pFLAG-Vektor diente. Die
oberen Westernblots (WB) zeigen die Detektion von Rin mit dem anti-FLAG-Antikérper im Prazipitat (Spalte 1)
und den Rohlysaten (Spalten 3 und 4). Auf den Blots darunter ist die Detektion von Plexin B3 mit dem pABhB3-B-
Antikdrper dargestellt.

4.5.3 Versuch der Koimmunprazipitation von endogenem Plexin B3 und Rin

aus humanem Gehirn

Nach Northern-Blot-Untersuchungen von Lee und Mitarbeitern (1996) wird Rin
ausschlieBlich in Neuronen (Hirn und Retina) exprimiert. Fir eine endogene

Immunprazipitation dieses Proteins kann daher nur Hirn verwendet werden. Um
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zunachst die Expression von Rin im Hirn zu uberprufen, wurden Lysate von
humanem Neokortex und Corpus callosum sowie murinem Hirn mittels Westernblot
mit dem mAbhRin-Antikérper untersucht (Abb. 40).

Abb. 40: Anaylse der Expression
von Rin in humanem und murinem
Hirn mittels Westernblot

Es wurden Lysate von adultem
murinen  Gehirn  sowie  adultem
humanen Neokortex und Corpus

RinpFLAG

in COS-7

CO0S-7

Murines Hirn
Humaner
Neocortex
Humanes
Corpus Callosum

callosum mittels Westernblot auf die
kDa Expression von Rin untersucht. Als
30— Positivkontrolle dienten mit RinpFLAG
transfizierte COS-7-Zellen, als
Negativkontrolle  nicht transfizierte
Zellen. Fur die Detektion wurde der
Antikdérper mAbhRin verwendet. Links
neben dem Blot sind die
Molekulargewichte des verwendeten
Proteinstandards angezeigt.

25—

X

Als Positivkontrolle dienten mit dem RinpFLAG-Konstrukt transfizierte COS-7-Zellen,
als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte COS-7-Zellen verwendet. Obwohl
dieser Antikdrper gegen humanes Rin gerichtet ist und fur Rin bereits in der Maus
eine neuronale Expression nachgewiesen wurde (Lee et al, 1996), konnte in
humanem Neokortex und Corpus callosum kein Rin-Protein detektiert werden. In
murinem Hirn wurde dagegen eine Bande von ~25 kDa detektiert, bei der es sich
wahrscheinlich um Rin handelt. Dies lasst darauf schlielRen, dass der verwendete
Antikdrper zwar zur Detektion von endogenem Rin geeignet ist, dieses Protein aber

in den untersuchten humanen Geweben nicht in detektierbarer Menge vorliegt.
Auch eine Immunprazipitation mit dem mAbhRin-Antikérper in humanem Neokortex

und Corpus callosum flhrte nicht zu einer nachweisbaren Anreicherung dieses
Proteins (Abb. 41C).
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Abb. 41: Versuch der Immunprazipitation von Plexin B3 und Rin aus humanem Gehirn

(A) Plexin B3 sollte mittels Immunpréazipitation mit dem Antikdrper pAbhB3-B aus Lysaten von humanem
Neokortex und Corpus callosum prazipitiert werden. Als Positivkontrolle wurde eine Immunprazipitation aus mit
B3pIRES transfizierten COS-7-Zellen durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit pAbhB3-B. (B) Als Positivkontrolle
wurde L1 aus den Hirnlysaten und mit L1pIRES transfizierten COS-7-Zellen prazipitiert. Die Prazipitation sowie
auch die Detektion erfolgten mit dem Antikérper pAbex2. (C) Rin sollte aus humanem Neokortex und Corpus
callosum sowie als Positivkontrolle aus mit RinpFLAG transfizierten COS-7-Zellen prazipitiert werden. Fur
Préazipitation und Detektion wurde der Antikérper mAbhRin verwendet.

Auch Plexin B3 konnte mittels Koimmunprazipitation aus diesen Geweben mit dem
pAbhB3-B nicht angereichert werden (Abb. 41A). Eine Koimmunprazipitation der
endogenen Plexin B3-und Rin-Proteine aus humanem Hirn war daher nicht moglich.
Eine gleichzeitig als Positivkontrolle durchgefuhrte Immunprazipitation von L1 aus
humanem Neokortex mit dem pAbex2-Antikorper (Abb. 41B) war jedoch erfolgreich,

so dass die Methode prinzipiell funktioniert.

4.5.4 Versuch der Verifizierung der Interaktion zwischen Plexin B3 und Rin mit

Hilfe von GST-Pull-Down-Experimenten

Um die Interaktion zwischen Plexin B3 und Rin zu verifizieren, sollten GST-Pull-
Down-Experimente durchgefuhrt werden. Dabei wird das zu untersuchende Protein
mit dem Glutathion-S-Transferase (GST)-Peptid fusioniert und zusammen mit einem
potentiellen Interaktionspartner in Zellen exprimiert. Glutathion bindet mit hoher
Affinitat an GST, so dass das Fusionsprotein aus dem Zelllysat mit an Glutathion
konjugierten Sepharosekugelchen prazipitiert werden kann. An das zu
untersuchenden Protein bindende Interaktionspartner kdnnen im Prazipitat mittels

Westernblot nachgewiesen werden. Der Vorteil dieser Methode im Vergleich zur
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Immunprazipitation ist die Unabhangigkeit von Antikorpern. Es gibt zwei
verschiedene Moglichkeiten GST-Fusionsproteine herzustellen. Bei der ersten
Variante werden sie in Bakterien synthetisiert, aus diesen mit Glutathion-
Sepharoseklgelchen aufgereinigt und dann dem Zelllysat mit dem potentiellen
Interaktionspartner zugegeben. Die zweite Moglichkeit ist eine direkte Klonierung des
zu untersuchenden Gens in einen eukaryotischen GST-Expressionsvektor, der dann

mit einem potentiellen Interaktionspartner in Zellen kotransfiziert wird.

4.5.41 Bakterielle Expression von GST- Plexin B3

Um an GST fusioniertes Plexin B3 zu erhalten, wurde zunachst versucht die cDNA
des extrazellularen (Aminosauren 1-1106) und des intrazellularen Bereichs
(Aminosauren 1283-1909) von Plexin B3 in den prokaryotischen Expressionsvektor
pET-42a zu klonieren. Dieser Vektor enthalt den T7/ac-Promotor, so dass die N-
terminal an GST fusionierten Proteine nur bei Induktion durch IPTG exprimiert
werden. Die erhaltenen Klone wurden sequenziert und nach E.coli BL21
transformiert. Es konnte jedoch mittels Westernblot keine Expression von Plexin B3-
Protein beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Daher wurde die vollstandige Kodierregion von Plexin B3 in den ebenfalls IPTG-
induzierbaren prokaryotischen Expressionsvektor pGEX kloniert (B3pGEX). Parallel
wurde die vollstandige Kodierregion von Plexin B3 in den Gateway-Eingangsvektor
PENTR1A kloniert und von dort in den Zielvektor pDEST15 uberfuhrt (B3pDEST15).
Der prokaryotische Vektor pDEST15 ermdglicht eine Expression von N-teminal mit
GST fusionierten Proteinen. Die Fusionsproteine stehen unter der Kontrolle des
araBAD-Promotors, so dass es nur bei einer Induktion durch L-Arabinose zur
Protein-Expression in E.coli kommt. Sowohl B3pGEX als auch B3pDEST15 wurden
nach E.coli BL21 transformiert und die Proteinproduktion induziert. Die Zellen wurden
lysiert und die Lysate mittels Westernblot mit einem anti-GST-Antikérper und dem
pAbhB3-Antikérper auf die Expression von GST-Plexin B3 untersucht (Abb. 42). In
beiden Fallen konnte an GST fusioniertes Plexin B3 nachgewiesen werden,
allerdings waren die mit dem anti-GST-Antikorper detektierten Banden wesentlich
schwacher als die mit dem pAbhB3-Antikorper detektierten Banden, was vermuten

lasst, dass ein Teil des Plexin B3-Proteins an GST fusioniert vorliegt.
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Abb. 42: Nachweis der Expression verschiedener GST-Plexin B3-Proteine in E.coli mittels Westernblot
und Versuch einer Proteinanreicherung mit Glutathion-Sepharose-Beads

Die Plexin B3-Konstrukte B3pGEX und B3pDEST15 wurden nach E.coli BL21 transformiert, die Proteinproduktion
durch Zugabe von IPTG bzw. Arabinose induziert und die Lysate im Westernblot auf Expression von GST-Plexin
B3 untersucht. Auflerdem wurde versucht, die GST-Fusionsproteine mit Hilfe von Glutathion-Sepharose-Beads
anzureichern. Als Negativkontrolle wurden E.coli BL21-Zellen vor Induktion der Proteinproduktion verwendet. (A)
Fur die Detektion wurde der Antikdrper pAbhB3-B gegen Plexin B3 verwendet. Als Positivkontrolle dienten mit
dem B3plRES-Konstrukt transfizierte COS-7-Zellen. (B) Fur die Detektion wurde ein anti-GST-Antikérper
verwendet. Als zusatzliche Negativkontrolle dienten mit dem B3pIRES-Konstrukt transfizierte COS-7-Zellen, als
Positivkontrolle an GST fusioniertes ARHGEF6/0PIX.

Nun sollte das GST-Plexin B3 an Glutathion-Sepharose-Beads gebunden und aus
den Lysaten aufgereinigt werden, was allerdings nicht gelang. Wie in Abb. 42
erkennbar, konnte nach dem Bindungsschritt kein Plexin B3 an den Sepharose-
Beads detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich auf eine fehlerhafte Faltung des
Fusionsproteins zurtuckzufuhren, die eine Bindung von Glutathion an GST nicht mehr
erlaubt.

Zusammenfassend waren GST-Pull-Down-Experimente mit in  Bakterien
exprimiertem Plexin B3 nicht mdglich, da das Fusionsprotein entweder gar nicht erst
produziert wurde oder keine Bindung an die Glutathion-Beads erfolgte.

4.5.4.2 Expression von GST-Plexin B3 in verschiedenen Sauger-Zelllinien

Da GST-Pull-Down-Experimente mit in Bakterien exprimiertem GST-Plexin B3 nicht
erfolgreich waren, wurde die vollstandige Kodierregion von Plexin B3 aus dem
Gateway-Eingangsvektor pENTR1A in den eukaryotischen Zielvektor pDEST27
uberfuhrt (B3pDest27). Dieser Vektor ermoglicht eine direkte Expression N-terminal

GST-fusionierter Proteine in eukaryotischen Zelllinien. Das Konstrukt wurde in CHO-
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und COS-7-Zellen transfiziert und die Zelllysate mittels Westernblot auf die
Expression von GST-Plexin B3 uberpruft. Wie in Abb. 43 erkennbar, konnte in beiden
Zelllysaten mit dem pAbhB3-B-Antikorper Plexin B3 detektiert werden.

A B

B3pDEST27 in CHO
B3pDEST27 in COS-7
B3pDEST27 in CHO

B3pDEST27 in COS-7

ARHGEF 6/0.PIX
pDEST27GST

COsSs-7
COsSs-7

kDa

250—

160—

i ——

Abb. 43: Analyse der Expression von GST-Plexin B3 in CHO- und COS-7-Zellen mittels Westernblot
CHO-und COS-7-Zellen wurden mit dem B3pDEST27-Konstrukt transfiziert, was zur Expression von Plexin B3
als GST-Fusionsprotein fiihren sollte. Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte COS-7-Zellen verwendet. (A)
Fir die Detektion wurde der Antikérper pAbhB3-B gegen Plexin B3 verwendet. (B) Fir die Detektion wurde ein
anti-GST-Antikérper verwendet. Als Positivkontrolle wurde COS-7-Zellen mit dem ARHGEF6/aPIXpDest27GST-
Konstrukt transfiziert das fur GST-fusioniertes ARHGEF6/aPIX kodiert.

Mit einem anti-GST-Antikorper war jedoch kein Signal detektierbar, auch nicht nach
einer versuchten Anreicherung des Proteins durch Kopplung an GST-Sepharose-
Beads (nicht abgebildet). Ein als Positivkontrolle verwendetes an GST fusioniertes
Protein (ARHGEFG6/aPIX) konnte jedoch mit diesem Antikdrper nachgewiesen
werden. Somit wurde in diesen Zellen zwar Plexin B3 exprimiert, jedoch nicht als
GST-Fusionsprotein. Dies ist wahrscheinlich darauf zurickzufuhren, dass das GST
N-terminal vor dem Signalpeptid von Plexin B3 liegt, welches bei der
Proteinprozessierung abgetrennt wird. Dies war allerdings nicht vorherzusehen, da
ebenfalls N-terminal lokalisiertes EGFP (siehe Kapitel 4.2.2) nicht abgetrennt wird
und in Bakterien N-terminal an GST-fusioniertes Plexin B3 nachweisbar war. Ein
Gateway-Vektor mit C-terminalem GST war leider nicht erhaltlich und auch eine
direkte Klonierung von vollstandigem Plexin B3 in den eukaryotischen
Expressionsvektor pMT2SM mit C-terminalem GST-Tag war nicht erfolgreich. Die
GST-Pull-Down-Versuche wurden daher nicht weitergefuhrt.
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4.5.5 Analyse der subzellularen Lokalisation von Rin und Kolokalisation mit
Plexin B3 in COS-7 Zellen

Wie bereits in Kapitel 4.2.4 beschrieben, ist Plexin B3 an der Zelloberflache transient
und stabil transfizierter COS-7- und NIH-3T3-Zelen lokalisiert. Um die Interaktion von
Plexin B3 und Rin weiter zu charakterisieren, sollte die subzellulare Lokalisation von
Rin untersucht werden. Dazu wurden Immunfluoreszenzexperimente mit transient mit
RinpFLAG transfizierten COS-7-Zellen durchgefuhrt. Die Zellen wurden nach einer
Fixierung mit PFA mit dem mAbhRin-Antikorper inkubiert. Die Detektion erfolgte mit
Hilfe eines Alexa-Fluor®568-konjugierten sekundaren Antikdrpers am konfokalen
Laserscanmikroskop. Dieses ermdglicht die Darstellung definierter Zellebenen. Bei
Betrachtung der substratnahen Zellebenen zeigte sich, dass Rin an der
Zytoplasmamembran sowie im Zellkern lokalisiert ist (Abb. 44). Bisher konnte fur Rin
mittels Immunfluoreszenz nur eine Lokalisation an der Plasmamembran gezeigt

werden (Lee et al., 1996), eine Lokalisation im Kern wurde nur mittels Westernblot

nachgewiesen(Calissano & Latchman, 2003).

Abb. 44: Darstellung der subzellularen Lokalisation von RinpFLAG in COS-7-Zellen mittels
Immunfluoreszenz

COS-7-Zellen wurden transient mit RinpFLAG transfiziert. Die subzellulare Lokalisation wurde durch
Immunfluoreszenzfarbung des Proteins mit dem mAbhRin-Antikérper und einem AIexa-FIuor®568-konjugierten
sekundaren Antikérper und konfokaler Lasermikroskopie dargestellt (A,C). Rechts daneben ist jeweils dieselbe
Zelle im Phasenkontrast abgebildet (B,D).

Weiterhin sollte mittels Immunfluoreszenz eine mogliche Kolokalisation von Plexin B3
und Rin untersucht werden. Dazu wurden COS-7-Zellen mit Plexin B3pIRES und
RinpFLAG transient kotransfiziert. Die Zellen wurden mit den Antikérpern pAbhB3-B
und mAbhRin inkubiert. Die Detektion erfolgte mit Hilfe Alexa-Fluor®568-konjugierter
(Plexin B3, rot) und Alexa-Fluor®488 -konjugierter (Rin, griin) sekundérer Antikdrper
am konfokalen Laserscanmikroskop (Abb. 45).
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Plexin-B3 Rin Uberlagerung Phasenkontrast

Abb. 45: Darstellung der partiellen Kolokalisation von Plexin B3 und Rin in kotransfizierten COS-7-Zellen
mittels Inmunfluoreszenz

COS-7-Zellen wurden mit Plexin B3pIRES und RinpFLAG kotransfiziert. Die subzelluldre Lokalisation wurde
mittels konfokaler Lasermikroskopie von substratnahen Ebenen der Zellen dargestellt. Plexin B3 wurde mit Hilfe
des pAbhB3-B-Antikorpers und einem Alexa-Fluor®568-gekoppelten sekundaren Antikdrpers (rot) angefarbt
(A,E). Rin wurde mittels pAbhRin und eines sekundaren AIexa-FIuor®488-gekoppelten Antikdrpers (griin)
dargestellt (B,F). Die Uberlagerung beider Bilder (C,G) lasst in Bereichen der Zelle, an denen Rin und Plexin B3
kolokalisieren, eine gelbe Pseudofarbe entstehen. Die Pfeile zeigen jeweils auf Kolokalisationsstellen an der
Zellmembran. Bei der in A-D abgebildeten Zelle ist zusatzlich zur Membranlokalisation auch die Kernlokalisation
von Rin zu erkennen. Rechts ist jeweils dieselbe Zelle im Phasenkontrast abgebildet (D,H).

Bei Betrachtung substratnaher Ebenen wird deutlich, dass, wie auch bei separater
Transfektion von Rin und Plexin B3, beide Proteine an der Zellmembran lokalisiert
sind. Rin findet sich zuséatzlich im Zellkern. Bei Uberlagerung beider Aufnahmen
ergibt sich an Stellen, an denen beide Proteine kolokalisiert sind, eine gelbe
Pseudofarbung. Es konnte somit gezeigt werden, dass Rin und Plexin B3 an weiten
Bereichen der Zellmembran kolokalisieren, was auf eine Interaktion dieser Proteine

im zellularen System hinweist.
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5 Diskussion

5.1 Molekulare und funktionelle Analyse von pathogenen
Missense Mutationen im Gen fir das humanen Zelladhasions-
Molekil L1

5.1.1 In vitro Modell zur Untersuchung der Auswirkungen pathogener

Missense Mutationen in L1CAM auf das Neuritenwachstum

Mutationen in L1CAM, dem Gen fur humanes L1, I6sen schwere neurologische
Storungen aus, die unter dem Begriff L1-Spektrumerkrankungen zusammengefasst
werden. Ubereinstimmend wird bei Patienten mit L1-Spektrumerkrankung und L1-
defizienten Mausen ein reduzierter Querschnitt der Pyramidaltrakte beobachtet
(Kamiguchi et al., 1998a; Yamasaki et al., 1997). Als weiteres Symptom zeigt sich
eine Agenesie oder Hypoplasie des Corpus callosum, welche aus einem Fehlen oder
einer reduzierten Anzahl von Komissur-Neuronen resultieren. Mutationen in L1CAM
beeinflussen also offensichtlich in vivo das Neuritenwachstum verschiedener
Neurone. Homophile Interaktionen zwischen auf Substrat und Neuronen
exprimiertem L1-Protein fordern das Neuritenwachstum auch in vitro (Kleitman et al.,
1988; Lemmon et al., 1989). Die in dieser Arbeit etablierte in vitro Analyse des durch
mutiertes L1-Protein beeintrachtigten Neuritenwachstums scheint daher geeignet, um
wesentliche Merkmale der L1-Erkrankung zu reflektieren.

Zur Untersuchung des Neuritenwachstums existieren bereits verschiedene in vitro
Modelle, die grob in zwei Gruppen unterteilt werden kénnen. Entweder werden
Zelllinien neuroepithelialen Ursprungs genutzt, wie z.B. PC12- (Ratten-Phaochromo-
cytoma) oder Neuroblastomzellen, in denen Neuritenwachstum durch verschiedene
Wachstumsfaktoren induziert werden kann, oder man verwendet Primarkulturen von
Nagerneuronen (Kiryushko et al., 2004). Da in letzterem System normalerweise
verschiedene Stufen der neuronalen Differenzierung beobachtet werden konnen, und
es vermutlich eher den in vivo Bedingungen entspricht, haben wir uns fur die
Nutzung priméarer, muriner, zerebellarer Neurone entschieden. Diese Neurone
erschienen fur die geplanten Experimente geeignet, da bereits nachgewiesen wurde,
dass sie L1 exprimieren (Wolff et al., 1988). Weiter zeigen das von uns als Substrat
eingesetzte humane L1 und murines L1 92% Aminosaureidentitat, und eine quasi
homophile Interaktion dieser Molekule konnte bereits dargestellt werden (Moulding et
al., 2000).
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Neuritenwachstums-Assays konnen auf verschiedenen Substraten durchgefuhrt
werden. Entweder werden mit gereinigten, rekombinanten Proteinen oder einzelnen
Proteindomanen beschichtete Oberflachen verwendet, oder Substratzellen, welche
die zu untersuchenden Proteine exprimieren. Das Neuritenwachstum auf
transfizierten Zelllinien unterscheidet sich von dem auf beschichteten Oberflachen
durch Unterschiede in der Prasentation der Molekile. In physiologischer Form liegen
die Proteine nur bei der Expression durch Substratzellen vor. Bei beschichteten
Substraten muss im Allgemeinen zusatzlich noch eine Beschichtung mit
Nitrozellulose oder Poly-L-Lysin erfolgen, was die Anheftung an die Oberflache
fordert und ein basales Neuritenwachstum stimuliert. Diese auch bei Substratzellen
bekannte basale Stimulierung kann Assays verkomplizieren und die Beurteilbarkeit
der auf das zu untersuchende Protein zurlckzufuhrenden Effekte beeintrachtigen
(Crossin & Krushel, 2000). Wir haben uns fur das Neuritenwachstum auf NIH-3T3-
Substratzellen entschieden. Diese stimulieren das Neuritenwachstum zu einem
gewissen Malde und das hier vorgestellte Modell schien es zu ermdglichen, sowohl
die L1-abhangige Stimulierung des Neuritenwachstums als auch eine mdgliche
Reduktion durch verschiedene Missense Mutationen zu demonstrieren.

Die durch die homophile Interaktion von L1 vermittelte Adhasion scheint eng mit der
L1-abhangigen Stimulierung des Neuritenwachstums verbunden zu sein. Welche
Domanen fur diese Funktionen jeweils essentiell sind, ist umstritten. Die
verschiedenen Angaben reichen von der gesamten extrazellularen Domane bis hin
zu einzelnen lg-Domanen (Appel et al., 1993; De Angelis et al., 2002; Haspel et al.,
2000; Stallcup, 2000; Yip & Siu, 2001; Yip et al., 1998; Zhao & Siu, 1995; Zhao et al.,
1998). Modelle, die sich auf die Untersuchung der Effekte einzelner L1-Domanen
beschranken, liefern variable und vom Zelltyp abhangige Ergebnisse, und sind fur die
Abbildung des durch Mutationen ausgeldsten Phanotyps madglicherweise weniger
geeignet. In Prazipitationsstudien und Aggregations-Assays mit aufgereinigten
Molekilen werden zudem nur einzelne Effekte der Mutationen, wie z.B. die
homophilen oder heterophilen Bindungseigenschaften bericksichtigt. Das hier
eingefuhrte Modell konnte fur die Untersuchung der Effekte von Missense Mutationen
besser geeignet sein, da nicht einzelne Domanen, sondern ,full-length“ L1 verwendet
wird. Es berlcksichtigt nicht nur einzelne Effekte der Mutationen, sondern alle Effekte
welche Auswirkungen auf das Neuritenwachstum zeigen, wie es auch in vivo der Fall
sein durfte.

Mit Hilfe des Neuritenwachstums-Modells sollten die Effekte von human-pathogenen
Missense Mutationen im L1CAM-Gen auf die neuronale Entwicklung analysiert
werden. Dazu wurden verschiedene bei Patienten identifizierte Missense Mutationen
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in die cDNA von humanem L71CAM eingefuhrt. Mit den verschiedenen Konstrukten
wurden stabil Wildtyp- oder mutiertes L1 exprimierende NIH-3T3-Zelllinien
hergestellt, die als Substrat im Neuritenwachstums-Assay dienen sollten. Die
analysierten Missense Mutationen verursachen den Austausch verschiedener, bei
Vertebraten evolutionar konservierter Aminosauren in der extrazellularen Region von
L1. Die Mutationen R184W, C264Y und Y194C sind assoziiert mit angeborenem
oder sich fruh entwickelndem, schwerem Hydrocephalus mit Stenose des Sylvius-
Aquadukts (Finckh et al., 2000; Fransen et al., 1996; Gu et al., 1996; Jouet et al.,
1993). 1179S ist dagegen assoziiert mit dem MASA-Syndrom und starker
intrafamiliarer klinischer Variabilitdt. Die Symptome umfassen angeborenen
Hydrocephalus und frihen Kindstod, mentale Retardierung, teilweise Fehlstellungen
der Daumen oder Borderline-Intelligenz in Verbindung mit spastischer Paraplegie
(Fryns et al., 1991; Ruiz et al., 1995).

Fur unser Modell dienten die stabil Wildtyp-L1 oder die verschiedenen mutierten L1-
Proteine exprimierenden NIH-3T3-Zellen als Substrat fur das Wachstum muriner
zerebellarer Neurone. Durch Wildtyp-L1 wurde das Neuritenwachstum stark
gefordert. Die auf 3T3_iw—Substratzellen gewachsenen Neuriten zeigten eine
durchschnittliche Lange von 93 um, im Vergleich zu den auf 3T3n.ck-Substratzellen
gewachsenen Neuriten, die durchschnittlich nur 55 ym lang wurden. Im Vergleich zu
3T3L1wr wurde das Neuritenwachstum durch die verschiedenen mutierten Proteine
weniger stark (L1-Y194C 53%, L1-1179S 8% ) oder gar nicht (L1-R184W und L1-
C264Y) gefordert.

Der beobachtete Grad der Stimulierung des Neuritenwachstums auf 3T3_1wr-
Substratzellen ist vergleichbar mit der Stimulierung des Neuritenwachstums durch
transient mit L1 transfizierte, murine, zerebellare Astrocyten (Moulding et al., 2000),
scheint also nicht zelltypspezifisch zu sein. Die von uns genutzten stabilen Zelllinien
haben den Vorteil, dass der grof3te Teil der Zellen das transfizierte Protein exprimiert,
und so ein gleichmaliges Substrat entsteht, wahrend bei Assays mit transient
transfizierten Zellen nur etwa 15-20% der Zellen L1 an der Oberflache exprimieren
(Moulding et al., 2000). Dass auf diesen Zellen das Neuritenwachstum in
vergleichbarem Mal3e stimuliert wird, deutet jedoch darauf hin, dass oberhalb eines
bestimmten Schwellenwertes der genaue Anteil L1-exprimierener Zellen keine
wesentliche Rolle spielt. Der bei 3T3y19ac-Zellen im Verhaltnis leicht gesenkte Anteil
von L1 exprimierenden Zellen sollte also keine wesentliche Auswirkung auf die
Stimulierung des Neuritenwachstums haben.

Drei der vier untersuchten Mutationen lassen die Vermutung zu, dass die hier
festgestellte Reduktion der Stimulation des Neuritenwachstums mit der Pathogenitat
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der jeweiligen Mutation korreliert. Die Mutationen C264Y und R184W verursachen
bei Patienten schwere Phanotypen und I6sen auch in unserem Modell keine
Stimulation des Neuritenwachstums aus. Die Mutation 1179S verursacht dagegen bei
Patienten variable und zum Teil mildere Phanotypen, und zeigt in unserem Modell
eine leichte Stimulation des Neuritenwachstums. Bei der Mutation Y194C passt der
verursachte schwere Phanotyp dagegen nicht zu der relativ starken Stimulierung des
Neuritenwachstums in  unserem Modell. Dies konnte mit der Tatsache
zusammenhangen, dass das Modell insofern Limitierungen bei der Korrelation mit
dem Kklinischen Phanotyp zeigt, als zerebellare Neurone von Wildtyp-Mausen
verwendet werden. Das L1-Protein ist also nur auf Seiten der Substratzellen mutiert,
dagegen sind jedoch von der L1-Erkrankung betroffene Manner hemizygot fur die
jeweilige L1-Mutation, exprimieren also auf allen Zellen mutiertes L1. Das Modell
ahnelt in gewisser Hinsicht dem Zustand in heterozygoten weiblichen Mausen. Bei
diesen exprimieren wahrscheinlich ebenfalls einige Zellpopulationen Wildtyp-L1,
wahrend andere mutiertes L1-Protein exprimieren. Die weiblichen Mause zeigen ein
verschlechtertes ,sensorimotor gating®, ein Symptom welches in ausgepragter Form
bei mannlichen L1-defizienten Mausen beobachtet wurde (Irintchev et al., 2004).
Auch beim Menschen kdnnen Konduktorinnen leichte Symptome der L1-Erkrankung
zeigen. So konnten durch neurophysiologische Studien an Konduktorinnen
Veranderungen der Funktion des Kortikospinaltrakts nachgewiesen werden, die zwar
weniger schwer als bei ihren (hemizygoten) betroffenen Sohnen, jedoch in der Art mit
diesen vergleichbar waren (Dobson et al., 2001). Es bleibt zu untersuchen, ob das
mutierte Protein L1-Y194C bei einer Expression sowohl auf dem Substrat als auch
auf Neuronen ebenfalls eine starkere Reduktion des Neuritenwachstums auslost,
welche den schweren Phanotyp erklaren konnte. Um endgultig feststellen zu konnen,
ob dieses Modell fur die Analyse aller die extrazellularen Domanen von L1
betreffenden Missense Mutationen geeignet ist, mussten aullerdem weitere
Mutationen analysiert werden.

Als eine Erklarung fir den durch die verschiedene Mutationen verursachten
unterschiedlichen Grad der Reduktion des Neuritenwachstums und die
beschriebenen, unterschiedlichen Phanotypen konnte die im Folgenden diskutierte
Prozessierung und Lokalisation der mutierten Proteine dienen.

5.1.2 Prozessierung und subzellulare Lokalisation der mutierten L1- Proteine

Missense Mutationen konnen die Funktion eines Proteins auf verschiedene Arten
beeinflussen. Wenn sie eine falsche Faltung von Doméanen des Proteins ausldsen,
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kann dies Effekte bei der intrazellularen Prozessierung verursachen, die Prasentation
spezifischer Ligandenbindungsstellen betreffen oder die Tertiarstruktur eines
Proteins zerstoren. Mutationen, die nicht die Sekundarstruktur beeinflussen, kdnnen
unter Umstanden Effekte auf tertidre Interdomanen-Interaktionen haben oder
Protein-Protein-Interaktionsmotive zerstéren (De Angelis et al., 2002).

Fir einige Missense Mutationen in L1CAM wurde gezeigt, dass sie die korrekte
Proteinprozessierung beeintrachtigen, und so funktionelle Konsequenzen
unabhangig von der Proteinaktivitat haben (De Angelis et al., 2002; De Angelis et al.,
1999; Moulding et al., 2000). Dies liefert eine Erklarung dafur, dass exprimierte ,full-
length“ Proteine mit einzelnen Aminosaureaustauschen klinische Phanotypen
auslosen konnen, die genauso schwer sind, wie durch Null-Mutanten verursachte.
Um festzustellen, durch welche Mechanismen die hier analysierten Mutationen eine
Reduktion der Stimulation des Neuritenwachstums verursachen, sollten die
subzellulare Lokalisation und die Prozessierung der mutierten Proteine naher
untersucht werden.

Dazu wurde zunachst die Glykosylierung und Prozessierung von L1 an Lysaten der
stabilen Zelllinien mittels Westernblot mit dem fur uns hergestellte Antikbrper gegen
die neuronale Isoform von humanem L1 untersucht. Die mutierten Proteine L1-
R184W und L1-C264Y zeigten im Westernblot nur eine 200 kDa Bande, welche
unreifes, nicht vollstandig prozessiertes L1 reprasentiert (Moulding et al., 2000). Sie
war vollstandig Endo H-sensitiv und wurde durch dieses Enzym zu einer 160 kDa
Bande abgebaut, welche nicht glykosyliertes L1 reprasentiert (Faissner et al., 1985;
Mujoo et al., 1986). L1-R184W und L1-C264Y wurden also nicht normal prozessiert
und erreichen daher wahrscheinlich nicht ihre korrekte Position an der Zelloberflache.
Die mutierten Proteine L1-Y194C und L1-1179S zeigten im Westernblot dagegen
sowohl die 200 kDa Bande, als auch die 215 kDa Bande, die reifes, voll
glykosyliertes L1 an der Zelloberflache reprasentiert (Mujoo et al., 1986; Wolff et al.,
1988; Zisch et al.,, 1997). Im Vergleich zum Wildtyp wurde allerdings mehr
unvollstandig glykosyliertes Protein synthetisiert, was auf eine leicht veranderte
Prozessierung auch dieser Proteine hindeutete, jedoch trotzdem eine Lokalisation an
der Zelloberflache vermuten lie. Diese Annahme konnte mit Hilfe von
Immunfluoreszenz-Experimenten bestatigt werden. Bei einer Farbung fixierter
permeabilisierter Zellen zeigte sich, dass sowohl Wildtyp-L1 als auch die
verschiedenen mutierten L1-Proteine von nahezu allen stabil transfizierten Zellen
exprimiert wurden. Bei einer Lebendfarbung, mit der nur an der Zelloberflache
lokalisiertes Protein detektiert werden kann, zeigte ein Grofteil der mit Wildtyp L1
sowie Y194C und 1179S transfizierten Zellen eine Lokalisation des Proteins an der
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Oberflache. Im Gegensatz dazu war eine Oberflachenlokalisation von L1 bei mit
R184W und C264Y transfizierten Zellen nur in sehr geringem Malde feststellbar.
Dass sowohl im Westernblot als auch bei der Immunfluoreszenz-Farbung fixierter
Zellen vergleichbare Menge an L1-Protein detektiert wurden, spricht gegen
Unterschiede in der Expression von L1 als Grunde fur die gesenkte
Oberflachenlokalisation. Sie wird wahrscheinlicher ausgeldst durch eine Veranderung
in der Glykosylierung und einen beeintrachtigten Proteintransport. Endo H spaltet N-
Glykane mit terminalen Mannoseresten. Diese Glykane sind charakteristisch fur
Glykoproteine im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und fruhen Golgi-Apparat. Es
ist daher anzunehmen, dass die mutierten Proteine L1-C264Y und L1-R184W im ER
zuruckgehalten werden und nicht durch das Golgi-Netztwerk an die Zelloberflache
transportiert werden. Dies wird wahrscheinlich durch eine falsche Faltung des
Proteins ausgeldst, die eine Interaktion mit Chaperonen und Transportproteinen des
ER verhindert. Im Falle von C264Y ist eine veranderte Faltung des Proteins
anzunehmen, da nach Strukturmodellen von L1 (Bateman et al., 1996) der
ausgetauschte Cystein-Schllsselrest essentiell fur die Bildung einer Disulfidbricke in
der dritten Ig-Domane von L1 ist. Auch bei R184 handelt es sich um einen
Schlusselrest fur die Konformation der zweiten Ig-Domane (Bateman et al., 1996).
Dass auch Wildtyp L1 eine teilweise Endo H-Sensitivitat zeigte, ist wahrscheinlich auf
eine Uberlastung der posttranslationalen Prozessierungsmaschinerie in Folge der
Uberexpression der Proteine zurlickzufiihren.

Diese Ergebnisse lassen annehmen, dass bereits durch Anwendung von Endo H
eine verlassliche Aussage daruber getroffen werden kann, ob ein mutiertes
Zelloberflachenprotein in der Zelle zurickgehalten wird, oder an die Oberflache der
Zelle gelangt. Weiter ist anzunehmen, dass die durch die Mutationen R184W und
C264Y verursachte Reduktion der Stimulation des Neuritenwachstums und der
schwere Phanotyp durch eine verminderte Oberflachenexpression der mutierten
Proteine ausgelost werden.

5.1.3 Die Mutationen Y194C und I1179S beeinflussen wahrscheinlich die

Interaktion von L1 mit extrazellularen Liganden

Mutationen, die Aminosaureaustausche in der extrazelluldren Domane von L1
verursachen, kdnnen entweder die intrazellulare Prozessierung und subzellulare
Lokalisation, die Proteinfaltung, oder die direkte Interaktion mit verschiedenen
Liganden beeinflussen (Crossin & Krushel, 2000). Eine Veranderung der
Konformation und Prozessierung sowie eine Reduktion der Oberflachenexpression
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ist allgemein vor allem von Mutationen, die Schlusselreste (Reste, welche fur die
korrekte Faltung einer Protein-Domane essentiell sind) betreffen, zu erwarten,
seltener von solchen die Oberflachenreste (Reste, welche an der Oberflache einer
Protein-Domane lokalisiert sind) betreffen (De Angelis et al., 2002). Oberflachenreste
bilden dagegen oft Verbindungsstellen fur die Interaktion mit Liganden oder bei der
Bildung einer Domanen-ubergreifenden Tertiarstruktur (De Angelis et al., 1999). Die
mutierten Proteine L1-Y194C und L1-1179S zeigen zwar im Westernblot eine leicht
veranderte Prozessierung, erreichen aber trotzdem die Oberflache. Fur Y194C war
dies zu erwarten, da es sich um einen Oberflachenrest handelt (Bateman et al.,
1996). 1179S betrifft jedoch einen Schlusselrest (Bateman et al., 1996), was zeigt,
dass nicht alle Mutationen, die Austausche von Schlusselresten verursachen, eine
gestorte Oberflachenlokalisation zur Folge haben. Da beide Proteine eine
anscheinend korrekte subzellulare Lokalisation aufweisen, durfte der durch sie
verursachte Phanotyp andere Ursachen haben. Mutationen, die den Austausch von
Oberflachenresten verursachen, konnen die Interaktion mit verschiedenen homo-
bzw. heterophilen Liganden stéren. Die Mutationen Y194C und 1179S verursachen
Veranderungen in der zweiten lg-Doméane. Die lIg-Doméanen eins bis vier sind vor
allem fur die homophile Bindung essentiell und liegen in einer Hufeisenkonformation
vor, die nach Meinung einiger Autoren fur eine homophile Bindung erhalten bleiben
muss (De Angelis et al., 2002; Haspel et al., 2000). Die Mutationen konnten diese
Konformation von L1 storen, was die Fahigkeit zu homophiler Bindung reduzieren
wurde. Andere Autoren postulieren eine antiparallele Bindung der Ig-Domanen eins
bin vier nach einem Reildverschlussprinzip (Freigang et al., 2000; Su et al., 1998).
Auch dieser Bindungsmechanismus koénnte durch Mutationen in den betreffenden
Doméanen gestort werden. Die zweite Ig-Domane scheint aufRerdem fir die
homophile Bindung eine besonders wichtige Rolle zu spielen, da sie in
verschiedenen Studien als alleine ausreichend fur diese Bindung und die Forderung
des Neuritenwachstums angesehen wird (Zhao & Siu, 1995; Zhao et al., 1998).

Weiterhin konnte durch den Einsatz von Aggregationsassays mit an Mikrobeads
gekoppeltem aufgereinigtem L1- Protein festgestellt werden, dass die zweite Ig-
Doméne zusammen mit anderen extrazellularen Domanen auch an der Bindung
verschiedener heterophiler Liganden wie NgCAM (Kunz et al., 1998), Axonin1 (De
Angelis et al., 1999; Kunz et al., 1998), TAG1 (De Angelis et al., 1999) und Neurocan
(Oleszewski et al., 1999) beteiligt ist. Die durch die Mutationen ausgeldoste Reduktion
der Stimulation des Neuritenwachstums und der beschriebene Phanotyp konnte also
durch eine Stérung der homophilen oder auch heterophilen Bindungen verursacht
werden. Mutationen, die beide Bindungsarten storen, verursachen besonders
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schwere Phanotypen (De Angelis et al., 1999). Da Y194C eine solchen auslost,
konnten durch diese Mutation beide Bindungsarten betroffen sein.

Weiterhin verursacht die Mutation Y194C den Austausch eines Tyrosinrestes gegen
einen Cysteinrest. In der Nahe dieses Restes befindet sich an Position 209 ein
weiteres Cystein, welches eine Disulfidbricke mit Cystein 158 bildet. Die Einfihrung
eines zusatzlichen Cysteinrestes in Position 194 koénnte die Bildung dieser
Disulfidbricke stdren, oder zur Bildung falscher Disulfidbricken fihren (De Angelis et
al., 1999; Gu et al., 1996). So konnte die Faltung der zweiten Ig-Domane oder
eventuell auch die Tertiarstruktur des Proteins verandert werden, obwohl es sich
nicht um einen Schlusselrest handelt. Dies konnte erklaren warum durch Y194C trotz
der korrekten Lokalisation an der Zelloberflache ein so schwerer Phanotyp
verursacht wird.

Durch die Mutation 1179S kommt es zum Austausch von Isoleucin, einer Aminosaure
mit aliphatischer Seitenkette, gegen Serin, eine Aminosaure mit einer Hydroxygruppe
in der Seitenkette. Wahrend aliphatische Reste zu hydrophoben Bindungen im
Protein beitragen, sind Hydroxygruppen an der Bildung von Wasserstoffbriicken-
Bindungen beteiligt. Da es sich bei 1179 um einen Rest handelt, welcher wichtig fur
die Konformation der zweiten Ig-Domane ist, wird durch diesen Austausch die
Faltung der Domane wahrscheinlich stark verandert. Durch 1179S werden jedoch
variierende und zum Teil mildere Phanotypen verursacht (Ruiz et al., 1995). Dies
konnte im Vergleich zu den Mutationen R184W und C264Y durch die korrekte
Lokalisation des Proteins an der Oberflache der Zelle bedingt werden. Die deutlich
unterschiedlichen Phanotypen, die selbst bei Patienten aus einer Familie auftreten
(Ruiz et al., 1995), kénnten eventuell mit der Tatsache zusammenhangen, dass auch
die Prozessierung dieses mutierten Proteins leicht verandert ist. Daher konnten
mdglicherweise abhangig vom genetischen Hintergrund, oder von individuellen nicht
genetischen Einflussen wahrend bestimmter sensibler Entwicklungsstadien des ZNS,
verschiedene Mengen des Proteins die Zelloberflache erreichen.

5.1.4 Die Mutationen R184W und C264Y verursachen wahrscheinlich eine
Retention der mutierten L1-Proteine im ER und ihre anschlieRende

Degradation

Zur Zelloberflachenexpression des mutierten Proteins L1-C264Y, und dem mit dem
von uns untersuchten L1-R184W vergleichbaren L1-R184Q, existieren verschiedene
Studien mit unterschiedlichen Ergebnissen. Von einigen Autoren wurde, im
Gegensatz zu den hier gemachten Beobachtunge, eine Lokalisation beider Proteine
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an der Zelloberflache beschrieben (De Angelis et al., 1999; Needham et al., 2001).
Dies ist wahrscheinlich darauf zurGckzufuhren, dass in diesen Studien flr
Immunfluoreszenz-Experimente Paraformaldehyd-fixierte Zellen verwendet wurden.
In dieser Arbeit, sowie auch in einer anderen Studie (Moulding et al., 2000), konnte
jedoch gezeigt werden, dass diese Art der Fixierung ausreicht, um die Zellen zu
permeabilisieren, und so eine Farbung intrazellularer Proteine zulasst. Neuere
Arbeiten stellten jedoch ebenfalls eine veranderte Prozessierung und stark reduzierte
Oberflachenlokalisation der mutierten Proteine L1-R184Q und L1-C264Y fest (De
Angelis et al., 2002; Moulding et al., 2000; Runker et al., 2003). Dies bestatig die
Beobachtung, dass verschiedene Mutationen in der extrazellularen Domane von L1
die korrekte Lokalisation von L1 an der Zelloberflache verhindern, und es so zu
einem Funktionsverlust des Proteins kommt, so dass diese Mutationen &ahnlich
schwere Phanotypen verursachen wie Nonsense Mutationen.

Nach Abschluss dieser Arbeit wurde eine Mauslinie veroffentlicht (Runker et al.,
2003), in welcher die Mutation C264Y vor einem L1-defizienten Hintergrund
exprimiert wurde. Auch in diesen Mausen ist im Westernblot nur eine 200 kDa Bande
detektierbar, welche Endo H-sensitiv ist. Das mutierte Protein wird, wie erwartet, nur
intrazellular exprimiert und ist auf das Soma verschiedener Neurone beschrankt. Die
Mause reprasentieren funktionelle Null-Mutanten und zeigen den selben Phanotyp,
wie L1-defiziente Tiere. Die von uns in vitro gemachten Beobachtungen wurden also
zumindest fur diese Mutation in vivo in einem Mausmodell bestatigt. Dies unterstitzt
die Annahme, dass eine gesenkte Oberflachenexpression von mutierten L1-
Varianten eine potentielle Erklarung fur die gro3e Zahl pathogener Mutationen im
humanen L1-Gen mit schwerem Phanotyp ist.

Der Ubereinstimmende Phanotyp von transgenen L1-C264Y und L1-defizienten
Mausen erlaubt aulRerdem Spekulationen Uber den Verbleib der mutierten,
intrazellular lokalisierten L1-Proteine. Dafur gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten:
Entweder sie bilden nicht abbaubare Aggregate, die sich im ER ansammeln, oder sie
werden ins Zytosol transportiert und durch Proteasomen abgebaut. Eine Aggregation
von Proteinen im ER wurde fur verschiedene Krankheiten beschrieben, ist aber hier
unwahrscheinlich, da sich die negativen Effekte auf die Zellfunktion oder das
Uberleben der Zelle sonst vermutlich in einem veranderten Phanotyp der L1-C264Y
Maus im Vergleich zu L1-defizienten Mausen auflern wiarden. In den L1-C264Y
Mausen ist weiterhin keine Abnahme von normalerweise L1 exprimierenden Zellen
zu beobachten (Runker et al., 2003). Daher ist anzunehmen, dass die mutierten
Proteine nicht im ER akkumulieren, wo sie Schaden verursachen und letztendlich
sogar zum Zelltod fihren konnten, sondern abgebaut werden.
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Unsere Ergebnisse lassen als den wahrscheinlichsten Pathomechanismus fur die
Mutationen C264Y und R184W die Retention der mutierten Proteine im ER
vermuten. Diese Annahme muss durch weitere Experimente verifiziert werden.
Einige dieser Experimente koénnten wichtige Informationen fur maogliche
therapeutische Ansatze liefern. Bereits existierende Ansatze basieren auf der
Regulation der ER-Retentions- und Degradationssysteme durch Verbindungen, die
den Transport eines Proteins an die Zelloberflache wieder herstellen sollen. In
verschiedenen Untersuchungen wurde dieses Ziel mit unterschiedlichen chemischen,
oder spezifischen pharmakologischen Chaperonen erreicht (Morello et al., 2000a;
Morello et al., 2000b; Sato et al.,, 1996; Tamarappoo & Verkman, 1998). In hier
durchgefuhrten Experimenten mit Glycerin konnte die Oberflachenlokalisation der
mutierten Proteine jedoch nicht wieder hergestellt werden.

Ein sehr geringer Teil des Proteins gelangt auch bei Mutationen, die die Oberflachen-
lokalisation storen, an die Zelloberflache. Dies wird durch die Immunfluoreszenz-
Experimente mit den Zelllinien 3T3r1gaw und 3T3c2e4y deutlich. Ahnliches wurde auch
fur die Mutation R184Q beschrieben, die eine gesenkte Oberflachenlokalisation in
transfizierten Astrocyten, Neuronen, COS7- und CHO-Zellen zeigte (De Angelis et
al., 2002; Moulding et al., 2000), und auch fur die Expression von L1-C264Y in CHO-
Zellen (De Angelis et al., 2002; Runker et al., 2003). Es handelt sich also nicht um
einen Zelltyp-spezifischen Effekt. In von Moulding et al. (2000) beschriebenen
Neuritenwachstums-Assays exprimierten nur 15-20% der als Substrat dienenden,
transient transfizierten Zellen L1. Das Neuritenwachstum wurde jedoch in einem mit
dem hier beschriebenen Assay vergleichbaren Male stimuliert, was annehmen Iasst,
dass es fur die Stimulation des Neuritenwachstum ausreicht, wenn ein bestimmter
Anteil der Zellen L1 exprimiert. Dies konnte damit zusammenhangen, dass L1 im sich
entwicklenden Nervensystem von der Zelloberflache durch eine enzymatische
Spaltung seiner Ektodomane freigesetzt werden, und so auch als losliches Protein
wirken kann (Gutwein et al., 2000; Nayeem et al., 1999). Das Neuritenwachstum
konnte daher auch durch die mutierten Proteine L1-R184W und L1-C264Y in
gewissem Malde stimuliert werden. Mit Hilfe verschiedener Aggregationsassays
konnte jedoch gezeigt werden, dass die mutierten Proteine auch die homophile und
verschiedene heterophile Bindungen stéren (De Angelis et al., 1999; Moulding et al.,
2000). So zeigt L1-R184Q welches mit dem hier untersuchten R184W vergleichbar
sein sollte, nur noch 17% seiner homophilen und 26% seiner TAX1- (humanes
Homolog von Axonin1) Bindungsaktivitat. Bei L1-C264Y sind die entsprechenden
Bindungsaktivitaten auf 42% und 30% reduziert. Dies lasst darauf schlieRen, dass
selbst wenn ein Teil des Proteins seine korrekte Position an der Zelloberflache
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erreicht, es dort seine Funktion nicht in vollem Umfang erfullen kann. Der schwere
Phanotyp wirde in diesem Fall durch eine Kombination von begrenzter
Oberflachenlokalisation und reduzierter Bindungsaktivitat verursacht werden.

Von Runker et al (2000) wurde fur das mutierte Protein L1-C264Y anfangs ebenfalls
eine schwache Zelloberflachenlokalisation in CHO-Zellen beobachtet, die jedoch
nach langerer Kultur-Zeit verschwand. Dies wurde auf eine anfanglich ineffektive
Retention des falsch gefalteten Proteins im ER zuruckgefuhrt, die vor allem durch die
Uberexpression zustande kam. Ob die mutierten Proteine in vivo ebenfalls teilweise
an die Oberflache gelangen, ist nicht geklart. Sollte dies aber der Fall sein, kdnnte
der Grad der Oberflachenexpression, neben veranderten Liganden-
Bindungsaktivitaten, Einfluss auf den Schweregrad der Krankheit nehmen, und somit
einen Anteil an der grol3en Variabilitat der beobachteten Phanotypen haben.

5.1.5 Fazit

Zusammenfassend kénnen die vier im Rahmen dieser Arbeit untersuchten mutierten
Proteine nach ihrer Prozessierung und Lokalisation in zwei Gruppen unterteilt
werden: wahrend die mutierten Proteine L1-C264Y und L1-R184W eine stark
veranderte Proteinprozessierung und reduzierte Oberflachenexpression zeigten, war
die Prozessierung der mutierten Proteine L1-Y194C und L1-1179S nur leicht
verandert, und sie wurden in einem mit Wildtyp-L1 vergleichbaren Mall an der
Oberflache der Zelle exprimiert.

Im Vergleich zu Mutationen, die Oberflachenreste betreffen, sollten
Aminosaureaustausche von Schlisselresten eher schwerere Auswirkungen auf die
Prozessierung und Oberflachenlokalisation von L1 haben (De Angelis et al., 2002).
Diese Hypothese konnte flr die Mutationen R184W, C264Y und Y194C bestatigt
werden. Wahrend die ersten beiden Schlusselreste betreffen und die mutierten
Proteine eine  stark  gestorte  Prozessierung und eine reduzierte
Oberflachenlokalisation zeigen, betrifft letztere einen Oberflacherest, die
Prozessierung des mutierten Proteins ist wenig beeintrachtigt und es erreicht zu
einem wesentlichen Teil die Zelloberflache. Dagegen betrifft die Mutation 1179S
ebenfalls einen Schllsselrest, das mutierte Protein erreicht jedoch anscheinend wie
das Wildtyp-Protein die Zelloberflache. Die Regel, dass Austausche von
SchlUsselresten schwerere Auswirkungen zeigen, als solche von Oberflachenresten,
hat also nicht in jedem Fall Gdlltigkeit, sondern kann nur als grobe Einteilung
betrachtet werden. Bisher wurden L1-Mutationen aul3erdem in drei Klassen unterteilt:
1) Mutationen, die Veranderungen in der zytoplasmatischen Domane auslésen; 2)
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Missense Mutationen die Aminosaureaustausche im extrazellularen Bereich
verursachen; 3) “Loss of function“-Mutationen, also Rasterschub- oder Nonsense-
Mutationen, die zu extrazellular trunkierten Proteinen fuhren. Dabei sollten
Mutationen der Klasse 3 allgemein die schwersten, und die der Klasse 1 die
mildesten Phanotypen verursachen (Kamiguchi et al., 1998b). Aufgrund der hier
gemachten Beobachtungen ware es sinnvoll, dieser Klassifikation eine vierte Klasse
von Mutationen hinzuzufigen, welche eine gestorte Oberflachenlokalisation zur
Folge haben. Der damit assoziierte Funktionsverlust des L1-Proteins kann ebenso
schwere Phanotypen verursachen, wie Mutationen der Klasse 3.

Eine variabel veranderte Prozessierung und der daraus resultierende reduzierte
Transport von L1 an die Zelloberflache liefern, zusammen mit veranderten
homophilen oder heterophilen Bindungseigenschaften von an der Zelloberflache
lokalisiertem, mutiertem L1-Protein, eine potentielle Erklarung far die grolRe
phanotypische Variabilitdt die bei pathogenen Mutationen in L1CAM zu beobachten
ist. In dem hier vorgestellten Modell wird die durch mutierte Proteine reduzierte L1-
abhangige in vitro Stimulierung des Neuritenwachstums offenbar durch eine
Kombination der verschiedenen molekularen Mechanismen verursacht. Die erzielten
Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die hier festgestellte Reduktion der
Stimulation des Neuritenwachstums mit der Pathogenitat der jeweiligen Mutation
korreliert und das Modell daher geeignet ist, die wesentlichen Merkmale der L1-
Erkrankung zu reflektieren. Dabei sollte allerdings bertcksichtigt werden, dass dieses
Modell Limitierungen bei der Korrelation mit dem klinischen Phanotyp zeigt. Dies
konnte daran liegen, dass das L1-Protein im verwendeten Assay nur auf Seiten der
Substratzellen mutiert ist, nicht jedoch auf Seiten der Neurone. Es bleibt zu
untersuchen, ob das Modell fur die Analyse aller die extrazellulare Domane von L1
betreffenden Missense Mutationen geeignet ist, und ob es auch fur die Untersuchung
anderer krankheitsassoziierter Mutationen in verschiedenen, fur Zelloberflachen-
Molekule  kodierenden und an der neuronalen Entwicklung beteiligten Gene
eingesetzt werden kann. Eine Verwendung des Modells ware beispielsweise bei der
Analyse des Einflusses von Kandidatengenen und deren Mutationen auf
neurologische Entwicklungsprozesse und damit auf das Neuritenwachstum denkbar.
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5.2 Molekulare und funktionelle Analyse von Plexin B3

5.21 Plexin B3 wird im Nervensystem exprimiert und wahrscheinlich durch
Proproteinkonvertasen prozessiert

Fur A-Plexine (Plexin A1-A4) und die Plexine B1 und B2 konnte eine neuronale
Expression im sich entwickelnden zentralen und peripheren Nervensystem der Maus
gezeigt werden (Cheng et al., 2004; Murakami et al., 2001; Suto et al., 2003;
Worzfeld et al., 2004). Uber die Expression von Plexin B3 gibt es dagegen
widerspruchliche Angaben. Wahrend sich nach Angaben einiger Autoren die
Expression im Nervensystem auf Oligodendrozyten beschrankt (Worzfeld et al.,
2004), wurde von Cheng et al. (2001) und auch in unserer Arbeitsgruppe Plexin B3
mittels in situ Hybridisierung in Neuronen detektiert. Eine neuronale Expression von
Plexin B3 ist weiterhin wahrscheinlich, da sein Ligand, SemabA
Wachstumskegelkollaps in retinalen Ganglionzellen verursacht und repulsiv auf
verschiedene Axone wirkt (Oster & Sretavan, 2003; Oster et al., 2003). Um die
Expression von murinem von humanem und Plexin B3 im ZNS auf Proteinebene zu
uberprufen, wurden die flr uns hergestellten Antikdrper gegen die Sema-Domane
von murinem Plexin B3 (pAbmB3) und gegen die Sema-Domane (pABhB3-A) und
die dritte IPT-Domane (pAbhB3-B) von humanem Plexin B3 eingesetzt. Mit Hilfe von
Westernblots konnte mit diesen Antikorpern eine Expression von B3 im murinen
Gehirn und humanen Neokortex nachgewiesen werden, was auf eine zerebrale,
madglicherweise auch neuronale Expression schlie3en lasst.

Mit Hilfe von Immunfluoreszenz- und Glykosylierungs-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass Plexin B3 ein transmembranes Zelloberflachen-Molekul ist. In
Westernblots von murinen Hirnlysaten wurde mit pAbmB3 eine schwache ~260 kDa
Bande detektiert, die an der Zelloberflache lokalisiertes ,full-length® Plexin B3
reprasentiert. Dies konnte mittels Oberflachenbiotinylierung transfizierter Zellen
bestatigt werden. Zusatzlich wurde eine starke ~120 kDa Bande detektiert, die auch
in mit murinem B3 transfizierten Zellen zu beobachten war, sowie eine 160 kDa
Bande. In Lysaten von humanes B3 Uberexprimierenden Zellen, einer humanen
Glioblastom-Zelllinie, sowie humanem Neokortex konnten mit dem Antikorper
pAbhB3-B ebenfalls eine 260 und 120 kDa Bande detektiert werden, wahrend der
Antikorper pABhB3-A nur die ,full-length® Bande erkannte. Plexin B3 scheint also im
Gehirn hauptsachlich in einer 120 kDa Form vorzuliegen. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um das Produkt einer Spaltung durch Proproteinkonvertasen, wie sie
bereits fur Plexin B1 und B2 beschrieben wurde (Artigiani et al., 2003).
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Bei Saugern vermittelt die Familie der Subtilisin-ahnlichen Proproteinkonvertasen die
Spaltung inaktiver Precursor-Proteine z.B. von Peptidhormonen, Neuropeptiden,
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren, und wandelt sie so in biologisch aktive Proteine
um. Das am besten untersuchte Mitglied dieser Familie ist Furin. Diese
Endoprotease ist hauptsachlich im Transgolgi-Netzwerk lokalisiert, ein Teil gelangt
jedoch auch an die Zelloberflache. Sie spaltet Proteine vorzugsweise an Stellen, die
der Konsensus-Sequenz RX(K/R)R! (wobei | die Spaltstelle markiert) entsprechen,
mit niedrigerer Effizienz jedoch auch RXXRJ!-Sequenzen. Substrate von Furin sind
unter anderem die Tyrosinkinase Met, Integrine, und verschiedene Semaphorine
(Adams et al., 1997; Nakayama, 1997; Tamagnone & Comoglio, 2000; Zhou et al.,
1999). Met wird beispielsweise wahrend der Biosynthese durch Furin-ahnliche
Konvertasen gespalten, und der reife Rezeptor bestent aus zwei Uber
Disulfidbricken verbundenen o und 3 Ketten (Giordano et al., 1989). Auch Plexin B1
und B2 enthalten im extrazellularen Bereich jeweils eine Spaltungsstelle, die der
Konsensussequenz RX(K/R)R entspricht (Artigiani et al., 2003; Tamagnone et al.,
1999), und das Precursor-Protein wird an dieser Stelle in zwei Untereinheiten
gespalten. Die a-Untereinheit umfasst den grofdten Teil der extrazellularen Domane,
wahrend die B-Untereinheit die membrannahen Teile der extrazellularen Domane, die
Transmembran-Domane und die zytoplasmatische Doméane umfasst. Zusammen
bilden die Untereinheiten einen nicht Uber Disulfidbricken verbundenen
heterodimeren Rezeptor. Diese proteolytische Prozessierung erhoht bei B1 die
Bindungsaffinitat fur seinen Liganden Sema4D sowie die funktionelle Antwort auf
diesen (Artigiani et al., 2003). Da die Untereinheiten nicht uUber Disulfidbricken
verbunden sind, ergibt sich aullerdem die Mdoglichkeit ihrer Dissoziation. Plexin B1
und B2 konnten auf diese Weise auch als I6sliche Liganden wirken (Artigiani et al.,
2003). Weder humanes noch murines Plexin B3 weisen zwar Sequenzen auf, die
dem Konsensus RX(K/R)R entsprechen, haben aber dem Konsensus RXXR
entsprechende Bereiche. Bei humanem B3 liegt zwischen der dritten IPT-Doméane
und der Transmembran-Domane an Position 1160 eine solche Sequenz (RPYR), da
sie jedoch in der Maus nicht konserviert ist, ist eine Spaltung an dieser Stelle nicht
anzunehmen. Eine weitere mogliche Spaltstelle (RLIR) liegt in humanem B3 jedoch
an Position 1031 in der dritten IPT-Domane. Eine entsprechende Stelle liegt auch bei
murinem B3 vor (Position 1010, RVIR) und auch Plexin B1 wird am Anfang der
dritten |IPT-Domane gespalten. Eine Spaltung an dieser Stelle konnte die
beobachtete 120 kDa Bande erklaren, die die B-Untereinheit eines heterodimeren
B3-Rezeptors reprasentieren wirde. Da die Spaltstelle bei humanem B3 zwischen
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den Epitopen fir die Antikérper pABhB3-A und pABhB3-B liegt, wird die [-
Untereinheit nur von pABhB3-B erkannt. Es bleibt allerdings die Frage offen, weshalb
von dem Antikdrper pABhB3-A in humanem Neokortex nicht die o-Untereinheit, die
bei einer solchen Spaltung entstehen und eine Grof3e von ~140 kDa aufweisen
musste, detektiert wird, wahrend in murinem Hirn mit dem Antikdrper pAbmB3 eine
solche gezeigt werden konnte. Maogliche Erklarungen waren eine weitere Spaltung
oder eine weitgehende Dissoziation der a-Untereinheit von der B-Untereinheit und
eine Abldsung von der Zelloberflache. Dies ware moglich, da auch die Untereinheiten
von Plexin B1 und B2 nur Uber schwache Bindungen und nicht Gber Disulfidbricken
miteinander assoziert sind (Artigiani et al., 2003). Auch Plexin B3 konnte demnach
als |0sliches Protein wirken.

5.2.2 Plexin B3 und B2 fordern das Neuritenwachstum

Das bereits beschriebene, im Rahmen dieser Arbeit etablierte Neuritenwachstums-
Assay bietet eine Moglichkeit, in vitro den mdoglichen Einfluss verschiedener
Zelloberflachen-Molekule auf das Neuritenwachstum und damit indirekt auch die
Axonleitung zu analysieren. Im Zusammenhang mit ihren Eigenschaften als
Semaphorin-Rezeptoren wurden im Nervensystem exprimierte Plexine bisher
hauptsachlich mit repulsiven Eigenschaften in Verbindung gebracht. In dem hier
eingesetzten Neuritenwachstums-Assay wurde jedoch eine Foérderung des
Neuritenwachstums muriner zerebellarer Neurone durch Plexin B3 bzw. B2
exprimierende NIH-3T3-Substratzellen beobachtet. Die Stimulierung durch B3
Ubertraf dabei sogar die Stimulierung durch das Zelladhasionsmolekul L1, welches
fur seine starke Forderung des Neuritenwachstums bekannt ist (Lemmon et al.,
1989). Durch die bisher mit B-Plexinen assoziierten Funktionen als Semaphorin-
Rezeptoren kann diese Stimulierung nicht erklart werden, sondern lasst hingegen fur
B-Plexine auch eine Funktion als Rezeptorliganden mit neurotropher Wirkung
vermuten. Als Mechanismus kdmen dabei unter anderem eine homophile Interaktion,
eine Interaktion mit anderen Plexinen oder transmembranen Semaphorinen sowie
mit Neuropilin oder L1 in Frage. Bei diesen Interaktionen kame neben
kontaktvermittelten Mechanismen auf3erdem auch eine Wirkung von Plexin B3 und
B2 als |6sliche, chemoattraktive Molekule in Frage, da sie, wie oben beschrieben,
wahrscheinlich durch Proproteinkonvertasen gespalten werden. Der beste Weg um
festzustellen, ob homo- oder heterophile Interaktionen flr die Stimulierung des
Neuritenwachstums verantwortlich sind, waren Neuritenwachstums-Assays mit
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Neuronen PlexinB3-defizienter Mause oder rekombinantes B3 exprimierenden PC12-
Zellen.

5.2.3 Plexin B3 zeigt eine homophile Interaktion

Die beobachtete Stimulierung des Neuritenwachstums durch Plexin B3 und B2
konnte moglicherweise durch eine homophile Bindung dieser Plexine verursacht
werden. Obwohl Plexine bisher hauptsachlich mit repulsiven Eigenschaften in
Verbindung gebracht werden, wurde flr Xenopus Plexin eine homophile Interaktion
in trans beschrieben (Ohta et al, 1995), und fur verschiedene Zelloberflachen-
Molekule konnten bifunktionelle Eigenschaften beobachtet werden. Wahrend die
homophile Interaktion verschiedener CAMs mit der Stimulierung des
Neuritenwachstums, der neuronaler Migration und Axonfaszikulierung in Verbindung
gebracht werden (Kiryushko et al., 2004), konnen einige dagegen Uber heterophile
Interaktionen auch repulsive Antworten und Wachstumskegelkollaps auslésen. So
verursacht beispielsweise L1 Uber eine homophile Interaktion attraktive Antworten bei
Neuronen (Lemmon et al., 1989), wahrend es andererseits an der Sema3A-
vermittelten Repulsion als Teil eines A1/Np1/L1-Rezeptorkomplexes beteiligt ist
(Castellani et al., 2000). Die Roundabout (Robo)-Rezeptoren sind transmembrane
Glykoproteine, welche strukturelle Homologien mit verschiedenen Ig-CAMs zeigen.
Sie sind Rezeptoren fur Slit-Proteine, eine Familie von ECM-Molekulen. Slit-Proteine
I6sen bei einer Interaktion mit Robo-Rezeptoren repulsive Antworten aus und
kontrollieren so die Leitung von Komissur-Axonen an der Mittellinie des ZNS (Long et
al., 2004; Tear, 2001). Andererseits fordert eine homophile Interaktion von Robo in
trans die Zelladhasion und das Neuritenwachstum, und Robo ist Uber diese
Interaktion wahrscheinlich an der selektiven Axonfaszikulierung beteiligt (Hivert et al.,
2002).

Diese bifunktionellen Eigenschaften sind insofern nicht erstaunlich, als viele an der
Axonleitung beteiligte Rezeptoren eine Verwandtschaft mit CAMs der Ig-Superfamilie
zeigen. Dies lasst annehmen, dass sich die Mechanismen der Axonleitung aus
Signalkaskaden entwickelt haben, die an genereller Zell-Zell- oder Zell-ECM-
Adhasion beteiligt sind (Chisholm & Tessier-Lavigne, 1999).

Mit Hilfe von Koimmunprazipitations-Experimenten konnte gezeigt werden, dass
humanes B3 tatsachlich zu einer homophilen Interaktion fahig ist. Auflerdem konnte
eine Zellkontakt-assoziierte Akkumulation von B3 in cis bei stabil rekombinantes B3
exprimierenden COS-7- und NIH-3T3-Zellen beobachtet werden. Ein solches
Zellkontakt-assoziiertes Clustering in cis ist eine fur homophil interagierende CAMs
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wie z.B. Axonin1 , NgCAM oder Cadherine typische Eigenschaft (Hatta et al., 1988;
Kunz et al., 1998; Nagafuchi et al., 1987). Auch fur Plexin B1 (Driessens et al., 2001;
Swiercz et al., 2002) sowie flr homophil interagierendes Xenopus Plexin wurde ein
solches Clustering beschrieben (Ohta et al., 1995).

Weiterhin konnte durch verschiedene Zellaggregations-Experimente nachgewiesen
werden, dass die homophile Interaktion von Plexin B3 und B2 auch in trans
stattfinden und die Zellaggregation fordern. Die homophile Interaktion und
Zellaggregation sind auRerdem Ca?"Mg?*-abhingig, wie auch schon fiir Xenopus
Plexin beschrieben (Ohta et al., 1995). Da auch bei mit Plexin A1 oder A3
transfizierten  Zelllinien eine Steigerung der Ca?*-abhangigen homophilen
Zellaggregation beobachtet wurde, scheint es sich um einen generell fur Plexine
gultigen Mechanismus zu handeln (Tamagnone et al., 1999; Yu & Kolodkin, 1999).
Eine Ca®"-Abhangigkeit der homophilen Bindung wurde bisher bei Cadherinen
festgestellt (Takeichi, 1991). Cadherine sind transmembrane Glykoproteine. Sie
werden durch den Besitz von Cadherin-Doméanen definiert, welche die Ca*-
abhangige homophile Interaktion vermitteln. Dabei bindet Ca?* an der Grenzflache
benachbarter Cadherin-Domanen und bedingt so eine fur die homophile Interaktion
erforderliche Konformations-Stabilitat (Kiryushko et al., 2004). Weder Xenopus Plexin
noch Saugerplexine besitzen jedoch bekannte Ca®*-Bindungsstellen. Es ist daher
nicht klar welche Rolle Calcium- oder Magnesium-lonen bei der Plexin-vermittelten
Zelladhasion spielen.

In dem hier verwendeten Neuritenwachstums-Assay dienten stabil Plexin B3
exprimierende NIH-3T3-Zellen als Substrat fur das Wachstum muriner zerebellarer
Neurone. Es kdnnte also eine quasi homophile Interaktion zwischen humanem und
murinem B3 stattfinden, sofern diese Interaktion tatsachlich ursachlich fur die
Stimulierung ist. Humanes und murines B3 zeigen auf Proteinebene 83,8 %
Sequenzibereinstimmung und eine Expression von p/xnB3, dem Gen fir murines
B3, in kultivierten, murinen, zerebellaren Neuronen konnte in unserer Arbeitsgruppe
mittels in situ Hybridisierung nachgewiesen werden. Dass beide Proteine tatsachlich
interagieren kénnen, konnte auRerdem mittels Koimmunprazipitation gezeigt werden.
Es scheint eine Korrelation zwischen der Plexin-abhangigen Zellaggregation und
Adhasion und der Stimulierung des Neuritenwachstums zu bestehen, da B3 im
Vergleich zu B2 einen starkeren Effekt auf alle diese Eigenschaften zeigt.

Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass eine homophile Interaktion von B3
und moglicherweise auch B2 fur die beobachtete Stimulierung des
Neuritenwachstums verantwortlich ist. Diese homophile Interaktion von Plexinen
konnte in vivo eine Funktion bei Axon-Axon-Kontakten haben und eine selektive
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Faszikulierung vermitteln. Plexine wurden im Nervensystem hauptsachlich mit der
Vermittlung repulsiver Semaphorin-Signale in Verbindung gebracht. Plexin B3
vermittelt durch Bindung an seinen Liganden Sema5A repulsive Signale und hemmt
die Integrin-basierende Adhasion von NIH-3T3-Zellen (Artigiani et al., 2004). Die hier
gemachten Beobachtungen lassen annehmen, dass Plexin B3 und B2 Uber eine
homophile Interaktion auch an Semaphorin-unabhangigen, attraktiven Signalwegen
beteiligt sind.

5.2.4 Die homophile Interaktion von Plexin B3 wird durch die Sema-Domane

vermittelt

Mit Hilfe von Koimmunprazipitations-Experimenten mit verschiedenen Plexin B3-
Deletionskonstrukten konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dass die
homophile Interaktion von Plexin B3 durch die Sema-Domane vermittelt wird. Die
Sema-Domane ist ein etwa 500 Aminosduren umfassendes Motiv, das neben
Plexinen auch in Semaphorinen und den transmembranen Tyrosinkinasen Met und
Ron, Mitgliedern der Met-Onkogen-Familie, vorkommt. Die Sema-Domane und die
extrazellulare Domane von o-Integrinen haben ein strukturelles Motiv gemeinsam,
das B-Propeller-Modul, welches der Homo- und Heterodimerisierung dient (Antipenko
et al., 2003; Tamagnone & Comoglio, 2004). Bei Semaphorinen fungiert die Sema-
Domane als Rezeptorerkennungs- und Bindungsmotiv. Sie enthalt ein potentielles
Plexin-Interaktionsmotiv sowie ein Dimerisierungsmotiv (Antipenko et al., 2003).
Beispielsweise wird die repulsive Aktivitat von Sema3A durch die Sema-Domane
vermittelt und  bendtigt eine durch die Sema-Domane verursachte
Homodimerisierung von Sema3A (Eickholt et al., 1997; Koppel et al., 1997). Auch die
Sema-Domane der transmembranen Tyrosinkinase Ron ist wahrscheinlich fur die
Ligandenbindung verantwortlich und vermittelt Ligandenspezifitat. Ron liegt, wie auch
verschiedene Semaphorine, als Dimer vor, und die Dimerisierung wird auch hier
wahrscheinlich durch die Sema-Domane vermittelt. Die Sema-Domane von Met ist
verantwortlich fur die Rezeptoraktivierung und Dimerisierung sowie fur die
Assoziation mit Plexin B1 (Angeloni et al., 2004; Kong-Beltran et al., 2004). Die
Sema-Domane von SemabA ist fur Bindung an Plexin B3 ausreichend (Artigiani et
al., 2004) und auch in diesem Fall konnte die Interaktion tber die Sema-Domane des
Plexins stattfinden. Es scheint daher ein allgemein gultiges Prinzip zu sein, dass
Sema-Domanen eine Interaktion mit anderen Sema-Doméanen enthaltenden
Proteinen vermitteln kdnnen. Dass auch die homophile Interaktion von Plexin B3
uber die Sema-Domane stattfindet, ist daher nachvollziehbar. Unter den hier fur die
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Immunprazipitation eingesetzten Bedingungen scheint die homophile Interaktion von
Plexin B3 die Bindung an seinen Liganden Sema5A nicht zu stdren, da SemaSA mit
B3 koimmunprazipitiert werden konnte. In vivo kdnnten also mdglicherweise homo-
und heterophile Bindungen von B3 koexistieren, wobei an beiden die Sema-Domane
beteiligt ist. Inwiefern sich beide Bindungsarten gegenseitig positiv oder negativ
beeinflussen, ob B3 und SemabA in vivo um die Bindung von B3 konkurrieren, ob
verschiedene Korezeptoren involviert sind und welche Signalkaskaden durch die
jeweilige Interaktion ausgeldst werden, bleibt zu untersuchen.

Die Mehrheit der CAMs, bei denen eine homophile Interaktion an der Stimulierung
des Neuritenwachstums oder der neuronalen Migration beteiligt ist, enthalt
Immunoglobulin- oder Cadherin-Domanen. Beispiele sind L1, NCAM, Robo1 und 2,
Fasciclin 1l, LAMP, DM-GRASP und N-Cadherin (DeBernardo & Chang, 1995;
Doherty et al., 1990; Hivert et al., 2002; Lemmon et al., 1989; Sandig et al., 1994,
Shima et al., 2004; Wright et al., 1999; Zhukareva & Levitt, 1995). In letzter Zeit
wurden jedoch auch CAMs identifiziert, die zwar ebenfalls Uber eine homophile
Bindung das Neuritenwachstum fordern, jedoch keine Ig- oder Cadherin-Domanen
enthalten, und bei denen der Mechanismus der homophilen Bindung nicht geklart ist.
Beispiele sind die Mitglieder der AMIGO- und Ninjurin-Familie (Araki & Milbrandt,
2000; Kuja-Panula et al., 2003). Die hier gemachten Beobachtungen lassen
annehmen, dass auch B-Plexine zu letzterer Gruppe der CAMs zahlen, und dass
auch Sema-Domanen prinzipiell eine Rolle bei homophilen Interaktionen spielen
koénnen.

Far Plexin A1 wurde eine Autoinhibition durch die Sema-Doméane beschrieben. Dabei
bindet die Sema-Domane in basalem Zustand an den Rest der Ekto-Domane und
halt so den Rezeptor in autoinhibiertem, inaktivem Zustand. Np1, der Korezeptor von
Plexin A1, bindet an die Sema- und die IPT-Domanen von Plexin A1 und stabilisiert
so den inaktiven Zustand. Erst die Bindung von Sema3A fuhrt zu einer
Konformationsanderung, die an die zytoplasmatische Domane weitergegeben wird
und das Plexin aktiviert (Takahashi & Strittmatter, 2001). Fir Plexin B3 ist ein
ahnlicher Mechanismus wenig wahrscheinlich, da wir keine Bindung der Sema-
Domaéane an den Rest der Ekto-Domane beobachten konnten. Da auch fur Plexin A3
eine entsprechende Autoinhibition nicht nachgewiesen werden konnte (Takahashi &
Strittmatter, 2001), und auch bei Plexin B1 eine Konformationsanderung und
Aktivierung nicht durch Bindung von Np1 und Semaphorine der Klasse 3 ausgelost
wird (Artigiani et al., 2003), scheint es sich bei diesem Mechanismus allerdings auch
nicht um ein allgemein fir Plexine guiltiges Prinzip zu handeln. Dies lasst annehmen,
dass fur die Inhibition und Aktivierung von B-Plexinen andere Mechanismen
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verantwortlich sind. Eine Rolle konnten dabei moglicherweise die hier
nachgewiesene homophile Interaktion, oder eine Interaktion mit den Tyrosinkinasen
Met, Ron und ErbB-2 spielen (Artigiani et al., 2004; Conrotto et al., 2004; Giordano et
al., 2002; Swiercz et al., 2004).

Eine weitere MOglichkeit fur eine Regulation der Aktivitat von B-Plexinen stellt die
bereits diskutierte Spaltung durch Furin-dhnliche Konvertasen dar. Plexin-A1, bei
dem die Sema-Domane oder die gesamte Ekto-Domane deletiert wurden, ist
konstitutiv aktiv und 16st repulsive Reaktionen in transfizierten COS-7-Zellen und
Neuronen aus (Takahashi & Strittmatter, 2001). Durch eine Konvertase-Spaltung der
B-Plexine entsteht eine B-Untereinheit, der ebenfalls der gréRte Teil der Ekto-
Domane fehlt. Diese B-Untereinheit kdnnte bei einer Dissoziation der a-Untereinheit
ebenfalls konstitutiv aktiv wirken. Wahrend die o-Untereinheit so als I6slicher Ligand
fungieren konnte, wurde die B-Untereinheit aktiviert und kdnnte eine repulsive
Antwort ausldosen. Die wesentliche Vorraussetzung fur diesen Mechanismus ware
eine konstitutive Aktivitdt der B-Untereinheit von B-Plexinen, dies wurde bisher
jedoch nicht analysiert.

5.2.5 Plexin B3 zeigt verschiedene heterophile Interaktionen

Ein weiterer moglicher Mechanismus, Uber den Plexin B3 die beobachtete
Stimulierung des Neuritenwachstums auslosen konnte, ist eine heterophile
Interaktion. Als mogliche Rezeptoren kommen dabei unter anderem transmembrane
Semaphorine, fur die in einigen Fallen auch eine Funktion als Rezeptoren
beschrieben wurde (Kumanogoh & Kikutani, 2003; Toyofuku et al., 2004a), oder
anderen Plexine in Frage. Eine weitere Moglichkeit ware eine Interaktion mit
Neuropilin oder L1. L1 férdert das Neuritenwachstum und eine Beteiligung von L1
und Np1 an der Plexin-vermittelten Signaltransduktion konnte bereits fur A-Plexine
gezeigt werden (Castellani et al., 2002; Castellani et al., 2000).

Um extrazellulare Interaktionspartner von Plexin B3 identifizieren zu kdnnen, wurden
verschiedene potentielle Liganden von B3 kloniert, exprimiert und mit Hilfe von
Koimmunprazipitations-Experimenten auf eine mogliche Interaktion mit B3 Uberpruft.

5.2.5.1 Plexin B3 zeigt keine Interaktion mit verschiedenen anderen Plexinen

Durch Einsatz eines Hefe-Zwei-Hybrid-Systems konnte gezeigt werden, dass die
Plexine A1 und B1 Uber ihre zytoplasmatischen Domanen miteinander interagieren
(Usui et al., 2003). Fur Xenopus Plexin wurde eine homophile Interaktion festgestellt

130



DISKUSSION

(Ohta et al., 1995) und im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Plexin
B3 eine durch die Sema-Domane vermittelte homophile Interaktion eingeht. Da alle
Plexine eine Sema-Domane besitzen, ware auch eine Uber diese vermittelte
heterophile Interaktion zwischen verschiedenen Plexinen denkbar. Eine Interaktion
von Plexin B3 mit den Plexinen B1, B2 und A1 konnte mittels Koimmunprazipitation
jedoch ausgeschlossen werden.

5.2.5.2 Plexin B3 interagiert mit Neuropilin 1 und L1

Mit Hilfe von Koimmunprazipitations-Experimenten konnte eine Interaktion von Plexin
B3 mit Neuropilin (Np1) und L1 nachgewiesen werden. Eine Beteiligung von Np1 als
Korezeptor wurde bisher nur bei der durch A- und D-Plexine vermittelten repulsiven
Antwort auf sekretierte Semaphorine der Klasse 3 beschrieben (Gitler et al., 2004;
Pasterkamp & Kolodkin, 2003). Dabei wird die intrazellulare Domane des Plexins flr
die Signaltransduktion bendtigt, wahrend Np1 fur die Ligandenbindung verantwortlich
ist, und seine intrazellulare Domane fur eine Reaktion auf Semaphorine nicht
bendtigt wird (Nakamura et al., 1998; Pasterkamp & Kolodkin, 2003). Die Bindung
von Plexin A1 an Np1 erhoht aullerdem dessen Affinitat zu Sema3A um das
funffache (Takahashi et al., 1999).

An der Bindung von Np1 an Plexin A1 ist die Sema-Domane des Plexins beteiligt
(Antipenko et al., 2003). Entsprechendes ist daher auch fur die Interaktion mit B3
anzunehmen. Die Bindung von Np1 an B3 wird, den Ergebnissen der hier
durchgefuhrten in vitro Experimenten nach, durch die homophile Interaktion von B3,
fur die ebenfalls die Sema-Domane bendtigt wird, nicht gestort. Beide Bindungsarten
konnten also mdglicherweise auch in vivo koexistieren.

Fur Plexin B1 konnte zwar ebenfalls eine Interaktion mit Np1 nachgewiesen werden
(Tamagnone et al., 1999), der Plexin B1/Np1 Komplex zeigt jedoch keine Reaktion
auf Semaphorine der Klasse 3, und die Antwort auf seinen Liganden sema4D ist von
Np1 unabhangig. AuRerdem konnte in dieser Arbeit, sowie von Artigiani et al. (2004),
gezeigt werden, dass auch die Bindung von Plexin B3 an seinen Liganden Sema5A
unabhangig von einer Interaktion mit Neuropilinen ist. Welche Funktion die
Interaktion von B-Plexinen mit Neuropilinen hat, ist daher nicht klar.

Méoglicherweise spielt Np1 jedoch eine Rolle in einem Plexin B3/L1/Np1-
Rezeptorkomplex. Eine Interaktion von Plexin B3 mit L1 konnte ebenfalls mit Hilfe
von Koimmunprazipitations-Experimenten nachgewiesen werden. Die durchgefuhrten
Zellaggregations-Assays lassen jedoch annehmen, dass diese Interaktion nicht in
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trans stattfindet, sondern scheinbar in cis, und daher wahrscheinlich nicht fur die
beobachteten Stimulation des Neuritenwachstums verantwortlich ist.

Eine Beteiligung von L1 ist bei der repulsiven Antwort auf Sema3A beschrieben
worden (Castellani et al., 2000). Auch hier agiert L1 in cis, als Teil eines Plexin A1/
L1/Np1-Rezeptorkomplexes fur Sema3A. L1 bindet in diesem Fall allerdings nicht
direkt an das Plexin, sondern die Bindung erfolgt Uber die extrazellularen Domanen
von Np1 (Castellani et al., 2002). Welche Rolle L1 in diesem Rezeptorkomplex spielt,
ist nicht vollstandig geklart. Die durch eine L1/Np1 Interaktion vermittelte Endozytose
scheint jedoch eine entscheidende Rolle bei der Axonleitung durch Sema3A zu
spielen (Castellani et al., 2004). Wahrend der Axonnavigation ist die Sema3A-
induzierte Repulsion mit Endozytose korreliert. Dabei werden bei einer durch die
Bindung von Sema3A an Np1 ausgelosten repulsiven Antwort L1 und Np1
kointernalisiert. Dieser Prozess wird von L1 vermittelt und ist Clathrin-abhangig
(Castellani et al., 2004). Uber die Interaktion mit intrazellularen Bindungspartnern
konnte L1 auferdem eine Verbindung zwischen Sema3A und dem Zytoskelett
herstellen (Castellani et al., 2002). Hinzu kommt, dass im sich entwickelnden
Nervensystem die Ekto-Domane von L1 durch eine enzymatische Spaltung von der
Zelloberflache freigesetzt werden kann (Gutwein et al., 2000; Nayeem et al., 1999),
so dass an der Regulation der Sema3A-Signalleitung auch die I0sliche L1-
Ektodomane beteiligt sein konnte.

Ob an der durch Plexin B3 vermittelten Signalleitung ebenfalls ein Plexin/Np1/L1-
Komplex und eine L1-vermittelte Endozytose beteiligt sind, bleibt zu untersuchen.
Dafur spricht, dass die Bindung von B3 an L1 scheinbar ebenfalls in cis stattfindet.
Allerdings ist nicht anzunehmen, dass Sema5A in diesem Fall eine ahnliche Rolle
wie Sema3A ubernehmen wuirde, da die Interaktion von B3 mit Sema5A unabhangig
von Np1 ist. Méglicherweise ist B3 jedoch Uber Np1 zu einer Interaktion mit anderen
Semaphorinen fahig, und konnte so in Verbindung mit Np1 und L1 &hnliche Prozesse
wie Plexin A1 vermitteln.

Weitere Auswirkungen der Interaktion von Plexin B3 und L1 kdnnten moglicherweise
in der Regulation der Integrinfunktion bestehen. Die Zell-Substrat-Adhasion ist primar
von Integrinen abhangig. So ist z.B. avp3-Integrin der Rezeptor flir das ECM-Molekdl
Fibronektin. Eine Integrinkopplung an das Zytoskelett in fokalen adhasiven
Komplexen erlaubt Lamellipodienausdehnung, Zellausbreitung und Migration. Eine
Stoérung der Integrinvermittelten Adhasion |6st dagegen eine Zellabrundung und das
Ablosen vom Substrat aus. Semaphorine der Klasse 3 kontrollieren in Abhangigkeit
von Neuropilinen und Plexinen der A-Familie die vaskulare Morphogenese durch
Inhibition der Integrinfunktion. Dabei hemmen sie direkt die Erkennung von ECM-
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Liganden durch Integrine und ermoglichen somit die Deadhasion der Zellen, die fur
die Angiogenese notig ist (Serini et al., 2003). Die Aktivierung von Plexin B1 10st
beim Wachstum auf Fibronektin in verschiedenen Zellen den Abbau fokaler
Adhasionen, fokaler Komplexe und Stressfasern aus. Danach kommt es zum
Zuruckziehen zellularer Fortsatze und Abrunden der Zellen (Barberis et al., 2004).
Auch fur Plexin B3 konnte bei einer Interaktion mit seinem Liganden Sema5A eine
Hemmung der auf Integrinen basierenden Adhasion gezeigt werden (Artigiani et al.,
2004). Die Aktivierung von Plexinen behindert also die Integrin-abhangige Adhasion
und hemmt die Zellausbreitung und Zellmigration Uber unbekannte Mechanismen.
Diese Auflosung adhasiver Strukturen ist wahrscheinlich verantwortlich fir die
typische Plexin-vermittelte Kollapsantwort in vitro (Barberis et al., 2004).

L1 férdert dagegen die Integrin-abhangige Zellmigration. Z.B. stimuliert L1 das
Neuritenwachstum von PC12-Zellen und die Migration von Neuronen, CHO- und
Melanom-Zellen Uber eine Interaktion mit avf3- und B1-Integrinen (Mechtersheimer
et al., 2001; Thelen et al., 2002; Voura et al., 2001; Yip & Siu, 2001). Plexin B3 und
L1 Iésen also Uber avB3-Integrine gegensatzliche Prozesse aus. Es ware daher
denkbar, dass die Interaktion von B3 und L1 eine Rolle bei der Regulation der
Integrin-vermittelten Adhasion spielt. Beispielsweise konnte eine Bindung von B3 an
L1 die Interaktion von L1 mit Integrinen stdren.

5.2.5.3 Plexin B3 interagiert mit Semaphorin 5A und die Plexin B3-vermittelte
Stimulierung des Neuritenwachstums koénnte moglicherweise durch

Semaphorine als Rezeptoren erfolgen

Mittels Koimmunprazipitation wurde Plexin B3 auf eine Interaktion mit verschiedenen
transmembranen Semaphorinen der Klassen 4 bis 6 sowie sekretierter Semaphorine
der Klasse 3 untersucht. Dabei konnte eine von Neuropilinen unabhangige
Interaktion mit Sema5A nachgewiesen werden. Diese wurde auch von anderen
Autoren gefunden und wenig spater publiziert, wobei auch gezeigt werden konnte,
dass Sema5A nur mit Plexin B3, nicht aber B1 und B2 interagiert (Artigiani et al.,
2004). SemabA und 5B sind transmembrane Semaphorine, die neben der Sema-
Domane sieben Thrombospondin-Typ-1-Domanen (TSP-Repeats) enthalten. TSP-
Repeats fordern das Neuritenwachstum und die neuronale Adhasion (Adams &
Tucker, 2000). Fur die Bindung von Sema5A an B3 ist die Sema-Domane allein zwar
ausreichend, aber auch die TSP-Repeats binden an B3. Semab5A und 5B zeigen
58% Sequenzidentitat. Eine Bindung von Sema5B an B3 scheint daher mdglich,
konnte jedoch weder von uns noch von Artigiani et al. (2004) nachgewiesen werden.
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Von SemabA ist bekannt, dass es von Neuroepithelzellen exprimiert wird, welche die
retinalen Axone des Sehnervs umgeben. Es 16st in retinalen Axonen eine repulsive
Antwort aus und eine Blockierung durch Antikdrper gegen SemabSA fuhrt zum
Abzweigen von Neuronen aus dem Sehnerv. SemaSA wirkt also als inhibitorische
Hulle, die den Sehnerv umgibt (Oster et al., 2003). Auch diese durch Sema5A
ausgelosten Effekte sind unabhangig von Neuropilinen, erfordern allerdings eine
Oligomerisierung von Semab5A (Artigiani et al., 2004; Oster et al., 2003). Von
Oligodendrozyten exprimiertes Sema5A inhibiert aullerdem die Regeneration des
ZNS nach Verletzungen (Goldberg et al., 2004; Oster et al., 2003). Diese
beschriebenen repulsiven Aktivitaten von Sema5A kénnten mdglicherweise durch
Plexin B3 als Rezeptor vermittelt werden.

SEMAF, das Gen fur SemabA, ist auf einem Bereich des kurzen Arms von
Chromosom 5 lokalisiert, welcher beim Katzenschrei-Syndrom (Cri-du-chat-Syndrom)
deletiert ist. Dieses Syndrom wird mit schwerer mentaler Retardierung in Verbindung
gebracht, und die Haploinsuffizienz fur SemabA ist moglicherweise verantwortlich fur
einige Symptome, die die Gehirnentwicklung betreffen (Simmons et al., 1998). Dies
lasst annehmen, dass Semab5A und mdglicherweise auch sein Rezeptor Plexin B3
eine Rolle bei der Gehirnentwicklung spielen und lasst auch fir Plexin B3 eine
Beteiligung an erblichen neurologischen Storungen und mentaler Retardierung
madglich erscheinen.

Eine Funktion der Interaktion zwischen Plexin B3 und Sema5A wurde aullerdem
aulerhalb des Nervensystems, im Zusammenhang mit Mitgliedern der Met-
Onkogen-Familie beschrieben. Diese spielen eine physiologische Rolle bei der
Morphogenese verschiedener Gewebe. Eine Uberexpression oder Mutationen der fiir
sie kodierenden Gene sind an der Entwicklung aggressiver metastasierender Tumore
beteiligt (Conrotto et al., 2004). Die Met-Onkogen-Familie, Semaphorine und ihre
Plexin-Rezeptoren stammen von einem gemeinsamem Vorfahren-Gen ab und haben
verschiedene strukturelle Motive inklusive der Sema-Domane gemeinsam. Es scheint
daher plausibel, dass sie funktionell verwandte Phanomene kontrollieren kdnnen
(Comoglio et al., 1999; Trusolino & Comoglio, 2002). Eine Aktivierung von Met kann
uber eine Interaktion mit seinem Liganden HGF (hepatocyte growth factor) erfolgen.
Fur alle B-Plexine konnte ebenfalls eine Interaktion mit Met und Ron nachgewiesen
werden. Eine Bindung von Semab5A an Plexin B3 oder von Sema4D an seinen
Rezeptor Plexin B1 fordert die Zellmigration von Epithelzellen und verursacht
gleichfalls die Aktivierung von Met und ein Met-abhangiges invasives
Wachstumsprogramm (Artigiani et al., 2004; Giordano et al., 2002). Invasives
Wachstum ist ein komplexes biologisches Programm, das an der
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Gewebeentwicklung, der Entwicklung des Nervensystems und bei Dysregulation an
der Tumorentwicklung und Metastasenbildung beteiligt ist. Es umfasst Zell-Zell-
Dissoziation, eine Migration der Zellen durch die extrazellulare Matrix, die
Kolonisation neuer Regionen, eine Anheftungs-unabhangige Proliferation und
Differenzierungsprozesse. Dabei sind die Zellen vor Apoptose geschutzt. Plexin B1
und sein Ligand Sema4D sind Uber ihre Interaktion mit Met und Ron an der
Tumorentwicklung und Metastasenbildung beteiligt (Conrotto et al., 2004; Giordano
et al., 2002). Fur Plexin B1 konnte auRerdem in verschiedenen Krebszelllinien eine
Uberexpression und von der Ligandenbindung unabhangige Aktivierung des
invasiven Wachstumsprogramms gezeigt werden (Giordano et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit konnte mittels Westernblot die Expression von Plexin B3 in einer
Gliatumor-Zelllinie nachgewiesen werden. Plexin B3 und sein Ligand Sema5A
spielen daher moglicherweise eine Rolle bei der Tumorentwicklung und
Metastasierung.

Eine weitere fur Plexin B3 bei einer Interaktion mit SemaSA beschriebene Funktion
ist der Zellkollaps von Fibroblasten und eine Hemmung der Integrin-basierenden
Adhasion. Met wird in diesen Zellen nicht exprimiert und ist an dieser Funktion nicht
beteiligt. Die Interaktion von Sema5A mit B3 allein 16st in der Zelle also repulsive
funktionelle Antworten aus, wahrend es bei einer Assoziation von B3 mit Met durch
SemaS5A zu attraktiven Antworten kommt (Artigiani et al., 2004). Eine Met-
unabhangige repulsive Aktivitat wurde auch fur Plexin B1 bei Bindung seines
Liganden Sema4D beschrieben (Tamagnone et al.,, 1999). B-Plexine konnen also
zwei verschiedene Signalwege ausldsen, einen abhangig von ihrer
zytoplasmatischen Domane, die negativ regulierend auf Integrinfunktion wirkt und
zum Zellkollaps fuhrt und einen zweiten, der auf der Aktivierung von Met beruht und
zu invasivem Wachstum fuhrt.

In wie weit diese Funktionen von B3 auch im Nervensystems eine Rolle spielen, ist
nicht klar. Die Met-unabhangige Repulsion kénnte an der bereits diskutierten
Wirkung von SemaSA auf Sehnerv-Neurone beteiligt sein (Oster et al., 2003). Met
wird im ZNS unter anderem auch von Neuronen exprimiert und stimuliert das
Uberleben und die Migration neuronaler Zellen sowie das Neuritenwachstum
(Akimoto et al., 2004; leraci et al., 2002; Sun et al., 2002). Aul’erdem konnte eine
Beteiligung von Met am durch Semad4D und Plexin B1 verursachten
Wachstumskegelkollaps nachgewiesen werden (Swiercz et al., 2004). Daher ware
eine Beteiligung von Met auch an der beobachteten Stimulierung des
Neuritenwachstums durch B3 denkbar.
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Da es sich bei Sema5A um ein transmembranes Protein handelt, konnte es jedoch
auch als Rezeptor fur Plexin B3 fungieren und so bei der beobachteten Stimulation
des Neuritenwachstums durch B3 involviert sein. Von verschiedenen
transmembranen Semaphorinen wurde beschrieben, dass sie nicht nur als Liganden
von Plexinen fungieren, sondern auch reverse Signalprozesse ausldsen kdnnen. Bei
diesen wirken Semaphorine als Rezeptoren, wahrend Plexine als Liganden
fungieren. Da sowohl fur B-Plexine als auch fur transmembrane Semaphorine eine
Abspaltung ihrer Ekto-Domane beschrieben wurde, kénnten beide auch als I6sliche
Liganden wirken (Artigiani et al., 2003; Tamagnone & Comoglio, 2000). Sema4D
fungiert im Immunsystem moglicherweise als Rezeptor fur Plexin B1. B1 fordert
Proliferation, Aggregation, Uberleben und Immunglobulinproduktion von B-Zellen,
welche Sema4D exprimieren (Granziero et al., 2003; Kumanogoh & Kikutani, 2003).
Verschiedene andere Semaphorine interagieren intrazellular mit verschiedenen
Proteinen, die eine Fahigkeit zur Signaltransduktion annehmen lassen. So binden
einige Semaphorine der Klasse 4 an die Proteine PSD-95 (postsynaptic density
protein 95) und Norbin, die an Bildung der Postsynapse und synaptischer Plastizitat
beteiligt sind. Fiur Sema4D wurde eine Bindung an Protein-Tyrosinphosphatasen
beschrieben (Billard et al., 2000). Auch Drosophila Sema1a ist in an der Bildung
bestimmter Synapsen beteiligt, wobei seine pra- und postsynaptische Expression
bendtigt wird (Godenschwege et al, 2002). Sema6D, ein transmembranes
Semaphorin, 16st wahrend der Herzentwicklung zwei verschiedene, unabhangige
Signalwege in verschiedenen myocardialen Zellpopulationen aus. Es bindet als
Ligand an Plexin A1 und I6st Uber diesen Rezeptor eine Signalkaskade aus, welche
zur Inhibition der Zell-Migration fuhrt. In einem zweiten Zelltyp wirkt Sema6D als
Rezeptor fur Plexin A1 und vermittelt eine reverse Signalleitung. Dabei aktiviert die
zytoplasmatische Domane von Sema6D eine intrazellulare Kinase, interagiert mit
Mitgliedern der Vasp-Familie, und I0st so eine Forderung der Migration dieser Zellen
aus (Toyofuku et al., 2004a).

Es ist moglich, dass auch andere transmembrane Semaphorine zu dieser Art von
reverser Signaltransduktion fahig sind. Zwar ist die zytoplasmatische Domane
zwischen den einzelnen Klassen der transmembranen Semaphorine nicht
konserviert, eine reverse Signalleitung kdnnte jedoch in den verschiedenen Klassen
transmembraner Semaphorine Uber eine Interaktion mit unterschiedlichen
intrazellularen Proteinen zustande kommen. Um zu klaren ob eine reverse
Signalleitung auch an der Stimulation des Neuritenwachstums durch B3 beteiligt ist,
sind jedoch weitere Versuche notig.
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5.2.6 Plexin B3 interagiert mit der Ras-GTPase Rin

Mit den bisher wenig untersuchten durch B-Plexine ausgelosten intrazellularen
Signalkaskaden  wurden verschiedene GTPasen und Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktoren (GAPs) in Verbindung gebracht. Plexin-B1 assoziiert nach
Bindung seines Liganden Sema4D mit aktivem Rac und hemmt so die von aktivem
Rac abhangigen Prozesse (Vikis et al., 2002; Vikis et al., 2000). Weiterhin weisen die
zytoplasmatischen Domanen einiger Plexine Homologien mit RasGAPs auf
(Pasterkamp & Kolodkin, 2003; Rohm et al., 2000). Bisher konnte nur fur Plexin B1
eine GAP-Aktivitat nachgewiesen werden, welche nach Assoziation mit Rnd1 als
GAP fur R-Ras fungiert und repulsive Signale vermittelt (Oinuma et al., 2004). Fur
alle B-Plexine konnte auRerdem eine Interaktion mit den Rho-GEFs PDZ-RhoGEF
und LARG gezeigt werden, welche in einer Aktivierung von Rho resultierten (Aurandt
et al., 2002; Driessens et al., 2002; Hirotani et al., 2002; Perrot et al., 2002; Swiercz
et al., 2002). Die Funktion dieser intrazellularen Signalkaskaden wurden jedoch
hauptsachlich an Plexin B1 untersucht, und Uber die durch die Plexine B2 und B3
vermittelten intrazellularen Prozesse ist nur wenig bekannt. Um intrazellulare
Liganden fur Plexin B2 und B3 2zu identifizieren, wurden daher ihre
zytoplasmatischen Domane als Koder fur die Durchmusterung einer fotalen humanen
Hirn cDNA-Bibliothek in einem modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-System eingesetzt.
Mit Hilfe dieses Systems wurde als Interaktionspartner fur Plexin B3 die Ras-GTPase
Rin (Ras-like protein expressed in neurons) identifiziert. Von Ras wurde
verschiedentlich berichtet, dass es das hier verwendete Hefesystem kurzschliel3en
und auch ohne Interaktion mit dem Koéder den Hefen Temperaturresistenz verleiht.
Dies kann jedoch aufgrund der von uns durchgefuhrten Kontrollexperimente fur Rin
ausgeschlossen werden, und auch andere Autoren konnten nachweisen, dass Rin in
diesem System keine unspezifische Temperaturresistenz verursacht (Calissano &
Latchman, 2003). Die Interaktion zwischen Rin und B3 konnte mit Hilfe von
Koimmunprazipitations- und Kolokalisations-Experimenten bestatigt werden.

Rin ist ein Mitglied der Familie der Ras-GTPasen, und bildet zusammen mit den
GTPasen Rit und dRic eine eigene Subfamilie in der Ras-Familie (Lee et al., 1996;
Shao et al., 1999; Wes et al., 1996). Ras-GTPasen Uben allgemein Funktionen bei
Zellwachstumsprozessen aus. So spielt z.B. die Ras-GTPase R-Ras durch eine
Aktivierung von Integrinen eine Rolle bei der Zelladhasion und fordert aul3erdem die
Zellmigration und das Neuritenwachstum (Oinuma et al., 2004). Rin bindet Uber ein
carboxyterminales Bindungsmotiv Calcium-abhangig an Calmodulin und ist Uber
diese Interaktion maoglicherweise an der Calcium-vermittelten Signaltransduktion in
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Neuronen beteiligt (Lee et al., 1996). Die Expression von Rin induziert in PC12-
Zellen Neuritenwachstum, unabhangig von NGF (nerve growth factor) oder MAPK
(mitogen activated protein kinase) (Hoshino & Nakamura, 2002). In PC6-Zellen
kommt es dagegen erst nach einer Stimulation mit NGF zur Aktivierung von Rin
(Spencer et al., 2002).

Mittels Immunfluoreszenz haben wir die subzellulare Lokalisation von Rin untersucht.
In transient transfizierten COS-7- und NIH-3T3-Zellen konnte eine Lokalisation von
Rin an der Plasmamembran und im Kern nachgewiesen werden. Dies wurde von
anderen Autoren bisher nur mit Hilfe von Zellfraktionierung und Westernblot gezeigt
(Calissano & Latchman, 2003). Eine mdgliche Funktion von Rin im Kern ist die
Bindung an den Transkriptionsfaktor Brn-3a. Diese Interaktion lasst auf eine Rolle
von Rin bei der Vermittlung von neuronalen Differenzierungssignalen schlie3en, da
Brn-3a eine Schliisselrolle bei der Differenzierung und dem Uberleben von
sensorischen Neuronen spielt (Calissano & Latchman, 2003).

Rin wird auch in den fur das Neuritenwachstums-Assay eingesetzten murinen
zerebellaren Neuronen exprimiert (Lee et al, 1996). Wirde Rin durch eine
Interaktion mit B3 aktiviert werden, kdnnte man daher annehmen, dass Rin an der
B3-abhangigen Stimulierung des Neuritenwachstums beteiligt ist. Welcher Teil der
zytoplasmatischen Domane von B3 mit Rin interagiert, bleibt zu untersuchen und
konnte Aufschluss dartber geben, wie B3 an von B-Plexinen genutzten und Subtyp-
spezifischen Signalwegen beteiligt ist.

Die zytoplasmatische Domane von allen Plexinen weist Homologien mit Ras-GAPs
auf (Rohm et al., 2000), und fur Plexin B1 konnte kirzlich erstmalig eine GAP-
Aktivitat fur die Ras-GTPase R-Ras nachgewiesen werden (Oinuma et al., 2004).
Man konnte daher annehmen, dass die Interaktion von Plexin B3 mit Rin ebenfalls
Uber die GAP-homologe Domane stattfindet und Plexin B3 so mdglicherweise als
GAP fur Rin wirken konnte. In diesem Fall wirde eine Interaktion von B3 mit Rin
wahrscheinlich inhibierend auf das Neuritenwachstum wirken.

Rin konnte durch einen ,Inside-out‘—Signalmechanismus auch spezifische
Auswirkungen auf die Bindung von Plexin B3 an extrazellulare homophile oder
heterophile Liganden haben. Eine Beeinflussung der Bindung extrazellularer
Liganden durch intrazellulare Interaktionen wurde beispielweise flur Integrine
beschrieben (Hynes, 2002; Takagi et al., 2002). Auch fur Plexin B1 wurde eine
gegenseitige Beeinflussung von extra- und intrazellularen Bindungspartnern
nachgewiesen. Die Interaktion der zytoplasmatischen Domane von Plexin B1 mit Rac
fuhrt zur Erhdhung der Affinitat zu seinem Liganden Sema4D und zu Erhdhter
Expression an der Zelloberflache, wahrend umgekehrt durch die Bindung von
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Sema4D an B1 die Bindung an Rac gefordert wird (Vikis et al., 2002). Um einen
ahnlichen Mechanismus fur Plexin B3 nachzuweisen sind jedoch weitere
Experimente notig.

5.2.7 Plexin B3 ist an der Vermittlung attraktiver und repulsiver Signale im

Nervensystem beteiligt

Aullerhalb des Nervensystems wurde fur die Plexine B3 und B1 eine Funktion bei
der Vermittlung attraktiver und repulsiver Signale nachgewiesen. In Epithel- und
Endothelzellen 16sen beide jeweils zwei verschiedene Signalwege aus, einen
abhangig von ihrer zytoplasmatischen Domane, welcher negativ regulierend auf die
Integrinfunktion wirkt und zu Zellkollaps fuhrt und einen zweiten, welcher auf einer
Interaktion mit Met und dessen Aktivierung beruht und zu invasivem Wachstum fuhrt
(Abb. 46A, B) (Artigiani et al., 2004; Conrotto et al., 2004; Giordano et al., 2002).

A B C D E
Semaphorin
SemabA Sema5A
M
B3
B3 B3 B3
Met
o
B3
B3
|
o o transmembranes
And - Semaphorin
J ? v ? L1 NP1
Rin Rin
! | 12 |7 X
Repulsion Attraktion Attraktion Attraktion Repulsion

Abb. 46: Modelle fiir durch Plexin B3 vermittelte attraktive und repulsive Signalwege

(A) Durch eine Interaktion mit Semab5A 16st B3 repulsive Antworten aus, an deren Vermittlung Rin beteiligt sein
kénnte. (B) Bei einer Interaktion von B3 mit Met st die Bindung an Semab5A attraktive Antworten aus. (C) B3 ist
zu einer homophilen Bindung fahig, die mdglicherweise eine attraktive Antwort auslést. Auch hier wéare eine
Beteiligung von Rin denkbar. (D) Eine attraktive Antowort kénnte auch ausgeldst werden, indem B3 als Ligand flr
ein transmembranes Semaphorin fungiert. (E) Eine Interaktion von B3 mit L1 und Np1 in cis kdénnte,
mdglicherweise durch Bindung eines bisher nicht identifizierten Semaphorins, repulsive Antworten vermitteln.

139



DISKUSSION

Im Nervensystem konnten fur Plexin B1 jedoch bisher nur repulsive Aktivitaten
gezeigt werden (Pasterkamp & Kolodkin, 2003). Auch fur Plexin A1 wurden innerhalb
des ZNS hauptsachlich repulsive Aktivitaten beschrieben, wahrend es aul3erhalb,
abhangig vom Zelltyp und dem mit A1 interagierenden Korezeptor, auch attraktiv
wirken kann. Wahrend Plexin A1 im Nervensystem in Assoziation mit Neuropilinen
eine repulsive Antwort auf Semaphorine der Klasse 3 vermittelt, bindet es bei der
Herzentwicklung direkt an Sema6D und vermittelt abhangig von den beteiligten
Korrezeptoren Offtrack oder VEGF2 Repulsion oder Attraktion (Toyofuku et al.,
2004b). Fur Plexin B3 wurden innerhalb des Nervensystems aufgrund seiner
Interaktion mit SemaSA bisher repulsive Eigenschaften postuliert (Artigiani et al.,
2004). Wir konnten jedoch nachweisen, dass von Substratzellen exprimiertes Plexin
B3 eine attraktive Antwort in zerebellaren Neuronen ausldst. Die unterschiedlichen
durch B3 vermittelten Funktionen kdnnten moglicherweise durch eine Interaktion mit
verschiedenen transmembranen Interaktionspartnern verursacht werden. Sollte
Plexin B3 in Neuronen exprimiert werden, wie von Cheng et al. (2001) und auch in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt, kdnnte die hier charakterisierte homophile Interaktion
fur die Stimulierung des Neuritenwachstums verantwortlich sein (Abb. 46C). Sollte
die Expression von B3, wie von Worzfeld et al. (2004) postuliert, dagegen auf
Oligodendrozyten beschrankt sein, konnte die homophile Interaktion von B3 eine
Rolle bei der Migration und Wegdfindung dieser Zellen spielen. Die beobachtete
Stimulierung des Neuritenwachstums konnte in diesem Fall durch eine Interaktion
von B3 mit einem von den Neuronen exprimierten Rezeptor verursacht werden (Abb.
46 D, E). Ob dabei die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Interaktionen mit
Np1, L1, Sema5A oder Rin eine Rolle spielen, oder ob andere Rezeptoren wie
beispielsweise andere transmembrane Semaphorine oder Met involviert sind, bleibt
zu untersuchen. Eine Beteiligung von Plexin B3 an der Entwicklung des
Nervensystems ist jedoch durch seine hier nachgewiesene Expression im humanen
und murinen Gehirn, die Stimulierung des Neuritenwachstums und die Interaktion mit
verschiedenen, an der Axonwegfindung beteiligten Liganden, wahrscheinlich.
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