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1 Einleitung

Seit etwa 50 Jahren wird das Genom mit groÿem Interesse der Wissenschaft erforscht. Etwas jünger
ist die Proteomforschung, die sich der Untersuchung der entsprechend des genetischen Codes herge-
stellten Proteine widmet. Erst seit etwa 2 Jahrzehnten wird nun auch die Wichtigkeit von Glykanen,
d. h. von Kohlenhydratketten auf vielen Proteinen und Lipiden, erkannt. Die Untersuchung des Gly-
koms, also der Gesamtheit der Glykane eines Organismus, entwickelt sich zu einem sehr wichtigen
Forschungsgebiet.
Die Ober�äche jeder Zelle ist mit einer Vielzahl von Glykanen besetzt. Da die Glykane für ge-

wöhnlich am weitesten aus der Ober�äche hervorragen, sind sie die Initiatoren der meisten Prozesse,
die auf Adhäsion beruhen. Sie bilden damit die Grundlage für festere Kontakte, die durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen vermittelt werden. Glykane sind ein interessantes Forschungsfeld, weil sie
von der Embryogenese bis zur Pathogenese an sehr vielen biologischen Prozessen beteiligt sind.
Glykosylierungen spielen deshalb nicht nur für die Stabilität und Struktur von Proteinen eine

wichtige Rolle, sondern auch in der Vermittlung von Immunität, Proteininteraktionen, der Regulation
von Enzymaktivitäten sowie bei Entzündungsreaktionen, Allergien, Asthma und einer Vielzahl von
Infektionen und Krebserkrankungen. Auch für die Entwicklung des Nervensystems sind Glykane
essenziell. Dort üben sie Funktionen aus, die von Zellerkennung und Adhäsion abhängig sind, wie z. B.
Zellmigration, Neuritenwachstum, Axonbündelung, Synapsenbildung sowie synaptische Plastizität
und damit Prozesse wie Lernen und Gedächtnis.
Das glykosylierte Zelladhäsionsmolekül CD24 ist ein auÿerordentlich interessantes Protein, da

sein Peptidrückgrat nur einen geringen Anteil an der Gesamtmasse stellt, während ein Groÿteil
von Glykanen gebildet wird. Da zudem zwischen Spezies nur geringe Ähnlichkeiten im Peptidanteil
auftreten, wird vermutet, dass CD24 viele, wenn nicht sogar alle Funktionen durch seine Glykane
vermittelt. CD24 ist an vielen Prozessen wie der Bildung von Blutzellen, der Aufrechterhaltung
eines Gleichgewichtes in der Lymphozyten-Zellzahl, der Metastasierung vieler Tumorarten, bei De-
myelinisierungskrankheiten wie der Multiplen Sklerose sowie bei der Entwicklung des Nervensystems
beteiligt.
Für ein besseres Verständnis der Prozesse, die für die Entwicklung und Aufrechterhaltung des

Nervensystems verantwortlich sind, ist es erforderlich, die Glykosylierung von Proteinen sowie deren
zuckerabhängige funktionelle Interaktionen mit Liganden und Rezeptoren näher zu untersuchen.
Aufgrund seiner Eigenschaften stellt CD24 ein ideales Molekül für die beispielhafte Untersuchung
der Rolle von Glykanen an solchen biologischen Prozessen dar.
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2 Grundlagen

2.1 Glykane und Glykosylierung

Die vier Säulen, auf die sich die Biosynthese von Zellen stützt, sind Nukleinsäuren, Proteine, Lipide
und Glykane. Das menschliche Proteom, also die Gesamtheit der exprimierten proteinkodierenden
Gene des Genoms, beinhaltet etwa 30000 Proteine. Diese Zahl ist erstaunlich gering, vergleicht man
sie mit der Zahl von beispielsweise 20000 Genen, die der Wurm Caenorhabditis elegans besitzt [Wo-
pereis et al., 2006]. Die Komplexität von Proteinen bei Säugetieren beruht auf prätranslationalen
Modi�kationen wie z. B. alternativem Spleiÿen und posttranslationalen Variationen (z. B. Phosphory-
lierung und Glykosylierung). Bis vor wenigen Jahren wurde den Glykanen, d. h. Kohlenhydratketten
auf vielen Proteinen und Lipiden, nur wenig Aufmerksamkeit in der Wissenschaft geschenkt, da sie
so vielfältig und deshalb viel schwieriger zu untersuchen sind als beispielsweise Proteine, die direkt
von Genen kodiert werden [Oppenheimer et al., 2008]. Bis in die 1980er herrschte sogar die Meinung
vor, dass die Glykosylierung nur sekretierte Proteine betre�e [Varki, 2006]. Doch seit einiger Zeit
wächst das Interesse an den Zuckern und deren Funktionen, da immer deutlicher wird, dass sie an
sehr vielen biologischen Prozessen beteiligt sind. Das überrascht nicht, da die Ober�äche des kom-
pletten zellulären Netzwerkes, von bakteriellen und viralen Pathogenen sowie die meisten Proteine
und Lipide mit einer Vielfalt von Glykanen besetzt sind [Alavi und Axford, 2008].
Die Glykosylierung ist die komplexeste Form der posttranslationalen Modi�kationen. Die Biosyn-

these von Glykanen ist nicht matrizenabhängig, sondern wird durch viele �ieÿbandartig aufeinander-
folgende Schritte vermittelt, die von hunderten Enzymen durchgeführt werden: den Glykosyltrans-
ferasen und Glykosidasen. Etwa 1%, und damit ungewöhnlich viele der menschlichen Gene, kodieren
für diese Enzyme. Das Zusammenspiel dieser Glykoenzyme erlaubt das Erstellen eines exakten re-
produzierbaren Glykanpro�les (Glykom). Da die Glykosyltransferasen wiederum zell-, gewebe- und
entwicklungsspezi�sch exprimiert und reguliert werden, ergibt sich eine Vielfalt von Glykanpro�len in
Abhängigkeit vom physiologischen Zustand. Da Glykane mehrfach verzweigt und vielfältig verknüpft
sind, können sie pro Masse deutlich mehr Information tragen, als lineare Proteine oder Nukleinsäu-
ren. Dadurch erhöhen sie nicht nur die Diversität von Proteinen, z. B. durch die Bildung verschiedener
Glykoformen, sondern haben auch eine enorme Kapazität zur Informationsübertragung [Alavi und
Axford, 2008]. Dass es eine solche Vielfalt an komplexen Glykanen gibt, liegt wahrscheinlich dar-
an, dass die meisten Pathogene über Zucker an ihre Wirte binden. Als Versuch, den Infektionen
durch Pathogene zu entgehen, müssen die Wirte ihre Glykosylierung im Laufe der Evolution häu�g
ändern, da die Pathogene ihr Glykanexpressionsmuster meist schneller variieren können. Auf die-
se Weise könnten die vielen strukturellen Varianten von Glykanen in der Natur zustande kommen
[Varki, 2006].
Da Glykane meistens am weitesten aus der Ober�äche von Zellen oder Proteinen hervorragen,

sind sie an beinahe allen immunologischen und zellulären Kommunikationsprozessen, Entzündungs-
reaktionen, an Proliferation, Adhäsion, Apoptose, sowie Onkogenese und Metastasierung beteiligt
[Alavi und Axford, 2008, Oppenheimer et al., 2008]. Ihre Rolle üben sie meist durch Interaktion mit
speziellen Kohlenhydratrezeptoren aus. Zu diesen Rezeptoren zählen verschiedene Proteine, wie bei-
spielsweise Lektine, Adhäsionsmoleküle und Glykanantikörper. Die Bindung zwischen Zuckern und
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2 Grundlagen

deren Rezeptoren verursacht ein Netzwerk aus Interaktionen, das molekulare und zelluläre Funktio-
nen koordiniert [Alavi und Axford, 2008].
In Säugetieren gibt es neun verschiedene Monosaccharide, die durch glykosidische Bin-

dungen verknüpft sind und alle Glykane aufbauen: Glukose (Glc), Galaktose (Gal), N-
Acetylglukosamin (GlcNAc), Fukose (Fuc), Sialinsäure (Neuraminsäure, NeuAc), Mannose (Man),
N-Acetylgalaktosamin (GalNAc), Glukuronsäure (GlcA) und Xylose (Xyl). Es gibt zwei verschie-
dene Arten von Glykosylierungen, die sich in der Art der Verknüpfung mit dem Proteinrückgrat
unterscheiden: N- und O-Glykane (siehe 2.1.2). Proteine, die an ihrer Peptidkette verschiedene N-
oder O-glykosidisch verknüpfte Zucker tragen, werden Glykoproteine genannt. Proteoglykane sind
Proteine, die Glykosaminoglykane (GAGs) enthalten. Diese langen, unverzweigten Polysaccharidket-
ten bestehen aus Disaccharid-Wiederholungen von N-Acetylgalaktosamin oder N-Acetylglukosamin
kombiniert mit Glukuronsäure oder Galaktose. Schlieÿlich gibt es noch sogenannte Mucine, die
reich an O-Glykanen sind, da sie einen hohen Anteil an Serin und Threonin besitzen [Kleene und
Schachner, 2004].

2.1.1 Biosynthese von Glykanen und Glykoproteinen

Glykane bestehen aus Monosacchariden, die mit der Nahrung aufgenommen und versto�wechselt
werden. So können durch Phosphorylierung, Epimerisierung und Acetylierung alle benötigten Sac-
charide als energiereiche Nukleotidzucker synthetisiert werden. Diese Biosynthese �ndet meist im
Zytosol statt. Zur Glykosylierung müssen die so gebildeten Nukleotidzucker vom Zytosol ins Lu-
men des Endoplasmatischen Retikulums (ER) bzw. des Golgi gelangen. Da Nukleotidzucker die
Doppelmembranen dieser Organelle nicht passieren können, existierten spezielle Transportmecha-
nismen: einerseits können Nukleotidzucker an einen Lipidträger binden und anschlieÿend mittels ei-
ner hypothetischen �Flippase� durch die Membran ins ER gelangen. Andererseits gibt es spezi�sche
Nukleotidzuckertransporter, die als Antiporter Nukleotidzucker ins Lumen und stattdessen Nukleo-
sidmonophosphat aus dem Lumen in das Zytoplasma transportieren. Dadurch dass die Transporter
den Glykananteil des zu transportierenden Nukleotidzuckers erkennen, transportieren sie nur die im
entsprechenden Organell benötigten Moleküle [Wopereis et al., 2006].
Nach dem Eintritt ins Lumen von ER oder Golgi werden die Nukleotidteile von den Nukleotidzu-

ckern durch Glykosyltransferasen abgespalten und die Monosaccharide auf Glykane übertragen. Die
Aktivität von Glykosyltransferasen wird zum Teil durch Kationen, Chaperone und die Struktur des
Proteinsubstrates bestimmt [Wopereis et al., 2006].
Nach der Translation im ER und der ersten Beladung der Proteine mit Glykanen werden die

Glykoproteine anschlieÿend zum Golgi transportiert. Dabei dienen Exportsignale zur Steuerung des
Transports. Im Golgi sind Glykosyltransferasen wahrscheinlich wie am Flieÿband angeordnet, d. h.
zu Beginn aktive Transferasen sind im cis-Golgi zu �nden, dann folgen Transferasen in der Mitte und
die Transferasen, die die letzten Glykane anhängen, sitzen im trans-Golgi [Wopereis et al., 2006].

2.1.2 N- und O-Glykosylierung

Je nachdem, wie Glykane mit dem Proteinrückgrat verknüpft sind, unterscheidet man zwei Arten
von Glykosylierungen: die N- und die O-Glykane.
N-Glykane resultieren aus der Übertragung eines Oligosaccharidvorläufers vom Donormolekül Do-

lichol auf Asparagin im Protein. Das Asparagin muss sich dafür innerhalb einer Konsensussequenz
für N-Glykosylierungen (Asparagin-X-Serin/Threonin) be�nden, wobei X für eine beliebige Amino-
säure auÿer Prolin steht. Dieser Transfer �ndet im ER statt. Während das glykosylierte Protein
anschlieÿend durch das ER und den Golgi-Apparat transportiert wird, werden vom Oligosaccha-
ridkern einzelne Monosaccharide abgespalten oder angefügt. So entstehen verschiedene Typen von
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N-Glykanen: Oligomannosidische Glykane, die terminal noch unsubstituierte Mannosereste tragen,
hybride Glykane mit teilweise unsubstituierten, teilweise aber bereits durch N-Acetylglukosamin
substituierten Enden und komplexe Glykane. Letztere tragen weitere N-Acetylglukosamin-, Fukose-,
Galaktose- und Sialinsäurereste. Alle diese Glykane können unterschiedlich verknüpft sein, so dass
verschiedene Antennenstrukturen entstehen können. N-Glykane des Nervensystems enthalten häu�g
doppelt verzweigte Antennen aus N-Acetylglukosamin oder Fukoseresten. Allen N-Glykanen ist je-
doch eine Kernstruktur aus zwei N-Acetylglukosamin- und drei Mannoseresten gemeinsam [Kleene
und Schachner, 2004, Lowe und Marth, 2003].
O-Glykane bestehen meistens aus weniger Monosacchariden als N-Glykane. O-glykosidisch ver-

knüpfte Zucker sind mit Serin oder Threonin des Proteins verknüpft, ihre Synthese verläuft allerdings
anders als bei den N-Glykanen. Im ER oder Golgi werden die Monosaccharide von O-Glykanen nach-
einander durch spezi�sche Glykosyltransferasen an das Peptid angefügt, so dass es hierbei keine ge-
meinsame Kernstruktur gibt. O-Glykane können über Fukose, Mannose oder N-Acetylgalaktosamin
mit den Aminosäuren verknüpft sein. Nach diesen Sacchariden können durch weitere Glykosyltrans-
ferasen N-Acetylglukosamin, Galaktose, Sialinsäure und Fukose angefügt werden. Auch hier entste-
hen durch verschiedene Verknüpfungen viele unterschiedliche Epitope [Wopereis et al., 2006, Kleene
und Schachner, 2004, Lowe und Marth, 2003].

2.1.3 Allgemeine Funktionen von Glykanen

Die Funktionen von Glykanen reichen von der Regulation der Proteinexpression und deren Prozessie-
rung, der Beein�ussung der Proteinstruktur und deren Stabilität, über die Vermittlung von Immu-
nität, rezeptorvermittelter Signaltransduktion, Proteininteraktionen, Enzymaktivitäten, Zellerken-
nung, bis hin zu Entzündungsreaktionen, Infektionen, neuropathologischen Erkrankungen (wie z. B.
die Creutzfeld-Jakob Krankheit), Asthma, Arteriosklerose, Onkogenese und Metastasierung [Alavi
und Axford, 2008, Wopereis et al., 2006].
Die Struktur von Proteinen kann durch Glykosylierung stark beein�usst werden, da Glykane bei-

spielsweise α-Helices brechen und damit die Sekundärstruktur verändern. Auch auf die Tertiär- und
Quartärstruktur können sie Ein�uss haben, da manche �lamentöse Proteine durch Glykosylierung
kugelförmig werden bzw. Oligomere aus mehreren Proteinen sich erst mit Hilfe bestimmter Glyka-
ne bilden. Dadurch beein�ussen Glykane die Stabilität, Hitzeresistenz, Hydrophilität und Resistenz
der Proteine gegenüber Proteasen. Stark sialylierte Proteine wie viele Mucine auf Ober�ächen des
Verdauungs- und Genitaltraktes sowie im respiratorischen System und Proteoglykane mit zahlreichen
Glykosaminoglykanketten sind durch ihre negative Ladung zudem für die Bindung groÿer Mengen
Wasser verantwortlich. Die sich auf diese Weise bildende Sekretschicht reduziert Reibungskräfte und
bildet eine schützende Fläche, die oftmals antibakterielle Eigenschaften aufweist. Ein Beispiel hierfür
ist die Nasenschleimhaut [Wopereis et al., 2006].
Es gibt weiterhin viele Hinweise darauf, dass Glykane auch in die Reproduktionsbiologie involviert

sind. Keimzellen sind beispielsweise dicht mit Glykanen beschichtet. Zucker sind zudem an der
Wanderung von Spermien, bei der Reifung von Spermien, bei der Anheftung von Spermien an
Zellober�ächen sowie bei der Befruchtung und Einnistung des Embryo beteiligt [Varki, 2006].
Die zuckerabhängige Erkennung zwischen Proteinen und die darau�olgende Signaltransduktion

beinhaltet eine Beteiligung von Lektinen, d. h. zuckerbindenden Proteinen. Zu den Lektinen gehören
beispielsweise die Adhäsionsmoleküle der Selektin- und Galektinfamilien, die im Blutgefäÿsystem
Kohlenhydratepitope binden und zelluläre Signaltransduktionen hervorrufen. Damit werden Prozes-
se wie Zellwachstum, Apoptose, Endozytose, Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Matrix-Interaktionen
gesteuert [Wopereis et al., 2006]. Auch Integrine und Cadherine spielen dabei eine Rolle. Bei Zellad-
häsionen führt die Aktivierung von Integrinen beispielsweise zur Phosphorylierung von FAK (Focal
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Adhesion Kinase), die wiederum Genexpression, Zellwachstum, Zelldi�erenzierung und Apoptose
reguliert. E-Cadherin ist an Zell-Zell-Kontakten von Epithelzellen beteiligt, N-Cadherin dagegen
vorwiegend im Nervensystem und in Fibroblasten. Alle diese Adhäsionsmoleküle beein�ussen zucke-
rabhängige Prozesse, die gewebe- und entwicklungsspezi�sch reguliert werden und damit wichtig für
die Embryogenese und das Wachstum, aber auch Metastasierungen sind [Zhao et al., 2008].
Eine Vielzahl von Pathogenen vermittelt den Beginn einer Infektion durch die zuckerabhängige

Bindung an die Zellober�äche von Wirtszellen. Häu�g sind daran Sialinsäurereste beteiligt. Beispiele
sind hierbei Infektionen durch das In�uenzavirus in der Lunge, die Invasion des Malariaparasiten
Plasmodium falciparum in Erythrozyten, die Infektion des Magens oder des Darms durch Helicobac-

ter pylori sowie Durchfallerkrankungen, die durch das Toxin von Vibrio cholerae verursacht werden
[Varki, 2006].
Die Wichtigkeit von Glykanen wird auÿerdem dadurch unterstrichen, dass es diverse Krankheiten

gibt, die auf Defekten in der Biosynthese von Glykanen oder Glykoproteinen beruhen. Die ange-
borenen Funktionsstörungen von Glykosylierungen (Congenital Disorders of Glycosylation, CDG)
sind multisystemische Erkrankungen, die meist auf Fehlern in der Zusammensetzung oder Prozes-
sierung von Glykanen beruhen. Die Entwicklung im Säuglingsalter ist dadurch meist eingeschränkt
und führt zu Schwächung und verzögerter neuromotorischer Entwicklung. In der Kindheit kommen
meist schlaganfallähnliche Episoden, Epilepsie, Aufmerksamkeitsde�zite, zeitweise Erblindung sowie
halbseitige Lähmungen hinzu. Später verlieren Patienten häu�g ganz die Fähigkeiten zu Laufen und
Sprechen [Leroy, 2006]. Erbkrankheiten wie die angeborene Muskeldystrophie, das Wiskott-Aldrich
Syndrom (Insu�zienzen in Blutgerinnung und Immunität) und Sialuria (Erkrankung des Sialin-
säuresto�wechels) sind weitere Beispiele. Hinzu kommen erworbene Krankheiten wie rheumatische
Autoimmunerkrankungen, die Creutzfeldt-Jacob Krankheit sowie Allergien, die alle durch fehlerhafte
Glykosylierungen zustande kommen [Alavi und Axford, 2008].
Glykoproteine von Tumorzellen unterscheiden sich häu�g sowohl in ihrer Struktur als auch in der

vorhandenen Menge von Glykoproteinen gesunder Zellen. Tumorzellen exprimieren verstärkt einige
O-Glykan tragende Mucine, wie z. B. MUC1, sowie diverse Kohlenhydratepitope. Tumorassoziierte
O-Glykane sind häu�g stark sialyliert und weniger sulphatiert, sie sind oft verkürzt und enthalten
üblicherweise Tn- (GalNAc), T- (Galβ1,3GalNAc) und Lewis-Antigene (siehe 2.2) sowie deren sialy-
lierte Formen. Durch Unterschiede in der Glykosylierung von Proteinen auf Krebszellen verändern
sich Interaktionen mit deren Liganden und führen so zu abnormem Wachstum sowie Überleben von
Tumorzellen und damit auch zu Metastasierung [Brockhausen, 2006].
Einige kohlenhydratbasierte Therapeutika gegen diverse Krankheiten sind bereits im Einsatz:

Tami�u beispielsweise ist ein Arzneimittel auf der Basis eines Monosaccharids und wird zur Be-
handlung der Grippe eingesetzt, indem es die Neuraminidase des In�uenzavirus inhibiert. Heparin
ist eine Mischung aus verschiedenen Polysacchariden und wird seit Jahrzehnten als blutgerinnendes
Mittel verwendet. Bei der Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 �ndet Acarbose, ein Glykosi-
daseinhibitor, Verwendung. Diverse bereits eingesetzte Impfsto�e, beispielsweise gegen Salmonella

typhi (Typhus), Streptococcus pneumoniae (Lungenentzündung), Neisseria meningitides (bakterielle
Hirnhautentzündung) und Haemophilus in�uenza (Typ b Grippe), basieren ebenfalls auf Kohlen-
hydraten. Weitere glykanbasierte Impfsto�e gegen Bacillus anthracis (Anthrax), Plasmodium fal-

ciparum (Malaria) und Leishmania (Leishmaniose) werden derzeit entwickelt [Oppenheimer et al.,
2008].
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2.1.4 Die Rolle von Glykosylierungen im Nervensystem

Mittlerweile konnten einige Studien belegen, dass Glykane wichtige Aufgaben während der Entwick-
lung des Nervensystems spielen. Bei Prozessen, die auf Zellerkennung beruhen, wie z. B. Zellmi-
gration, Axonbündelung, Neuritenwachstum und der Bildung von Synapsen, sind zuckerabhängige
Interaktionen beteiligt [Kleene und Schachner, 2004, Köttgen et al., 2003, Jessell et al., 1990].
Bei den bereits unter 2.1.3 beschriebenen angeborenen Funktionsstörungen von Glykosylierungen

(CDG) lassen sich viele der Symptome auf Entwicklungsstörungen des Nervensystems zurückführen.
Die neuromotorischen De�zite, Epilepsien und Ataxien hängen mit einer Minderentwicklung des
Kleinhirns (Kleinhirnhypoplasie) zusammen. Auÿerdem sind eine verzögerte Myelinisierung, eine
reduzierte Reizleitungsgeschwindigkeit, Läsionen in der weiÿen Substanz sowie in machen Fällen
Mikrozephalie zu beobachten [Leroy, 2006, Marquardt und Denecke, 2003].
In der Alzheimerschen Krankheit spielen ebenfalls glykosylierte Proteine eine Rolle: in Gehirnen

von Alzheimerpatienten lassen sich O-glykosylierte Proteine in den bei dieser Krankheit entstehen-
den Plaques nachweisen, die in Hirnen von gesunden Menschen weniger vorkommen [Espinosa et al.,
2001]. Beispielsweise konnte bereits ein 90 kD Glykoprotein im Nervensystem von Alzheimerpatien-
ten gefunden werden, das in Plaques auftritt und an der Neurodegeneration beteiligt sein könnte
[Espinosa et al., 2003].
Wie bei der Alzheimerschen Krankheit ist auch die Creutzfeldt-Jacob Krankheit durch Neuro-

degeneration gekennzeichnet. Dabei treten Proteine auf, die eine veränderte Glykosylierung zeigen.
Nicht nur beim Prionprotein (PrP) zeigen sich Unterschiede in der Glykosylierung zwischen der zel-
lulären (PrPc) und der pathologischen Form (PrPsc). Auch andere Proteine, wie beispielsweise die
Acetylcholinesterase, sind bei Creutzfeldt-Jacob-Patienten und gesunden Menschen unterschiedlich
glykosyliert. Dies entspricht den Erkenntnissen, dass einige Glykosyltransferasen bei der Creutzfeldt-
Jacob Krankheit dysreguliert sind [Silveyra et al., 2006].
Polysialinsäure (PSA), ein Homopolymer aus bis zu 200 α2,8-verknüpften Sialinsäuremolekülen,

wurde bislang nur auf dem neuralen Zelladhäsionsmolekül NCAM (Neural Cell Adhesion Molecu-

le) gefunden und wird dort vorwiegend während der Embryogenese exprimiert. Durch die negative
Ladung der PSA-Ketten hemmt es die homophile Interaktion von NCAM und beein�usst dadurch
Wachstum und Bündelung von Axonen [Rutishauser und Landmesser, 1996]. Da PSA auch die neue
Bildung von Neuriten vermittelt, ist es nicht verwunderlich, dass seine Expression nach Läsionen
verstärkt wird [Muller et al., 1994]. Die Wanderung von Neuronen im rostralen migratorischen Strom
von der subventrikulären Zone zum Riechkolben ist ebenfalls abhängig von PSA-NCAM [Hu, 2000].
Oligomannosidische Glykane scheinen zudem für eine cis-Interaktion zwischen NCAM und dem eben-
falls neuralen Zelladhäsionsmolekül L1 verantwortlich zu sein, die funktionell für Neuritenwachstum
wichtig ist [Heiland et al., 1998].
Auch für die synaptische Plastizität, und damit für Prozesse wie Lernen und Gedächtnis, sind

Glykane äuÿerst wichtig. Mäuse nach Training in Verhaltensversuchen zu räumlichem Erinnerungs-
vermögen zeigen beispielsweise eine erhöhte Expression von PSA-NCAM [Kempermann et al., 2002].
Antikörper gegen das Glykan HNK-1 (Human Natural Killer cell glykan-1 ), die im Hippocampus
appliziert werden, beeinträchtigen Lernprozesse bei Verhaltenstests mit Mäusen [Strekalova et al.,
2001]. Und auch oligomannosidische Glykane können Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiati-

on, LTP) im Hippocampus beeinträchtigen, weil sie vermutlich die Interaktion zwischen NCAM und
L1 stören [Lüthi et al., 1994].
Ein weiteres neurales Adhäsionsmolekül, MAG (Myelin-Associated Glycoprotein), gehört der

Gruppe der Siglecs (Sialic acid binding immunoglobulin-like lectins) an, da es das erste Molekül ist,
für das die Bindung an α2,3-Sialinsäure gezeigt werden konnte. MAG ist in die Bildung und Auf-
rechterhaltung von Myelin involviert und bindet α2,3-sialinsäureabhängig an Ganglioside. Mäuse, die
de�zient für die Glykosyltransferase sind, die α2,3-Sialinsäure synthetisiert, zeigen eine veränderte
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Expression von MAG, gestörte Myelinisierung und dadurch Neurodegeneration [Vyas und Schnaar,
2001].
Bemerkenswert ist auch die Entdeckung, dass HNK-1 in Mäusen von myelinisierenden Schwann-

zellen exprimiert wird, die mit Axonen von Motoneuronen assoziiert sind. Mit sensorischen Axonen
assoziierte Schwannzellen hingegen weisen kein HNK-1 auf. Dadurch scheint HNK-1 wichtig für die
richtige Weg�ndung von Motoneuronen bei der Innervierung ihrer Ziele zu sein [Martini et al., 1994].
Dies kann auch bei der funktionellen Genesung nach Verletzungen der peripheren Nerven beobachtet
werden: kurze elektrische Stimulation der verletzten Nerven kann die Präzision der Innervierung von
neugebildeten Axonen erhöhen und wird von einer verstärkten HNK-1-Expression begleitet [Eber-
hardt et al., 2006]. Schlieÿlich konnte der Einsatz von glykomimetischen Peptiden für HNK-1 eine
fördernde Wirkung bei der Regeneration nach Femoralnervläsionen zeigen [Simova et al., 2006].
Für die vorliegende Dissertation ist die Rolle von Glykanen im Neuritenwachstum von Kleinhirn-

und Hinterwurzelganglienneuronen (DRG-Neuronen) besonders wichtig. Das glykosylierte Zelladhä-
sionsmolekül CD24 (siehe auch 2.4) fördert bzw. hemmt das Neuritenwachstum in Abhängigkeit der
beiden Glykane α2,3-Sialinsäure und Lewisx, die auf CD24 zu �nden sind. Über neuronale Rezep-
toren, wie beispielsweise L1 für α2,3-Sialinsäure vermittelt CD24 die beschriebenen E�ekte. Einen
detaillierteren Überblick über diese Rolle von CD24 und seinen Glykanen gibt Abschnitt 2.4.4. Das
Lewisx-Glykan ist genauer in Abschnitt 2.2 beschrieben.

2.2 Das Lewisx-Glykan

Das Lewisx-Epitop ist ein Trisaccharid aus Fukose in α1,3- und Galaktose in β1,4-Verknüpfung
zu N-Acetylglukosamin (Fucα1,3-Galβ1,4-GlcNAc). Lewisx kann sowohl auf O-Glykanen des
Galactosamin- oder Mannosetyps als auch auf N-Glykanen vorkommen. Auÿerdem gibt es eine sia-
lylierte Form von Lewisx: sialyl-Lewisx.
Positionsisomere von Lewisx, wie beispielsweise Lewisa (Fucα1,4-Galβ1,3-GlcNAc), Lewisy

((Fucα1,2-Galβ1,4)-Fucα1,3-GlcNAc) oder Lewisb ((Fucα1,2-Galβ1,3)-Fucα1,4-GlcNAc), wurden
bereits in den 1950ern in Milch entdeckt und als Blutgruppendeterminanten identi�ziert [Annison
und Morgan, 1951]. In den folgenden zwanzig Jahren wurde auch Lewisx auf Blutzellen, Tumorzellen
und in Embryos identi�ziert [Fox et al., 1983, Hounsell et al., 1981, Fox et al., 1981, Solter und Know-
les, 1978]. Alternative Bezeichnungen für Lewisx sind daher auch CD15 oder SSEA-1 (Stage-Speci�c
Embryonic Antigen-1 ). Gründe für letztere Bezeichung sind die starke Expression von Lewisx wäh-
rend der Präimplantationsphase der Embryogenese sowie in der Blastozyste und dass Lewisx für
die Kompaktierung der Morula verantwortlich ist [Hakomori, 2004, 1992, Fenderson et al., 1984].
Abbildung 2.1 zeigt eine Übersicht der Lewis-Epitope.
Mittlerweile ist auÿerdem bekannt, dass Lewisx auch im Nervensystem exprimiert wird. Diese

Expression ist räumlich und zeitlich strikt reguliert: In der Maus ist Lewisx ab dem embryonalen
Tag 10 (E10) detektierbar und wird stark im embryonalen Rückenmark und Hirnstamm, dem audi-
torischen und motorischen Cortex, sowie im Telencephalon (Endhirn), Hippocampus und Kleinhirn
exprimiert [Capela und Temple, 2006, Ashwell und Mai, 1997a,b,c,d]. Nach der Geburt wird die
Expression verringert und ist in der adulten Maus nur noch auf Astrozyten und Zonen mit verlän-
gerter Neurogenese beschränkt, wie Hippocampus, Kleinhirn, Neocortex, Striatum, Hypothalamus,
basales Vorderhirn und Riechepithel [Capela und Temple, 2006, Bartsch und Mai, 1991]. Zudem
wird Lewisx als Marker für neurale Stammzellen verwendet, da es nur auf neuralen Progenitorzellen
(CNS-Stammzellen, Neuroblasten und Glioblasten), jedoch nicht auf ausdi�erenzierten Zellen ex-
primiert wird [Capela und Temple, 2002]. Neurale Stammzellen, die sowohl GFAP (Glial Fibrillary
Acidic Protein) als auch Lewisx exprimieren, sind multipotent, während Lewisx-negative Zellen kein
neurogenes Potenzial besitzen [Imura et al., 2006].
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Lewis-Epitope

Obwohl das Lewisx-Epitop mittlerweile in vielen Strukturen und Zellen gefunden wurde, ist über
seine Funktionen noch nicht viel bekannt. Ein wichtiger bekannter Bindungspartner von Lewisx ist
Lewisx selbst. Während der Entwicklung des Nervensystems spielt Lewisx eine Rolle bei Zellmigra-
tion, Zellerkennung, Axonweg�ndung und Neuritenwachstum [Brito et al., 2007, Sajdel-Sulkowska,
1998, Streit et al., 1996, Gocht et al., 1992] und zumindest für einen Teil dieser Funktionen ist diese
homophile Interaktion wichtig. Lewisx ist dabei auch an Interaktionen zwischen Gliazellen und Neu-
ronen beteiligt [Sajdel-Sulkowska, 1998]. Im Endhirn bindet Lewisx an Selektin und könnte durch
diese Adhäsion vermitteln, dass sich Zelltypen während der Entwicklung nicht vermischen [Gotz
et al., 1996].
Auch für die Rolle von Lewisx in der Kompaktierung von Embryos [Hakomori, 1992], in der

Autoaggregation von Teratokarzinomzellen [Hakomori, 2004] sowie bei einigen Infektionen ist ei-
ne kalziumabhängige Lewisx-Lewisx-Interaktion wichtig. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass
das Bakterium Helicobacter pylori, das unter anderem dafür bekannt ist, Gastritis und Darmkrebs
auslösen zu können, Lewisx auf seinen Lipopolysacchariden trägt und sich damit an Lewisx auf
Darmepithelzellen anheftet [Sheu et al., 2007]. Zudem produziert H. pylori Lewisx und Lewisy, um
die Kohlenhydrate der Epithelzellen zu mimikrieren und damit eine Immunantwort zu vermeiden
bzw. zu verringern [Lin et al., 2006]. Trotzdem ist bekannt, dass eine Infektion mit H. pylori auch
zur Produktion von Autoimmunantikörpern führen kann, da Lewisx sowohl vom Wirt als auch vom
Bakterium exprimiert wird [Guruge et al., 1998].
Auch im Fall von Schistosoma mansoni ist Lewisx das hauptsächlich immunogene Element. Lewisx

kommt auf Schistosoma-Eiern, d. h. auf sogenannten SEAs (S. mansoni Soluble Egg Antigens)
[van Die et al., 2003] und einem sekretorischen Antigen von schistosomalen Eiern, IPSE/alpha-1
(Interleukin-1 inducing Principle from Schistosome Eggs), vor [Wuhrer et al., 2006]. Zudem wird
Lewisx auf weiteren schistosomalen Proteinen, wie CCA (gut-associated Circulating Cathodic Anti-

gen) sekretiert [Van Roon et al., 2004]. Dadurch verursacht S. mansoni starke Immunantworten.
Lewisx wird hierbei u. a. von DC-SIGN (Dendritic Cell-Speci�c ICAM-3-Grabbing Nonintegrin) ge-
bunden [van Die et al., 2003].
Ein weiteres Beispiel ist das humane Cytomegalievirus (HCMV), das bewirkt, dass die Expression

von Lewisx auf Wirtszellen erhöht wird und dadurch eine Immunantwort verursacht [Andrews et al.,
1989]. Das humane Immunde�zienzvirus (HIV) trägt das Hüllprotein gp120, das wiederum durch
seine Interaktion mit DC-SIGN für den viralen Transfer in T-Zellen verantwortlich ist. Auch diese
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Interaktion scheint Lewisx-abhängig zu sein, da Lewisx aus humaner Milch einen inhibitorischen Ef-
fekt auf den DC-SIGN-vermittelten Transfer von HIV in Lymphozyten hat [Naarding et al., 2006].
Auÿerdem konnte BSSL (Bile Salt-Stimulated Lipase) als die Lewisx-tragende Komponente in huma-
ner Milch identi�ziert werden, die für die Bindung an DC-SIGN und damit am inhibitorischen E�ekt
auf den HIV-Transfer beteiligt ist [Naarding et al., 2006]. Die Bindung von DC-SIGN an gp120, wie
hier für HIV beschrieben, ist gut untersucht. Auch bei Hepatitis C, Ebola, HCMV, Dengue-Virus,
Mycobacterium, Leishmania, Candida albicans und H. pylori spielt diese Interaktion eine Rolle wäh-
rend der Infektion. Allerdings ist nicht bekannt, ob Lewisx in allen Fällen an der Bindung der beiden
Proteine beteiligt und damit in alle diese Infektionen involviert ist [Naarding et al., 2006].
SIGNR1 (DC-SIGN Related molecule) und SIGNR3 sind zwei murine Homologe von DC-SIGN,

und auch für diese beiden C-Typ Lektine wurde bereits gezeigt, dass sie Lewisx binden können [Pow-
lesland et al., 2006, Galustian et al., 2004]. ICAM-3 (Intercellular Adhesion Molecule-3 ) ist hingegen
ein Lewisx-tragendes Glykoprotein, das den Kontakt zwischen Granulozyten und dendritischen Zellen
durch Bindung an DC-SIGN über Lewisx vermittelt [Bogoevska et al., 2007]. Ein weiterer Lewisx-
Rezeptor ist SRCL (Scavenger Receptor C-type Lectin). Dieses Protein be�ndet sich im Epithel des
Blutgefäÿsystems, der Plazenta, der Leber und einigen anderen Organen. SRCL spielt eine Rolle bei
der Immunität, indem es Bakterien und Pilze erkennt und bindet. Möglicherweise �scht SRCL se-
lektiv Lewisx-tragende Glykoproteine aus dem Blutkreislauf oder interagiert selektiv mit Zellen, die
Lewisx tragen und vermittelt auf diese Weise Immunreaktionen [Coombs et al., 2005]. Lewisx wird
auÿerdem von vielen Tumorzellen exprimiert. Da Brustkrebszellen über Lewisx an das Blutgefäÿepi-
thel binden, wäre SRCL ein möglicher Lewisx-Rezeptor auch für diese Adhäsion [Elola et al., 2007].
Auÿerdem wurde gezeigt, dass SRCL mit Lewisx auf Tumorzellen und Leukozyten über eine primäre
Galaktosebindungsstelle interagiert und damit einen bislang unbekannten Mechanismus verwendet
[Feinberg et al., 2007].
Neben Lewisx selbst und den oben genannten Selektinen und C-Typ Lektinen sind auch Wachs-

tumsfaktoren dafür bekannt, dass sie Lewisx-Bindungspartner darstellen. So sind beispielsweise die
neuralen Wachstumsfaktoren Wnt-1 und FGF2 in der Lage, an freies Lewisx zu binden, das in die ex-
trazelluläre Matrix freigesetzt wird [Capela und Temple, 2006]. Zudem ist Wnt-1, wie Lewisx, an der
Embryogenese und der Tumorgenese von Brustkrebs beteiligt, so dass es auch hier eine Verbindung
zu Lewisx geben könnte.
Die Biosynthese des Lewisx-Epitops wird durch die α1,3-Fukosyltransferase IX (Fut9) kontrolliert

[Nishihara et al., 2003], die wiederum durch den Transkriptionsfaktor Pax6 reguliert wird [Shimoda
et al., 2002]. Fut9-de�ziente Mäuse zeigen keine o�ensichtliche physiologische Beeinträchtigung oder
pathologische Unterschiede zu Wildtyp-Mäusen. Trotz der Beteiligung von Lewisx an der Embryoge-
nese sind Fut9-de�ziente Mäuse fertil und zeigen eine normale embryonale und Keimzellentwicklung
[Kudo et al., 2004]. Allerdings zeigen sie in Verhaltensstudien Eigenschaften, die mit erhöhter Angst
assoziiert sind sowie immunhistochemisch eine reduzierte Anzahl von Calbindin-positiven Neuronen
in der Amygdala. Daraus lässt sich ableiten, dass von Fut9 synthetisierte Glykane, wie beispielsweise
Lewisx, möglicherweise eine Rolle in der Regulation von Interneuronen in der Amygdala und dadurch
im emotionalen Verhalten der Mäuse spielen [Kudo et al., 2007].

2.3 Lewisx-ähnliche Glykomimetika in Forschung und Therapie

Wie unter 2.2 beschrieben, spielt Lewisx eine entscheidende Rolle in verschiedensten Infektionen, bei
Entzündungsreaktionen und bei der Tumorgenese mehrerer Krebsarten. Aufgrund dieser Funktionen
stellt Lewisx einen guten Ansatzpunkt für therapeutische Zwecke dar.
In der klinischen Immuntherapie gegen bösartige hämatologische und solide Tumoren werden

bereits αLewisx-Antikörper eingesetzt [Elola et al., 2007]. Diese Antikörper lysieren Brustkrebszellen
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und verringern die Adhäsion von Krebszellen an das Blutgefäÿepithel, so dass sie Metastasierungen
verringern und Tumorzellen beseitigen.
Aufgrund seiner Beteiligung an Entzündungsreaktionen und dem Vorkommen von Lewisx auf

vielen Glykoproteinen ist es auÿerdem denkbar, Lewisx in der Entwicklung neuer Impfsto�e und bei
der Bestimmung der Allergenität von Proteinen einzusetzen. Wird Lewisx an Antigene gekoppelt,
kann es eine Immunantwort beein�ussen, indem die Produktion von Interleukinen verringert wird
[Hsu et al., 2007]. Auch Wang et al. [2007] beschreiben einen möglichen Einsatz von Lewisx in
Impfstrategien, da es benutzt werden kann, um Ovalbumin über DC-SIGN an dendritische Zellen
zu leiten und dadurch eine T-Zell-Antwort auszulösen.
Neurale Stammzellen, die Lewisx-positiv sind und einen bestimmten Chemokinrezeptor tragen,

haben therapeutisches Potenzial in Motoneuronkrankheiten wie der Amyotrophen Lateralsklerose
(ALS), da sie neuroprotektiv sind und Wachstumsfaktoren freisetzen können. Dadurch führen sie zu
einem späteren Ausbruch und langsamere Fortschreiten von ALS [Corti et al., 2007].
Da die Anheftung von H. pylori an Darmepithelzellen durch Lewisx vermittelt wird [Sheu et al.,

2007], könnte dieses Glykan auch eingesetzt werden, um diese Adhäsion zu hemmen und damit
den möglichen gastritischen E�ekt von H. pylori zu reduzieren. Analog kann der Lewisx-abhängige,
DC-SIGN-vermittelte Transfer von HIV in T-Zellen durch Lewisx inhibiert werden [Naarding et al.,
2006].
Für sialyl-Lewisx werden bereits einige synthetische Analoga, d. h. mimikrierende Substanzen, in

Tiermodellen auf ihre Fähigkeit getestet, die Auswirkungen von Herzinfarkten zu reduzieren und
chronische Erkrankungen wie Asthma und Psoriasis zu lindern, indem selektinvermittelte Interak-
tionen von Neutrophilen mit Epithelzellen gehemmt werden [Kaneider et al., 2006]. Beispielsweise
werden die Analoga CY1503 gegen Verletzungen nach Ischämie, OC229648 gegen Bauchfellentzün-
dung und Etomyrin gegen Psoriasis in präklinischen Studien getestet, während sich das Analog
Bimosiamose gegen Asthma und Psoriasis bereits in Phase II der klinischen Studien be�ndet [Ka-
neider et al., 2006].
Anstatt das Glykan direkt für den therapeutischen Einsatz zu verwenden, werden also häu�g

mimikrierende Substanzen eingesetzt. Glykomimetische Peptide, wie beispielsweise für HNK-1 be-
kannt, können so zur Anwendung kommen: HNK-1-Peptide haben eine fördernde Wirkung bei der
Regeneration nach Femoralnervläsionen [Simova et al., 2006]. Auch sialyl-Lewisx-Analoga als Se-
lektininhibitoren werden auf der Basis organischer Moleküle, die keine Kohlenhydrate darstellen,
weiterentwickelt. Kaila et al. [2005] arbeiten daran, das Fukose-Epitop durch Chinasäure zu mimi-
krieren. Glykomimetika ohne Zuckeranteile sollen stabiler als Kohlenhydrate sein und sich dadurch
besser für den therapeutischen Einsatz eignen.
Alle organischen Glykomimetika sollen die Zuckerepitope nachahmen, jedoch aufgrund veränderter

Eigenschaften gut für therapeutische Zwecke geeignet sein. So sind sie meist kleiner als die originalen
Epitope, dadurch stabiler und weniger immunogen. Auÿerdem besteht für kleinere Moleküle die
Möglichkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, und dadurch auch im Nervensystem Einsatz zu
�nden. Da viele Glykane auch in der Forschung eine groÿe Rolle spielen, können Glykomimetika hier
ebenso eingesetzt werden.
Da es in Forschung oder Medizin für das Lewisx-Epitop bislang keine organischen Mimetika

gibt, wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation kleine organische Moleküle mit Lewisx-
mimikrierender Eigenschaft gesucht (siehe 6.7).
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2.4 Das glykosylierte Zelladhäsionsmolekül CD24

2.4.1 Expression und Struktur von CD24

Das Zelladhäsionsmolekül CD24 wurde 1987 in blutbildenden Zellen entdeckt und aufgrund seiner
Resistenz gegen Hitzedenaturierung zunächst Heat Stable Antigen (HSA) genannt [Springer et al.,
1978]. Da dieses Molekül zudem glykosyliert ist, wurde es auch als Nectradrin bezeichnet [Kadmon
et al., 1992]. Zunächst wurde CD24 intensiv während der Di�erenzierung von Blutzellen erforscht,
da es auf unreifen B- und T-Zellen exprimiert wird und als Marker für diese Entwicklungsstufe ver-
wendet werden kann [Nielsen et al., 1997]. Auÿerdem wird es auf Granulozyten, Makrophagen, Ery-
throzyten und dendritischen Zellen exprimiert [Liu und Zheng, 2007, Kadmon et al., 1992]. Im Lauf
der Zeit stellte sich allerdings heraus, dass die Expression von CD24 nicht nur auf das Blutsystem
beschränkt ist. Beispielsweise �ndet man es auch in Muskeln [Belvindrah et al., 2002], Haarfolli-
keln, Epithelzellen, in der Haut, in Speicheldrüsen und in der Lunge [Nieoullon et al., 2007]. In den
vergangenen Jahren stellte sich CD24 zudem als Marker für verschiedenste Tumorarten heraus, wie
z. B. Brustkrebs, kolorektales Karzinom, Prostatakrebs, Bauchspeicheldrüsenkrebs und Lungenkrebs
[Baumann et al., 2005]. Auch in Tumoren des Nervensystems, wie den beiden embryonalen Krebs-
arten Neuroblastom und Medulloblastom (Tumor des Kleinhirns), sowie im Neurozytom (gemischt
neuronaler und glialer Tumor) wird CD24 exprimiert [Poncet et al., 1996].
Auch im gesunden Nervensystem ist CD24 vorhanden, wo seine Expression räumlich und zeitlich

streng reguliert wird. Während der Embryonalentwicklung wird CD24 stark von di�erenzierenden
und wandernden Neuronen sowie von Astrozyten und Oligodendrozyten exprimiert [Calaora et al.,
1996, Kadmon et al., 1992]. Eine Woche nach der Geburt sinkt das Expressionsniveau und CD24 ist
vorwiegend noch in Zonen mit sekundärer Neurogenese, wie dem Gyrus dentatus des Hippocampus
und der subventrikulären Zone, im rostralen migratorischen Strom sowie im Riechkolben zu �nden
[Nieoullon et al., 2007, Belvindrah et al., 2002, Calaora et al., 1996].
Murines CD24 besteht aus nur 27 Aminosäuren und ist mittels eines Glykosylphosphatidylinositol-

Ankers (GPI-Anker) mit der Zellmembran verknüpft (siehe Abbildung 2.2). Eine auÿergewöhnliche
Eigenschaft von CD24 ist, dass nur ein geringer Anteil seines Molekulargewichts durch das Pepti-
drückgrat verursacht wird, während verschiedenste Zuckerepitope den erheblich gröÿeren Teil davon
ausmachen. Denn obwohl CD24 nur 27 Aminosäuren besitzt, was einem Molekulargewicht von knapp
3 kD entspricht, beläuft sich die apparente Masse dieses Moleküls auf etwa 25 bis 70 kD. Sie ist ab-
hängig von Zelltyp und Entwicklungsstadium, in denen CD24 exprimiert wird. Im Nervensystem
kommt CD24 hauptsächlich als drei Glykoformen mit 27, 30 und 33 kD vor. Diese Formen unter-
scheiden sich durch die Zusammensetzung der vorhandenen Glykane und höchstwahrscheinlich auch
im Zelltyp und in den vermittelten Funktionen [Kleene et al., 2001].
Über die Glykosylierung von CD24 ist bislang nicht viel bekannt. Etwa 30% der Aminosäu-

ren sind potenzielle Glykosylierungsstellen und wahrscheinlich wird mindestens die Hälfte davon
tatsächlich genutzt. Auf CD24 aus einer murinen Lymphomzelllinie konnten mittels Lektinen fol-
gende Glykanstrukturen detektiert werden: Galβ1,4-GlcNAc, Man-Man, α2,3-Sialinsäure und α2,6-
Sialinsäure [Kadmon et al., 1992]. Eine Analyse von N-Glykanen auf CD24 verschiedener Zelllinien
(Lymphoblastom-, Neuroblastom- und Astrozytomzellen) zeigte oligomannosidische Strukturen so-
wie Fukose auf neutralen N-Glykanen und di-, tri- und tetraantennäre komplexe N-Glykane mit bis
zu vier Fukoseresten [Ohl et al., 2003]. Mittels Lektinen und Antikörpern konnten zudem Lewisx,
α2,3-Sialinsäure und HNK-1 auf O-Glykanen nachgewiesen werden [Brendel, 2005].
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung von CD24

Das Peptidrückgrat von murinem CD24 besteht aus 27 Aminosäuren (Swiss-Prot: P24807 (CD24_MOUSE)) [Kay
et al., 1990] und ist über das letzte Glycin mit einem GPI-Anker verknüpft, mit dem es in der Plasmamembran ver-
ankert ist. Die starke Glykosylierung von CD24 ist auf die groÿe Anzahl potenzieller N- und O-Glykosylierungsstellen
zurückzuführen. Entsprechende Aminosäuren sind gelb (N-Glykosylierung) bzw. rot (O-Glykosylierung) markiert.

2.4.2 CD24-Gene und CD24-de�ziente Mäuse

Aufgrund der Expression von CD24 in vielen Geweben und Organen ist es unmöglich, CD24 eine
bestimmte Funktion zuzuschreiben. Viel wahrscheinlicher ist es deshalb, dass CD24 abhängig vom
Zelltyp und der dabei vorliegenden Glykosylierung unterschiedliche Funktionen ausübt. Um mehr
Informationen über die Funktionen von CD24 herauszu�nden, wurden in den 90er Jahren das cd24 -
Gen kloniert und erforscht sowie transgene Mäuse gescha�en, die de�zient für das CD24-Protein
sind [Wenger et al., 1995].
In der Maus gibt es drei cd24 -Gene (cd24a, cd24b und cd24c) [Wenger et al., 1991], jedoch wird

nur cd24a tatsächlich exprimiert [Wenger et al., 1993]. Der Promotor des cd24a-Genes enthält sowohl
Elemente von sogenannten Haushaltsgenen (housekeeping genes), die konstitutiv exprimiert werden,
als auch von gewebespezi�sch regulierten Genen. Die distal vom Promotor liegenden regulatorischen
Elemente sind deshalb wahrscheinlich für die gewebespezi�sche Expression verantwortlich [Wenger
et al., 1993]. Ungewöhnlich ist, dass das cd24 -Gen einen sehr langen nicht translatierten Bereich am
3'-Ende aufweist. Nur etwa 10% des Gens kodieren das Peptid, während 90% auf die untranslatierte
Region fallen, die für die Regulation der mRNA-Stabilität verantwortlich ist [Liu und Zheng, 2007].
Erstaunlicherweise sind die Homologien zwischen den Spezies auf Nukleinsäurebasis nicht sonderlich
hoch. Das menschliche und das murine cd24 -Gen weisen z. B. nur 57% Homologie der Nukleinsäu-
resequenz auf [Calaora et al., 1996]. Auf Proteinebene ergeben sich immerhin eine 90%-ige Identität
von Aminosäuren zwischen Maus- und Ratten-CD24 sowie von 68% zwischen Ratten- und huma-
nem CD24 [Shirasawa et al., 1993]. Da wie erwähnt der Proteinanteil von CD24 wahrscheinlich eher
eine untergeordnete funktionelle Rolle spielt, und die Glykane wichtiger für die Funktionen dieses
Glykoproteins sein könnten, wird eine exakte Analyse der Glykosylierung von CD24 verschiedener
Spezies mehr Aufschluss über Homologien geben.
In CD24-de�zienten Mäusen wurden der Promotor und das erste Exon des cd24a-Gens durch eine

Neomycinresistenz-Kassette ersetzt, so dass kein CD24-Protein mehr produziert wird [Wenger et al.,
1995]. Die ersten Analysen dieser Mäuse konnten jedoch keinen au�älligen Phänotyp im Vergleich
mit Wildtyp-Mäusen feststellen. Obwohl in CD24-de�zienten Mäusen eine reduzierte Zahl von Kno-
chenmarkslymphozyten vorhanden ist, sind die Mengen von T-Lymphozyten in der Milz und den
Lymphknoten sowie von Thymozyten unverändert. Auch B-Zellen werden weiterhin gebildet und
können sich noch zu antikörperproduzierenden Zellen di�erenzieren, da die Immunglobulintiter der
transgenen Mäuse vergleichbar mit denen von Wildtyp-Mäusen sind [Wenger et al., 1995]. Auch die
Immunantwort der CD24-de�zienten Mäuse ist völlig normal [Nielsen et al., 1997]. Erythrozyten
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von CD24-de�zienten Mäusen aggregieren stärker, sedimentieren schneller und haben eine höhere
Tendenz zu lysieren, so dass sie insgesamt eine kürzere Halbwertszeit aufweisen. Trotzdem ist kein
Unterschied zwischen Wildtyp- und CD24-de�zienten Mäusen bezüglich Blutwerten wie Hämatokrit
oder Hämoglobin messbar [Nielsen et al., 1997]. Andererseits beein�usst CD24 allerdings doch die
Proliferation von T-Zellen, da sich diese in CD24-de�zienten Mäusen früher und schneller teilen als
in Wildtyp-Mäusen [Li et al., 2006]. Untersuchungen des Nervensystems von CD24-de�zienten Mäu-
sen zeigen einerseits, dass sich die Pyramidenbahn (Corticospinaltrakt) völlig normal entwickelt und
CD24 hierbei nicht benötigt wird [Sibbe et al., 2007]. Andererseits konnte in der subventrikulären Zo-
ne von CD24-de�zienten Mäusen eine erhöhte Zellzahl festgestellt werden, die jedoch wahrscheinlich
aufgrund von ebenfalls vermehrt auftretenden programmierten Zelltodes nicht zu einer Verände-
rung des Volumens führt [Belvindrah et al., 2002]. CD24-de�ziente Mäuse weisen auÿerdem erhöhte
Zellzahlen im Hautepithel, in der Kornea (Hornhaut) sowie im embryonalen zentralen Nervensys-
tem auf [Nieoullon et al., 2007]. Auÿerdem konnten weitere Studien zeigen, dass CD24-de�ziente
Mäuse resistent gegen das experimentelle Mausmodell für Multiple Sklerose sind [Bai et al., 2000]
(siehe 2.4.3). Bislang gab es keine verö�entlichten Studien über das Verhalten von CD24-de�zienten
Mäusen. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden CD24-de�ziente Mäuse deshalb in ver-
schiedenen Verhaltenstests untersucht, mit denen motorische und koordinatorische Fähigkeiten sowie
das Furchtverhalten bestimmt werden können (siehe 6.6).

2.4.3 Funktionen und Bindungspartner von CD24

Da CD24 beinahe ausschlieÿlich aus Glykanen besteht, liegt die Vermutung nahe, dass die meisten,
wenn nicht alle Funktionen, die dieses Molekül besitzt, durch die vorhandenen Zucker vermittelt
werden.
Da CD24 in B-Zellen und Neuronen dafür bekannt ist, die Adhäsion zu vermitteln, wird es zu den

Zelladhäsionsmolekülen gerechnet [Kadmon et al., 1992]. Auÿerdem ist CD24 an der Entwicklung von
T-Zellen beteiligt, da es auf B-Zellen, Makrophagen, Astrozyten und Oligodendrozyten exprimiert
wird und so die Di�erenzierung von T-Zellen reguliert [Bai et al., 2004, Liu et al., 1992].
Eine weitere Funktion von CD24, die in den letzten Jahren immer mehr Aufmerksamkeit gewonnen

hat, ist seine Fähigkeit, die homeostatische Proliferation zu regulieren. Dieser Begri� bezeichnet die
Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes beispielsweise in der Lymphozyten-Zellzahl. Nach der klo-
nalen Vermehrung von Lymphozyten nach Antigen-Stimulation werden groÿe Mengen von T-Zellen
durch programmierten Zelltod wieder entfernt. Um eine in etwa konstante Zahl an Lymphozyten
zu erhalten, werden naive T-Zellen durch den Ein�uss von Interleukinen stark vermehrt und T-
Gedächtniszellen generiert. Interessanterweise zeigen Experimente mit CD24-de�zienten Mäusen,
dass CD24 diesen Mechanismus regulieren kann. Für die Förderung der homeostatischen Prolifera-
tion ist CD24 auf T-Zellen erforderlich, wohingegen CD24 auf dendritischen Zellen die Proliferation
hemmt [Li et al., 2006, Belvindrah et al., 2002]. CD24 kontrolliert jedoch nicht nur die Homeostase
von Blutzellen, sondern auch in der subventrikulären Zone [Belvindrah et al., 2002]. CD24-de�ziente
Mäuse weisen nämlich erhöhte Zellzahlen im Hautepithel, in der Kornea sowie im embryonalen
zentralen Nervensystem auf [Nieoullon et al., 2007]. Ist CD24 nicht vorhanden, scheint also die Pro-
liferation sehr vieler Zelltypen erhöht zu sein. Zudem führt eine dauerhafte Expression von CD24
zu Apoptose: eine ektopische Expression in Neuroblasten führt dazu, dass die Zellzahl und die Grö-
ÿe der Zellhaufen verringert werden [Nieoullon et al., 2007]. CD24 scheint demnach generell ein
regulatorisches Element für die Homeostase zu sein.
CD24 ist weiterhin für klinische Zwecke interessant, da es an der Metastasierung und dem Wachs-

tum vieler Krebsarten beteiligt ist. Die Expression von CD24 auf Tumorzellen ist ein prognostischer
Indikator für schlechtere Überlebenschancen bei Brustkrebs, Prostatakrebs sowie beim Ovarialkarzi-
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nom [Baumann et al., 2005]. Verstärkte CD24-Expression wurde auch bei anderen Tumorarten festge-
stellt, wie z. B. beim B-Zelllymphom, Nierenzellkarzinom, kleinzelligen Bronchialkarzinom, Nasopha-
rynxkarzinom, Hepatozellulären Karzinom, Merkelzellkarzinom, Pankreaskarzinom und bei neuralen
Tumoren [Baumann et al., 2005, Poncet et al., 1996]. Zudem konnte gezeigt werden, dass mit CD24
trans�zierte, normalerweise kaum metastatische Karzinomzelllinien durch die CD24-Expression ver-
stärkt Metastasen auslösen, die Tumoren dann schneller wachsen und die Tumorzellen sich schneller
teilen. In CD24-exprimierenden Tumorzellen werden auÿerdem über eine erhöhte Phosphorylierung
von FAK Integrine aktiviert, die wiederum für eine verstärkte Bindung dieser Zellen an Fibronek-
tin, Laminin und Kollagen verantwortlich sind. Diese Moleküle sind Bestandteil der extrazellulä-
ren Matrix und spielen eine Rolle bei der Adhäsion von zirkulierenden Tumorzellen, die wiederum
Grundlage für die Formation von Metastasen darstellt. CD24-exprimierende Tumorzellen verteilen
sich auÿerdem schneller und fördern die Wundheilung in einschichtig kultivierten Brustkrebszellen.
CD24 scheint so auch die Invasivität von Tumorzellen zu erhöhen und damit zur metastasierenden
Wirkung beizutragen [Baumann et al., 2005]. Die induzierbare Expression von CD24 in Glioblastom-
zellen, die in Mäuse transplantiert wurden, führt ebenfalls zu erhöhter Migration und damit Invasion
der Tumorzellen [Senner et al., 1999]. Diese Beobachtungen werden auch durch Studien von Smith
et al. [2006] bestätigt, die durch Verringerung der CD24-Expression in humanen Tumorzelllinien
deren Wachstum und Migration hemmen konnten. Hinsichtlich einer Behandlung des kolorektalen
Karzinoms wird CD24 deshalb als therapeutisches Ziel verfolgt, da durch in vivo-Applikation von
αCD24-Antikörper und in vitro-Einsatz von siRNA (small interfering RNA) gegen das cd24a-Gen
die Tumorigenität von Krebszellen herabgesetzt werden kann [Sagiv et al., 2008].
Eine weitere äuÿerst interessante Eigenschaft von CD24 ist seine Rolle bei Mulipler Sklerose.

CD24-de�ziente Mäuse scheinen resistent gegen das experimentelle Mausmodell für diese Krank-
heit, EAE (Experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis), zu sein [Bai et al., 2000]. Zudem sind
beim Menschen Mutationen im cd24 -Gen bekannt, die zu sogennanten Einzelnukleotid-Polymor-
phismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) und damit in diesen Fällen auch zum Austausch
bestimmter Aminosäuren führen. Das wiederum bewirkt, dass die Expression von CD24 auf der
Zellober�äche steigt. Menschen mit diesen SNPs haben ein erhöhtes Risiko, an Multipler Sklerose
zu erkranken und der Krankheitsverlauf ist in diesen Fällen beschleunigt [Zhou et al., 2003]. Die-
ses Phänomen wird auch durch Arbeiten von Liu et al. [2007] bestätigt, die CD24 in transgenen
Mäusen unter dem GFAP-Promotor exprimieren, so dass CD24 in Astrozyten überexprimiert wird.
Wird in diesen Mäusen EAE induziert, zeigen sie einen schwereren Krankheitsverlauf mit gröÿeren
Läsionen, d. h. gröÿeren demyelinisierten Bereichen und mehr Schäden an Axonen. Auÿerdem wer-
den proin�ammatorische Cytokine vermehrt exprimiert und es sind mehr T-Lymphozyten zu �nden.
CD24 auf Astrozyten verstärkt also die Auswirkungen von EAE, indem es T-Zellen stimuliert und
aggressiver macht und damit die autoimmunen Entzündungsreaktionen erhöht [Liu et al., 2007].
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass CD24 die Anfälligkeit für Multiple Sklerose beein�usst und
am Krankheitsverlauf beteiligt ist. Möglicherweise ist CD24 auch an anderen Autoimmunerkran-
kungen wie z. B. dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) beteiligt [Liu und Zheng, 2007].
CD24 spielt also sowohl eine Rolle in Autoimmunerkrankungen als auch bei der homeostatische
Proliferation. Aufgrund der Tatsache, dass bei vielen Autoimmunerkrankungen die homeostatische
Proliferation beeinträchtigt ist, könnte CD24 das verbindende Element darstellen [Liu und Zheng,
2007].
Neben der Rolle von CD24 bei Multipler Sklerose hat es im Nervensystem weitere Funktionen.

Beispielsweise ist bekannt, dass CD24 eine Rolle bei der Adhäsion [Kadmon et al., 1992] und der
Migration von Neuronen [Calaora et al., 1996] spielt. Auÿerdem beein�usst es das Auswachsen von
Neuriten. In retinalen Ganglienzellen (RGCs) und Hinterwurzelganglienneuronen (DRG-Neuronen)
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inhibiert CD24 das Neuritenwachstum, während es das von Kleinhirnneuronen fördert [Kleene et al.,
2001, Shewan et al., 1996] (siehe auch 2.4.4).
Für einige seiner Funktionen sind die Bindungspartner von CD24 bereits bekannt. Bei Adhäsionen

spielt eine homophile Interaktion von CD24 eine Rolle [Kadmon et al., 1992].
In seiner Funktion bei Tumorwachstum und Metastasierung ist die Interaktion von CD24 mit

P-Selektin relevant [Aigner et al., 1997, Sammar et al., 1997a]. Selektine werden auf Epithelzellen
der Blutgefäÿe und aktivierten Blutplättchen exprimiert. CD24 auf Tumorzellen verstärkt deren Ad-
häsion und die Invasion in das Epithel (sogenanntes Rolling), die Voraussetzung für Metastasierung
sind.
Auÿerdem ist eine Verbindung von CD24 zu Kinasen der Src-Familie bekannt, denn Immunprä-

zipitationen aus verschiedenen Tumor- und Blutzelllinien zeigen eine Assoziation von CD24 mit
p54Lyn, p56Lck, p56Hck und p55Fgr [Sammar et al., 1997b, Zarn et al., 1996] und Tyrosinkinasein-
hibitoren können die CD24-abhängige Aggregation von monozytischen Zellen inhibieren [Sammar
et al., 1997a]. Diese Assoziation hängt zudem mit der Aktivierung von Integrinen zusammen, da
FAK durch CD24-Expression vermehrt phosphoryliert wird [Baumann et al., 2005], CD24 die Bin-
dung von VLA-4 an VCAM-1 reguliert [Hahne et al., 1994] und die Lokalisierung von β1 Integrin in
Lipid raft-Domänen (Lipid�öÿchen) induzieren kann [Runz et al., 2008].
Die am besten untersuchte Interaktion von CD24 mit einem Rezeptor ist die mit dem Zelladhäsi-

onsmolekül L1 (siehe auch 2.4.4 und 2.5.1). Da sowohl L1 als auch CD24 Zelladhäsionen vermitteln
und Kalziumsignale auslösen können, gingen Kadmon et al. [1995b] einer möglichen Verbindung
zwischen diesen beiden Proteinen in Körnerzellen des Kleinhirns und der Neuroblastomzelllinie N2A
nach. Die direkte Bindung von CD24 an L1 sowie die Kolokalisation in den Zellen konnten gezeigt
werden. Auÿerdem führt die gleichzeitige Stimulation von Zellen mit Antikörpern gegen CD24 und
L1 zu einer zehnfachen Erhöhung des intrazellulären Kalziumspiegels im Vergleich zu einer Stimu-
lation mit jeweils nur einem der Antikörper. CD24 scheint also die Signaltransduktion, in die L1
involviert ist, zu verstärken [Kadmon et al., 1995b]. Auÿerdem konnte in Aggregationsstudien mit
N2A-Zellen gezeigt werden, dass es eine gewisse Hierarchie in der Signaltransduktion von CD24 und
L1 gibt, da L1 an der frühen und schwächeren Erkennung von schnell wachsenden Zellen beteiligt
ist, während CD24 in sekundären Adhäsionsmechanismen wichtig ist, die langsamer wachsende Zel-
len stärker aggregieren lassen [Kadmon et al., 1995a]. Diese Adhäsionskaskade könnte eine Strategie
von Zellen sein, stabile Kontakte sicher zu etablieren. Erste Hinweise, dass die direkte Interaktion
von CD24 mit L1 zuckerabhängig ist, stammen von Sammar et al. [1997a], da die Bindung von mit
OSGE (O-Sialoglykoendopeptidase) verdautem CD24 deutlich schwächer ist als die von unverdau-
tem CD24. Spätere Studien [Brendel, 2005, Kleene et al., 2001] konnten schlieÿlich beweisen, dass
diese Interaktion über α2,3-Sialinsäure auf CD24 statt�ndet. Die Sialinsäurebindungsstelle konnte
zudem in der ersten Fibronektindomäne von L1 lokalisiert werden. L1 wird aufgrund dieser Fähig-
keit zur Bindung von Sialinsäuren zur Gruppe der Siglecs gezählt. Diese Bindung von CD24 an L1
spielt funktionell eine entscheidende Rolle in der Förderung bzw. Inhibition des Neuritenwachstums
verschiedener Neuronentypen durch CD24 (siehe 2.4.4).

2.4.4 Die Rolle von CD24 im Neuritenwachstum

CD24 ist bekannt dafür, dass es das Neuritenwachstum von perinatalen retinalen Ganglienzellen und
DRG-Neuronen inhibiert, im embryonalen Alter (E17) jedoch keinen Ein�uss auf die Neuritenlängen
dieser Zelltypen hat [Shewan et al., 1996]. Im Gegensatz dazu fördert CD24 das Neuritenwachstum
von Kleinhirnneuronen [Kleene et al., 2001]. Diese E�ekte von CD24 sind unabhängig von neu-
ronalem CD24, da sie auch in CD24-de�zienten Neuronen nachweisbar sind. CD24 vermittelt die
Förderung bzw. Inhibition des Neuritenwachstums also in einer trans-Interaktion mit neuronalen
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Rezeptoren. Da L1 bekanntermaÿen mit CD24 interagiert (siehe 2.4.3), war dieses neuronale Zellad-
häsionsmolekül ein guter Kandidat dafür. Dies konnte von Kleene et al. [2001] bestätigt werden, da
das Auswachsen von L1-de�zienten Kleinhirn- bzw. DRG-Neuronen nicht mehr durch CD24 geför-
dert bzw. gehemmt werden kann.
Die Zuckerabhängigkeit der Funktionen von CD24 im Neuritenwachstum konnte gezeigt werden,

da desialyliertes CD24 die beschriebenen E�ekte nicht aufweist. Wie unter 2.4.1 beschrieben, tragen
die CD24-Glykoformen unterschiedliche Zucker: die beiden groÿen 30 und 33 kD Glykoformen ent-
halten auf O-Glykanen α2,3-Sialinsäure und Lewisx, die 33 kD Form zusätzlich noch HNK-1. Auf der
kleinen 27 kD Form sind diese Glykane nicht nachweisbar. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Ex-
pression der unterschiedlichen CD24-Glykoformen in neuronalen und glialen Zelltypen unterscheidet,
da in Kleinhirnneuronen vorwiegend die 27 kD Glykoform auftritt, während Astrozyten die beiden
gröÿeren 30 und 33 kD Formen enthalten [Brendel, 2005]. Auÿerdem scheinen die E�ekte von CD24
auf Neuritenwachstum nicht von N-Glykanen, sondern nur von O-Glykanen verursacht zu werden,
da N-deglykosyliertes CD24 ebenfalls an L1 bindet und das Neuritenwachstum von Kleinhirnneu-
ronen fördert bzw. das von DRG-Neuronen hemmt [Brendel, 2005]. Diese Ergebnisse unterstützen
die Annahme, dass CD24 zuckerabhängig in trans mit neuronalen Rezeptoren interagiert um die
Neuritenwachstumse�ekte zu vermitteln.
Des weiteren konnte für L1 die α2,3-sialinsäureabhängige Bindung an CD24 mittels ELISA-

Experimenten gezeigt sowie die Sialinsäurebindungsstelle charakterisiert und in der ersten Fibro-
nektindomäne von L1 lokalisiert werden [Brendel, 2005]. L1 wird aufgrund dieser Fähigkeit zur
Bindung von Sialinsäuren zur Gruppe der Siglecs gezählt.
Zusätzlich zu α2,3-Sialinsäure konnte auch Lewisx als funktionelles Glykan auf CD24 charakteri-

siert werden, da die Zugabe eines dieser Glykane in Neuritenwachstumsexperimenten die Förderung
bzw. Inhibition von Kleinhirn- bzw. DRG-Neuronen durch CD24 aufhebt [Brendel, 2005]. Auf der
Suche nach neuronalen Rezeptoren für Lewisx auf CD24, die möglicherweise in cis mit L1 interagie-
ren, wurden Sequenzvergleiche zwischen fukosespezi�schen Lektinen und L1-bindenden Adhäsions-
molekülen der Immunglobulinsuperfamilie durchgeführt. Dabei wurden die beiden GPI-verankerten
Proteine TAG-1 (Transient Axonal Glycoprotein-1 ) und F3 als potenzielle Lewisx-Rezeptoren iden-
ti�ziert [Brendel, 2005].
Die in den vorgestellten Arbeiten erhaltenen Erkenntnisse über die Rolle von CD24 im Neuriten-

wachstum sind in Abbildung 2.3 zusammengefasst. Eine genauere Untersuchung von TAG-1 und
F3 im Hinblick auf ihre mögliche Rolle im CD24-abhängigen Neuritenwachstum sowie die Suche
nach Unterschieden in der Signaltransduktion von Kleinhirn- und DRG-Neuronen, die zu geförder-
tem bzw. inhibiertem Neuritenwachstum führen, ist deshalb notwendig und wird im Rahmen dieser
Dissertation beschrieben (siehe 6.4).

2.5 Neurale Zelladhäsionsmoleküle

Auÿer CD24 sind auch die meisten anderen Zelladhäsionsmoleküle glykosylierte Proteine. Zu den
Zelladhäsionsmolekülen (Cell Adhesion Molecules, CAMs) gehören Glykoproteine der Immunglobu-
linsuperfamilie (IgSF), Integrine, Cadherine und Selektine sowie Rezeptor Tyrosinkinasen, Neuroli-
gine, Neurexine, Neuropiline und Plexine [Maness und Schachner, 2007].
Die IgSF umfasst verschiedene Moleküle, die in ihrer extrazellulären Domäne mindestens eine

immunglobulinartige (Ig-artige) Domäne enthalten. Diese Domänen sind auch für Antikörper cha-
rakteristisch und bestehen aus zwei antiparallelen β-Faltblättern, die über eine Disul�dbrücke ver-
knüpft sind [Vaughn und Bjorkman, 1996]. Mitglieder der IgSF gehören abhängig von den Anzahlen
der Ig-Domänen und Fibronektin Typ III (FNIII)-Repeats sowie davon, wie sie mit der Membran
verankert sind, wiederum Unterfamilien an (siehe Abbildung 2.4). Die L1-Unterfamilie beispiels-
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Abbildung 2.3: Ursprüngliches Modell für die Rolle von CD24 im Neuritenwachstum

CD24-Glykoformen auf Gliazellen vermitteln eine Förderung bzw. Inhibition des Neuritenwachstums über zuckerab-
hängige Interaktionen mit neuronalen Rezeptoren. L1 ist für die α2,3-sialinsäureabhängige Bindung verantwortlich.
TAG-1 und F3 sind potenzielle Lewisx-Rezeptoren, die möglicherweise mit transmembranären Korezeptoren intera-
gieren.

weise besteht aus L1 (siehe auch 2.5.1), CHL1 (Close Homolog of L1 ), Neurofascin und NrCAM
(NgCAM related Cell Adhesion Molecule). Die beiden GPI-verankerten Proteine TAG-1 und F3 (sie-
he auch 2.5.2) bilden zusammen mit BIG-1 (Brain-derived Ig molecule), BIG-2, NB-2 und NB-3
die TAG-1/F3-Unterfamilie. Die NCAM-Unterfamilie umfasst alle drei Isoformen von NCAM sowie
ApCAM (Aplysia Cell Adhesion Molecule), die DCC-Unterfamilie wiederum DCC (Deleted in Co-

lorectal Cancer), Neogenin und Frazzled. Alle IgSF-Mitglieder ohne FNIII-Repeats bilden ebenfalls
eine Gruppe. Zu ihr gehören beispielsweise MAG, P0, und CD90 (Thy1, Thymozytenantigen 1)
[Crossin und Krushel, 2000].
Während der Entwicklung des Nervensystems laufen komplexe Mechanismen ab, die Proliferation,

Migration und letztendlich auch Apoptose von Neuronen steuern. Wandernde Neurone und wach-
sende Axone werden durch ihr Umfeld gezielt koordiniert, indem das Auswachsen von Neuriten, die
Bildung von Wachstumskegeln, Axonbündelung und -entbündelung, die Bildung von Verzweigun-
gen, die Ziel�ndung, Synapsenbildung und Aufrechterhaltung von Synapsen vermittelt wird. Dies
geschieht mittels chemoattraktiver bzw. -repulsiver Signale (sogenannter guidance cues in der ex-
trazellulären Matrix) oder direkter Kontakte zwischen bereits exisierenden Neuronen, Axonen und
Gliazellen. Für diese direkten Interaktionen sind Zelladhäsionsmoleküle verantwortlich. Neurale Er-
kennungsmoleküle spielen nicht nur während der Entwicklung eine wichtige Rolle, sondern auch im
adulten Nervensystem [Maness und Schachner, 2007, Wiencken-Barger et al., 2004].

2.5.1 L1

L1 ist eines der am besten untersuchten IgSF-Mitglieder und besteht wie die anderen Proteine seiner
Unterfamilie aus sechs Ig-ähnlichen Domänen und fünf FNIII-Repeats im extrazellulären Teil, sowie
einer Transmembrandomäne und einem hochkonservierten zytoplasmatischen Ende. Murines L1 ist
ein 200 kD groÿes, sowohl glykantragendes als auch -bindendes Protein [Brümmendorf und Rathjen,
1995].
L1 spielt eine entscheidende Rolle während der embryonalen Entwicklung des Nervensystems und

ist vorwiegend auf Axonen von postmitotischen wachsenden Neuronen sowie deren Wachstumske-
geln zu �nden. Dabei ist es in die Migration von Neuronen, Neuritenwachstum, Axonwegführung
und -bündelung, das Überleben von Neuronen, synaptische Plastizität, Myelinisierung sowie Remye-
linisierung nach Verletzungen involviert [Maness und Schachner, 2007]. Im peripheren Nervensystem
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Immunglobulinsuperfamilie

Dieses Schema zeigt einige beispielhafte Moleküle der IgSF. Die meisten Mitglieder lassen sich strukturell in Unter-
familien einordnen, je nach Anzahl der vorhandenen Ig-artigen Domänen und FNIII-Repeats und nach der Art der
Verknüpfung mit der Membran [Crossin und Krushel, 2000].
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Protein Referenz

NCAM Horstkorte et al. [1993]

Laminin Berardi et al. [1999], Grumet et al. [1993]

Phosphacan, Neurocan Margolis et al. [1996]

Integrine Kamiguchi und Lemmon [1997]

FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) Kamiguchi und Lemmon [1997]

Neuropilin-1, Semaphorin 3A Castellani et al. [2000]

Ankyrin Needham et al. [2001]

TAG-1 Kuhn et al. [1991]

F3 Brümmendorf et al. [1993]

CD24 Brendel [2005], Sammar et al. [1997a]
Kadmon et al. [1995b]

Tabelle 2.1: Beispiele für Bindungspartner von L1

konnte L1 auÿerdem auf nicht-myelinisierenden Schwannzellen nachgewiesen werden [Martini et al.,
1994]. Die Expression von L1 ist jedoch nicht ausschlieÿlich auf das Nervensystem beschränkt, da es
auch auf Melanom- und Tumorzellen des Blutsystems zu �nden ist [Brümmendorf et al., 1998].
Die Wichtigkeit von L1 für das Nervensystem wird durch Defekte unterstrichen, die in L1-

de�zienten Mäusen oder Menschen mit Mutationen im L1 -Gen auftreten. L1-de�ziente Mäuse weisen
Defekte in der Wegführung von Axonen im corticospinalen Trakt, eine fehlerhafte Entwicklung des
Corpus callosum, Verkleinerungen von Hippocampus und Kleinhirn sowie eine veränderte Positio-
nierung von dopaminergen Neuronen auf [Kamiguchi et al., 1998]. Im Menschen lösen Mutationen
im L1 -Gen das sogenannte L1-Syndrom aus, das ein X-chromosomal gekoppeltes Krankheitsbild mit
verschiedenen Syndromen darstellt. Alle Syndrome sind im sogenannten CRASH-Syndrom (Corpus
callosum hypoplasia, Retardation, Adducted thumbs, Spastic paraparesis, Hydrocephylus) zusammen-
gefasst [Fransen et al., 1995]. Mindestens 85 verschiedene Mutationen im L1 -Gen sind bekannt. Je
stärker sie die Struktur von L1 beein�ussen, desto schwerwiegender sind die Beeinträchtigungen
[Kamiguchi et al., 1998].
Seine vielen Funktionen vermittelt L1 durch homo- und heterophile Interaktionen mit einer Viel-

zahl von Ober�ächenmolekülen und Bestandteilen der extrazellulären Matrix. Einige der bekanntes-
ten Interaktionspartner sind in Tabelle 2.1 aufgelistet. Die Interaktionen von L1 mit TAG-1 und F3
sind unter 2.5.4 näher beschrieben, die mit CD24 unter 2.4.3.
Die Signaltransduktionen, die durch L1 hervorgerufen werden, sind mittlerweile relativ gut un-

tersucht. Über Integrine aktiviert L1 beispielsweise diverse Kinasen, wie p60Src, die Phosphoinositid
3-Kinase (PI3-Kinase) und PAK1 (p21-aktivierte Kinase 1) und führt über Aktivierung von MEK
(MAPK/ERK Kinase) und ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) zu Zellmigration und Neu-
ritenwachstum. Dafür ist ebenfalls der Kontakt der intrazellulären Domäne von L1 zu Ankyrin, einem
Spektrinadapter, und damit zum Zytoskelett wichtig (siehe Abbildung 2.5) [Maness und Schachner,
2007].
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Abbildung 2.5: Von L1 induzierte Signalkaskaden (nach Maness und Schachner [2007])

Signaltransduktionen, die durch L1 induziert werden, beinhalten die Aktivierung von p60Src (SRC), der PI3-Kinase
(PI3K), MEK und ERK und führen zu Axonwachstum und Zellmigration. In einigen Fällen wird diese Aktivierung
durch Interaktion von L1 mit Integrinen vermittelt. In der zytoplasmatischen Domäne von L1 gibt es ein Sequenzmotiv,
das Ankyrin rekrutiert und so über Spektrin für eine Assoziation von L1 mit dem Aktin-Zytoskelett sorgt. Wenn das
Motiv phosphoryliert ist, wird hingegen Doublecortin rekrutiert, das L1 an Mikrotubuli koppelt. Um einen Kollaps des
Wachstumskegels hervorzurufen, kann L1 auch mit Neuropilin-1, einem Semaphorin 3A-Rezeptor (Sema3a-Rezeptor),
interagieren. Die Verknüpfung von L1 mit dem Zytoskelett bzw. Mikrotubuli ist wichtig für die Funktionen von L1 in
Axonwachstum, Zellmigration und Kollaps des Wachstumskegels.
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2.5.2 TAG-1 und F3

TAG-1 (Transient Axonal Glycoprotein-1 ) und F3 sind zwei nah verwandte, 135 kD groÿe Proteine
der IgSF, die aus jeweils sechs Ig-ähnlichen Domänen und vier FNIII-Repeats bestehen. Beide Mole-
küle sind mittels GPI-Anker mit der Zellmembran verknüpft, können aber auch als lösliche Proteine
sekretiert werden [Soares et al., 2005, Gollan et al., 2003].
Homologe Proteine von F3 aus Maus werden im Huhn als Contactin/F11 und im Menschen als

Contactin bezeichnet. F3 wird von Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems, vor allem
im Kleinhirn und a�erenten Fasern im Rückenmark sowie von Oligodendrozyten exprimiert [Gollan
et al., 2003]. Im Huhn �ndet man F11 auch auf Moto- und DRG-Neuronen. Die höchste Expression
tritt eine und zwei Wochen nach der Geburt auf [Karagogeos, 2003]. Auÿerdem ist F3 im adulten
Kleinhirn und der Retina zu �nden. F3 ist an Neuritenwachstum, Axonbündelung, Synapsenbil-
dung [Gollan et al., 2003], der Proliferation von Körnerzellen des Kleinhirns [Karagogeos, 2003], der
Migration von Schwannzellen [Thomaidou et al., 2001] und der Myelinisierung beteiligt [Hu et al.,
2006]. Erwähnenswert ist zudem, dass F3 im peripheren Nervensystem das Auswachsen von Neuriten
fördert, während es darauf im zentralen Nervensystem hemmend wirkt [Hu et al., 2006]. Bekannte
Interaktionspartner von F3 sind Caspr [Faivre-Sarrailh et al., 2000] und L1 [Brümmendorf et al.,
1993] (siehe auch 2.5.4), NrCAM, Neurofascin, Tenascin-R und -C sowie RPTPβ (Receptor Prote-
in Tyrosin Phosphatase) [Brümmendorf und Rathjen, 1996]. Im Gegensatz zu TAG-1 ist von F3
bislang keine homophile Interaktion bekannt [Karagogeos, 2003]. Zusammen mit Caspr tritt F3 im
Paranode des Ranvierschen Schnürrings auf (siehe 2.5.4). F3-de�ziente Mäuse exprimieren statt des
Exons 3 des contactin-Genes eine Neomycinresistenz-Kassette, so dass kein F3-Protein mehr produ-
ziert wird. Bis zum Alter von etwa 10 Tagen nach der Geburt (P10) sind F3-de�ziente Mäuse von
ihren Wildtyp-Geschwistern kaum zu unterscheiden. Dann jedoch entwickeln sie einen ataxischen
Phenotyp, d. h. sie verlieren die Kontrolle über ihre Muskeln. Auÿerdem können sie kaum noch an
Körpergewicht zunehmen. Dies führt zur völligen Schwächung, de�ziente Mäuse bleiben kleiner und
etwa im Alter von 18 Tagen (P18) sterben sie. Im Nervensystem lässt sich beobachten, dass das
Kleinhirn von F3-de�zienten Mäusen kleiner ist als das von Wildtyp-Geschwistern. Auÿerdem ist
die Orientierung der Parallelfasern gestört und Neuriten von Körnerzellen werden nicht gebündelt.
F3 scheint also für die Entwicklung des Kleinhirns und Interaktionen zwischen Neuriten wichtig
zu sein [Berglund et al., 1999]. Zudem lassen sich Defekte im Myelin feststellen, die ebenfalls zum
Kontrollverlust über Bewegungen beitragen. Auch im Hypothalamus beeinträchtigt die F3-De�zienz
die Entwicklung von Neuronen des Nucleus infundibularis [Fetissov et al., 2005]. Im Hippocampus
von F3-de�zienten Mäusen ist die Langzeit-Depression beeinträchtigt [Karagogeos, 2003].
Homologe Proteine von TAG-1 aus Maus werden im Huhn als Axonin und im Menschen als

Contactin-2 oder TAX-1 bezeichnet. Die Regulation seiner Expression ist entwicklungsabhängig:
TAG-1 wird vorwiegend während der Entwicklung des Nervensystems von einer Vielzahl von Re-
gionen, wie beispielsweise Cortex, Hypothalamus, Mesencephalon, Kleinhirn, Kommissuralfasern,
Motoneuronen des Rückenmarks und DRGs exprimiert. Anschlieÿend beschränkt sie sich nur noch
auf Riechkolben, Hippocampus, Körnerzellen des Kleinhirns und retinale Ganglienzellen. Die Ex-
pression von TAG-1 liegt zeitlich vor der von F3. Prinzipiell ist TAG-1 sowohl auf Neuronen als auch
auf myelinisierenden Schwannzellen und Oligodendrozyten zu �nden [Denaxa et al., 2003]. Nach
Läsionen des Rückenmarks wird die Expression auf Schwannzellen und Mikroglia des Rückenmarks
verstärkt [Soares et al., 2005]. TAG-1 fördert als Rezeptor für Neurofascin das Neuritenwachstum,
vermittelt die Wegführung von Axonen sowie Zellmigration [Pruss et al., 2006]. In DRG-Neuronen
von Hühnern sind TAG-1 und L1 zusammen an der Weg�ndung von nocizeptiven Neuronen (von
Schmerzrezeptoren) beteiligt, während F3 mit NrCAM die Weg�ndung von propriozeptiven Neuro-
nen (von Muskeln, Sehnen und Gelenken) steuert [Perrin et al., 2001]. Auÿerdem ist TAG-1 an der
Repulsion von DRG-Neuronen durch die Chorda dorsalis (Notochord) [Law et al., 2008, Masuda
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et al., 2004] sowie der Führung von Kommissuralneuronen durch die Grundplatte des Neuralrohres
[Masuda et al., 2000] beteiligt. Auch für die Entwicklung des optischen Nervs ist TAG-1 essenziell,
da es in retinalen Ganglienzellen und myelinisierenden Zellen exprimiert wird und damit an der
Organisation der Struktur von retinalen Axonen beteiligt ist [Chatzopoulou et al., 2008]. In adul-
ten Mäusen steuert es zudem die Reorganisation nach Verletzungen, Axon-Glia-Interaktionen, die
Migration von Gliazellen in die Läsion und die Demyelinisierung [Soares et al., 2005]. TAG-1 kann
über seine FNIII-Repeats homophil mit einem anderen TAG-1-Molekül interagieren [Pavlou et al.,
2002, Perrin et al., 2001]. Heterophil bindet TAG-1 an L1 [Kunz et al., 1998] und Caspr2 [Poli-
ak et al., 2003] (siehe auch 2.5.4) sowie NrCAM [Fitzli et al., 2000] und Neurofascin [Pruss et al.,
2006]. Zusammen mit Caspr2 tritt TAG-1 im Juxtaparanode des Ranvierschen Schnürrings auf (siehe
2.5.4). TAG-1-de�ziente Mäuse sind bezüglich der Exons II bis IV des TAG-1-Genes deletiert, was
der Aminosäuresequenz vom Translationsstart bis zur ersten Ig-Domäne entspricht. Dies führt dazu,
dass das TAG-1-Protein nicht mehr produziert wird [Fukamauchi et al., 2001]. Im Gegensatz zu
F3-de�zienten Mäusen, die einen deutlichen Phänotyp aufweisen und nicht länger als etwa 18 Tage
lebensfähig sind, sind TAG-1-de�ziente Mäuse relativ unau�ällig. Die Mäuse sind auch adult lebens-
fähig und die Morphologie von Kleinhirn, Rückenmark und Hippocampus ist normal. Es konnten
jedoch eine erhöhte Expression von Adenosinrezeptoren im Hippocampus sowie eine gröÿere Sensiti-
vität für Stimuli, die Krämpfe auslösen, und damit für Epilepsien, festgestellt werden [Fukamauchi
et al., 2001]. Für die molekulare Organisation von juxtaparanodalen Regionen ist TAG-1 jedoch es-
senziell, denn in TAG-1-de�zienten Mäusen ist die Lokalisierung von Proteinen dieser Region stark
gestört [Traka et al., 2003]. In Zebra�schen führt ein Knockdown von TAG-1 dazu, dass zentrale
Wachstumskegel von sensorischen Neuronen kaum wandern, da ihnen TAG-1 als Stimulanz fehlt
[Liu und Halloran, 2005]. Im optischen Nerv führt TAG-1-De�zienz zudem zu veränderten Anzahlen
von retinalen Ganglienzellen sowie einer anormalen Organisation des astroglialen Netzwerks. Adulte
TAG-1-de�ziente Mäuse weisen keine retinalen Ganglienzellen mehr auf [Chatzopoulou et al., 2008].
Obwohl GPI-verankerte Moleküle keine intrazelluläre Domäne aufweisen, können auch sie Signal-

transduktionen auslösen. In den meisten Fällen geschieht dies durch Lokalisierung dieser Proteine in
Lipid rafts und der Interaktion mit Gangliosiden und intrazellulären Signalmolekülen wie Tyrosin-
proteinkinasen p60Src und p59Fyn. Signaltransduktionsmechanismen beinhalten möglicherweise die
cis-Interaktion von GPI-verankerten Proteinen mit Mitgliedern der L1-Unterfamilie der IgSF oder
Neurexinen [Karagogeos, 2003] (siehe auch 2.5.4).

2.5.3 Caspr und Caspr2

Caspr (Contactin-associated protein) und Caspr2 sind ebenfalls zwei nah miteinander verwandte
Proteine, die zu den Neurexinen gehören. Sie sind transmembranäre Moleküle und haben eine mo-
lekulare Masse von 190 bzw. 180 kD [Poliak et al., 1999, Peles et al., 1997].
Caspr wird auch Paranodin und in Drosophila Neurexin IV genannt und deshalb zudem mit NCP1

(Neurexin IV/Caspr/Paranodin) abgekürzt [Bhat et al., 2001]. Ursprünglich wurde Caspr in einem
Komplex mit F3 (Contactin) und RPTPβ identi�ziert [Peles et al., 1997]. Caspr wird hauptsächlich
postnatal und maximal im adulten Stadium exprimiert. Caspr be�ndet sich vorwiegend im Para-

node des Ranvierschen Schnürrings (siehe Abbildung 2.6) in den Verbindungen zwischen Axonen
und Endschleifen von myelinisierenden Oligodendrozyten und Schwannzellen, wo es nötig für die
Enwicklung dieser Strukturen ist [Einheber et al., 1997]. Wie F3-de�ziente Mäuse sind auch Caspr-
de�ziente Mäuse bis zu einem Alter von etwa 10 Tagen (P10) nicht von ihren Wildtyp-Geschwistern
zu unterscheiden. Von diesem Zeitpunkt an bleiben sie jedoch kleiner und entwickeln Muskelzittern,
Ataxie und Lähmungserscheinungen. Gründe hierfür sind, dass die normale Organisation von Ran-
vierschen Schnürringen fehlschlägt, da sich keine paranodalen Kontakte bilden können. Auÿerdem
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2 Grundlagen

wird F3 ohne Caspr nicht mehr in die Paranodes transportiert und Kaliumkanäle sind nicht mehr
nur auf die juxtaparanodale Region beschränkt, sondern �nden sich nun auch im Paranode wieder.
Durch Veränderungen in den Ranvierschen Schnürringen ist die Reizleitungsgeschwindigkeit von pe-
ripheren Nerven stark herabgesetzt. Etwa drei Wochen nach der Geburt sterben Caspr-de�ziente
Mäuse [Bhat et al., 2001].
Zwei Jahre nach der Entdeckung von Caspr wurde ein sehr ähnliches Protein gefunden und Caspr2

genannt [Poliak et al., 1999], obwohl Caspr2 nicht mit F3 assoziiert ist. Die beiden Proteine unter-
scheiden sich in einigen extrazellulären Domänen sowie dem intrazellulären Teil. Zwar besitzen beide
Moleküle eine Bindungsstelle für das Protein 4.1B, aber nur in Caspr2 ist auch eine Sequenz für die
Bindung von PDZ-Domänen (Post synaptic density, Discs large, Zonula occludens-1 ) zu �nden.
Caspr2 wird ab dem embryonalen Tag 15 (E15) im Nervensystem exprimiert und hat sein Expressi-
onsmaximum im adulten Stadium. In vielen Regionen des Nervensystems ähnelt sich die Expression
von Caspr und Caspr2. Im Corpus callosum und im Rückenmark wird jedoch nur Caspr2 auf Glia-
zellen und Neuronen exprimiert, während Caspr nur auf Neuronen auftritt. Wie Caspr wird auch
Caspr2 gehäuft auf myelinisierten Neuronen gefunden, jedoch ist Caspr2 in der juxtaparanodalen
Region des Ranvierschen Schnürrings lokalisiert [Poliak et al., 1999] (siehe Abbildung 2.6). Dort ist
es mit Kaliumkanälen und TAG-1 assoziiert [Poliak et al., 2003, Traka et al., 2003]. Caspr2-de�ziente
Mäuse weisen ähnlich wie TAG-1-de�ziente Mäuse keinen au�älligen Phenotyp auf, alle untersuchten
Gewebe des Gehirns sind vergleichbar mit Wildtyp-Geschwistern, die Myelinisierung ist normal und
im Gegensatz zu Caspr-de�zienten Mäusen zeigen Caspr2-de�ziente Mäuse keine neurologischen oder
motorischen Störungen. Auch die grobe Struktur von Ranvierschen Schnürringen entspricht der von
Wildtyp-Mäusen. Allerdings ist die Lokalisierung von Kaliumkanälen und TAG-1 stark beeinträch-
tigt, da diese Proteine nicht mehr wie normalerweise in juxtaparanodalen Regionen angereichert
sind [Poliak et al., 2003]. Beim Menschen gibt es jedoch Mutationen im CNTNAP2-Gen, das für
humanes Caspr2 kodiert, die zum CDFE-Syndrom (Cortical Dysplasie-Focal Epilepsy) führen. Pa-
tienten haben in der Kindheit leichte motorische Störungen und soziale De�zite sowie eine dickere
Cortexschicht und eine erhöhte Astrozytendichte [Strauss et al., 2006]. In einigen, aber nicht allen
Fällen tritt beim Menschen durch Mutationen im CNTNAP2-Gen auch das Gilles de la Tourette
Syndrom auf, das eine chronische neuropsychiatrische Erkrankung darstellt, die durch ungewollte
Bewegungen und stimmliche Ticks gekennzeichnet ist [Belloso et al., 2007, Verkerk et al., 2003].

Abbildung 2.6: Immunhistochemische Färbung des Ranvierschen Schnürrings [Poliak et al., 1999]

Schnitte von optischen Nerven von Ratten wurden mit Antikörpern gegen Natriumkanäle (blau), Caspr (rot) und
Caspr2 (grün) gefärbt. Natriumkanäle markieren den Ranvierschen Schnürring, Caspr die paranodalen und Caspr2
die juxtaparanodalen Regionen. Der Skalierungsbalken hat eine Länge von 5µm.

2.5.4 Heterophile Interaktionen zwischen neuralen Zelladhäsionsmolekülen

Wie bereits unter 2.5.1, 2.5.2 und 2.5.3 beschrieben wurde, führen neurale Zelladhäsionsmoleküle
unzählige homo- und heterophile Interaktionen aus. Für die in der vorliegenden Dissertation relevan-
ten Proteine L1, TAG-1, F3, Caspr und Caspr2 sind bereits einige Erkenntnisse über Interaktionen
bekannt. Die funktionelle Bindung von CD24 an L1 wurde bereits unter 2.4.3 und 2.4.4 beschrieben.
Eine funktionelle heterophile Interaktion von L1 mit TAG-1 wurde durch Kolokalisation der beiden

Proteine in DRG-Neuronen [Kuhn et al., 1991] und Koimmunpräzipitation von trans�zierten Zellen

23



2 Grundlagen

[Kunz et al., 1998, Malhotra et al., 1998] oder von DRG-Neuronen [Buchstaller et al., 1996] gezeigt.
Dabei interagieren die beiden Moleküle direkt in einem Tetramer aus zwei TAG-1- und zwei L1-
Proteinen, wobei die extrazelluläre Domäne von TAG-1 hufeisenartig geformt ist und mittels seiner
vier Ig-ähnlichen Domänen an L1 bindet [Kunz et al., 1998]. Diese Interaktion ist beispielsweise für
die Weg�ndung von nocizeptiven Neuronen wichtig [Perrin et al., 2001], indem es die Sensitivität
gegenüber Semaphorin 3A beein�usst und die Endozytose des Komplexes aus L1, Neuropilin-1 und
Semaphorin 3A vermittelt [Law et al., 2008].
L1 interagiert nicht nur mit TAG-1, sondern auch mit dem sehr ähnlichen Protein F3. Die Bin-

dungsstelle für L1 be�ndet sich in den ersten beiden Ig-ähnlichen Domänen von F3 [Brümmendorf
et al., 1993]. Im Kleinhirn werden L1 und F3 von parallelen Fasern koexprimiert und Immunprä-
zipitationen konnten eine physiologische Assoziation der beiden Proteine im Kleinhirn zeigen. Da
der Komplex zudem mit der Tyrosinkinase p59Fyn assoziiert ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass die
Signaltransduktion von F3 über L1 und p59Fyn funktioniert [Olive et al., 1995].
Wie der Name bereits verrät, ist Caspr (Contactin-associated protein) mit F3 assoziiert [Bonnon

et al., 2007, Faivre-Sarrailh et al., 2000]. Dies spielt vor allem bei der Organisation der paranodalen
Schleifen des Ranvierschen Schnürrings eine Rolle [Salzer, 2003, Rios et al., 2000].
Für eine saltatorische Reizleitung auf myelinisierten Axonen sind diese hochorganisierten Struk-

turen äuÿerst wichtig, da sie die spannungsgesteuerten Natrium- und Kaliumkanäle in verschiedenen
Domänen anhäufen. Natriumkanäle be�nden sich in der zentralen Region der Ranvierschen Schnür-
ringe, Kaliumkanäle hingegen in juxtaparanodalen Regionen, die voneinander durch die Paranodes
getrennt werden [Salzer, 2003] (siehe Abbildung 2.7).

Abbildung 2.7: Schema der Morphologie des Ranvierschen Schnürrings [Salzer, 2003]

Dieses Bild zeigt schematisch die Organisation von myelinisierten peripheren Nerven am Querschnitt eines Axons
(grau), das von zwei Myelinscheiden umschlossen wird. Der Ranviersche Schnürring ist rot markiert, die paranodale
Region grün und die juxtaparanodale violett.

Diese Lokalisierung wird durch eine bestimmte Zusammensetzung von Membranproteinen und
des Zytoskeletts vermittelt. Während der Myelinisierung ändern sich deshalb die Expressionsmuster
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2 Grundlagen

der Proteine, so dass postmitotisch exprimierte Proteine wie z. B. L1 weniger stark exprimiert,
an der Myelinisierung beteiligte Proteine wie z. B. MAG hingegen verstärkt synthetisiert werden.
Zur Abgrenzung der verschiedenen Regionen um die Ranvierschen Schnürringe bestehen sie aus
unterschiedlichen Proteinen: die zentrale Region ist der Ort, an dem Aktionspotentiale generiert
werden. Deshalb �nden sich dort spannungsgesteuerte Natriumkanäle sowie in manchen Schnürringen
des zentralen Nervensystems auch bestimmte Kaliumkanäle. Auÿerdem kommen hier IgSF-Mitglieder
wie NrCAM und Neurofascin186 sowie teilweise F3 vor (siehe Abbildung 2.8(a)).
Der zentrale Schnürring wird auf beiden Seiten durch paranodale Regionen begrenzt, in denen

Caspr und F3 auf neuronaler Seite mit Neurofascin155 in den Schleifen von Schwannzellen oder
Oligodendrozyten interagieren [Salzer, 2003] (siehe Abbildung 2.8(b)). Caspr ist hierbei für die Lo-
kalisierung von F3 in Paranodes verantwortlich, denn in Caspr-de�zienten Mäusen ist F3 dort nicht
zu �nden [Bhat et al., 2001]. Interessanterweise reguliert die Glykosylierung von F3 seine Bindung an
Caspr. Nur F3 mit mannosereichen N-Glykanen ist mit Caspr und Neurofascin155 assoziiert, wäh-
rend F3, das komplexe N-Glykane trägt, nicht mit Caspr assoziiert ist und nicht an Neurofascin155
bindet [Bonnon et al., 2007].
Angrenzend an die paranodalen Regionen charakterisieren Proteine wie TAG-1 und Caspr2 sowie

Kaliumkanäle die juxtaparanodalen Bereiche. TAG-1 interagiert hierbei sowohl in cis mit Caspr2
auf neuronaler Seite als auch in trans mit TAG-1 auf der glialen Membran [Poliak et al., 2003, Traka
et al., 2003] (siehe Abbildung 2.8(c)).

(a) Ranvierscher Schnürring (b) Paranodale Region (c) Juxtaparanodale Region

Abbildung 2.8: Molekulare Zusammensetzung der Domänen von myelinisierten Nervenfasern [Salzer,
2003]

Dargestellt sind die hauptsächlich in den entsprechenden Regionen vorhandenen axonalen Proteine und ihre glialen
Rezeptoren. (a) Reife Ranviersche Schnürringe enthalten NrCAM, Neurofascin186 und einen trimeren Komplex aus
Natriumkanaluntereinheiten. Neurofascin bindet in trans an Rezeptoren auf Schwanzell-Mikrovilli. (b) In der par-
anodalen Region be�ndet sich hauptsächlich ein axonaler cis-Komplex aus Caspr und F3 (Contactin), der an das
Protein 4.1B sowie Neurofascin155 in der glialen Schleife bindet. (c) Juxtaparanodale Regionen bestehen aus einem
axonalen cis-Komplex aus Caspr2 und TAG-1, der an TAG-1 in der glialen Membran bindet und im Zytoplasma mit
dem Protein 4.1B sowie über PDZ-Domänen mit Kaliumkanälen assoziiert ist.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Angesichts der komplexen Interaktionen zwischen den Zelladhäsionsmolekülen CD24, L1, TAG-1
und F3 ist es wichtig, ihre molekulare Basis und ihre funktionellen Konsequenzen zu untersuchen.
Dabei ist im Auge zu behalten, dass alle diese Moleküle sowohl glykantragende Proteine als auch
Rezeptoren für Glykane darstellen können.
Es ist bereits bekannt, dass für die funktionelle Bedeutung von CD24 im Neuritenwachstum die

Glykane α2,3-Sialinsäure und Lewisx auf glialen CD24-Glykoformen verantwortlich sind, die mit
neuronalen Rezeptoren interagieren. Die α2,3-sialinsäureabhängige Interaktion von CD24 und L1
wurde bereits untersucht und bezüglich der Bindungsstelle und der funktionellen Relevanz charak-
terisiert. Auf der Suche nach neuronalen Rezeptoren für Lewisx auf CD24, die möglicherweise in
cis mit L1 interagieren, wurden die beiden GPI-verankerten Proteine TAG-1 und F3 als potenzielle
Lewisx-Rezeptoren identi�ziert.
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll die funktionelle Rolle von Lewisx im CD24-

vermittelten Neuritenwachstum näher charakterisiert werden. Dabei stehen die neuronalen Rezep-
toren, die für die Vermittlung der Signaltransduktionen von CD24 über Lewisx verantwortlich sind,
im Vordergrund. Die physiologische Bindung von TAG-1 und F3 an CD24 soll untersucht werden.
Da CD24 Lewisx-abhängig das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen fördert, das von DRG-
Neuronen jedoch inhibiert, ist es zudem wichtig herauszu�nden, welche molekularen Unterschiede in
diesen Neuronentypen zu diesen gegenteiligen E�ekten von CD24 führen.
Da das Lewisx-Glykan nicht nur für die Funktionen von CD24 wichtig ist, sondern auch in vielen

weiteren medizinisch relevanten Prozessen eine groÿe Rolle spielt, sollen in dieser Dissertation zudem
organische Mimetika für Lewisx gefunden werden, die sich für die Verwendung in der Forschung und
für therapeutische Zwecke eignen.
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4 Material

4.1 Lösungen und Pu�er

1 x HBS 10mM HEPES
150mM NaCl
pH7,4

1 x PBS 137mM NaCl
2,7mM KCl
8mM KH2PO4

pH7,4

1 x TBS 50mM Tris-HCl
150mM NaCl
pH7,4

Agarosegel-Elektrophorese

1,5%-iges Agarosegel 1,5% Agarose (w/v) in 1 x TAE-Pu�er

5 x Probenpu�er 50% Glycerin (v/v)
50% TAE-Pu�er (v/v)
1 Spatelspitze Orange G

50 x TAE-Pu�er 2M Tris-Base
5,71% Essigsäure (v/v)
50mM EDTA pH8,0

CD24-Aufreinigung

Elutionspu�er C 50mM Ethanolamin
150mM NaCl
0,2% CHAPS (w/v)
pH11,5

Homogenisierungspu�er 137mM NaCl
2,7mM KCl
8mM KH2PO4

1mM EDTA
pH7,4

Solubilisierungspu�er 10mM HEPES
150mM NaCl
1% Triton X-100 (v/v)
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0,1mM PMSF
pH7,4

Waschpu�er A 10mM HEPES
150mM NaCl
2% TritonX-100 (v/v)
pH7,4

Waschpu�er B 10mM HEPES
500mM NaCl
0,1% TritonX-100 (v/v)
pH7,4

Genotypisierung von Mäusen

10mM dNTP-Mix 10mM dATP
10mM dCTP
10mM dGTP
10mM dTTP

10 x PCR-Pu�er 200mM Tris-HCl
500mM KCl
15mM MgCl2
pH8,8

Proteinase-Lösung 50mM Tris-HCl
50mM KCl
2,5mM Na2EDTA
0,45% NP-40 (v/v)
0,45% Tween 20 (v/v)
0,1mg/ml Proteinase K
pH8,0

Immunpräzipitation und Pulldown

Ammoniumsulfatlösung 3M (NH4)2SO4

in 0,1M Natriumphosphatpu�er
pH7,4

0,1M Natriumphosphatpu�er 18mM NaH2PO4

81mM Na2HPO4

pH7,4

Waschpu�er A 50mM Tris-HCl
1mM CaCl2
1mM MgCl2
pH7,5

Waschpu�er B 50mM Tris-HCl
1mM CaCl2
1mM MgCl2
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0,1% TritonX-100 (v/v)
pH7,5

Waschpu�er C 50mM Tris-HCl
1mM CaCl2
1mM MgCl2
1% TritonX-100 (v/v)
pH7,5

Kopplung von Antikörpern an Sepharose

Acetatwaschpu�er 100mM Natriumacetat
500mM NaCl
pH4,0

Blockierungspu�er 100mM Tris-HCl
pH8,0

Kopplungspu�er 100mM NaHCO3

500mM NaCl
pH8,3

Triswaschpu�er 100mM Tris-HCl
500mM NaCl
pH8,0

Primärzellkultur

DNase-Lösung 50% Ham's F-12 (v/v)
(DRG- und Motoneurone) 50% DMEM (v/v)

0,01% DNase I (w/v)

DNase-Lösung 1 x Neurobasal A-Medium
(Hippocampusneurone) 1 x B-27 Supplement

1 x GlutaMAX
0,05% DNase I (w/v)

DNase-Lösung 1 x BME
(Kleinhirnneurone) 0,05% DNase I (w/v)

0,25% Glukose (w/v)

DRG-Medium 50% Ham's F-12 (v/v)
50% DMEM (v/v)
50µg/ml Transferrin
30 nM Natriumselenit
30 nM Trijodthyroxin
50µg/ml Insulin
10 nM Hydrocortison
100µM Putrescin
20 nM Progesteron
100µg/ml BSA
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2% Penicillin/Streptomycin (v/v)
2mM L-Glutamin
2 x B-27 Supplement
100µg/ml NGF

Färbelösung 1% Toluidinblau O (w/v)
1% Methylenblau (w/v)
1% Borax (w/v)

Hippocampus-Medium 1 x Neurobasal A-Medium
1 x B-27 Supplement
1 x GlutaMAX
2ng/ml FGF

Kleinhirnmedium 1 x BME
(X-1 Medium) 50µg/ml Transferrin

5,4TIU/mg Aprotinin
30 nM Natriumselenit
4 nM Trijodthyroxin
10µg/ml Insulin
2% Penicillin/Streptomycin (v/v)
0,1% BSA (w/v)
1mM L-Glutamin
1mM Natriumpyruvat

MES-Pu�er für Fluospheres 50mM MES
pH6,0

Motoneuron-Medium 50% Ham's F-12 (v/v)
50% DMEM (v/v)
5µg/ml Transferrin
30 nM Natriumselenit
9µg/ml Insulin
8 ng/ml Hydrocortison
29µg/ml Putrescin
20 nM Progesteron
9µg/ml BSA
1% Penicillin/Streptomycin (v/v)
1 x B-27 Supplement

Papain/DNase-Lösung 1 x Neurobasal A-Medium
(Hippocampusneurone) 1 x B-27 Supplement

1 x GlutaMAX
0,2% Papain (w/v)
0,075% DNase I (w/v)

0,9% PBS für Fluospheres 50mM Natriumphosphat
(9mM NaH2PO4, 40,5mM Na2HPO4)
0,9% NaCl (w/v)
pH7,4

Trypsin/Collagenase-Lösung 50% Ham's F-12 (v/v)
50% DMEM (v/v)
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0,25% Trypsin (w/v)
0,1% Collagenase (w/v)

Trypsin/DNase-Lösung 1 x HBSS
1% Trypsin (w/v)
0,1% DNase I (w/v)
0,8mM MgCl2
pH7,8

SDS-PAGE

Blockierungslösung 137mM NaCl
2,7mM KCl
8mM KH2PO4

0,05% Tween 20 (v/v)
3% Magermilchpulver (w/v)
pH7,4

Gelelutionspu�er 25mM Tris-Base
192mM Glycin
pH8,3

4%-iges Sammelgel 1,84ml dH2O
313µl 1M Tris-HCl pH6,8
25µl 10% SDS (w/v)
332,5µl 30% Acrylamid/Bis-Lösung 29:1 (w/v)
12,5µl 10% APS (w/v)
2,5µl TEMED

5%-iges Sammelgel 1,45ml dH2O
313µl 1M Tris-HCl pH6,8
25µl 10% SDS (w/v)
415µl 30% Acrylamid/Bis-Lösung 29:1 (w/v)
12,5µl 10% APS (w/v)
2,5µl TEMED

1x SDS-Laufpu�er 25mM Tris-Base
192mM Glycin
0,1% SDS (w/v)
pH8,3

4 x SDS-Probenpu�er 320mM Tris-HCl
8% SDS (w/v)
40% Glycerin (v/v)
10mg/ml DTT
1Spatelspitze Bromphenolblau
pH6,8

Stripping-Lösung 25mM Glycin
1% SDS (w/v)
pH2,2

1 x Transferpu�er 25mM Tris-Base
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192mM Glycin
20% Methanol (v/v)
pH8,3

10%-iges Trenngel 1,725ml dH2O
2,325ml 1M Tris-HCl pH8,8
62,5µl 10% SDS (w/v)
2,09ml 30% Acrylamid/Bis-Lösung 29:1 (w/v)
31,3µl 10% APS (w/v)
3,13µl TEMED

12,5%-iges Trenngel 1,375ml dH2O
2,325ml 1M Tris-HCl pH8,8
62,5µl 10% SDS (w/v)
2,52ml 30% Acrylamid/Bis-Lösung 29:1 (w/v)
31,3µl 10% APS (w/v)
3,13µl TEMED

15%-iges Trenngel 712µl dH2O
2,325ml 1M Tris-HCl pH8,8
62,5µl 10% SDS (w/v)
3,13ml 30% Acrylamid/Bis-Lösung 29:1 (w/v)
31,3µl 10% APS (w/v)
3,13µl TEMED

Waschpu�er (PBST) 137mM NaCl
2,7mM KCl
8mM KH2PO4

0,05% Tween 20 (v/v)
pH7,4

Silberfärbung

Entwickler 3% Na2CO3 (w/v)
0,004% Na2S2O3 (w/v)
0,027% Formaldehyd (v/v)

Fixierlösung 30% Methanol (v/v)
10% Essigsäure (v/v)

Sensitivierungslösung 0,012% Na2S2O3 (w/v)

Silberlösung 0,2% AgNO3 (w/v)
0,027% Formaldehyd (v/v)

Waschlösung 50% Ethanol (v/v)
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4.2 Chemikalien, Medien und sonstiges Material

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Chemikalien bei Carl Roth GmbH & Co. KG (Karls-
ruhe), Merck KGaA (Darmstadt) und Fluka/Riedel-de-Haen/Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen)
bestellt.

Acrylamid/Bis-
Lösung

29:1, 30% (w/v) Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Agarose Elektrophoresegrad Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Aprotinin aus Rinderlunge Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

B-27 supplement 50 x Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BCA-Lösungen BCA Protein Assay Reagent

Kit (Reagenzien A und B),
Uptima

Interchim, Montlucon,
Frankreich

BME Basal Medium Eagle 1 x Gibco, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Bromphenolblau Biomol GmbH, Hamburg

Chemilumineszentes
Substrat

SuperSignal West Pico
Substrat, Pierce

Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA

SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrat,
Pierce

Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA

DMEM Dulbecco's Modi�ed Eagle

Medium, 4,5 g/l Glukose
PAA Laboratories GmbH,
Marburg

DNA-Marker Quick Load 100 bp DNA
Ladder

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt

dNTPs je 100mM Bioline GmbH, Luckenwalde

EDAC Ethyldimethylaminopropyl-
carbodiimid

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Einschlussmittel Aqua Poly/Mount Polysciences Inc., Warrington,
USA

DPX Sigma-Aldrich GmbH, Fluka,
Taufkirchen

FGF Fibroblast Growth Factor,
human, rekombinant

tebu-bio, O�enbach

Fluoreszierende
Beads

Fluospheres, carboxylat-
modi�ziert, Crimson,
Durchmesser 1µm

Molecular Probes, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe

GlutaMAX 100 x Gibco, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
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Glutaraldehyd 25% Agar Scienti�c Ltd., Essex,
England

Glykane Lewisa, Dextra Laboratories
LTD.

Mo Bi Tec, Göttingen

Lewisx, Dextra Laboratories
LTD.

Mo Bi Tec, Göttingen

Ham's F-12 ohne Glutamin PAA Laboratories GmbH,
Marburg

HBSS Hank's Balanced Salt Solution,
1 x, ohne Mg und Ca

PAA Laboratories GmbH,
Marburg

Hybridoma SFM serumfreies Medium Gibco, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Hybridomazellinie
79

αCD24-Antikörper 79
produzierend, [Kadmon et al.,
1992]

Prof. Dr. Peter Altevogt,
Heidelberg

Hydrocortison Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Insulin aus Rinderpankreas Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Laminin Laminin-Nidogen Komplex Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, USA

L-Glutamin 200mM PAA Laboratories GmbH,
Marburg

Magnetische Beads Dynabeads M-270 Epoxy,
Dynal

Invitrogen Dynal AS, Oslo,
Norwegen

MagnaBind Protein G Beads,
Pierce

Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA

OPD ImmunoPure, Pierce Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA

Optiprep-
Gradientenlösung

60% (w/v) Iodixanol in Wasser Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Organische
Substanzen

potenziell Lewisx mimikrierend ChemDiv Inc., San Diego, USA

Penicillin/
Streptomycin

100 x PAA Laboratories GmbH,
Marburg

Peptide Lewisx-Peptid
H-SACSRLNYLHC-OH

Schafer-N, Kopenhagen,
Dänemark

scrambled Lewisx-Peptid
H-SACNHLLRSYC-OH

Schafer-N, Kopenhagen,
Dänemark

Peroxidasepu�er Stable Peroxide Substrate

Bu�er 10 x, Pierce
Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA
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Poly-L-Lysin (PLL) Hydrobromid Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Poly-L-Ornithin
(PLO)

0,01%-ige Lösung Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Progesteron synthetisch Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Proteinmarker Precision Plus Protein

Standard All Blue

Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Putrescin Dihydrochlorid Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH,
Marburg

Sepharose CNBr-aktivierte Sepharose 4B,
Amersham Biosciences

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Protein G Sepharose 4 Fast
Flow

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Silikon für
Nadelschale

Sylgard 182 Silicone Elastomer Dow Corning Corporation,
Wiesbaden

TEMED Tetramethylethylendiamin Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

TMB Tetramethylbenzidin Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Transferrin Holo, aus Rinderplasma Calbiochem, Merck KGaA,
Darmstadt

4.3 Antikörper

4.3.1 Primäre Antikörper

Antigen Bezeichnung Spezies Klon- Quelle

alität

Aktin αAktin Kaninchen pc Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen

Caspr N-15, Kat.-Nr. sc-11174 Ziege pc Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, USA

Caspr2 G-17, Kat.-Nr. sc-11179 Ziege pc Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, USA

CD24 79 Ratte mc selbst produziert [Kadmon
et al., 1992]
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CHL1 αCHL1 Kaninchen pc Pineda Antikörper-
Service, Berlin

F3 αhuman Contactin-1,
Kat.-Nr. AF904

Ziege pc R&D Systems GmbH,
Nordenstadt

F3 Kaninchen Kaninchen pc Labor Prof. Schachner,
ZMNH

GAPDH αGAPDH Maus mc Chemicon International
Inc., Schwalbach

HNK-1 412 Ratte mc InVivo BioTech Services
GmbH, Hennigsdorf

L1 555 Ratte mc Gaby Loers, Labor Prof.
Schachner, ZMNH

αL1 poly Kaninchen pc Pineda Antikörper-
Service, Berlin

Lewisx 487, L5 Ratte mc Nainesh Katagihallimath,
Labor Prof. Schachner,
ZMNH

TAG-1 αhuman Contactin-2,
Kat.-Nr. AF1714

Ziege pc R&D Systems GmbH,
Nordenstadt

TG3 Kaninchen pc Domna Karagogeos (siehe
unten)

Der αTAG-1-Antikörper wurde freundlicherweise von Domna Karagogeos (Institute of Molecular

Biology and Biotechnology and University of Crete Medical School, Kreta, Griechenland) zur Verfü-
gung gestellt.

4.3.2 Kontrollantikörper

Als Kontrollen wurden unspezi�sche Antikörper (ChromPure IgG, whole molecule) aus Kaninchen
(Kat.-Nr. 011-000-003), Ratte (Kat.-Nr. 012-000-003) und Ziege (Kat.-Nr. 005-000-003) verwendet.
Die Antikörper wurden bei Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., USA bestellt.

4.3.3 Sekundäre Antikörper

Fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper wurden bei Dianova GmbH, Hamburg, HRP-konjugierte
Sekundärantikörper bei Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., USA bestellt.

Fluoreszenzmarkierte Antikörper

αKaninchen Esel Cy2

αZiege Esel Cy3

HRP-konjugierte Antikörper

αHuman Ziege IgG H+L

αKaninchen Ziege IgG H+L
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αMaus Ziege IgG + IgM H+L

αRatte Ziege IgG + IgM H+L

αZiege Esel IgG H+L

4.4 Enzyme

Collagenase, Typ XI, aus
Clostridium histolyticum

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

DNAse I, Typ IV, aus
Rinderpankreas

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

α1-2-Fucosidase, New England Biolabs GmbH, Frankfurt
aus Xanthomonas manihotis

α1-(3,4)-Fucosidase, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
aus Xanthomonas manihotis

N-Glycosidase F (PNGase F) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Papain, aus Papaya Sigma-Aldrich GmbH, Fluka, Taufkirchen

Proteinase K, PCR-Grad,
rekombinant

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Phospholipase C,
phosphoinositolphosphat-
spezi�sch (PIPLC)

Sigma-Aldrich GmbH, Fluka, Taufkirchen

Taq-Polymerase Peggy Puttho�, Labor Prof. Schachner, ZMNH

Trypsin, für Zellkultur, aus
Rinderpankreas

Sigma-Aldrich GmbH, Fluka, Taufkirchen

Trypsin, TPCK-behandelt,
aus Rinderpankreas

Sigma-Aldrich GmbH, Fluka, Taufkirchen

4.5 Mäuse

TAG-1-de�ziente Mäuse [Fukamauchi et al., 2001] wurden freundlicherweise von Domna Karagogeos
(Institute of Molecular Biology and Biotechnology and University of Crete Medical School, Heraklion,
Kreta, Griechenland), F3-de�ziente Mäuse [Berglund et al., 1999] von Barbara Ranscht (Burnham
Institute for Medical Research, La Jolla, Kalifornien, USA), Caspr-de�ziente Mäuse [Bhat et al.,
2001] von Elior Peles (Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel) und CD24-de�ziente Mäuse
[Wenger et al., 1995] von Geneviève Chazal (Centre National de la Recherche Scienti�que, Marseil-
le, Frankreich) zur Verfügung gestellt. TAG-1-de�ziente Mäuse wurden als homozygote Brutpaare
gehalten, F3-, Caspr- und CD24-de�ziente Mäuse als heterozygote Brutpaare. Für Experimente mit
F3-, Caspr- und CD24-de�zienten Mäusen wurden als Kontrollen stets die Wildtyp-Geschwister aus
den gleichen Würfen verwendet, für alle anderen Experimente dienten Tiere des Stammes C57BL/6J
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als Wildtyp-Mäuse. Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte in der Versuchstierhaltung des Uni-
versitätsklinikums Hamburg-Eppendorf bzw. in der Tierhaltung des ZMNH.

4.6 Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotide (Primer) 5'TAG, 3'TAG und 3'Neo wurden freundlicherweise von Domna Ka-
ragogeos (Institute of Molecular Biology and Biotechnology and University of Crete Medical School,
Kreta, Griechenland) bereitgestellt. Alle anderen Primer wurden bei metabion international AG
(Martinsried) bestellt.

Primer für die Genotypisierung von Axonin-Mäusen

5'TAG 5'-GCT CTA CAG CCC AGG CAG TTC-3'
3'TAG 5'-CCT TGC CAC ATT GTG CTG TG-3'
3'Neo 5'-GAA GAC AAT AGC AGG CAT GC-3'

Primer für die Genotypisierung von Caspr-Mäusen

NN2 5'-TTG GGT GGA GAG GCT ATT CGG CTA TG-3'
NN3 5'-CGC CCG TCG TGG CCA GCC ACG ATA GC-3'
Ex1-5 5'-GAG AGG GAA GGG TGG ATA AGG AC-3'
Ex1-3 5'-ATT GCG GAG CGC TGG GGA GAG G-3'

Primer für die Genotypisierung von CD24-Mäusen

CD24ko1 5'-CCT AGG TCC GGT TGG ATG-3'
CD24ko2 5'-AAA GAC TTT GCC CCT CCT-3'
CD24_21F 5'-GCT TAG CAG ATC TCC ACT TAC CGA-3'
CD24_427R 5'-TTG GAC GGT GGA GGA TGG-3'

Primer für die Genotypisierung von Contactin-Mäusen

ConFOR 5'-AGT GTC TGA GGA GGA CAA AGG ATT TGG-3'
ConREV 5'-GTG GGT GGA GAG CAT TAC TTG TAA ACT GG-3'
ConNeo 5'-GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG TTC-3'
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4.7 Geräte und Ausstattung

Agarosegel-Elektrophorese

Elektrophoresekam-
mer

Wide Mini-Sub Cell GT Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

UV-Dokumentation E.A.S.Y. RH Imager Herolab GmbH, Wiesloch

Chromatographie

DNAPac-Säule PA100 Dionex Corporation, Sunnyvale,
USA

Glassäulen 5 bzw. 10ml Econo Column Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

MonoQ-Säule HR 16/10 GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Pumpe Econo Pump Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Schreiber Econo Recorder 1327 Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

UV-Detektor Econo UV Monitor Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

ELISA und BCA-Test

BCA-Platten Mikrotiterplatten PS, nicht
steril, unbehandelt

VWR International GmbH,
Hannover

ELISA-Platten 96well MicroWell Polysorb Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden

384well Polystyrene High
Binding Microplate

Corning B.V. Life Sciences,
Schiphol-Rijk, Niederlande

ELISA-Reader µQuant Microplate

Spectrophotometer

BioTek Instruments Inc.,
Vermont, USA

Filtration, Dialyse und Konzentration von Lösungen

Dialyseschlauch Servapor 8 - 10 kD, 66mm
Durchmesser

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Steril�ltereinheiten Rotrand 0,2µm
Celluloseacetat, Whatman
Schleicher & Schuell

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Steritop 0,22µm Express Plus Millipore GmbH, Eschborn

Zentrifugaleinheiten Vivaspin 6 bzw. 20, 10 bzw.
30 kD MWCO, Vivascience

VWR International GmbH,
Hannover

Microcon YM-30, 30 kD
MWCO, Amicon Plastics

Millipore GmbH, Eschborn
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High Throughput Screening

Dispenser Easypense Tecan AG, Crailsheim

Mikrotiterplatten-
Reader

Sa�re II Tecan AG, Crailsheim

Mikrotiterplatten-
Wascher

Power Washer 384 Tecan AG, Crailsheim

Pipettierroboter Sciclone ALH-3000 Caliper Life Sciences,
Hopkinton, USA

Software Clustering SARNavigator Software Tripos, München

Mikroskope

Konfokales
Mikroskop

Leica DM IRBE Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Kontron Axiovert 135 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Kontron-Kamera AxioCam MRc 5 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Software konfokales
Mikroskop

Leica Confocal Software V 2.61 Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar

Software
Neuritenwachstum

Axio Vision AxioVs40 V4.6.1.0 Carl Zeiss AG, Oberkochen

SDS-PAGE und Westernblot

Cellophan GelAir Cellophane Support Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Elektrophorese- und
Blottingapparatur

Mini Trans Blot Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Gelblottingpapier MN 218 B Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Düren

Geleluter Mini Whole Gel Eluter Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Geltrockenrahmen GelAir Drying Frame Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Geltrockner GelAir Dryer Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Membran Protran Nitrocellulose
Transfermembran Whatman

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg

Röntgen�lme Kodak BioMax Light Film Sigma-Aldrich GmbH, Fluka,
Taufkirchen

Schwämme Fiber Pads 8 x 11 cm Bio-Rad Laboratories GmbH,
München
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Sonstiges

Glas�lter Borosilicat 3.3, 50ml, Por. 4 Robu Glas�lter-Geräte GmbH,
Hattert

Homogenisatoren 100µl- bzw. 10ml-Potter Wheaton Science Products,
New Jersey, USA

Para�lm M Labor�lm Alcan Packaging, Neenah, USA

PCR-Maschine Thermocycler PTC-200 MJ
Research

Bio-Rad Laboratories GmbH,
München

Reaktionsgefäÿe 0,5/1 bzw. 2ml Safe-Lock
Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Cellstar 15 bzw. 50ml PP
Teströhrchen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Vakuum-
Gefriertrockner

Thermo Savant Micro Modulyo Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA

Verhaltensexperimente

Fear conditioning Kammer, Schockboden und
Power Supply

Werkstatt des ZMNH

Rotarod Accelerating Rotarod for mice Jones & Roberts, TSE systems,
Bad Homburg

Software zum
Tracking von
Mäusen

EthoVision Noldus Information Technology
GmbH, Wageningen,
Niederlande

Aufnahme von
Mausbewegungen

Mouse-E-Motion Infra-e-motion,
Henstedt-Ulzburg

Zellkultur

Deckgläser Glas, rund, 15mm
Durchmesser

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Inkubatoren Hera Cell 150 CO2 Inkubator Thermo Fisher Scienti�c Inc.,
Waltham, USA

IR Auto�ow CO2 Water-

Jacketed Inkubator
NuAire Inc., Plymouth, USA

Kultur�aschen Cellstar Standard Zellkultur
Flasche 75 bzw. 175mm2

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Kulturplatten Cellstar 6 bzw. 12well
Zellkultur Multiwell Platte

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Petrischalen Cellstar Zellkultur Schale
94 x 16mm

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Zellkulturschale 40 x 10mm TPP Techno Plastic Products
AG, Trasachingen
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Präparationsbesteck div. Pinzetten und Scheren Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

Zählkammer Neubauer Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Zentrifugen

Falcon-Zentrifuge 5804 R Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg

Ultrazentrifuge XL-80 Beckman Coulter Inc., Krefeld

Ultrazentrifugen-
Rotor

SW 32Ti Beckman Coulter Inc., Krefeld

Ultrazentrifugen-
Einsätze

Polyallomer
Zentrifugenröhrchen 16 x 102
bzw. 25 x 89mm

Beckman Coulter Inc., Krefeld
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5.1 Biochemische Methoden

5.1.1 SDS-PAGE

Mit Hilfe der SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) können Proteine
im elektrischen Feld nach ihrer Gröÿe aufgetrennt werden. Proteine haben viele Eigenschaften, wie
z. B. Primärsequenz, Ladung, Aggregation und Gröÿe, aber um sie ausschlieÿlich nach ihrer Gröÿe
auftrennen zu können, werden sie zunächst durch Aufkochen mit SDS-Probenpu�er denaturiert. Die
Hitze zerstört dabei Aggregationen, reduzierende Agenzien wie DTT brechen Disul�dbrücken auf
und zerstören so die Form der Proteine, während sich SDS unabhängig von der Aminosäuresequenz in
Proteine einlagert. Diese Einlagerung hängt ausschlieÿlich von der Länge der Proteine ab. Aufgrund
der in Lösung negativen Ladung von SDS und der hohen Menge an eingelagertem SDS pro Protein
überlagert SDS die Eigenladung der Proteine. Proteine sind dadurch stärker geladen, je gröÿer sie
sind. So lassen sie sich im Polyacrylamidgel durch Spannung der Gröÿe nach auftrennen.
Auÿerdem besteht ein Polyacrylamidgel aus einem Sammel- und einem Trenngel. Das Sammelgel

dient der Fokussierung der Proben auf eine Front. Es besteht aus einem 4 bis 5%-igen Polyacrylamid-
gel und hat einen pH-Wert von 6,8. Im sich anschlieÿenden Trenngel (10 bis 15% Polyacrylamid,
pH 8,8) laufen die Proteine je nach Gröÿe, d. h. Stärke der Ladung, schneller oder langsamer durch
das Gel und werden so aufgetrennt.
Die zu analysierenden Proteinproben werden zunächst mit SDS-Probenpu�er versetzt, für 5min

bei 100◦C gekocht und neben einem Proteinmarker (Precision Plus Protein Standard All Blue,
Bio-Rad Laboratories GmbH) auf das Gel aufgetragen, das in die Elektrophorese-Kammer (Mini
Trans Blot Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH) eingebaut wurde. Die Elektrophorese erfolgt in SDS-
Laufpu�er (25mM Tris-HCl, 192mM Glycin, 0,1% SDS, pH8,3) bei zunächst 80V für die Fokus-
sierung der Proteine im Sammelgel und anschlieÿend 130V für die Auftrennung im Trenngel.
Nach der Elektrophorese können die aufgetrennten Proteine direkt mittels Silberfärbung (siehe

5.1.1.1) im Gel angefärbt oder elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran übertragen werden
(Westernblot, siehe 5.1.1.2). Nach dem Westernblot erfolgt der Nachweis der Proteine durch pro-
teinspezi�sche Antikörper. Diese Antikörper können bei Bedarf wieder von der Membran entfernt
werden (Stripping, siehe 5.1.1.3), so dass sie für neue Detektionen verwendet werden kann.

5.1.1.1 Silberfärbung

Bei der Silberfärbung bildet das Ag+-Ion Komplexe mit den Glutamin-, Asparagin- und Cystein-
Resten von Proteinen. Alkalisches Formaldehyd reduziert das Ag+ der Komplexe zu Ag.
Für die Silberfärbung werden die Proteine nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE (siehe 5.1.1)

zunächst durch Einlegen des Gels für mindestens 45min in Fixierlösung (30% Methanol, 10% Essig-
säure) �xiert. Anschlieÿend wird das Gel für 20min in 50% Ethanol gewaschen. Zur Sensitivierung
folgt eine Inkubation für 1min in 0,012% Natriumthiosulfat. Nach dreimaligem Waschen für jeweils
3min mit dH2O wird das Gel in Silberlösung (0,2% Silbernitrat, 0,027% Formaldehyd) gefärbt und
wiederum zweimal für jeweils 20 s mit dH2O gewaschen. Das Gel wird solange in Entwickler (3%
Natriumcarbonat, 0,004% Natriumthiosulfat, 0,018% Formaldehyd) geschwenkt, bis die gewünschte
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Färbung erreicht ist. Zum Abstoppen der Färbereaktion wird das Gel wieder für mindestens 1 Stunde
in Fixierlösung gelegt. Zur langristigen Aufbewahrung kann das Gel danach mit dH2O gewaschen
und anschlieÿend mit Hilfe eines Geltrockenrahmens (GelAir Drying Frame, Bio-Rad Laboratories
GmbH) zwischen zwei Cellophanfolien (GelAir Cellophane Support, Bio-Rad Laboratories GmbH)
gelegt und in einem Geltrockner (GelAir Dryer, Bio-Rad Laboratories GmbH) getrocknet werden.

5.1.1.2 Westernblot und immunologischer Nachweis von Proteinen

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen werden diese nach SDS-PAGE (siehe 5.1.1) elek-
trophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran übertragen (Westernblot). Dazu werden Mini Trans

Blot Cell Apparaturen (Bio-Rad Laboratories GmbH) verwendet. Das Transfersandwich aus einem
Schwamm, zwei Gelblottingpapieren (MN 218 B, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG), dem Gel,
einer Nitrocellulosemembran (Protran Nitrocellulose Transfermembran Whatman, GE Healthcare
Europe GmbH) sowie wiederum zwei Blottingpapieren und einem Schwamm wird in Transferpu�er
(25mM Tris-HCl, 192mM Glycin, 20% Methanol, pH 8,3) zusammengebaut, in die mit Transferpuf-
fer gefüllte Blotapparatur eingesetzt und mit Eiskühlung versehen. Der Transfer erfolgt bei 80V für
2,5 Stunden im 4◦C-Raum.
Anschlieÿend wird die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierungslösung (3%

Magermilchpulver in 0,05% PBST) geschwenkt, um unspezi�sche Bindungsstellen abzusättigen. Es
folgt bei 4◦C über Nacht die Inkubation mit dem Primärantikörper, der in Blockierungslösung ver-
dünnt wird. Die Tabelle 5.1 fasst die verwendeten Primärantikörper sowie die dafür optimalen Ver-
dünnungen bzw. Konzentrationen zusammen. Um ungebundene Antikörper zu entfernen, wird die
Membran dann fünfmal für jeweils 5min in 0,05% PBST gewaschen. Zur Detektion der gebundenen
Primärantikörper werden HRP-gekoppelte Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:10000 in
Blockierungslösung verwendet, mit denen die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert wird. Nach weiteren fünf Waschschritten für jeweils 5min in 0,05% PBST wird die Membran
nach Herstellerangaben mit chemilumineszentem Substrat (SuperSignal West Pico Substrat bzw.
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrat, Pierce) versetzt und zwischen zwei Klarsicht-
folien in eine Filmkassette gelegt. Durch Au�egen von Röntgen�lmen (Kodak BioMax Light Film,
Sigma-Aldrich GmbH) und deren Entwicklung erfolgt die Auswertung.

5.1.1.3 Stripping

Um eine Nitrocellulosemembran, auf der Proteine nach SDS-PAGE (siehe 5.1.1) und Westernblot
(siehe 5.1.1.2) immunologisch nachgewiesen worden sind, erneut für eine Detektion mit anderen Pri-
märantikörpern zu verwenden, können Antikörper von der Membran auch wieder entfernt werden
(Stripping). Dazu wird die Membran zunächst zweimal für jeweils 5min in 0,05% PBST gewaschen
und anschlieÿend zweimal für 10min in Stripping-Lösung (25mM Glycin, 1% SDS, pH2,2) inku-
biert. Zur Neutralisierung folgen zwei weitere Waschschritte für jeweils 5min in 0,05% PBST. Nach
Blockierung in 3% Magermilchpulver in 0,05% PBST für 30min bei Raumtemperatur kann eine
erneute Inkubation mit einem Primärantikörper und dessen Detektion wie unter 5.1.1.2 beschrieben
erfolgen.

5.1.2 Abschätzung von Proteinkonzentrationen

Der BCA-Test wird verwendet, um Proteinkonzentrationen abzuschätzen. Er beruht auf der Reduk-
tion von Kupferionen durch bestimmte Aminosäuren und der darau�olgenden Bildung eines violetten
Farbkomplexes aus Cu+-Ionen mit Bicinchonininsäure (BCA).
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Antigen Bezeichnung Spezies Verdünnung bzw.

Konzentration

Aktin αAktin Kaninchen 1:2000

CD24 79 Ratte 0,25µg/ml

CHL1 αCHL1 Kaninchen 1:10000

F3 αhuman Contactin-1 Ziege 1:1000

HNK-1 412 Ratte 1:5000

L1 555 Ratte 10µg/ml

αL1 poly Kaninchen 1:5000

Lewisx 487, L5 Ratte 1:6000

TAG-1 αhuman Contactin-2 Ziege 1:1000

TG3 Kaninchen 1:5000

Tabelle 5.1: Verwendete Primärantikörper für Westernblots

Unter Verwendung des BCA Protein Assay Reagent Kit (Uptima, Interchim) wird die BCA-
Lösung hergestellt, indem die Lösungen A und B im Verhältnis 50:1 gemischt werden. In 96well-
Mikrotiterplatten (PS, nicht steril, unbehandelt, VWR International GmbH) werden jeweils 10µl
der zu bestimmenden Probe (bzw. Verdünnungen davon) mit 200µl BCA-Lösung gemischt und für
30min bei 37◦C inkubiert. Neben den Proben wird auch eine Standardreihe aus BSA verwendet,
um Vergleichswerte für 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 und 1000µg/ml BSA zu
erhalten. Nach der Inkubation wird die Extinktion bei 560 nm im ELISA-Reader gemessen. Durch
lineare Regression der Standardreihe wird eine Funktion zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen
der Proben erstellt.
Zu beachten ist hier, dass sich CD24-Konzentrationen nicht mit dieser Methode bestimmen las-

sen, da im kurzen CD24-Peptid keine Aminosäuren vorhanden sind, die mit Kupferionen reagieren.
Trotzdem wurden Proteinkonzentrationen von CD24-Proben bestimmt und diese als Grundlage zur
Schätzung der vorliegenden CD24-Menge verwendet, da der Anteil von CD24 am Gesamtprotein
immer in etwa konstant ist. Auf diese Weise wird gewährleistet, dass stets gleiche Mengen CD24
eingesetzt werden.

5.1.3 Aufreinigung des monoklonalen Antikörpers 79

Zur Produktion und Aufreinigung des monoklonalen αCD24-Antikörpers 79 werden Hybridomazellen
[Kadmon et al., 1992], die den Antikörper ins Zellkulturmedium abgeben, wie in Abschnitt 5.2.3
beschrieben kultiviert. Der Kulturüberstand wird gesammelt. Anschlieÿend kann der Antikörper
mittels einer Protein G Sepharose-Säule chromatographisch daraus isoliert werden.
Dazu wird eine 5ml-Glassäule (Econo Column, Bio-Rad Laboratories GmbH) mit 2,5ml Protein

G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Europe GmbH) gepackt, an ein Pumpensystem (Econo
Pump, Bio-Rad Laboratories GmbH) angeschlossen und die Matrix zunächst bei einem Fluss von
0,35ml/min mit ca. 20ml PBS gewaschen. Etwa 2Liter des gesammelten, antikörperenthaltenden
Hybridomazellkulturüberstands (siehe 5.2.3) werden aufgetaut und mit einem Steritop-Steril�lter
�ltriert, um enthaltene Zellbestandteile zu entfernen. Zur Vermeidung von Kontaminationen während
des Säulenlaufs werden auÿerdem 0,01% Natriumazid zugesetzt. Dann wird die Protein G-Säule mit
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der Antikörperlösung beladen, indem diese mit einem Fluss von 0,33ml/min kontinuierlich für 2 bis
3 Tage über die Säule gegeben wird.
Vor der Elution wird die Säule gründlich bei einem Fluss von 0,4ml/min mit 20 bis 30ml PBS

gewaschen, um unspezi�sch gebundene Proteine zu entfernen. Kurz vor Ende des Waschschrittes
werden der UV-Detektor (Econo UV Monitor, Bio-Rad Laboratories GmbH) und der Schreiber
(Econo Recorder 1327, Bio-Rad Laboratories GmbH) an die Säulenpumpe angeschlossen (0,5AUFS,
500mV, 6 cm/h). Das Waschen erfolgt so lange, bis sich die Absorption nicht mehr verringert, d. h.
die horizontale Basislinie des Chromatogramms zu sehen ist. Die Elution erfolgt bei einem Fluss
von 0,3ml/min mit 0,1M Glycin pH2,7. Entsprechend des Elutionspeaks im Chromatogramm wird
das Eluat gesammelt und anschlieÿend mit einem Zehntel des Eluatvolumens 1M Tris-HCl pH8,8
neutralisiert. Die Säule wird danach mit etwa 15ml PBS gewaschen, bevor sie erneut mit dem
Durch�uss des Säulenlaufs mit Antikörperlösung beladen wird. Um die Aufreinigungse�zienz zu
erhöhen, wird der Hybridomazellkulturüberstand auf diese Weise mehrmals aufgereinigt, bis darin
kein Antikörper mehr nachweisbar ist.
Schlieÿlich werden die Antikörper-Eluate mit Hilfe eines Vivaspin-Konzentrators (30 kD Aus-

schlussgröÿe, 20ml Volumen, Vivascience) bei 3000 x g und 4◦C auf PBS umgepu�ert und auf ca.
1ml pro Eluat eingeengt.

5.1.4 Aufreinigung von CD24 aus Maushirn

Zur Aufreinigung von murinem neuralen CD24 werden zunächst Maushirne homogenisiert, um ei-
ne grobe Membranfraktion herzustellen und Membranproteine daraus mittels Detergenz zu solu-
bilisieren. Aus diesen Solubilisierungen wird CD24 chromatographisch mit Hilfe des monoklonalen
Antikörpers 79 isoliert, die Eluate werden anschlieÿend umgepu�ert und konzentriert.
Pro Aufreinigung werden 60 bis 80 gefrorene Hirne von 5 bis 8 Tage alten (P5 - P8) Wildtyp-

Mäusen benötigt. Diese werden mit einem 10ml-Glashomogenisator (Wheaton Science Products) in
1mM EDTA in PBS homogenisiert und ergeben etwa 80ml Homogenat. Um zunächst Zellkern- und
unhomogenisierte Bestandteile zu entfernen, wird das Homogenat in 50ml-Röhrchen für 30min bei
3000 x g und 4◦C (langsame Bremsgeschwindigkeit) abzentrifugiert. Aus dem Überstand wird durch
Zentrifugation für 1 Stunde bei 100000 x g und 4◦C in der Ultrazentrifuge (XL-80, Rotor SW 32Ti,
schwarze Einsätze, Polyallomer Zentrifugenröhrchen 25x89mm, Beckman Coulter Inc.) eine grobe
Membranfraktion erstellt. Das so erhaltene Pellet dient als Ausgangsmaterial für die Solubilisierung
der Membranproteine und wird dazu mit Hilfe des Glashomogenisators in 16ml Solubilisierungspu�er
(1 x HBS, 1% Triton-X 100, 0,1mM PMSF, pH7,4) resuspendiert.
Um eine vollständige Solubilisierung von CD24 zu erhalten, werden mehrere Solubilisierungs-

schritte bei verschiedenen Temperaturen durchgeführt, wobei man sich hier die Hitzestabilität von
CD24 zunutze machen kann. Im ersten Schritt wird die resuspendierte Membranfraktion für etwa
2,5 Stunden bei 37◦C auf einem Rotor inkubiert und anschlieÿend für 1 Stunde bei 100000 x g und
4◦C in der Ultrazentrifuge (XL-80, Rotor SW 32Ti, rote Einsätze, Polyallomer Zentrifugenröhrchen
16x102mm, Beckman Coulter Inc.) pelletiert. Der so erhaltene Überstand ist die erste Solubilisie-
rung und wird bei -20◦C gelagert, bis die restlichen Überstände ebenfalls gesammelt wurden. Da
das 100000 x g-Pellet nach der ersten Solubilisierung stets noch gröÿere Mengen CD24 enthält, wird
es wiederum in 10ml Solubilisierungspu�er resuspendiert und es folgen die zweite Solubilisierung
bei 37◦C über Nacht, sowie die dritte für 30min bei 95◦C. Dazwischen wird das Material wie oben
beschrieben ultrazentrifugiert, der Überstand gesammelt und das Pellet weiterverwendet.
Eine Überprüfung aller so erhaltenen Fraktionen auf den CD24-Gehalt mittels SDS-PAGE (siehe

5.1.1) und Westernblot (siehe 5.1.1.2) gibt Aufschluss darüber, ob weitere Solubilisierungen von
CD24 möglich bzw. nötig sind.
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Für die Immuna�nitätschromatographie wird der αCD24-Antikörper 79 (Aufreinigung siehe 5.1.3)
an CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt (siehe 5.1.5.1) und für die Chromatographie wie unter
5.1.5.2 beschrieben verwendet. Der Durch�uss des Säulenlaufs mit CD24-Solubilisierungen wird auf
diese Weise mehrmals aufgereinigt, bis darin kein CD24 mehr nachweisbar ist. Die CD24-Eluate
werden schlieÿlich mit Hilfe eines Vivaspin-Konzentrators (5 kD Ausschlussgröÿe, 20ml Volumen,
Vivascience) bei 5000 x g und 4◦C auf TBS umgepu�ert und auf ca. 1ml pro Eluat eingeengt.
Bei dieser Art der Aufreinigung von CD24 ist zu beachten, dass die erhaltenen Eluate stets etwas

αCD24-Antikörper enthalten, der während der Säulenelution mit ins Eluat gelangt. Soll die Auf-
reinigung für spezielle Anwendungen antikörperfrei sein, kann ein tryptischer Verdau (siehe 5.1.8)
angeschlossen werden, bei dem zwar der Antikörper verdaut wird, das CD24-Protein jedoch unbe-
einträchtigt bleibt, da sich keine Schnittstellen für Trypsin in diesem Molekül be�nden.

5.1.5 Immuna�nitätschromatographie

5.1.5.1 Kopplung der Antikörper an Sepharosematrix

Zur chromatographischen Aufreinigung von CD24 aus solubilierten Membranproteinen (siehe 5.1.4)
werden 10mg αCD24-Antikörper (79) (Aufreinigung siehe 5.1.3) an 2 g CNBr-aktivierte Sepharose
4B (Amersham Biosciences, GE Healthcare Europe GmbH) gekoppelt. Bei den Versuchen, CD24-
Glykoformen chromatographisch voneinander zu trennen, werden 3mg αHNK-1 oder 3mg αLewisx

an jeweils 1 g CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt.
Pro Gramm Sepharose werden 40ml 1mM HCl verwendet, um die Matrix darin für einige Mi-

nuten quellen zu lassen. Mit Hilfe eines Glas�lters (Borosilicat 3.3, 50ml, Por. 4, Robu Glas�lter-
Geräte GmbH) und einer Vakuum-Wasserstrahlpumpe wird die gequollene Sepharose anschlieÿend
mit etwa 400ml 1mM HCl gewaschen, dann in 15ml-Röhrchen umgefüllt und bei 300 x g und 4◦C für
10min zentrifugiert. Das Gelvolumen beträgt dann ca. 3,5ml pro Gramm Sepharose. Vor der Kopp-
lung wird die Sepharose noch einmal mit 5ml Kopplungspu�er (100mM NaHCO3, 500mM NaCl,
pH 8,3) gewaschen, d. h. sie wird darin solange geschwenkt, bis sie sich vollständig verteilt hat und
anschlieÿend bei 300 x g und 4◦C für 10min zentrifugiert, so dass der Pu�er vorsichtig abpipettiert
werden kann.
Zur Kopplung werden die Antikörper in 5ml Kopplungspu�er pro Gramm Sepharose aufgenom-

men, mit der gewaschenen Sepharose gemischt und damit über Nacht bei 4◦C auf einem Rotor
inkubiert. Anschlieÿend wird die Sepharose wie oben beschrieben abzentrifugiert und der Überstand
abgenommen. Die Matrix wird zweimal wie beschrieben mit je 10ml Kopplungspu�er gewaschen,
um ungebundene Antiköper zu entfernen. Zur Blockierung noch freier Bindungsstellen der Sepha-
rose folgt eine Inkubation mit 10ml Blockierungspu�er (100mM Tris-HCl, pH 8,0) für 2,5 Stunden
bei 4◦C. Schlieÿlich wird die Matrix regeneriert, indem sie abwechselnd je viermal mit je 10ml
Acetat- (100mM Natriumacetat, 500mM NaCl, pH4,0) und Triswaschpu�er (100mM Tris-HCl,
500mM NaCl, pH 8,0) gewaschen wird. Danach folgt ein Waschschritt mit 10ml PBS, bevor die
mit Antikörper gekoppelte Sepharosematrix in 0,01% NaN3 in PBS bei 4◦C aufbewahrt oder zur
Chromatographie (siehe 5.1.5.2) verwendet werden kann.

5.1.5.2 Chromatographie

Für die Immuna�nitätschromatographie wird eine 10ml Glassäule (Econo Column, Bio-Rad Labo-
ratories GmbH) verwendet, die mit Antikörper-gekoppelter Sepharosematrix (siehe 5.1.5.1) gepackt
und an ein Pumpensystem (Econo Pump, Bio-Rad Laboratories GmbH) angeschlossen wird. Dann
wird die Matrix zunächst bei einem Fluss von 0,35ml/min mit etwa 20ml PBS gewaschen.
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Zeit Pu�erzusammensetzung

0 bis 10min 100% Pu�er A

10 bis 50min linearer Gradient von 100% Pu�er A zu 100% Pu�er B

50 bis 75min 100% Pu�er B

75 bis 80min linearer Gradient von 100% Pu�er B zu 100% Pu�er A

Tabelle 5.2: Gradientenverlauf für die Anionenaustauschchromatographie

Anschlieÿend wird die Säule mit der entsprechenden Proteinlösung beladen. Zur chromatographi-
schen Aufreinigung von CD24 aus Maushirn mittels αCD24-Antikörper werden die CD24-enthalten-
den Solubilisierungen von Membranproteinen (siehe 5.1.4) verwendet. Für die Versuche, CD24-Gly-
koformen chromatographisch voneinander zu trennen, wird bereits chromatographisch aufgereinigtes
Gesamt-CD24 eingesetzt. Bei einem Fluss von 0,2ml/min wird die Proteinlösung kontinuierlich für
2 bis 3 Tage über die Säule gegeben.
Vor der Elution wird die Säule gründlich gewaschen um unspezi�sch gebundene Proteine zu ent-

fernen. Bei einer Flussrate von 0,35ml/min wird zuerst mit 15ml Waschpu�er A (10mM HEPES,
150mM NaCl, 2% TritonX-100, pH 7,4), dann mit 15ml Waschpu�er B (10mM HEPES, 500mM
NaCl, 0,1% TritonX-100, pH7,4) und schlieÿlich mit 20 bis 30ml HBS gewaschen. Während des
HBS-Waschschrittes werden der UV-Detektor (Econo UV Monitor, Bio-Rad Laboratories GmbH)
und der Schreiber (Econo Recorder 1327, Bio-Rad Laboratories GmbH) an die Säulenpumpe ange-
schlossen (0,5AUFS, 500mV, 6 cm/h). Das Waschen erfolgt so lange, bis sich die Absorption nicht
mehr verringert, d. h. die horizontale Basislinie des Chromatogramms zu sehen ist. Die Elution erfolgt
bei einer Flussrate von 0,3ml/min mit Elutionspu�er C (10mM Ethanolamin, 150mM NaCl, 0,2%
CHAPS, pH11,5). Entsprechend des Elutionspeaks im Chromatogramm wird das Eluat gesammelt
und anschlieÿend mit einem Drittel des Eluatvolumens 1M Tris-HCl pH6,8 neutralisiert. Die Säule
wird danach mit etwa 15ml HBS bei 0,35ml/min gewaschen, bevor sie erneut mit dem Durch�uss
des Säulenlaufs beladen wird. Um die Aufreinigungse�zienz zu erhöhen, wird der Durch�uss des
Säulenlaufs mit CD24-Solubilisierung auf diese Weise mehrmals aufgereinigt, bis darin kein CD24
mehr nachweisbar ist.

5.1.6 Anionenaustauschchromatographie

Eine theoretisch mögliche Methode, um CD24-Glykoformen voneinander zu trennen, ist die An-
ionenaustauschchromatographie. Dabei werden Proteine mit negativen Ladungen unterschiedlich
stark gebunden. Durch Elution mittels eines Salzgradienten werden Proteine mit geringerer Ladung
zuerst eluiert. Da die verschiedenen CD24-Glykoformen aufgrund unterschiedlicher Glykane mögli-
cherweise unterschiedlich starke negative Ladungen tragen, ist es theoretisch möglich, sie auf diese
Weise voneinander zu trennen. Hier werden zwei verschiedene Säulen getestet: die MonoQ-Säule
(HR 16/10, GE Healthcare Europe GmbH) und die DNAPac-Säule (PA100, Dionex Corporation).
Auf jede Säule werden 100µl aufgereinigtes (siehe 5.1.4) und anschlieÿend tryptisch verdautes (sie-

he 5.1.8) CD24 injiziert. Um die beiden Säulen in ihrem Trennungsvermögen zu vergleichen, werden
bei einer Flussrate von 1ml/min die gleichen Pu�er (Pu�er A: dH2O, Pu�er B: 2M Ammoniuma-
cetat) und der in Tabelle 5.2 dargestellte Gradient verwendet, der durch die Mischung von Pu�er A
und Pu�er B erzeugt wird.
Dabei werden 1,5ml-Fraktionen gesammelt. Da CD24 aufgrund seines kurzen Peptidrückgrats,

das keine aromatischen Aminosäuren aufweist, nicht mit Hilfe eines UV-Detektors nachweisbar ist,
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werden alle Fraktionen im ELISA (siehe 5.1.13) getestet, um ein ungefähres Chromatogramm zu
erhalten.
Leider erwies sich keine der beiden Säulen für die Trennung der CD24-Glykoformen geeignet.

5.1.7 Gelelution

Neben der Anionenaustauschchromatographie ist die Gelelution eine weitere, theoretisch mögliche
Methode zur Trennung von CD24-Glykoformen. Bei der Gelelution werden Proteine präparativ elek-
troeluiert, die zunächst über eine SDS-PAGE (siehe 5.1.1) elektrophoretisch aufgetrennt wurden.
Hier wird der Mini Whole Gel Eluter (Bio-Rad Laboratories GmbH) verwendet, mit dem 14 hori-

zontale Fraktionen gesammelt werden können. Zunächst wird aufgereinigtes CD24 (siehe 5.1.4) unbe-
handelt oder nach N-Deglykosylierung (siehe 5.1.9) auf ein 1,5mm dickes SDS-Gel (5% Sammelgel,
15% Trenngel) mit einer groÿen Tasche aufgetragen und wie unter 5.1.1 beschrieben elektrophoretisch
aufgetrennt. Anschlieÿend wird das Gel für 15min bei Raumtemperatur in Gelelutionspu�er (25mM
Tris-HCl, 192mM Glycin, pH 8,3) äquilibriert, bevor es nach Herstellerangaben in den Geleluter ein-
gebaut wird. Die Gelelution wird für 30min bei konstanten 100mA durchführt. Um die eluierten
Proteine dann von der Zellulosemembran zurück in den Pu�er der Fraktionskammern zu transfe-
rieren, wird die Polarität der Stromquelle für 15 Sekunden geändert. Mittels langer Pipettenspitzen
erfolgt schlieÿlich eine manuelle Entnahme der Elutionsfraktionen.
Die Fraktionen werden einzeln mittels SDS-PAGE (siehe 5.1.1) und Westernblot (siehe 5.1.1.2)

auf ihren CD24-Gehalt überprüft. Auÿerdem wird die E�zienz der Gelelution überprüft, indem nach
der Elution im SDS-Gel verbliebene Proteine durch Silberfärbung angefärbt werden.
Leider erwies sich die Gelelution nicht als geeignete Methode zur Trennung der CD24-Glykoformen.

5.1.8 Tryptischer Verdau

In CD24-Aufreinigungen sind stets auch geringe Mengen αCD24-Antikörper sowie einige andere
Proteine enthalten. Für einige Anwendungen ist es allerdings notwendig, diese zu entfernen. Eine
e�ziente Methode ist hierbei der Verdau mit Trypsin, da diese Protease Peptidbindungen an Argi-
nin und Lysin schneidet. Diese beiden Aminosäuren sind allerdings im kurzen CD24-Peptid nicht
vorhanden. Auf diese Weise können alle anderen Proteine, unter anderem auch Antikörper, vom
unverdauten CD24 entfernt werden.
Zunächst wird aufgereinigtes CD24 (siehe 5.1.4, etwa 1mg Gesamtproteinmenge) mit �üssigem

Sticksto� eingefroren und im Vakuum-Gefriertrockner (Thermo Savant Micro Modulyo, Thermo
Fisher Scienti�c Inc.) lyophylisiert. Nach etwa 12 Stunden ist sämtlicher Pu�er verdampft. Vor dem
tryptischen Verdau müssen die Proteine zunächst reduziert und alkyliert werden. Dazu wird die
lyophylisierte CD24-Probe in 5ml 4M Harnsto� in PBS aufgenommen, mit 10mM DTT versetzt
und für zwei Stunden bei 37◦C auf einem Rotor inkubiert. Danach erfolgt die Zugabe von 55mM
Jodacetamid und eine weitere Inkubation für zwei Stunden bei 37◦C auf einem Rotor.
Zum Pu�erwechsel folgt eine Dialyse gegen 25mM Ammoniumhydrogencarbonat. Die reduzierte

und alkylierte CD24-Probe wird dazu in einen Dialyseschlauch (Servapor 8 - 10 kD, 66mm Durch-
messer, Serva Electrophoresis GmbH) gefüllt und dieser für insgesamt 24 Stunden in jeweils 2 l des
Ammoniumhydrogencarbonatpu�ers gegeben. Dabei wird sechsmal der Pu�er gewechselt, so dass
insgesamt 14 l Dialysepu�er verwendet werden. Die dialysierte CD24-Lösung kann anschlieÿend aus
dem Schlauch entnommen werden und ist bereit für den tryptischen Verdau.
TPCK-behandeltes Trypsin (Sigma-Aldrich GmbH) wird im Enzym/Substrat-Verhältnis 1:40 zu-

gegeben. Bei 1mg Gesamtprotein entspricht das 25µg Trypsin. Der Verdau wird für 24 Stunden
bei 37◦C auf einem Rotor durchgeführt und anschlieÿend durch Zugabe von PMSF gestoppt. Um
nach dem Verdau sämtliche kleinen Peptidfragmente zu entfernen und reines CD24 zu erhalten, folgt
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eine weitere Dialyse gegen 25mM Ammoniumhydrogencarbonat wie oben beschrieben. Schlieÿlich
kann die reine CD24-Lösung mit Hilfe eines Vivaspin-Konzentrators (10 kD Ausschlussgröÿe, 6ml
Volumen, Vivascience) bei 3000 x g und 4◦C auf das gewünschte Volumen eingeengt werden.

5.1.9 N-Deglykosylierung

Zur Entfernung N-verknüpfter Glykane von CD24 wird ein N-deglykosidischer Verdau mit PNGase
F durchgeführt. Dazu werden etwa 20µg aufgereinigtes CD24 (siehe 5.1.4) mit 1% SDS versetzt
und zur Vordenaturierung für 5min bei 95◦C inkubiert. Für den Verdau werden anschlieÿend 0,57%
CHAPS, 11,4mM Natriumphosphatpu�er sowie 4 u PNGaseF (Roche Diagnostics GmbH) zugesetzt
und alles über Nacht bei 37◦C inkubiert. Die N-deglykosylierte CD24-Probe wird dann direkt mittels
SDS-PAGE (siehe 5.1.1) und Westernblot (siehe 5.1.1.2) analysiert bzw. für die Gelelution (siehe
5.1.7) verwendet.

5.1.10 Phospholipase C-Verdau

Die Phospholipase C (PIPLC) ist ein Enzym, das phosphatidylinositolspezi�sch im GPI-Anker
schneidet. Um zu testen, ob sich das GPI-verankerte Protein CD24 durch PIPLC-Verdau von Zell-
membranen solubilisieren lässt, wird wie unter 5.1.4 beschrieben eine Membranfraktion aus Maus-
hirnen erstellt. Dieses 100000 x g-Pellet wird in PIPLC-Pu�er (25mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 0,1%
DOC, pH7,4) resuspendiert. Die Hälfte dieser Membranfraktion wird anschlieÿend mit 50mU PI-
PLC (Sigma-Aldrich GmbH) versetzt, die andere Hälfte zur Kontrolle nur mit Pu�er. Beide Proben
werden für 1,5 h bei 37◦C inkubiert und anschlieÿend für 1 Stunde bei 100000 x g und 4◦C in der Ul-
trazentrifuge (XL-80, Rotor SW 32Ti, rote Einsätze, Polyallomer Zentrifugenröhrchen 16x102mm,
Beckman Coulter Inc.) pelletiert. Der Überstand wird daraufhin mittels SDS-PAGE (siehe 5.1.1)
und Westernblot (siehe 5.1.1.2) auf den CD24-Gehalt analysiert.
Leider erwies sich der Phospholipase C-Verdau nicht als e�ziente Methode zur Solubilisierung von

CD24.

5.1.11 Immunpräzipitation

Bei der Immunpräzipitation können mittels eines Antikörpers das entsprechende Antigen und teil-
weise auch Bindungspartner des Antigens (Co-Immunpräzipitation) aus einer Probe isoliert werden.
Als Untersuchungsmaterial wird hier eine grobe Membranfraktion (17000 x g-Pellet) von Klein-

hirnhomogenat aus 5 bis 7 Tage alten Mäusen (P5 - P7) verwendet, und zwar pro Ansatz 250µg in
Konzentrationen zwischen 700 und 1000µg/ml. Um unspezi�sche Bindungen von Proteinen an die
verwendeten Protein G Beads zu minimieren, wird die Proteinlösung zunächst damit vorinkubiert
(Preclearing). Zu 250µl Kleinhirnmembranfraktion werden 25µl nach Herstellerangaben gewaschene,
magnetische Protein G Beads (Magna Bind Protein G Beads, Pierce) gegeben und für 2 bis 3 Stun-
den bei 4◦C auf einem Rotor inkubiert. Anschlieÿend werden die Beads mittels eines Magnetständers
entfernt und die Proteinlösung kann für die Immunpräzipitation verwendet werden. Tabelle 5.3 zeigt
die eingesetzten Mengen der entsprechenden Antikörper bzw. der unspezi�schen IgG-Kontrollen.
Die Kleinhirnproteinlösung wird über Nacht bei 4◦C auf einem Rotor mit verschiedenen Antikör-
pern inkubiert. Um die gebildeten Protein-Antikörper-Komplexe daraufhin zu isolieren, wird jeder
Ansatz mit 25µl nach Herstellerangaben gewaschenen magnetischen Protein G Beads für 7 Stunden
bei 4◦C auf einem Rotor inkubiert. Schlieÿlich werden die Beads mit Hilfe eines Magnetständers
fünfmal mit Waschpu�er C (50mM Tris-HCl, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2, 1% TritonX-100, pH 7,5)
und dreimal mit Waschpu�er A (50mM Tris-HCl, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2, pH 7,5) gewaschen,
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um unspezi�sch gebundene Proteine zu entfernen. Die Beads werden mit SDS-Ladepu�er versetzt,
für 5min auf 100◦C erhitzt und anschlieÿend mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert.

Antikörper Spezies Menge pro IP-Ansatz

αCD24 79 Ratte 5µg

IgG Ratte 5µg

αF3 αhuman Contactin-1 Ziege 0,5µg

αTAG-1 αhuman Contactin-2 Ziege 0,5µg

IgG Ziege 0,5µg

Tabelle 5.3: Verwendete Antikörper für die Immunpräzipitation

5.1.12 Pulldown

Pulldown-Experimente werden verwendet, um mögliche Bindungspartner eines Proteins zu �nden
bzw. die Bindung zweier Proteine aneinander zu untersuchen. Hier wird die Bindung zwischen an
Beads gekoppeltem CD24 und TAG-1 bzw. F3 analysiert.
Für die Kopplung von CD24 an magnetische Dynabeads M-270 Epoxy (Invitrogen Dynal AS) wer-

den pro Ansatz 108 (1,5mg) Beads nach Herstellerangaben gewaschen, in Natriumphosphatpu�er
aufgenommen, mit 2µg CD24 in PBS sowie 3M Ammoniumsulfatlösung (Endkonzentration 1M)
gemischt und anschlieÿend für ca. 24 Stunden bei 37◦C auf einem Rotor inkubiert. Danach werden
die noch freien Bindungsstellen der Beads geblockt, indem sie dreimal mit 0,1% BSA in PBS gewa-
schen werden. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS können die CD24-Beads für Pulldown-
Experimente verwendet werden.
Um die Bindung von CD24 an TAG-1 und F3 zu untersuchen, werden aufgereinigtes TAX-1-Fc

(humanes Analogon zu TAG-1-Fc), F3-Fc, sowie als Kontrollen humanes Fc alleine und CHL1-Fc
verwendet. Pro Ansatz werden 108 CD24-Beads mit 18,75 pMol des jeweiligen Fc-Proteins (siehe
Tabelle 5.4) in Gegenwart von 0,1% TritonX-100 in 100 µl Gesamtvolumen über Nacht bei 4◦C auf
einem Rotor inkubiert.

Protein Menge pro

Pulldown-Ansatz

TAX-1-Fc 3µg

F3-Fc 3µg

CHL1-Fc 3,75µg

humanes Fc 0,47µg

Tabelle 5.4: Verwendete Proteine für Pulldown

Die eingesetzte Proteinmenge entspricht pro Ansatz jeweils 18,75 pMol.

Nach Inkubation der Proteinlösungen mit CD24-Beads werden diese mit Hilfe eines Magnetstän-
ders dreimal mit Waschpu�er B (50mM Tris-HCl, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2, 0,1% TritonX-100,
pH 7,5) und dreimal mit Waschpu�er A (50mM Tris-HCl, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2, pH 7,5) ge-
waschen, um unspezi�sch gebundene Proteine zu entfernen. Die Beads werden mit SDS-Ladepu�er
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versetzt, für 5min auf 100◦C erhitzt und anschlieÿend mittels SDS-PAGE und Westernblot analy-
siert.

5.1.13 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ein immunologisches Nachweisverfahren stellt der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
dar. Dabei können entweder viele Proben auf den Gehalt eines Antigens überprüft werden, oder die
Bindung zwischen zwei Proteinen bzw. einem Antigen und dessen Antikörper unter verschiedenen
Bedingungen untersucht werden.

5.1.13.1 CD24-ELISA

Der CD24-ELISA wird zum Nachweis von CD24 in verschiedenen Fraktionen der Anionenaustausch-
chromatographie (siehe 5.1.6) verwendet. Das Versuchsprotokoll wurde freundlicherweise von Chris-
tina Bleckmann (Biochemisches Institut, Justus-Liebig-Universität Gieÿen) zur Verfügung gestellt.
Die Vertiefungen von 96well-Platten (MicroWell Polysorb, Nunc GmbH) werden mit 100µl/well

der erhaltenenen Säulenfraktionen beschichtet. Als Positivkontrolle dient aufgereinigtes CD24, von
dem etwa 500 ng/well in TBS verdünnt und ebenfalls adsorbiert werden. Die Negativkontrolle stellt
TBS dar. Zur Doppelbestimmung werden alle Proben in jeweils zwei wells adsorbiert. Die Beschich-
tung erfolgt durch etwa 1 -stündige Lyophylisierung.
Nach der Beschichtung werden ausgefallene Salze durch zweimaliges Waschen mit je 250µl/well

TBS entfernt und es folgt eine Blockierung der ungesättigten Proteinbindungsstellen durch
30 -minütige Inkubation mit 200µl/well 1% BSA in TBS. Vor der Zugabe des Primärantikörpers
wird wiederum zweimal mit je 250µl/well TBS gewaschen.
Der αCD24-Antikörper 79 wird in 1% BSA in TBS auf 2µg/ml verdünnt und die Vertiefungen

mit 50µl/well für 1 Stunde bei 37◦C damit inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit je 250µl/well
0,1% Tween in TBS erfolgt die Inkubation mit 50µl/well HRP-konjugiertem anti-Ratte Sekundäran-
tikörper in einer Verdünnung von 1:5000 in 0,1% Tween in TBS für eine Stunde bei 37◦C.
Nach wiederum viermaligem Waschen mit je 250µl/well 0,1% Tween in TBS werden von der

zur Detektion verwendeten Substratlösung (TMB, Sigma-Aldrich GmbH) 100µl/well hinzugegeben
und die Reaktion nach etwa 30 bis 60min durch Zugabe von 100µl/well 12,5%-iger Schwefelsäure
gestoppt. Anschlieÿend können die Absorptionen bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen werden.

5.1.13.2 Lewisx-ELISA

Im Lewisx-ELISA wird die Bindung des αLewisx-Antikörpers 487 (L5) an ein Lewisx-mimikrierende
Peptid (H-SACSRLNYLHC-OH) in Anwesenheit potenziell inhibierender organischer Substanzen
getestet (siehe auch 5.1.14). Das Standard-ELISA-Protokoll wurde freundlicherweise von Nainesh
Katagihallimath (ZMNH) zur Verfügung gestellt und zu folgendem kompetitiven ELISA abgeändert:
Vertiefungen von 384well-Mikrotiterplatten (Polystyrene High Binding, Corning B.V. Life

Sciences) werden über Nacht bei 4◦C mit 10µg/ml Lewisx-Peptid in 25µl 50mM Natriumacetat
pH5,0 pro well beschichtet. Als Positivkontrolle werden 5, 10 und 20µg/ml Lewisx-Peptid verwen-
det, als Negativkontrolle 5, 10 und 20µg/ml scrambled Lewisx-Peptid (H-SACNHLLRSYC-OH).
Für alle Proben erfolgt eine Doppelbestimmung. Nach der Beschichtung werden die ungesättigten
Proteinbindungsstellen durch einstündige Inkubation mit 90µl/well 1% BSA in PBS blockiert.
Der αLewisx-Primärantikörper 487 wird auf 6,67µg/ml in 1,67% BSA in PBS verdünnt. Die

Menge resultiert in einer Endkonzentration von 4µg/ml in 1% BSA in PBS, da bei Positiv- und Ne-
gativkontrollen 10µl/well 0,2% DMSO in PBS vorgelegt werden, bei den Kompetitionskontrollen je
10µl/well 0,2% DMSO in PBS oder 50 bzw. 100µg/ml Lewisx-Peptid in 0,2% DMSO in PBS. Zum
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Testen der organischen Verbindungen werden von diesen je 10µl/well 8µM, 20µM und 40µM in
PBS vorgelegt. Anschlieÿend werden 15µl/well Primärantikörperverdünnung zugegeben und damit
für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 50µl/well 0,025%
Tween in PBS erfolgt die Inkubation mit 25µl/well HRP-konjugiertem anti-Ratte Sekundärantikör-
per in einer Verdünnung von 1:4000 in 0,1% BSA in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur.
Nach wiederum dreimaligem Waschen mit je 50µl/well 0,025% Tween in PBS werden 50µl/well

von der zur Detektion verwendeten Substratlösung (0,5mg/ml OPD in 1 x Stable Peroxide Substrate
Bu�er, Pierce) hinzugegeben und die Reaktion nach etwa 4 bis 10min durch Zugabe von 50µl/well
2,5M Schwefelsäure gestoppt. Anschlieÿend können die Absorptionen bei 490 nm im ELISA-Reader
(µQuant Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments) gemessen werden.

5.1.14 High Throughput Screening einer Bibliothek von organischen Substanzen

Um organische, das Lewisx-Epitop mimikrierende Verbindungen zu �nden, wird eine Bibliothek aus
20000 organischen Substanzen im kompetitiven Lewisx-ELISA (siehe 5.1.13.2) getestet. Dabei werden
Substanzen gesucht, die die Bindung des αLewisx-Antikörpers 487 an das Lewisx-Peptid spezi�sch
um mehr als 50% inhibieren. Dieses High Throughput Screening (HTS) wurde in Kooperation mit
Dr. Jens Peter von Kries (Screening Unit, Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie, Berlin)
durchgeführt.
Die Substanzbibliothek besteht aus 57 Mikrotiterplatten, in deren Vertiefungen jeweils eine der

insgesamt 20000 organischen Verbindungen enthalten ist. Diese Bibliotheksplatten werden bei 4◦C
aufbewahrt. Vor Benutzung im HTS werden sie auf Raumtemperatur erwärmt und für 1min bei
1000 x g zentrifugiert, um kondensierte Flüssigkeit von der Innenseite der Plattenversiegelung wieder
zurück in die jeweiligen Vertiefungen zu befördern. Um ausgefallene Substanzen wieder in Lösung
zu bringen, werden die Platten anschlieÿend für 1,5min im Ultraschallwasserbad behandelt. Schlieÿ-
lich wird sämtliches auÿen an den Platten be�ndliches Wasser entfernt, indem diese für 10min im
Lyophilisator zentrifugiert werden. Danach sind sie bereit für den Einsatz im Screen.
Zum Auftragen der Blockierungslösung sowie zum Vorlegen von PBS wird der Dispenser Easy-

pense (Tecan AG) verwendet. Die Applikation der organischen Verbindungen erfolgt mittels eines
Pipettierroboters (Robot Sciclone, Caliper Life Sciences), die Waschschritte mit Hilfe des Power

Washer 384 (Tecan AG). Alle anderen Pipettierschritte erfolgen per Hand mittels automatischer
Multikanalpipetten.
Zum Screening der 20000 organischen Substanzen werden 57 Mikrotiterplatten (384well Poly-

styrene High Binding, Corning B.V. Life Sciences) benötigt. Auf jeder Platte werden Positiv- und
Negativkontrollen mitgeführt. Als Positivkontrolle, die in der 24. Spalte jeder Platte platziert wird,
werden 5 oder 10µg/ml Lewisx-Peptid in 25µl 50mM Natriumacetat pH5,0 als Beschichtung ver-
wendet. Als Negativkontrolle dient 10µg/ml scrambled Lewisx-Peptid in 25µl 50mM Natriumacetat
pH5,0, das in der ersten Spalte jeder Platte adsorbiert wird. Diese Kontrollen werden ohne Zusatz
von organischen Verbindungen wie unter 5.1.13.2 beschrieben detektiert. Alle restlichen 22 Spal-
ten der Mikrotiterplatten werden verwendet, um die Kompetitionsfähigkeit jeweils einer organischen
Verbindung zu testen. Dazu werden die Vertiefungen mit 10µg/ml Lewisx-Peptid in 25µl 50mM
Natriumacetat pH5,0 pro well beschichtet. Die Adsorption der Peptide wird über Nacht bei 4◦C
durchgeführt.
Nach der Beschichtung der Mikrotiterplatten mit den Peptiden werden ungesättigte Bindungsstel-

len durch einstündige Inkubation mit 50µl/well 1% BSA in PBS blockiert (Dispenser Easypense).
Um dann eine gewisse Flüssigkeitsmenge bereitzustellen, in die der Pipettierroboter die geringen
Volumina der organischen Verbindungen absetzen kann, werden anschlieÿend in jedem well 10µl
PBS vorgelegt (Dispenser Easypense). Wie oben beschrieben erfolgt dann in 22 Spalten (d. h. 352
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wells) jeder Mikrotiterplatte mittels Roboter (Robot Sciclone) der Transfer von jeweils 0,1µl/well
einer der 20000 organischen Verbindungen aus den Bibliotheksplatten. Die organischen Substanzen
sind in einer Konzentration von 10mM in DMSO gelöst, d. h. im Screen wird 1 pmol/well verwen-
det, die Endkonzentration beträgt also 40µM. In die ersten und letzten Spalten (Negativ- bzw.
Positivkontrollen) werden keine Substanzen zugesetzt. Anschlieÿend werden 15µl/well Primäran-
tikörperverdünnung zugegeben und damit für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen (Power Washer 384) mit je 50µl/well 0,025% Tween in PBS erfolgt die In-
kubation mit 25µl/well HRP-konjugiertem anti-Ratte Sekundärantikörper in einer Verdünnung von
1:4000 in 0,1% BSA in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach wiederum dreimaligem
Waschen (Power Washer 384) mit je 50µl/well 0,025% Tween in PBS werden 50µl/well von der
zur Detektion verwendeten Substratlösung (0,5mg/ml OPD in 1 x Stable Peroxide Substrate Bu�er,
Pierce) hinzugegeben und die Reaktion nach etwa 4 bis 10min durch Zugabe von 50µl/well 2,5M
Schwefelsäure gestoppt. Anschlieÿend können die Absorptionen bei 490 nm im ELISA-Reader (Sa�re
ELISA-Reader, Tecan AG) gemessen werden.

5.2 Zellkultur

5.2.1 Primärzellkultur

5.2.1.1 Beschichtung von Deckgläschen

Für die Kultivierung von Primärzellen auf verschiedenen Substraten werden Deckgläschen verwendet,
die zunächst mit Poly-L-Lysin (PLL) im Fall von Kleinhirn- und Hinterwurzelganglienneuronen
(DRG-Neuronen) oder mit Poly-L-Ornithin (PLO) bei Motoneuronen beschichtet werden. Diese
können direkt eingesetzt oder vorher zusätzlich mit verschiedenen anderen Proteinen, Peptiden oder
Antikörpern beschichtet werden.
Für die PLL- bzw. PLO-Beschichtung werden jeweils 100 Deckgläschen (Glas, rund, 15mm Durch-

messer, Carl Roth GmbH & Co. KG) in einem 500ml-Glaserlenmeyerkolben für 30min mit 3M HCl,
zweimal 15min mit dH2O, über Nacht mit Aceton, fünfmal 10min mit dH2O und zweimal 10min
mit Ethanol unter Schütteln gewaschen (jeweils mit ca. 100ml). Zur anschlieÿenden Sterilisation
werden die Deckgläschen für 2 Stunden auf 200◦C erhitzt. Nach dem Abkühlen werden sie in 50ml
steriler 0,01%-iger Poly-L-Lysin-Lösung bzw. 0,0015%-iger PLO-Lösung über Nacht bei 4◦C unter
Schütteln inkubiert. Es folgen zwei weitere zehnminütige Waschschritte mit dH2O. Für die Lagerung
werden die beschichteten Deckgläschen einzeln auf einer sterilen Unterlage ausgelegt und unter UV
getrocknet. In einem sterilen Gefäÿ können sie danach bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.
Sollen die Zellen auf einem anderen Substrat als Poly-L-Lysin bzw. Poly-L-Ornithin wachsen,

werden die PLL- bzw. PLO-Deckgläschen vor Gebrauch über Nacht zusätzlich beschichtet. Hier
werden CD24 (5µg/ml) und Laminin (10µg/ml) verwendet und in HBSS verdünnt. Dazu werden pro
Deckgläschen 75µl der jeweiligen Substratlösung (bzw. nur HBSS für PLL- bzw. PLO-Kontrollen)
auf eine UV-sterile Para�lm�äche getropft, die Deckgläschen einzeln darauf gelegt und über Nacht
bei 4◦C gelagert. Dann werden die Deckgläschen mit der beschichteten Seite nach oben in 12well-
Zellkulturplatten (Cellstar Multiwell Platte, Greiner Bio-One GmbH) gelegt und mit HBSS (für
Kleinhirn- und Hippocampusneurone) oder Ham's F-12 (für Dorsal Root Ganglion (DRG)- oder
Motoneurone) gewaschen. Anschlieÿend können die Primärzellen darauf ausgesät werden.

5.2.1.2 Einzelzellkultur von Kleinhirnneuronen

Fünf bis sieben Tage alte Mäuse (P5 - P7) werden dekaptiert, die Kleinhirne entnommen und in
eiskaltes HBSS gelegt. Unter dem Stereomikroskop wird fremdes Gewebe und Hirnhaut mit Pin-
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zetten entfernt, bevor die Kleinhirne mit einer kleinen Schere in drei Teile geschnitten und in ein
15ml-Röhrchen überführt werden. Anschlieÿend werden sie mit 10ml HBSS gewaschen und für
15min bei Raumtemperatur mit 1ml Trypsin/DNase-Lösung (1 x HBSS, 1% Trypsin, 0,1% DNase
I, 0,8mM MgCl2, pH 7,8) behandelt. Um diese wieder zu entfernen, wird das Kleinhirngewebe an-
schlieÿend dreimal mit je 10ml HBSS gewaschen. Nach Zugabe von 1ml DNase-Lösung (1 x BME,
0,05% DNase I, 0,25% Glukose) werden die Zellen aus dem Gewebeverband gelöst und vereinzelt,
indem sie mittels drei Glaspasteurpipetten mit abnehmenden Durchmessern mehrmals auf- und ab-
pipettiert werden. Der DNase-Verdau wird durch Zugabe von 10ml HBSS gestoppt und die Zellen
werden bei 200 x g und 4◦C für 15min pelletiert. Nach Aufnahme der Neurone in 10ml vorgewärm-
tem X-1 Medium wird die Zellzahl mit Hilfe einer Zählkammer (Neubauer, Carl Roth GmbH &
Co. KG) bestimmt und durch Verdünnung mit X-1 Medium auf 100000 bis 200000 Zellen pro ml
eingestellt. Die Kleinhirnneurone werden anschlieÿend auf mit PLL, CD24 oder Laminin beschich-
teten Deckgläschen in 12well-Zellkulturplatten (Cellstar Multiwell Platte, Greiner Bio-One GmbH)
ausgesät (1ml pro well) und für ca. 24 Stunden bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit
kultiviert.

5.2.1.3 Einzelzellkultur von Hinterwurzelganglienneuronen

Fünf bis sieben Tage alte Mäuse (P5 - P7) werden dekaptiert. Vom Rumpf wird zunächst das Fell
entfernt, um anschlieÿend die Wirbelsäule samt Rippenansätzen isolieren zu können. Diese wird in
eiskaltes Ham's F-12 gelegt. Zur Präparation der Hinterwurzelganglien wird das Rückgrat mit der
dorsalen Seite nach oben auf einer Silikon-Ober�äche in Ham's F-12 mit feinen Nadeln �xiert und
auf Eis unter ein Stereomikroskop gelegt. Vom kaudalen Ende aus werden die Wirbel vorsichtig
in rostraler Richtung aufgeschnitten, ohne dabei das Rückenmark zu verletzen. Mit Hilfe von zwei
Pinzetten kann der Wirbelkanal geö�net werden, so dass sowohl Vorder- als auch Hinterwurzeln zu
erkennen sind. Diese werden mit Pinzetten entnommen und in eine kleine Petrischale mit eiskaltem
Ham's F-12 überführt. Nach vollständiger Präparation werden die Neuronenfasern mit einer ange-
feuchteten Glaspipette in ein 15ml-Röhrchen überführt und mit 10ml Ham's F-12 gewaschen, indem
sie nach Zugabe des Pu�ers kurz abzentrifugiert werden (short spin, ca. 12 s, 4◦C). Danach wird das
Gewebe für 30min bei 37◦C mit 1ml Trypsin/Collagenase-Lösung (50% Ham's F-12, 50% DMEM,
0,25% Trypsin, 0,1% Collagenase) behandelt und zweimal wie beschrieben mit je 10ml Ham's F-12
gewaschen. Nach Zugabe von 1ml DNase-Lösung (50% Ham's F-12, 50% DMEM, 0,01% DNase
I) werden die Zellen aus dem Gewebeverband gelöst und vereinzelt, indem sie mittels vier Glaspas-
teurpipetten mit abnehmenden Durchmessern mehrmals auf- und abpipettiert werden. Der DNase-
Verdau wird durch Zugabe von 10ml Ham's F-12 gestoppt und die Zellen werden bei 500 x g und 4◦C
für 5min pelletiert. Nach Aufnahme der Zellen in vorgewärmtem DRG-Medium werden sie auf mit
PLL oder CD24 beschichteten Deckgläschen in 12well-Zellkulturplatten (Cellstar Multiwell Platte,
Greiner Bio-One GmbH) ausgesät (1ml pro well) und für ca. 24 Stunden bei 37◦C, 5% CO2 und
90%-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert.

5.2.1.4 Einzelzellkultur von Motoneuronen

Ein trächtiges Mausweibchen wird nach etwa 14 Tagen Tragzeit mittels CO2 getötet, seine Bauch-
seite mit 70% Ethanol desin�ziert und die Bauchhöhle vorsichtig geö�net. Die beiden Uterushörner
werden entnommen, in eine Petrischale mit eiskaltem Ham's F-12 gelegt und die Embryonen (E14)
daraus isoliert. Sie werden in eine neue Petrischale mit eiskaltem Ham's F-12 überführt. Nach der
Enfernung des Kopfes wird der Embryo mit feinen Nadeln auf einer Silikon-Ober�äche in Ham's
F-12 �xiert und auf Eis unter ein Stereomikroskop gelegt. Vom kaudalen Ende aus wird vorsich-
tig links und rechts vom Wirbelkanal in rostraler Richtung mit der kleinsten Schere geschnitten.
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Das Rückenmark wird vorsichtig entnommen und in eine neue Petrischale mit eiskaltem Ham's F-12
überführt. Nach der Präparation des Rückenmarks aller Embryonen werden diese Gewebestücke in je
drei kleine Teile geschnitten und in ein 15ml-Röhrchen überführt. Die Rückenmarkteile werden ein-
mal mit 5ml Ham's F-12 gewaschen und für 30min bei 37◦C mit Trypsin/Collagenase-Lösung (50%
Ham's F-12, 50% DMEM, 0,25% Trypsin, 0,1% Collagenase) behandelt. Anschlieÿend wird das
Gewebe zweimal mit je 5ml Ham's F-12 gewaschen. Nach Zugabe von DNase-Lösung (50% Ham's
F-12, 50% DMEM, 0,01% DNase I) werden die Zellen aus dem Gewebeverband gelöst und ver-
einzelt, indem sie mittels drei Glaspasteurpipetten mit abnehmenden Durchmessern mehrmals auf-
und abpipettiert werden. Der DNase-Verdau wird durch Zugabe von 10ml Ham's F-12 gestoppt. Die
Zellsuspension wird auf einen 25% und 50% Optiprep-Gradienten geschichtet und bei 400 x g und
4◦C für 20min zentrifugiert. Dabei werden die kleineren Epithel- und Blutzellen von den Neuronen
abgetrennt. Motoneuronen können danach aus der Interphase zur 25% Optiprep-Phase entnommen
werden. Die Zellsuspension wird mit 5ml Ham's F-12 verdünnt und über ein 3,5%-iges BSA-Kissen
gewaschen, indem sie damit bei 120 x g und 4◦C für 10min zentrifugiert wird. Dabei wird Zellschrott
entfernt, da er nicht sedimentiert. Das Zellpellet wird in 5ml Motoneuron-Medium aufgenommen.
Die Zellzahl wird mit Hilfe einer Zählkammer (Neubauer, Carl Roth GmbH & Co. KG) bestimmt
und durch Verdünnung mit Motoneuron-Medium auf 50000 bis 100000 Zellen pro ml eingestellt. Die
Motoneurone werden anschlieÿend auf mit PLO oder CD24 beschichteten Deckgläschen in 12well-
Zellkulturplatten (Cellstar Multiwell Platte, Greiner Bio-One GmbH) ausgesät (1ml pro well) und
für ca. 24 Stunden bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Die Präparation von Motoneuronen wurde von Dr. Gaby Loers (ZMNH) durchgeführt.

5.2.1.5 Einzelzellkultur von Hippocampusneuronen

Null bis zwei Tage alte Mäuse (P0 - P2) werden dekaptiert, die gesamten Hirne entnommen und
in eiskaltes Hippocampus-Medium ohne FGF (1 x Neurobasal A-Medium, 1 x B-27 Supplement, 1 x
GlutaMAX) gelegt. Unter dem Stereomikroskop werden die zwei Neocortices mit Hilfe von Pinzetten
getrennt und vorsichtig umgeklappt. Davon werden die Hippocampi mit Pinzetten entnommen und
in raumtemperaturwarmes Hippocampus-Medium ohne FGF gelegt. Anschlieÿend werden die Hip-
pocampi mit einer kleinen Schere in zwei Teile geschnitten und in ein 15ml-Röhrchen überführt. Sie
werden mit 10ml Hippocampus-Medium ohne FGF gewaschen und für 12min bei 37◦C mit 6ml Pa-
pain/DNase-Lösung (1 x Neurobasal A-Medium, 1 x B-27 Supplement, 1 x GlutaMAX, 0,2% Papain
(w/v), 0,075% DNase I (w/v)) behandelt. Nach der Entfernung der Papain/DNase-Lösung werden
2ml DNase-Lösung (1 x Neurobasal A-Medium, 1 x B-27 Supplement, 1 x GlutaMAX, 0,05% DNase
I (w/v)) zugegeben. Die Zellen werden aus dem Gewebeverband gelöst und vereinzelt, indem sie
mittels drei Glaspasteurpipetten mit abnehmenden Durchmessern mehrmals auf- und abpipettiert
werden. Der DNase-Verdau wird durch Zugabe von 10ml Hippocampus-Medium ohne FGF gestoppt,
und die Zellen werden bei 80 x g und 24◦C für 10min pelletiert. Nach Aufnahme der Neuronen in
10ml vorgewärmtem Hippocampus-Medium wird die Zellzahl mit Hilfe einer Zählkammer (Neubau-
er, Carl Roth GmbH & Co. KG) bestimmt und durch Verdünnung mit Hippocampus-Medium auf
50000 bis 100000 Zellen pro ml eingestellt. Die Hippocampusneurone werden anschlieÿend auf mit
PLL, CD24 oder Laminin beschichteten Deckgläschen in 12well-Zellkulturplatten (Cellstar Multi-
well Platte, Greiner Bio-One GmbH) ausgesät (1ml pro well) und für ca. 24 Stunden bei 37◦C, 5%
CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert.

5.2.1.6 Neuritenwachstumsexperimente

In Neuritenwachstumsexperimenten wird an einzelnen Primärzellen untersucht, wie die Gesamtneu-
ritenlänge durch verschiedene Faktoren, wie beispielsweise dem Genotyp der Mäuse, dem Substrat
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oder zusätzlich löslich zugegebenen Zuckern, Antikörpern oder organischen Substanzen beein�usst
wird.
Dazu werden die Einzelzellkulturen wie unter 5.2.1.2, 5.2.1.3, 5.2.1.4 und 5.2.1.5 beschrieben durch-

geführt. Zusätzlich löslich verwendete Zucker, Antikörper oder organische Substanzen werden etwa
eine Stunde nach dem Aussäen der Zellen zugegeben, wenn die Zellen sich an die Ober�äche der
beschichteten Deckgläschen angeheftet haben. Die Zucker Lewisx und Lewisa werden in Endkon-
zentrationen von je 10µM eingesetzt, organische Substanzen von je 40µM und Antikörper in einer
Verdünnung von 1:1000.
Nach etwa 24-stündiger Kultivierung bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit werden

die Zellen durch Zugabe von 2,5% Glutaraldehyd für 30min �xiert, anschlieÿend zweimal mit dH2O
gewaschen und für 30min mit Färbelösung (1% Toluidinblau O, 1% Methylenblau, 1% Borax) an-
gefärbt. Danach wird überschüssige Färbelösung durch dreimaliges Waschen mit dH2O entfernt. Die
Deckgläschen werden getrocknet, bevor sie mit Hilfe von DPX (Sigma-Aldrich GmbH, Fluka) auf Ob-
jektträger geklebt werden. Nach der Aushärtung können die so �xierten Zellen bei Raumtemperatur
gelagert werden.
Ein Kontron-Mikroskop (Axiovert 135 mit Kamera AxioCam MRc 5, Carl Zeiss AG) sowie die

Software Axio Vision (AxioVs40 V4.6.1.0, Carl Zeiss AG) werden verwendet, um die Längen aller
Neuriten von mindestens 100 einzelnen Kleinhirn- bzw. Hippocampusneuronen oder 50 bis 100 DRG-
bzw. Motoneuronen pro Probe zu messen. Aus diesen Messwerten wird der Mittelwert gebildet
und aus mindestens drei einzelnen unabhängigen Experimenten werden wiederum Mittelwerte und
Standardabweichung berechnet. Die Signi�kanzniveaus werden mit dem Student t-test berechnet.
Alle Berechnungen erfolgen mit Microsoft Excel.

5.2.1.7 Immunzytochemie

In immunzytochemischen Experimenten können Proteine in �xierten Zellen mittels �uoreszenzmar-
kierter Antikörper lokalisiert werden.
Um die Bindung von CD24 in trans an neuronale Proteine zu untersuchen, wird CD24 zunächst an

�uoreszierende Beads (Fluospheres, carboxylat-modi�ziert, Crimson, Durchmesser 1µm, Molecular
Probes, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) gekoppelt. Bei allen folgenden Schritten sind die Fluosphe-

res lichtgeschützt zu behandeln. 200µl Beads werden zweimal mit je 200µl MES-Pu�er gewaschen,
indem sie darin gemischt und anschlieÿend bei 5000 x g für 10min abzentrifugiert werden und der
Überstand vorsichtig abgenommen wird. Die Fluospheres werden in 200µl MES-Pu�er aufgenom-
men, mit 110µg CD24 in MES-Pu�er gemischt und für 15min bei Raumtemperatur auf einem Rotor
inkubiert. Als Crosslinker werden anschlieÿend 1,5mg EDAC zugegeben und zur Kopplung für ca. 18
Stunden bei Raumtemperatur auf einem Rotor inkubiert. Danach wird die Reaktion durch Zugabe
von Glycin (Endkonzentration 100mM) und 30-minütige Inkubation bei Raumtemperatur auf einem
Rotor gestoppt. Nach einer Zentrifugation bei 5000 x g für 10min wird der Überstand entfernt und
die Fluospheres werden dreimal mit je 500µl 0,9% PBS wie oben beschrieben gewaschen. Schlieÿ-
lich werden die Beads in 1% BSA in 0,9% PBS aufgenommen, um unspezi�sche Bindungsstellen
zu blockieren. Die CD24-Fluospheres können anschlieÿend für immunzytochemische Experimente
verwendet bzw. für wenige Wochen bei 4◦C aufbewahrt werden. Als Kontrolle werden auÿerdem un-
gekoppelte Fluospheres vorbereitet, die nur für eine Stunde durch EDAC aktiviert und mit Glycin
gestoppt werden. Alle Waschschritte werden wie für CD24-Fluospheres beschrieben durchgeführt.
Vor Gebrauch werden die Beads 20 s lang gemischt und für 5min in einem Ultraschallwasserbad
behandelt um Aggregation zu vermeiden. Die benötigte Menge Fluospheres wird entnommen und in
Ham's F-12 verdünnt.
Für die Immunzytochemie werden Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen wie unter 5.2.1.3 be-
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Antikörper Spezies Verdünnung bzw.

Konzentration

αF3 αhuman Contactin-1 Ziege 10µg/ml

αL1 αL1 poly Kaninchen 1:500

αTAG-1 αhuman Contactin-2 Ziege 13,3µg/ml

Tabelle 5.5: Verwendete Primärantikörper für die Immunzytochemie

schrieben durchgeführt. Nach etwa 48-stündiger Kultivierung bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger
Luftfeuchtigkeit werden pro well 5µl CD24- oder Kontroll-Fluospheres zu den Zellen gegeben und
damit für eine weitere Stunde bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschlie-
ÿend werden ungebundene Beads durch dreimaliges Waschen mit je 500µl/well Ham's F-12 entfernt
und die Zellen werden �xiert, indem sie zweimal mit je 500µl/well 4%-iger Paraformaldehyd (PFA)-
Lösung gewaschen und anschlieÿend für etwa 20min bei Raumtemperatur mit je 750µl/well 4%
PFA inkubiert werden. Nach zweimaligem Waschen mit je 500µl/well 3% BSA in PBS werden un-
spezi�sche Bindungsstellen mit je 750µl/well 3% BSA in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur
blockiert. Anschlieÿend werden die Zellen mit den gewünschten Primärantikörpern inkubiert, die
in 3% BSA in PBS verdünnt werden. Die Tabelle 5.5 zeigt die eingesetzten Antikörper und die
entsprechend verwendeten Verdünnungen. Pro Deckgläschen werden 75µl der jeweiligen Antikör-
perlösung auf eine Para�lm�äche getropft, die Deckgläschen einzeln mit der von Zellen bewachsenen
Seite nach unten darauf gelegt und über Nacht bei 4◦C gelagert. Um überschüssige Antikörper zu
entfernen, werden die Deckgläschen zweimal gewaschen, indem sie einzeln in kleine Färbegestelle
gehängt und zweimal für je 1min in eine Schale mit PBS gestellt werden. Zum Nachweis der ver-
wendeten Primärantikörper dienen �uoreszenzmarkierte Sekundärantikörper (αKaninchen Cy2 und
αZiege Cy3, beide aus Esel). Diese werden in 3% BSA in PBS jeweils 1:200 verdünnt. Pro Deckgläs-
chen werden 75µl der jeweiligen Antikörperlösung auf eine Para�lm�äche getropft, die Deckgläschen
einzeln darauf gelegt und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dann werden überschüs-
sige Antikörper wiederum wie oben beschrieben durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die
Deckgläschen werden mit Aqua Poly/Mount (Polysciences Inc.) auf Objektträger geklebt und zum
Aushärten über Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Anschlieÿend können die so �xierten und ge-
färbten Zellen unter Lichtabschluss bei 4◦C aufbewahrt werden.
Zur Analyse der immunzytochemischen Experimente dient ein konfokales Mikroskop (Leica DM

IRBE mit Leica Confocal Software V 2.61, Leica Microsystems GmbH).

5.2.2 Präparation und Kultivierung von Makrophagen

Für die optimale Kultivierung von Hybridomazellen (siehe 5.2.3) ist es nötig, diese zunächst auf
einer Makrophagenschicht auszusäen.
Dafür werden zwei adulte Mausweibchen, die bereits mehrmals trächtig gewesen sind, mittels

CO2 getötet, zur Desinfektion für etwa 30 Sekunden in 70% Ethanol gelegt, abgetrocknet und mit
der Bauchseite nach oben auf einer Styropor�äche befestigt. Nach dem Enfernen des Fells von der
Bauchober�äche wird ein kleines Loch in die Bauchhöhle geschnitten. Durch dieses werden dreimal
je 500µl 340mM Sukroselösung in die Bauchhöhle pipettiert, durch Massieren verteilt, wieder abpi-
pettiert und in einem 15ml-Röhrchen gesammelt. Von zwei Mäusen erhält man auf diese Weise etwa
3ml Sukroselösung mit Makrophagen. Zum Waschen werden 10ml RPMI-Medium hinzugefügt und
die Zellen bei 1000 x g und 4◦C für 5min abzentrifugiert. Das so erhaltene Makrophagen-Pellet wird
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in 4ml RPMI-Medium resuspendiert und die Zellen können auf zwei Vertiefungen einer 6well-Zell-
kulturplatte (Cellstar Multiwell Platte, Greiner Bio-One GmbH) verteilt werden. Während der etwa
24-stündigen Kultivierung bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit adhärieren die Makro-
phagen an die Plastikober�äche. Anschlieÿend werden alle nicht-adhäsiven Zellen durch Waschen
entfernt. Dazu wird zunächst das Medium abgesaugt und für 5min bei maximaler Geschwindigkeit
abzentrifugiert, so dass der Überstand als Konditionsmedium, das Wachstumsfaktoren aus Makro-
phagen enthält, verwendet werden kann. Die Makrophagen werden drei- bis fünfmal mit RPMI-
Medium gewaschen. Danach können Hybridomazellen auf ihnen ausgesät werden (siehe 5.2.3).

5.2.3 Kultivierung von Hybridomazellen

Hybridomazellen, die den monoklonalen αCD24-Antikörper 79 exprimieren und produzieren [Kad-
mon et al., 1992], werden nach Langzeitlagerung in �üssigem Sticksto� schnell aufgetaut, in ein
15ml-Röhrchen transferiert und mit 10ml RPMI-Medium gewaschen. Nach dem Abzentrifugieren
der Zellen bei 500 x g und 4◦C für 5min werden sie in 5ml RPMI-Medium resuspendiert und in 6well-
Zellkulturplatten (Cellstar Multiwell Platte, Greiner Bio-One GmbH) ausgesät. Um sicherzugehen,
dass die Hybridomazellen in jedem Fall gut anwachsen, werden sie sowohl auf zuvor kultivierten
Makrophagen (siehe 5.2.2) in RPMI-Medium, ohne Makrophagen aber in Makrophagen-Konditions-
medium (siehe 5.2.2), als auch ohne Makrophagen in RPMI-Medium ausgesät. Anschlieÿend werden
die Zellen bei 37◦C, 5% CO2 und 90%-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach etwa 24 Stunden können
Proben der Zellkulturüberstände mittels SDS-PAGE (siehe 5.1.1) und Westernblot (siehe 5.1.1.2)
auf die E�zienz der Antikörperproduktion hin analysiert werden.
Um ausreichende Mengen von antikörperproduzierenden Hybridomazellen zu erlangen, werden

diese etwa 1:4 in RPMI-Medium expandiert und in Zellkultur�aschen (Cellstar Standard Zellkultur
Flasche 75mm2, Greiner Bio-One GmbH) kultiviert. Zur Produktion werden die Zellen in serumfrei-
em Produktionsmedium (SFM) expandiert, indem sie für 5min bei 900 x g abzentrifugiert, in 50ml
SFM aufgenommen und in Zellkultur�aschen (Cellstar Standard Zellkultur Flasche 175mm2, Grei-
ner Bio-One GmbH) ausgesät werden. Nach etwa zwei- bis dreitägiger Kultivierung in SFM wird
der antikörperenthaltende Zellkulturüberstand gewonnen, indem die Produktionskultur für 5min
bei 900 x g abzentrifugiert wird. Der Überstand wird gesammelt und bis zur weiteren Verwendung
bei -20◦C eingefroren. Die Hybridomazellen werden wieder in 50ml SFM pro Flasche aufgenommen
und weiter kultiviert. Pro Produktions�asche sind so etwa 7 bis 8 Passagen mit Gewinnung von
Antikörperüberstand möglich.
Aus dem so gewonnenen Zellkulturüberstand kann der produzierte Antikörper anschlieÿend mittels

einer Protein G Sepharose-Säule chromatographisch isoliert werden (siehe 5.1.3).

5.3 Sonstige Methoden

5.3.1 Genotypisierung von Mäusen

Um den Genotyp von Mäusen zu untersuchen, wird aus Schwanzbiopsien genomische DNA isoliert
(siehe 5.3.1.1). Durch den Einsatz von Primern, die spezi�sch für Wildtyp- bzw. de�ziente Mäuse
sind, können in der darau�olgenden Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction (PCR))
charakteristische Bereiche ampli�ziert werden (siehe 5.3.1.2, 5.3.1.3, 5.3.1.4 und 5.3.1.5). Nach der
Auftrennung der erhaltenen DNA-Fragmente mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese und der An-
färbung mittels Ethidiumbromid (siehe 5.3.1.6) können die erhaltenen Bandenmuster den Genotypen
(homozygot Wildtyp, homozygot de�zient oder heterozygot) zugeordnet werden.
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5.3.1.1 Proteinaseverdau von Schwanzbiopsien

Schwanzbiopsien werden etwa ein bis zwei Tage nach der Geburt angefertigt, nachdem die Mäuse
eindeutig markiert worden sind (durchgeführt von Mitarbeitern der Tierhaltung des UKE bzw.
ZMNH). Um die genomische DNA aus den Schwanzbiopsien zu isolieren, erfolgt ein Verdau mit
Proteinase K (Roche Diagnostics GmbH). Zu jeder Biopsie werden 150µl der Proteinase-Lösung
(0,1mg/ml Proteinase K in 50mM Tris-HCl, 50mM KCl, 2,5mM EDTA, 0,45% NP-40, 0,45%
Tween 20, pH 8,0) zugegeben und diese über Nacht bei 56◦C imWasserbad inkubiert. Die so erhaltene
Lösung kann direkt für die Genotypisierungs-PCR (siehe 5.3.1.2, 5.3.1.5 und 5.3.1.3) verwendet
werden.

5.3.1.2 Genotypisierungs-PCR für Axonin-Mäuse

Axonin-de�ziente Mäuse sind bezüglich der Exons II bis IV des TAG-1-Genes deletiert, was der
Aminosäuresequenz vom Translationsstart bis zur ersten Ig-Domäne entspricht. Dies führt dazu,
dass das TAG-1-Protein nicht mehr produziert wird [Fukamauchi et al., 2001]. Folgender PCR-
Ansatz wird zur Genotypisierung von Axonin-Mäusen verwendet:

1µl Primer 5'TAG (50 ng/µl)
1µl Primer 3'TAG (50 ng/µl)
1µl Primer 3'Neo (50 ng/µl)
1µl 10% DMSO
2µl 10 x PCR-Pu�er (200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 15mM MgCl2, pH 8,8)
0,4µl 10mM dNTP-Mix
1µl Taq-Polymerase
1µl genomische DNA (siehe 5.3.1.1)
11,6µl dH2O

Im Thermocycler PTC-200 (MJ Research) wird anschlieÿend die PCR bei folgenden Bedingungen
durchgeführt:

3min 94◦C Vordenaturierung
30 s 94◦C Denaturierung
30 s 59◦C Primerannealing

1min 72◦C Elongation
5min 72◦C Elongation

32 Zyklen

Die Analyse der erhaltenen PCR-Produkte erfolgt mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe
5.3.1.6). Das erwartete PCR-Produkt des Wildtypgens ist 450 bp lang, während die Länge des PCR-
Produktes von de�zienten Mäusen 200 bp beträgt.

5.3.1.3 Genotypisierungs-PCR für Caspr-Mäuse

Caspr-de�ziente Mäuse sind bezüglich der ersten sieben Exons des NCP1 -Genes (Neurexin
IV/Caspr/Paranodin) deletiert, so dass kein Caspr-Protein mehr produziert wird [Bhat et al., 2001].
Folgender PCR-Ansatz wird zur Genotypisierung von Caspr-Mäusen verwendet:

1µl Primer NN2 (20 pmol/µl)
1µl Primer NN3 (20 pmol/µl)
1µl Primer Ex1-5 (20 pmol/µl)

60



5 Methoden

1µl Primer Ex1-3 (20 pmol/µl)
2,5µl 10 x PCR-Pu�er (200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 15mM MgCl2, pH 8,8)
0,625µl 10 mM dNTP-Mix
1µl Taq-Polymerase
1µl genomische DNA (siehe 5.3.1.1)
15,875µl dH2O

Im Thermocycler PTC-200 (MJ Research) wird anschlieÿend die PCR bei folgenden Bedingungen
durchgeführt:

5min 95◦C Vordenaturierung
45 s 95◦C Denaturierung
1,5min 64◦C Primerannealing

1,5min 72◦C Elongation
10min 72◦C Elongation

30 Zyklen

Die Analyse der erhaltenen PCR-Produkte erfolgt mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe
5.3.1.6). Das erwartete PCR-Produkt des Wildtypgens ist 363 bp lang, während die Länge des PCR-
Produktes von de�zienten Mäusen 170 bp beträgt.

5.3.1.4 Genotypisierungs-PCR für CD24-Mäuse

In CD24-de�zienten Mäusen wurden der Promotor und das erste Exon des cd24a-Gens durch eine
Neomycinresistenz-Kassette ersetzt, so dass kein CD24-Protein mehr produziert wird [Wenger et al.,
1995]. Folgende PCR-Ansätze werden zur Genotypisierung von CD24-Mäusen verwendet, indem für
jede Schwanzbiopsie ein PCR-Ansatz mit Primern für de�ziente Mäuse und ein Ansatz mit Wildtyp-
Primern durchgeführt wird:

2µl Primer CD24ko1 (20 pmol/µl)
2µl Primer CD24ko2 (20 pmol/µl)
2,5µl 10 x PCR-Pu�er (200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 15mM MgCl2, pH 8,8)
0,625µl 10 mM dNTP-Mix
1µl Taq-Polymerase
1µl genomische DNA (siehe 5.3.1.1)
15,875µl dH2O

2µl Primer CD24_21F (20 pmol/µl)
2µl Primer CD24_427R (20 pmol/µl)
2,5µl 10 x PCR-Pu�er (200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 15mM MgCl2, pH 8,8)
0,625µl 10 mM dNTP-Mix
1µl Taq-Polymerase
1µl genomische DNA (siehe 5.3.1.1)
15,875µl dH2O

Im Thermocycler PTC-200 (MJ Research) wird anschlieÿend die PCR bei folgenden Bedingungen
durchgeführt:

5min 95◦C Vordenaturierung
45 s 95◦C Denaturierung
1,5min 63◦C Primerannealing

1,5min 72◦C Elongation
10min 72◦C Elongation

30 Zyklen
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Die Analyse der erhaltenen PCR-Produkte erfolgt mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe
5.3.1.6). Das erwartete PCR-Produkt des Wildtypgens ist 400 bp lang, während die Länge des PCR-
Produktes von de�zienten Mäusen 1150 bp beträgt.
Die Genotypisierung von CD24-Mäusen wurde von Achim Dahlmann (ZMNH) durchgeführt.

5.3.1.5 Genotypisierungs-PCR für Contactin-Mäuse

In Contactin-de�zienten Mäusen wurde das Exon 3 des contactin-Genes durch eine Neomycinresis-
tenz-Kassette ersetzt, was dazu führt, dass kein F3-Protein mehr produziert wird [Berglund et al.,
1999]. Folgender PCR-Ansatz wird zur Genotypisierung von Contactin-Mäusen verwendet:

0,5µl Primer ConFOR (20 pmol/µl)
0,5µl Primer ConREV (20 pmol/µl)
0,5µl Primer ConNEO (20 pmol/µl)
2,5µl 10 x PCR-Pu�er (200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 15mM MgCl2, pH 8,8)
0,625µl 10 mM dNTP-Mix
1µl Taq-Polymerase
1µl genomische DNA (siehe 5.3.1.1)
18,375µl dH2O

Im Thermocycler PTC-200 (MJ Research) wird anschlieÿend die PCR bei folgenden Bedingungen
durchgeführt:

5min 95◦C Vordenaturierung
1min 95◦C Denaturierung
1min 67◦C Primerannealing

2min 72◦C Elongation
10min 72◦C Elongation

30 Zyklen

Die Analyse der erhaltenen PCR-Produkte erfolgt mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe
5.3.1.6). Das erwartete PCR-Produkt des Wildtypgens ist 166 bp lang, während die Länge des PCR-
Produktes von de�zienten Mäusen 369 bp beträgt.

5.3.1.6 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist eine Methode, um DNA-Fragmente voneinander zu trennen.
Zur Analyse der Genotypisierungs-PCR-Produkte werden 1,5%-ige Agarosegele verwendet. Dafür

werden 1,5 g Agarose in 100ml TAE-Pu�er durch Kochen gelöst, daraus mit Hilfe eines Kammes ein
Gel mit Taschen gegossen und dieses nach Erkalten in eine Elektrophoresekammer (Wide Mini-Sub

Cell GT, Bio-Rad Laboratories GmbH) gelegt. Die PCR-Reaktionen werden mit 5 x Probenpu�er
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als Standard wird ein 100 bp-Marker (Quick Load 100 bp

DNA Ladder, New England Biolabs GmbH, 10µl/Spur) verwendet. Die Elektrophorese wird bei
90V durchgeführt, bis sich die DNA ausreichend weit aufgetrennt hat. Zur Sichtbarmachung der
DNA wird das Gel für 30min in einem Ethidiumbromidbad (0,5µg/ml in TAE-Pu�er) gefärbt und
anschlieÿend unter UV fotogra�ert (Imagesystem E.A.S.Y. RH Imager, Herolab).
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5.3.2 Verhaltensexperimente mit Mäusen

Mit den im Folgenden beschriebenen Verhaltensexperimenten können motorische und koordinatori-
sche Fähigkeiten sowie verändertes Angst- bzw. Furchtverhalten von Mäusen analysiert werden.

5.3.2.1 Open �eld -Test

Mit dem Open �eld -Test wird das Explorations- und Lokomotionsverhalten von Mäusen untersucht,
indem die zurückgelegte Distanz und die Geschwindigkeit bei freier Bewegung auf einer o�enen
Fläche gemessen werden. Zusätzlich kann dieser Test zur Messung von Angstverhalten verwendet
werden. Da die Mitte einer Fläche ein Angst auslösender Stimulus ist, ist die Thigmotaxis, d. h.
die Tendenz, sich entlang der Wand aufzuhalten und zu bewegen, ein Maÿ für Ängstlichkeit. Die
Arena besteht aus einer der Maus unbekannten, 50 cm x 50 cm groÿen und mit 40 cm hohen Wänden
begrenzten Fläche, die mit weiÿem Licht (25 Lux) illuminiert wird. Die Tiere werden einzeln in eine
Box in einer Ecke der Arena gesetzt. Sie können sich für 15min frei auf der ganzen Fläche bewegen,
nachdem die Box angehoben und entfernt wurde. Videoaufzeichnungen der Bewegungen der Tiere
werden erstellt und diese mit Hilfe der Software EthoVision (Noldus Information Technology GmbH)
verfolgt. Nach jedem Tier wird die gesamte Ausstattung gereinigt, indem sie zunächst mit Seifenlö-
sung, dann mit Wasser und schlieÿlich mit 70%-igem Ethanol abgewischt wird. Die Fläche der Arena
wird virtuell in verschiedene Zonen unterteilt: das Zentrum (20 cm x 20 cm), den inneren (10 cm um
das Zentrum) und den äuÿeren Ringbereich (Rand von 5 cm). Für jedes Tier werden die zurückge-
legte Gesamtstrecke, die Durchschnittsgeschwindigkeit, die Aufenthaltsdauer in den verschiedenen
Zonen sowie die Anzahl der hinterlassenen Kotpillen bestimmt.

5.3.2.2 Pole-Test

Der Pole-Test dient zur Beobachtung motorischer und koordinatorischer Fähigkeiten von Mäusen.
Die Tiere werden auf die Spitze einer vertikalen, 60 cm langen, rauhen Holzstange (Durchmesser
7mm) gesetzt und dazu motiviert, die Stange hinunter zu klettern, indem Nistmaterial aus dem
eigenen Kä�g am Fuÿ der Stange platziert wird. Jede Maus wird so auf die Spitze der Stange
gesetzt, dass sie sich mit allen vier Pfoten daran festhält und mit dem Kopfende nach oben zeigt.
Die Dauer, bis das Tier den Boden erreicht hat, wird gemessen. Auÿerdem wird die Fähigkeit der
Mäuse beobachtet, sich um 180◦ zu drehen und kopfüber zu klettern. Dazu wird bestimmt, in
welchem Drittel der Stange sich die Mäuse drehen.

5.3.2.3 Beam walking -Test

Im Beam walking-Test werden motorische und koordinatorische Fähigkeiten sowie die Balance von
Mäusen ermittelt, indem sie über verschieden breite Stäbe laufen. Dabei wird nur Rotlicht als Be-
leuchtung verwendet, um eine Beein�ussung durch zu helles Licht zu vermeiden. Zunächst werden
die Mäuse solange darauf trainiert, über eine 2,5 cm breite Latte zu laufen, bis sie ihren eigenen
Kä�g am gegenüberliegenden Ende der Latte innerhalb von etwa 3min erreichen. Dann werden die
Tiere jeweils in zwei Versuchen mit je drei Wiederholungen getestet. Für den ersten Versuch wird
ein 2,5 cm breiter, für den zweiten ein 1 cm breiter Holzstab verwendet. Der Stab ist jeweils 1m lang
und wird in einer Höhe von etwa 50 cm aufgebaut. Die Maus wird auf das Ende des Stabes gesetzt,
so dass sie darüber laufen muss, um in den eigenen Kä�g zu gelangen. Zwischen den Wiederholungen
werden Pausen von jeweils 20 s gemacht. Videoaufzeichnungen werden von hinten aufgenommen, um
die Anzahl der Fehltritte der Hinterpfoten zu bestimmen. Jedes Abrutschen einer Pfote wird als
Fehltritt de�niert. Auÿerdem wird die Dauer gemessen, bis die Tiere den Kä�g erreicht haben.
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5.3.2.4 Rotarod -Test

Der Rotarod -Test bestimmt die motorische Koordinationsfähigkeit und den Gleichgewichtssinn von
Mäusen. Das Rotarod (Jones & Roberts, TSE systems) besteht aus einer sich drehenden Walze
(3,2 cm Durchmesser). Die Tiere werden auf die Walze gesetzt und die Dauer, bis sie sich fallen lassen,
wird bestimmt. Die Mäuse werden jeweils fünfmal am ersten und einmal am zweiten Tag getestet.
Die ersten beiden Tests werden bei konstanter Geschwindigkeit (4 rpm) für jeweils maximal 3min
durchgeführt, alle weiteren bei zunehmender Umdrehungszahl (4 bis 40 rpm innerhalb von 4min) für
jeweils maximal 5min. Nach den ersten beiden Durchgängen wird eine Pause von jeweils mindestens
30min gemacht, nach dem dritten und vierten von jeweils mindestens 45min. Am darau�olgenden
Tag wird eine Wiederholung mit ansteigender Umdrehungszahl durchgeführt.

5.3.2.5 Fear conditioning -Test

Um das Furchtverhalten von Mäusen zu untersuchen, kann der Fear conditioning-Test eingesetzt
werden. Dabei werden die Lernfähigkeit und das Furchtgedächtnis der Tiere bestimmt, da emotiona-
lere Mäuse besser durch furchtauslösende Stimuli konditioniert werden können. Als Maÿ für Furcht
dient die Immobilität der Tiere, also dass sie abgesehen von Atembewegungen für mindestens 1 s kei-
ne Körperbewegungen zeigen (auch als Freezing bezeichnet). Die Bestimmung von Bewegungen des
Tieres erfolgt mit Hilfe von Infrarotmessungen (Mouse-E-Motion, Infra-e-motion). Mouse-E-Motion
besteht aus fünf passiven Infrarotsensoren, die die Infrarotabstrahlung von lebenden Körpern mes-
sen und deren Position und Bewegungen detektieren. Damit wird der zeitliche Anteil an Immobilität
(Freezing) berechnet. Am ersten Tag des Versuchs werden die Tiere in einer Plexiglaskammer mit
Schockboden konditioniert, indem sie innerhalb des 4-minütigen Aufenthalts drei elektrische Fuÿ-
schocks (1 s, 250µA, nach 120, 160 und 200 s) erhalten. Dabei dienen die ersten beiden Minuten
vor den Fuÿschocks zur Bestimmung der Basislinie des Furchtverhaltens (Preconditioning). In den
40 s nach den Schocks wird das Furchtverhalten direkt nach Konditionierung bestimmt. 24 Stunden
nach der Konditionierung (Recall und Extinktion, Tag 2) werden die Gedächtnisleistung und Lern-
fähigkeit gemessen, indem die Mäuse in dieselbe Plexiglaskammer mit Schockboden gesetzt werden,
sich dort allerdings für 30min frei bewegen können, ohne dass sie Schocks ausgesetzt werden. Die
ersten 4min dieser Phase werden verwendet, um die Leistung des Gedächtnisses der Mäuse zu tes-
ten, während die letzten 4min zur Messung der Kurzzeit-Extinktion dienen. Das bedeutet, dass die
Mäuse während 30min lernen können, dass die Kammer keine Gefahr mehr bedeutet. Nach wieder-
um 24 Stunden (Tag 3) werden die Mäuse erneut für 4min in dieselbe Kammer gesetzt, ohne dass
sie Schocks ausgesetzt werden. Dabei wird untersucht, ob die Mäuse langfristig gelernt haben, dass
die Kammer keine Gefahr bedeutet (Langzeit-Extinktion). Die Anzahl der hinterlassenen Kotpillen
wird nach jedem Durchlauf gezählt. Bei allen Durchführungen wird eine Beleuchtung mit weiÿem
Licht (10 Lux) verwendet. Nach jeder Benutzung werden Plexiglaskammer und Schockboden mit
70%-igem Ethanol gereinigt.
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6.1 Optimierung der Aufreinigung von CD24 aus Maushirn

CD24 ist ein Glykoprotein, das mittels GPI-Anker in der Plasmamembran verankert ist. Um Funk-
tionen und Bindungspartner sowie die Glykosylierung des murinen neuralen CD24 analysieren zu
können, wurde es aus Maushirnen isoliert. Die Aufreinigung sollte dafür möglichst e�zient sein, da
groÿe Mengen des Proteins benötigt wurden. Deshalb wurden verschiedene Parameter der Isolie-
rung getestet und optimiert. Grundlage waren Aufreinigungsprotokolle wie in Kleene et al. [2001]
und Brendel [2005] beschrieben. Zur Aufreinigung wurden zunächst Maushirne homogenisiert, um
eine grobe Membranfraktion herzustellen und Membranproteine daraus mittels Detergenz zu solu-
bilisieren. Aus diesen Solubilisierungen wurde CD24 chromatographisch mit Hilfe des monoklonalen
Antikörpers 79 isoliert, die Eluate wurden anschlieÿend umgepu�ert und konzentriert. Unter 5.1.4
ist das optimierte Protokoll der Aufreinigung von CD24 aus Maushirn beschrieben.
Zur Optimierung der Aufreinigung wurden für alle Einzelschritte verschiedene Bedingungen ge-

testet, d. h. verschiedene Homogenisierungspu�er, unterschiedliche Kombinationen aus Zentrifugati-
onsschritten zur Erstellung einer Membranfraktion aus dem Homogenat sowie verschiedene Möglich-
keiten zur Solubilisierung von CD24 aus der Membran. Auÿerdem wurden bei der anschlieÿenden
Immuna�nitätschromatographie mehrere Elutionspu�er auf ihre E�zienz getestet. Für jede Aufrei-
nigung wurden Hirne von 5 bis 8 Tage alten (P5 - P8) Wildtyp-Mäusen verwendet.
Im ursprünglichen Protokoll zur Isolierung von murinem CD24 aus Maushirn wurde Aceton zur

Homogenisierung verwendet [Kleene et al., 2001]. Zunächst wurde getestet, ob dieses Lösungsmit-
tel auch durch gepu�erte, physiologische Salzlösung ersetzt werden kann, damit kein reizendes und
leicht entzündliches Lösungsmittel mehr zum Einsatz kommt. Als erste Testmethode wurden da-
zu Maushirne wie in Kleene et al. [2001] beschrieben mittels eines Glashomogenisators in Aceton
homogenisiert und anschlieÿend mit Hilfe eines Glas�lters und einer Vakuumpumpe wieder davon
getrennt. Das erhaltene Gewebepulver wurde nochmals wie beschrieben mit Aceton homogenisiert
und ge�ltert sowie daraufhin zweimal mit HBS-Pu�er gewaschen, indem es darin resuspendiert, für
15min bei 4◦C auf einem Rotor inkubiert und für 15min bei 4◦C und 20000 x g abzentrifugiert wur-
de. In der zweiten Testmethode wurden Maushirne in 1 x PBS, 1mM EDTA, pH7,4 mittels eines
Glashomogenisators homogenisiert und direkt für 15min bei 4◦C und 20000 x g abzentrifugiert. Die
dritte Methode stellt eine Mischung aus den beiden ersten dar, denn hierbei wurden Maushirne
zunächst ebenfalls in 1 x PBS, 1mM EDTA, pH7,4 mittels eines Glashomogenisators homogenisiert
und für 15min bei 4◦C und 20000 x g abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde allerdings daraufhin
in Aceton homogenisiert und ge�ltert, das Gewebepulver wiederum mit Aceton homogenisiert und
ge�ltert sowie daraufhin zweimal mit HBS-Pu�er gewaschen (siehe oben) und für 15min bei 4◦C
und 20000 x g abzentrifugiert. Zum Vergleich, wie gut sich CD24 mittels dieser drei beschriebenen
Möglichkeiten der Homogenisierung aufreinigen lässt, wurden die jeweils erhaltenen 20000 x g-Pellets
in 1 x HBS, 0,5% DOC, 0,1mM PMSF, pH7,9 resuspendiert und zur Solubilisierung über Nacht bei
4◦C auf einem Rotor inkubiert. Der Überstand nach anschlieÿender Zentrifugation für 1 Stunde bei
100000 x g und 4◦C wurde mittels αCD24-Antikörper-gekoppelter Sepharosematrix (siehe 5.1.5.1)
immuna�nitätschromatographisch aufgereinigt (siehe 5.1.5). Die Eluate wurden mittels SDS-PA-
GE und Westernblot auf ihren CD24-Gehalt überprüft. Abbildung 6.1 zeigt das Ergebnis. Dabei
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6 Ergebnisse

ist zu sehen, dass kaum Unterschiede in der Menge an aufgereinigtem CD24 vorliegen. Da Aceton
demnach nicht nötig zu sein scheint, wurde im Folgenden nur die zweite Methode eingesetzt, in der
ausschlieÿlich 1 x PBS, 1mM EDTA, pH7,4 verwendet wurde.
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Abbildung 6.1: Test verschiedener Lösungen zur Homogenisierung der Maushirne für die CD24-
Aufreinigung

Maushirne wurden in Aceton, PBS/EDTA (1 x PBS, 1mM EDTA, pH7,4) oder zunächst in PBS/EDTA und an-
schlieÿend in Aceton homogenisiert. Nach der Solubilisierung von Membranproteinen wurde CD24 immuna�nitäts-
chromatographisch daraus aufgereinigt. Die Eluate wurden im Westernblot mit dem Antikörper gegen CD24 (79)
analysiert.

Im nächsten Schritt wurden verschiedene Kombinationen aus Zentrifugationsgeschwindigkeiten
getestet, mit denen aus Hirnhomogenat eine Membranfraktion erstellt wurde. Ursprünglich [Kleene
et al., 2001] wurde das Homogenat zunächst bei 20000 x g zentrifugiert, aus dem Pellet Proteine
solubilisiert und anschlieÿend bei 100000 x g zentrifugiert. Der so erhaltene Überstand wurde dann
zur chromatographischen Aufreinigung verwendet. In eigenen Versuchen erwies es sich allerdings
als geeigneter, zwei Zentrifugationsschritte vor der Solubilisierung durchzuführen, um die Menge
ungewünschter Proteine zu reduzieren. Dazu wurde das Homogenat zunächst bei 3000 x g zentrifu-
giert, um Zellkern- und unhomogenisierte Bestandteile zu entfernen. Aus dem 3000 x g-Überstand
wurde anschlieÿend durch Zentrifugation die Membranfraktion erstellt (100000 x g-Pellet), die als
Ausgangsmaterial für die Solubilisierung verwendet wurde. Durch diese Vorgehensweise wurden die
Proteine vorab entfernt, die bei 100000 x g auch ohne Solubilisierung löslich sind. So wurde trotzdem
in etwa die gleiche Menge CD24 isoliert, allerdings enthielt die Solubilisierungslösung deutlich weni-
ger andere Proteine als mit der ursprünglichen Methode (Daten nicht gezeigt). Aufgrund geringerer
Verunreinigungen wurde die zur Chromatographie verwendete Antikörpersäule geschont und konnte
länger verwendet werden.
Prinzipiell gibt es verschiedene Möglichkeiten um Membranproteine in Lösung zu bringen. Des-

halb wurden verschiedene Detergenzien und Solubilisierungstemperaturen getestet sowie der Versuch
unternommen, CD24 enzymatisch aus der Membranfraktion zu isolieren. Dazu wurde die Membran-
fraktion aufgeteilt und in 20mM Tris-HCl, pH 7,5 mit entweder 1% DOC und 0,1% SDS, 1%
CHAPS, 1% TritonX-100 oder 5% DOC resuspendiert. Letzteres entspricht dem in Brendel [2005]
beschriebenen Solubilisierungspu�er für CD24. Die Solubilisierung erfolgte für eine Stunde auf ei-
nem Rotor, wobei der Ansatz mit TritonX-100 bei 37◦C, alle anderen bei 4◦C inkubiert wurden.
Nach Zentrifugation bei 100000 x g wurden die Fraktionen mittels SDS-PAGE und Westernblot auf
ihren CD24-Gehalt überprüft. Abbildung 6.2(a) zeigt die Überstände nach Zentrifugation und es
ist zu erkennen, dass mit TritonX-100 bei 37◦C die beste Ausbeute erzielt werden konnte. CD24
wird auch Heat Stable Antigen (HSA) genannt [Springer et al., 1978]. Aufgrund der Eigenschaft
hitzestabil zu sein, wurde zudem getestet, bei welchen höheren Temperaturen sich CD24 am besten
solubilisieren lässt, ohne strukturell zerstört zu werden. Die Solubilisierung mit 1% TritonX-100
wurde deshalb auch bei 80◦C, 85◦C, 90◦C und 95◦C durchgeführt. Auch bei 95◦C waren keine Un-
terschiede im Laufverhalten von CD24 im SDS-Gel zu erkennen und bei dieser Temperatur war die
E�zienz erwartungsgemäÿ am höchsten. Abbildung 6.2(b) zeigt, dass nach Solubilisierung bei 37◦C
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6 Ergebnisse

noch einmal in etwa die gleiche Menge CD24 in Lösung gebracht werden kann, wenn eine zweite
Solubilisierung im Anschluss daran bei 95◦C durchgeführt wird. In das optimierte Aufreinigungspro-
tokoll für CD24 wurden deshalb mehrere Solubilisierungsschritte aufgenommen: zunächst für etwa
2,5 Stunden bei 37◦C, anschlieÿend bei 37◦C über Nacht sowie für 30min bei 95◦C (siehe 5.1.4). Zu-
sätzlich zur chemischen Solubilisierung von Membranproteinen gibt es für GPI-verankerte Proteine
eine weitere Möglichkeit, sie von der Membran zu trennen. Das Enzym Phospholipase C (PIPLC) ist
phosphoinositolphosphat-spezi�sch und schneidet im GPI-Anker. Da CD24 GPI-verankert ist, soll-
te es theoretisch möglich sein, CD24 freizusetzen, indem die Membranfraktion mit PIPLC verdaut
wird. Um dies zu testen, wurde wie unter 5.1.10 beschrieben das 100000 x g-Pellet in PIPLC-Pu�er
(25mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 0,1% DOC, pH7,4) resuspendiert und mit PIPLC versetzt. Zur
Kontrolle erfolgte ein Ansatz ohne Enzym. Beide Proben wurden nach dem Verdau bei 100000 x g
pelletiert und die Überstände mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den CD24-Gehalt analysiert.
Wie in Abbildung 6.2(c) zu erkennen ist, hatte die Behandlung mit PIPLC jedoch keinen groÿen
Ein�uss auf die solubilisierte Menge CD24. Da das Enzym zudem relativ teuer ist, wurde dieser
Ansatz zur Aufreinigung groÿer Mengen von CD24 nicht weiterverfolgt.
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Abbildung 6.2: Test verschiedener Solubilisierungsmöglichkeiten für CD24

In PBS/EDTA (1 x PBS, 1mM EDTA, pH7,4) homogenisierte Maushirne wurden mit verschiedenen Methoden solubi-
lisiert. In allen Fällen wurden anschlieÿend die Überstände nach Zentrifugation bei 100000 x g im Westernblot mit dem
Antikörper gegen CD24 (79) analysiert. (a) Als Solubilisierungspu�er wurde 20mM Tris-HCl, pH 7,5 mit 1% DOC
und 0,1% SDS, 1% CHAPS, 1% TritonX-100 oder 5% DOC verwendet. (b) Nach Solubilisierung bei 37◦C mit 1%
TritonX-100 erfolgte eine zweite Solubilisierung bei 95◦C. (c) Die Membranfraktion wurde in PIPLC-Pu�er (25mM
Tris-HCl, 1mM EDTA, 0,1% DOC, pH7,4) resuspendiert und für 1,5 h bei 37◦C mit PIPLC verdaut (+PIPLC). Ein
Ansatz ohne Enzym (-PIPLC) erfolgte zur Kontrolle.

Die immuna�nitätschromatographische Aufreinigung von CD24 aus Solubilisierungen von Mem-
branproteinen wurde bereits in Kleene et al. [2001] beschrieben. Dabei wird als Elutionspu�er Pu�er
C (10mM Ethanolamin, 150mM NaCl, 0,2% CHAPS, pH11,5) verwendet. Davon abweichend wur-
den als zusätzliche Möglichkeiten der Elution von CD24 verschiedene Salzkonzentrationen (0,8 bis
1,5M NaCl) sowie Pu�er mit unterschiedlicher Detergenzzusammensetzung (Pu�er C, Pu�er C mit
0,5% CHAPS oder mit 0,2% CHAPS und 1% TritonX-100) getestet. Alle Eluate wurden anschlie-
ÿend neutralisiert und mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den CD24-Gehalt analysiert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 6.3 dargestellt. In 6.3(a) ist zu erkennen, dass die Elution mit Salz
unabhängig von den getesteten Konzentrationen nicht funktioniert und CD24 nur durch Einsatz von
Pu�er C eluiert werden kann. Auÿerdem ist die Menge an eluiertem CD24 zwar höher, wenn der
Elutionspu�er 0,5 statt 0,2% CHAPS enthält, allerdings steigt dann auch der Gehalt an von der
Matrix gewaschenem αCD24-Antikörper. Deshalb wurde weder die CHAPS-Konzentration erhöht
noch zusätzlich TritonX-100 eingesetzt, sondern weiterhin Pu�er C als Elutionspu�er verwendet.
Zusammenfassend wurden bei der CD24-Aufreinigung im Vergleich zu den ursprünglichen Proto-
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Abbildung 6.3: Test verschiedener Elutionspu�er bei der a�nitätschromatographischen CD24-
Aufreinigung

Die Membranfraktion aus Maushirnen wurde solubilisiert und mittels an CNBr-aktivierte Sepharose gekoppeltem
αCD24-Antikörper immuna�nitätschromatographisch aufgereinigt. Verschiedene Möglichkeiten der Elution wurden
im Vergleich zu Elutionspu�er C (10mM Ethanolamin, 150mM NaCl, 0,2% CHAPS, pH11,5) getestet. Die Eluate
wurden anschlieÿend im Westernblot mit dem Antikörper gegen CD24 (79) analysiert. (a) 0,8 bis 1,5M NaCl (b)
Pu�er C mit 0,5% CHAPS oder mit 0,2% CHAPS und 1% TritonX-100.

kollen [Brendel, 2005, Kleene et al., 2001] der Homogenisierungspu�er, die Zentrifugationsgeschwin-
digkeiten, das Detergenz im Solubilisierugnspu�er sowie die Temperaturen bei der Solubilisierung
geändert. Die so entwickelte optimierte Aufreinigungsmethode ist in 5.1.4 beschrieben und sche-
matisch in Abbildung 6.4(a) dargestellt. In 6.4(b) ist zu sehen, wie nach dem ersten und zweiten
Solubilisierungsschritt stets noch CD24 in Lösung gebracht werden kann. Jedoch ist auch zu erken-
nen, dass sich die Menge an solubilisiertem CD24 nach jedem Schritt verringert. Abbildung 6.4(c)
zeigt aufgereinigtes CD24 im Vergleich zu in Gesamthirnhomogenat detektiertem CD24.

6.2 Trennung der CD24-Glykoformen

CD24 wird im Nervensystem als drei Glykoformen exprimiert, die sich durch unterschiedliche Mole-
kulargewichte auszeichnen [Kleene et al., 2001]. Dies wird dadurch hervorgerufen, dass die Formen
unterschiedliche Glykane enthalten: auf O-Glykanen trägt die gröÿte, 33 kD groÿe Glykoform u. a.
Lewisx, α2,3-Sialinsäure und HNK-1, die mittlere 30 kD groÿe u. a. Lewisx und α2,3-Sialinsäure. Auf
der kleinsten, 27 kD groÿen Glykoform lassen sich diese Glykane nicht detektieren [Brendel, 2005].
Die Funktionen, die CD24 im Neuritenwachstum aufweist, sind von Lewisx und α2,3-Sialinsäure auf
O-Glykanen abhängig. Auÿerdem wirkt CD24 dabei in trans und die beiden groÿen Glykoformen
von CD24, die sowohl Lewisx als auch α2,3-Sialinsäure tragen, werden von Gliazellen exprimiert
[Brendel, 2005, Kleene et al., 2001]. Daher wird vermutet, dass die verschiedenen Glykoformen von
CD24 unterschiedliche Aufgaben besitzen. Um diese Theorie näher zu untersuchen, sollten die drei
CD24-Glykoformen voneinander getrennt und einzeln in Neuritenwachstumsexperimenten getestet
werden. Dabei wurden verschiedene Möglichkeiten zur Trennung getestet.
Zunächst wurde versucht, die Glykoformen a�nitätschromatographisch zu trennen. Antikörper

gegen HNK-1 und Lewisx wurden an CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt (siehe 5.1.5.1) und Säu-
len wurden mit diesen Matrices gepackt, um bereits chromatographisch aufgereinigtes Gesamt-CD24
(siehe 5.1.4) wie beschrieben aufzutrennen (siehe 5.1.5.2). Die so erhaltenen Eluate wurden anschlie-
ÿend neutralisiert und mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den CD24-Gehalt hin analysiert.
Abbildung 6.5 zeigt das dabei erhaltene Ergebnis. Es ist zu erkennen, dass die Eluate von beiden
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Abbildung 6.4: Optimierte Aufreinigung von CD24

(a) Darstellung des optimierten Aufreinigungsprotokolls für CD24 aus Maushirn. (b) Die nach drei Solubilisierungs-
schritten (zunächst 2,5 Stunden bei 37◦C, anschlieÿend bei 37◦C über Nacht (ü.N.) sowie für 30min bei 95◦C)
erhaltenen 100000 x g-Überstände wurden im Westernblot mit dem Antikörper gegen CD24 (79) analysiert. (c) Im
Westernblot mit dem Antikörper gegen CD24 (79) detektiertes, fertig aufgereinigtes CD24 im Vergleich zu Gesamt-
hirnhomogenat.
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Säulen stets noch alle CD24-Glykoformen enthalten und die Trennung der Formen auf diese Weise
nicht funktioniert. Wahrscheinlich ist die homophile Bindung von CD24 dafür verantwortlich, dass
auch CD24-Glykoformen, die die entsprechenden Glykane nicht tragen, an die jeweilige Säulenmatrix
binden und dann ebenfalls eluiert werden.
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Abbildung 6.5: Versuch der CD24-Glykoformentrennung durch A�nitätschromatographie

Bereits chromatographisch aufgereinigtes Gesamt-CD24 wurde über Säulen mit an Sepharose gekoppelten αHNK-1-
bzw. αLewisx-Antikörpern aufgetrennt. Die Eluate wurden anschlieÿend mit dem Antikörper gegen CD24 (79) im
Westernblot analysiert. Das rechte Bild zeigt einen Film nach längerer Expositionszeit.

Da die Trennung der Glykoformen durch A�nitätschromatographie nicht erfolgreich war, wurde
versucht, die Glykoformen mittels Gelelution anhand ihrer unterschiedlichen Gröÿen voneinander zu
trennen. Dazu wurde bereits aufgereinigtes Gesamt-CD24 (siehe 5.1.4) auf einem 15%-igen SDS-
Gel aufgetrennt und daraus wie unter 5.1.7 beschrieben präparativ elektroeluiert. Die einzelnen
Fraktionen der Gelelution wurden wiederum mittels SDS-PAGE und Westernblot auf den CD24-
Gehalt analysiert. Abbildung 6.6(a) zeigt die CD24-positiven Fraktionen. Allerdings ist zu sehen,
dass auch hier die Glykoformen nicht voneinander getrennt werden konnten. Um eine bessere Auf-
trennung der CD24-Glykoformen in der SDS-PAGE zu erhalten, wurde auÿerdem N-deglykosyliertes
CD24 verwendet, da die N-Glykane von CD24 ohnehin nicht für die zu untersuchenden Funktionen
im Neuritenwachstum nötig sind [Brendel, 2005]. Dafür wurde CD24 wie unter 5.1.9 beschrieben
mit PNGase F verdaut, anschlieÿend wieder auf einem 15%-igen SDS-Gel aufgetrennt und dar-
aus mittels Gelelution elektroeluiert. Abbildung 6.6(b) zeigt zwar, dass die Molekulargewichte der
CD24-Glykoformen nach N-Deglykosylierung kleiner wurden, jedoch war eine Trennung der Formen
voneinander auch mit dieser Methode nicht erfolgreich.
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Abbildung 6.6: Versuch der CD24-Glykoformentrennung durch Gelelution

Bereits chromatographisch aufgereinigtes Gesamt-CD24 wurde auf einem 15%-igen SDS-Gel aufgetrennt und daraus
präparativ elektroeluiert (Gelelution). Alle Fraktionen wurden anschlieÿend im Westernblot mit dem Antikörper gegen
CD24 (79) analysiert. Gezeigt sind stets nur die CD24-positiven Fraktionen. (a) Unbehandeltes CD24 wurde für die
Gelelution eingesetzt. (b) Das für die Gelelution verwendete CD24 wurde zuvor durch Verdau mit PNGase F N-
deglykosyliert.
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Da sich die CD24-Glykoformen in ihren Glykanen unterscheiden und ein Teil der Glykane nega-
tiv oder positiv geladen ist, sind die Formen wahrscheinlich unterschiedlich stark negativ geladen.
Eine Methode, um unterschiedlich stark negativ geladene Moleküle voneinander zu trennen, ist die
Anionenaustauschchromatographie. Proteine mit negativen Ladungen werden dabei unterschiedlich
stark gebunden und können durch Elution mittels eines Salzgradienten nacheinander eluiert wer-
den, wobei Proteine mit geringeren Ladungen zuerst eluiert werden. Als dritter Versuch, die CD24-
Glykoformen voneinander zu trennen, wurde deshalb eine solche chromatographische Auftrennung
von bereits aufgereinigtem Gesamt-CD24 getestet. Zunächst erfolgte ein tryptischer Verdau, um an-
dere Proteine und vor allem den noch in der Aufreinigung enthaltenen αCD24-Antikörper zu entfer-
nen (siehe 5.1.8). Anschlieÿend wurden jeweils etwa 2mg dieser CD24-Probe über zwei verschiedene
Anionenaustausch-Säulen (MonoQ HR 16/10, GE Healthcare Europe GmbH und DNAPac PA100,
Dionex Corporation) gegeben und wie unter 5.1.6 beschrieben eluiert. Die Eluate wurden in jeweils
44 Fraktionen à 1,5ml gesammelt. Da CD24 aufgrund seines kurzen Peptidrückgrats, das keine aro-
matischen Aminosäuren aufweist, nicht mit Hilfe eines UV-Detektors nachweisbar ist, wurden alle
Fraktionen im CD24-ELISA (siehe 5.1.13) getestet, um ein ungefähres Chromatogramm zu erhalten.
In Abbildung 6.7 ist beispielhaft das Ergebnis des ELISA mit allen Fraktionen der MonoQ-Säule
dargestellt. Dabei ist anzumerken, dass die Absorptionen aller Fraktionen relativ gering sind und
sich nur selten stark von der TBS-Negativkontrolle unterscheiden. Die gröÿte Menge an detektier-
barem CD24 ist in Fraktion 11 enthalten. Vergleicht man die entsprechende Absorption mit dem als
Positivkontrolle eingesetzten CD24 ohne Anionenaustauschchromatographie, so entspricht die in der
gesamten Fraktion enthaltene CD24-Menge in etwa 100 ng. Da diese Menge zu gering ist, um CD24
mittels Westernblot zu detektieren, konnte nicht überprüft werden, ob eine Trennung der Glykofor-
men theoretisch erfolgreich war. Der gröÿte Teil des eingesetzten CD24 ging demnach während der
Anionenaustauschchromatographie verloren, wobei der Grund hierfür unbekannt ist. Diese Methode
wurde deshalb als ebenfalls ungeeignet für die Trennung der CD24-Formen befunden.
Es lässt sich zusammenfassen, dass es im Rahmen dieser Arbeit nicht gelungen ist, die CD24-

Glykoformen voneinander zu trennen. Daher war es nicht möglich, die Funktionen der einzelnen Gly-
koformen näher zu untersuchen. Alle funktionellen Untersuchungen erfolgten deshalb mit Gesamt-
CD24.
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Abbildung 6.7: Versuch der CD24-Glykoformentrennung durch Anionenaustauschchromatographie

Bereits chromatographisch aufgereinigtes Gesamt-CD24 wurde nach tryptischem Verdau durch Anionenaustausch-
chromatographie mit Hilfe der MonoQ-Säule aufgetrennt. Alle Fraktionen wurden anschlieÿend im ELISA analysiert.
Die gestrichelte Linie stellt die Absorption der Negativkontrolle dar, bei der nur TBS-Pu�er als Substrat verwendet
wurde.
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6.3 CD24-vermitteltes Neuritenwachstum von Kleinhirn- und
Hinterwurzelganglienneuronen

CD24 ist bekannt dafür, dass es das Neuritenwachstum von perinatalen DRG-Neuronen inhibiert
und im Gegensatz dazu das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen fördert [Kleene et al., 2001].
Da diese Erkenntnisse Grundlage für die vorliegende Dissertation sind und im Rahmen dieser Arbeit
reproduziert werden konnten, sind sie in Abbildung 6.8 dargestellt. Kleinhirnneurone zeigen auf CD24
ein um etwa 50% verstärktes Neuritenwachstum im Vergleich zur PLL-Kontrolle (siehe Abbildung
6.8(a) und 6.8(b)). Bei DRG-Neuronen ist hingegen eine Inhibition der Neuritenlänge durch CD24
auf etwa 65% im Vergleich zu PLL-Substrat zu sehen (siehe Abbildung 6.8(c) und 6.8(d)) .
Zusätzlich zur Reduktion der Neuritenlänge von DRG-Neuronen durch CD24 wurde auÿerdem

festgestellt, dass auch die Anzahl der Neuriten von DRG-Neuronen auf CD24-Substrat verringert
ist. Auf PLL bilden DRG-Neurone im Zeitraum von etwa 24 Stunden im Durchschnitt fast 8 Neuriten
pro Zelle, während die Zellen auf CD24 nach dieser Zeit nur durchschnittlich 6,5 Neuriten besitzen.
CD24 hemmt also nicht nur das Wachstum der Neuriten, es beein�usst auch deren Auswachsen.

6.4 Identi�kation von TAG-1 und F3 als funktionelle Rezeptoren für
CD24

Bei den CD24-vermittelten Neuritenwachstumse�ekten sind die glialen Glykoformen von CD24
wichtig, die unter anderem die beiden Glykane α2,3-Sialinsäure und Lewisx tragen. Gliales CD24
vermittelt die Neuritenwachstumse�ekte in einer zuckerabhängigen trans-Interaktion mit neuro-
nalen Proteinen. Die funktionelle Bedeutung des neuralen Zelladhäsionsmoleküls L1 im α2,3-
sialinsäureabhängigen, CD24-vermittelten Neuritenwachstum konnte bereits gezeigt und eine direkte
Bindung von L1 an α2,3-Sialinsäure auf CD24 nachgewiesen werden. Als neuronale Rezeptoren, die
für Lewisx-vermittelte Neuritenwachstumse�ekte von CD24 verantwortlich sind, konnten aufgrund
von Sequenzvergleichen zwischen Adhäsionsmolekülen der L1-Familie und fukosebindenden P�an-
zenlektinen die beiden neuralen Adhäsionsmoleküle TAG-1 und F3 identi�ziert werden. Auch eine
Bindung von TAG-1 an Lewisx wurde bereits gezeigt [Brendel, 2005].
Daher ist nun der nächste Schritt, die funktionelle Relevanz von TAG-1 und F3 im CD24-vermit-

telten Neuritenwachstum und den Zusammenhang zwischen diesen Proteinen näher zu untersuchen.
Dazu wurden Neuritenwachstumsexperimente mit TAG-1- bzw. F3-de�zienten Neuronen durchge-
führt (siehe 6.4.1). Mittels Immunpräzipitationen (siehe 6.4.2), Pulldown-Experimenten (siehe 6.4.3)
und immunzytochemischen Experimenten (siehe 6.4.4) wurde auÿerdem die Interaktion von CD24
mit TAG-1 und F3 untersucht. Schlieÿlich ermöglichten weitere Neuritenwachstumsexperimente die
Bestätigung der Lewisx-Abhängigkeit (siehe 6.4.6) sowie die Identi�kation potenzieller Korezeptoren
für TAG-1 und F3 (siehe 6.4.7) und die nähere Charakterisierung der Beteiligung von TAG-1 und
F3 am CD24-abhängigen Neuritenwachstum (siehe 6.4.5 und 6.4.7).

6.4.1 Funktionelle Relevanz von TAG-1 und F3 im CD24-vermittelten
Neuritenwachstum

Um zu untersuchen, ob TAG-1 und F3 im CD24-vermittelten Neuritenwachstum von Kleinhirn-
und DRG-Neuronen funktionell wichtig sind, wurden TAG-1- bzw. F3-de�ziente Mäuse verwendet.
TAG-1-de�ziente Mäuse wurden freundlicherweise von Domna Karagogeos (Institute of Molecular

Biology and Biotechnology and University of Crete Medical School, Kreta, Griechenland) und F3-
de�ziente Mäuse von Barbara Ranscht (Burnham Institute for Medical Research, La Jolla, Kaliforni-
en, USA) zur Verfügung gestellt. Wie in 5.2.1.2 und 5.2.1.3 beschrieben, wurden Einzelzellkulturen
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Abbildung 6.8: Neuritenwachstumsförderung bei Kleinhirnneuronen und -inhibition bei
DRG-Neuronen durch CD24

Primäre Einzelzellkulturen von Kleinhirnneuronen und DRG-Neuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden auf PLL, PLL
mit CD24 (5µg/ml) oder PLL mit Laminin (10µg/ml) als Substrat ausgesät. Nach etwa 24-stündiger Kultivierung
wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten von mindestens 100 Kleinhirnneuronen bzw. 50 bis 100 DRG-
Neuronen pro Probe gemessen. (a), (c) Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei unabhängigen
Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %). Balken, die mit drei Sternen markiert sind, unterscheiden
sich signi�kant (p < 0,001; Student t-test). (b), (d) Fotogra�en von Kleinhirnneuronen bzw. DRG-Neuronen, die
entweder auf PLL-, CD24- oder Laminin-Substrat ausgesät wurden. Die Skalierungsbalken haben jeweils eine Länge
von 20µm.
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Abbildung 6.9: Neuritenanzahl von Wildtyp-DRG-Neuronen

Primäre Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden auf PLL und PLL mit CD24 (5µg/ml) als
Substrat ausgesät. Nach etwa 24-stündiger Kultivierung wurden die Zellen �xiert und die Neuriten von mindestens 50
bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gezählt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens
drei unabhängigen Einzelexperimenten. Balken, die mit drei Sternen markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (p
< 0,001; Student t-test).

von Kleinhirn- und DRG-Neuronen aus diesen de�zienten Mäusen sowie aus Wildtyp-Mäusen ange-
fertigt. Für Neuritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die Primärzellen auf PLL, CD24
und im Fall von Kleinhirnneuronen auch auf Laminin als Substrat ausgesät. Anschlieÿend wurde
untersucht, wie sich der Genotyp der Mäuse auf die Gesamtneuritenlänge auswirkt, indem diese wie
beschrieben gemessen wurde.
In den Abbildungen 6.10 und 6.11 sind die erhaltenen Ergebnisse aus jeweils mindestens drei

unabhängigen Experimenten dargestellt. Wildtyp-Kleinhirneurone zeigen auf CD24 ein um etwa 50%
gefördertes Neuritenwachstum im Vergleich zur PLL-Kontrolle. Im Gegensatz dazu ist eindeutig zu
erkennen, dass sowohl in TAG-1- als auch in F3-de�zienten Kleinhirnneuronen die CD24-abhängige
Förderung des Neuritenwachstums vollständig aufgehoben ist, da die Neuritenlängen auf CD24 in
beiden Genotypen den Längen auf PLL entsprechen. Bei Wildtyp-DRG-Neuronen ist die bekannte
Reduktion der Neuritenlänge durch CD24-Substrat auf etwa 65% im Vergleich zu PLL-Substrat zu
sehen. Dagegen ist bei DRG-Neuronen von sowohl TAG-1- als auch F3-de�zienten Mäusen nur eine
teilweise Reduktion der Neuritenlängen auf CD24-Substrat im Vergleich zum Wildtyp vorhanden.
In beiden de�zienten Genotypen liegen die Neuritenlängen von DRG-Neuronen bei etwa 82% im
Vergleich zu PLL, während sie im Wildtyp bei etwa 65% liegen.
Aus diesen Beobachtungen folgt, dass sowohl TAG-1 als auch F3 für die Förderung des Neuri-

tenwachstums durch CD24 in Kleinhirnneuronen notwendig ist, wohingegen beide Proteine an der
Inhibition des Neuritenwachstums von DRG-Neuronen durch CD24 in etwa zur Hälfte beteiligt sind.
Es ist bereits bekannt, dass L1 für die Vermittlung der CD24-E�ekte auf das Neuritenwachstum

von Kleinhirn- und DRG-Neuronen notwendig ist [Kleene et al., 2001]. Daher ist es möglich, dass die
beeinträchtigte Förderung bzw. Inhibition durch CD24 in TAG-1- und F3-de�zienten Neuronen durch
eine Dysregulation von L1 in diesen Genotypen zustande kommt. Um dies auszuschlieÿen, wurden die
Expressionslevel der beteiligten Proteine im Nervensystem von Wildtyp-, TAG-1- und F3-de�zienten
Mäusen untersucht. Dazu wurde eine grobe Membranfraktion (17000 x g-Pellet) von Gesamthirnho-

75



6 Ergebnisse

PLL CD24 Laminin

0

100

200

300

400 TAG-1 +/+

TAG-1 -/-

Kleinhirnneurone

G
es

am
tn

eu
ri

te
n
lä

n
g
e 

p
ro

 Z
el

le
 [

%
]

***

DRG-Neurone

PLL CD24

0

20

40

60

80

100

120 TAG-1 +/+

TAG-1 -/-

***

Abbildung 6.10: Funktionelle Relevanz von TAG-1 im CD24-vermittelten Neuritenwachstum von
Kleinhirn- und DRG-Neuronen

Primäre Einzelzellkulturen von Kleinhirn- und DRG-Neuronen aus Wildtyp- (+/+) und TAG-1-de�zienten (-/-) Mäu-
sen wurden auf PLL, PLL mit CD24 (5µg/ml) oder PLL mit Laminin (10µg/ml) als Substrat ausgesät. Nach etwa
24-stündiger Kultivierung wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten von mindestens 100 einzelnen
Kleinhirnneuronen bzw. 50 bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %).
Balken, die mit drei Sternen markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (p < 0,001; Student t-test).
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Abbildung 6.11: Funktionelle Relevanz von F3 im CD24-vermittelten Neuritenwachstum von
Kleinhirn- und DRG-Neuronen

Primäre Einzelzellkulturen von Kleinhirn- und DRG-Neuronen aus Wildtyp- (+/+) und F3-de�zienten (-/-) Mäu-
sen wurden auf PLL, PLL mit CD24 (5µg/ml) oder PLL mit Laminin (10µg/ml) als Substrat ausgesät. Nach etwa
24-stündiger Kultivierung wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten von mindestens 100 einzelnen
Kleinhirnneuronen bzw. 50 bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %).
Balken, die mit drei Sternen markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (p < 0,001; Student t-test).
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mogenat dieser Genotypen per SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Ladekontrolle verwendet. In Abbildung 6.12 ist zu sehen, dass
die Proteinmengen von CD24 und L1 in allen drei Genotypen vergleichbar sind. Die Mengen von
TAG-1 in Wildtyp- und F3-de�zienten Hirnen sowie von F3 in Wildtyp- und TAG-1-de�zienten
Hirnen sind ebenfalls identisch. Durch die jeweilige De�zienz ist TAG-1 jedoch wie erwartet nicht
in TAG-1-de�zienten und F3 nicht in F3-de�zienten Hirnen detektierbar. Diese Kontrolle zeigt, dass
die Ergebnisse aus den Neuritenwachstumsexperimenten nicht durch Dysregulation von L1, sondern
tatsächlich durch das Fehlen von TAG-1 bzw. F3 zustande kommen.
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Abbildung 6.12: Kontrolle der Expressionslevel der am CD24-vermittelten Neuritenwachstum betei-
ligten Proteine

Pro Spur wurden 50µg Membranfraktion von Wildtyp-, TAG-1- und F3-de�zienten (-/-) Mäusen aufgetragen und in
Westernblots mit Antikörpern gegen CD24 (79), TAG-1 (TG3), F3 (F3 Kaninchen) oder L1 (αL1 poly) analysiert.
Als Ladekontrolle wurden die Membranen zusätzlich mit αGAPDH-Antikörper detektiert.

6.4.2 Assoziation von TAG-1 und F3 mit CD24 im Kleinhirn

Die Zelladhäsionsmoleküle TAG-1 und F3 sind funktionell wichtig für das CD24-vermittelte Neuri-
tenwachstum von Kleinhirn- und DRG-Neuronen (siehe 6.4.1). Daher liegt es nahe, die physiologische
Assoziation der beiden Proteine mit CD24 zu untersuchen. Dazu wurden Immunpräzipitationen aus
Kleinhirn- und Hinterwurzelgewebe durchgeführt. Da die Ausbeute bei der Präparation von Hinter-
wurzelgewebe relativ gering und dieses Gewebe schwer zu homogenisieren ist, waren alle Versuche der
Immunpräzipitation aus diesem Gewebe erfolglos (Daten nicht gezeigt). Deshalb werden im Folgen
nur die Ergebnisse der Immunpräzipitationen aus Kleinhirngewebe dargestellt. Für DRG-Neuronen
wurde für diesen Zweck ein anderer Versuchsansatz gewählt (siehe 6.4.4).
Dazu wurde zunächst wie in 5.1.11 beschrieben eine grobe Membranfraktion von Kleinhirnho-

mogenat nach Preclearing mit dem αCD24-Antikörper bzw. unspezi�schen IgGs oder nur PBS als
Negativkontrollen inkubiert. Durch die Verwendung von Protein G Beads wurden die gebildeten Pro-
tein-Antikörper-Komplexe isoliert und mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Abbildung
6.13(a) zeigt die erhaltenen Ergebnisse nach der Detektion von CD24, TAG-1 und F3. Wie er-
wartet ist eine Präzipitation von CD24 mittels des αCD24-Antikörpers zu sehen. Zusätzlich konnten
allerdings auch die beiden Proteine TAG-1 und F3 spezi�sch mit dem αCD24-Antikörper co-immun-
präzipitiert werden. In allen Fällen sind keine Banden bei den Negativkontrollen ohne Antikörper
bzw. mit unspezi�schen IgGs zu sehen. Zusätzlich wurde CHL1 als Negativkontrolle verwendet, da
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dieses Protein nicht mit CD24 assoziiert ist und deshalb nicht mittels αCD24-Antikörper präzipitiert
werden kann.
Um dieses Ergebnis abzusichern, wurde die gleiche Immunpräzipitation auch umgekehrt durchge-

führt. Dazu wurden αTAG-1- und αF3-Antikörper für die Präzipitation verwendet und wiederum
die gebildeten Protein-Antikörper-Komplexe mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert, indem
CD24, TAG-1 und F3 detektiert wurden. Aus Abbildung 6.13(b) ist ersichtlich, dass auch diese
Immunpräzipitationen spezi�sch waren, da sich TAG-1 mit αTAG-1-Antikörper und F3 mit αF3-
Antikörper isolieren lassen, während in den Negativkontrollen keine Banden zu sehen sind. Auÿer-
dem ist zu erkennen, dass die beiden Proteine miteinander assoziiert sind, da sie sich beide mit
dem jeweils anderen co-immunpräzipitieren lassen. Die Detektion von CD24 zeigt auÿerdem, dass
auch CD24 mit beiden Proteinen co-immunpräzipitiert werden kann. CHL1 diente auch hier als
Negativkontrolle und ist weder mit TAG-1 noch mit F3 assoziiert.
Die Ergebnisse aus den durchgeführten Immunpräzipitationen zeigen, dass sowohl TAG-1 als auch

F3 mit CD24 im Kleinhirn assoziiert ist. Auÿerdem treten TAG-1 und F3 zusammen in einem
Komplex auf.
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Abbildung 6.13: Assoziation von TAG-1 und F3 mit CD24 im Kleinhirn

Immunpräzipitationen aus dem 17000 x g-Pellet von Kleinhirnhomogenat. (a) IP mittels αCD24-Antikörper (79), un-
spezi�scher IgGs aus Ratte oder ohne Antikörper (-). (b) IP mittels αTAG-1-Antikörper (αhuman Contactin-2), αF3-
Antikörper (αhuman Contactin-1), unspezi�scher IgGs aus Ziege oder ohne Antikörper (-). Die Immunpräzipitate
wurden in Westernblots mit Antikörpern gegen CD24 (79), TAG-1 (TG3), F3 (F3 Kaninchen) oder CHL1 analysiert.
Zur Kontrolle wurden 10µg des 17000 x g-Pellets von Kleinhirnhomogenat aufgetragen.

6.4.3 Bindung von TAG-1 und F3 an CD24

Die physiologische Assoziation von CD24, TAG-1 und F3 im Kleinhirn (siehe 6.4.2) und ihr funktio-
neller Zusammenhang bei Neuritenwachstum von Kleinhirn- und DRG-Neuronen (siehe 6.4.1) werfen
die Frage auf, ob diese Proteine durch direkte Interaktion oder indirekt über weitere Rezeptoren mit-
einander wirken. Um diese Frage zu beantworten wurden Pulldown-Experimente durchgeführt. Wie
in 5.1.12 beschrieben, wurde aufgereinigtes CD24 dazu an magnetische Beads gekoppelt und mit F3-
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Fc bzw. TAX-1-Fc (humanes Analogon zu TAG-1-Fc) inkubiert. Humanes Fc und CHL1-Fc wurden
als Negativkontrollen verwendet. Nach dem Waschen der Beads wurde mittels SDS-PAGE und Wes-
ternblot untersucht, welche der verwendeten Proteine spezi�sch an CD24-Beads binden, indem zur
Detektion des Fc ein humaner Sekundärantikörper verwendet wurde.
Abbildung 6.14 zeigt das erhaltene Ergebnis. Auf der linken Seite (Kontrolle) sind alle verwendeten

Proteine zu sehen: TAX-1-Fc und F3-Fc bei etwa 150 kD, humanes Fc bei etwa 30 kD und CHL1-Fc
bei etwa 210 kD. Auf der rechten Seite wurden die Beads nach Pulldown auf das SDS-Gel aufgetragen.
In diesen Proben sind nur TAX-1-Fc und F3-Fc nachweisbar. Diese beiden Proteine wurden also
spezi�sch durch CD24-Beads gebunden, während humanes Fc alleine und CHL1-Fc nicht mit CD24-
Beads interagieren konnten.
Damit wurde zeigt, dass sowohl TAG-1 als auch F3 in der Lage ist, direkt an CD24 zu binden.
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Abbildung 6.14: Bindung von TAG-1 und F3 an CD24

CD24 wurde an magnetische Dynabeads M-270 Epoxy gekoppelt und im Pulldown mit aufgereinigtem TAX-1-Fc,
F3-Fc oder als Kontrollen mit CHL1-Fc oder Fc alleine inkubiert. Die nach Pulldown erhaltenen Beads (PD CD24)
wurden im Westernblot analysiert, indem zur Detektion von Fc αHuman-Sekundärantikörper verwendet wurde. Zur
Kontrolle wurden die aufgereinigten Fc-Proteine ohne Inkubation mit Beads detektiert (links).

6.4.4 Bindung von CD24 an TAG-1/L1- und F3/L1-Komplexe auf
Hinterwurzelganglienneuronen in Kultur

Eine direkte Bindung von CD24 an TAG-1 und F3 im Pulldown (siehe 6.4.3) sowie die physiologi-
sche Assoziation der drei Proteine konnte für Kleinhirngewebe bereits mittels Immunpräzipitationen
gezeigt werden (siehe 6.4.2). Da es aufgrund geringer Proteinmengen nicht möglich war, Immun-
präzipitationen auch aus Hinterwurzelgewebe durchzuführen, wurde für diesen Zelltyp eine andere
Methode gewählt, um eine physiologische Assoziation von CD24 mit L1, TAG-1 und F3 zu un-
tersuchen. Dazu wurden immunzytochemische Experimente mit primärkultivierten DRG-Neuronen
durchgeführt, für die zusätzlich an �uoreszierende Beads gekoppeltes CD24 eingesetzt wurde, um
eine Interaktion in trans zu analysieren.
Wie unter 5.2.1.7 beschrieben, wurde CD24 an Carboxylat-modi�zierte Fluospheres gekoppelt.

Ungekoppelte Fluospheres dienten als Negativkontrolle. Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen wur-
den wie in 5.2.1.3 beschrieben aus Wildtyp-Mäusen angefertigt und auf PLL ausgesät. Nach etwa
48-stündiger Kultivierung wurden CD24- bzw. Kontroll-Fluospheres zu den Zellen gegeben und da-
mit für eine weitere Stunde inkubiert. Anschlieÿend wurden ungebundene Beads durch Waschen
entfernt, die Zellen �xiert und mit Antikörpern gegen L1 und TAG-1 bzw. F3 angefärbt. Proben oh-
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ne Primärantikörper wurden als Kontrollen mitgeführt, um die Spezi�tät der Antikörperfärbungen
zu testen. Zum Nachweis der verwendeten Primärantikörper dienten �uoreszenzmarkierte Sekun-
därantikörper. Unter einem konfokalen Mikroskop wurden die Zellen anschlieÿend betrachtet.
Abbildung 6.15 zeigt exemplarische Zellen, die durch diese Experimente entstanden. Dabei ist

zunächst zu erkennen, dass L1 sowohl mit TAG-1 (Abbildung 6.15(a) und 6.15(c)) als auch mit
F3 (Abbildung 6.15(b) und 6.15(c)) in regelmäÿigen Komplexen entlang der Neuriten auftritt. Die-
se haben meist einen Abstand von 20 bis 25µm. Auÿerdem ist deutlich zu sehen, dass mit CD24
gekoppelte Fluospheres vorzugsweise an diese Komplexe binden (Abbildung 6.15(a) und 6.15(b)),
während Kontroll-Fluospheres (Abbildung 6.15(c)) kaum an Zellen zu �nden sind, und wenn, dann
nicht an den beschriebenen Komplexen. In den Proben ohne Primärantikörper waren keine Färbun-
gen sichtbar, so dass die Spezi�tät dieser Immunzytochemie gewährleistet ist (nicht gezeigt).
Diese immunzytochemischen Experimente zeigen, dass CD24 in trans mit neuronalen Proteinkom-

plexen auf kultivierten DRG-Neuronen, die L1 und TAG-1 bzw. L1 und F3 enthalten, interagiert.
Auch für DRG-Neurone ist somit eine physiologische Assoziation von CD24 mit TAG-1 und F3
gegeben.

6.4.5 Synergistische Wirkung von TAG-1 und F3 im CD24-vermittelten
Neuritenwachstum von Hinterwurzelganglienneuronen

Die in 6.4.1 beschriebenen Neuritenwachstumsversuche mit TAG-1- und F3-de�zienten Hinterwur-
zelganglienneuronen zeigen, dass CD24 in beiden de�zienten Situationen im Vergleich zum Wildtyp
eine etwa um die Hälfte verringerte Inhibition der Neuritenlängen verursacht. Daher ist es möglich,
dass TAG-1 und F3 jeweils für eine Hälfte der CD24-vermittelten Inhibition des Neuritenwachstums
von DRG-Neuronen verantwortlich sind. Das wiederum würde bedeuten, dass bei TAG-1-de�zienten
Neuronen noch der Reste�ekt der F3-vermittelten Inhibition zu sehen ist, während bei F3-de�zienten
Neuronen die TAG-1-vermittelte Inhibition sichtbar bleibt. Interessant wäre es also, DRG-Neuronen
von Mäusen zu untersuchen, die sowohl TAG-1- als auch F3-de�zient sind. Unverö�entlichte Daten
(Andrew Furley, University of She�eld, UK und Barbara Ranscht, Burnham Institute for Medical

Research, La Jolla, Kalifornien, USA) zeigen allerdings, dass dies nicht möglich ist, da die De�zienz
für beide Proteine zu perinataler Lethalität führt.
Daher wurde ein anderer Versuch gewählt, um eine Situation zu imitieren, in der weder TAG-1

noch F3 vorhanden ist. Dazu wurden Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen wie in 5.2.1.3 beschrie-
ben aus Wildtyp-Mäusen angefertigt. Für Neuritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die
Primärzellen auf PLL und CD24 ausgesät. Zusätzlich wurden etwa eine Stunde nach dem Aussäen
der Zellen Antikörper gegen TAG-1 und F3 jeweils 1:1000 verdünnt zugegeben, um Bindungen und
damit Funktionen dieser beiden Proteine zu blockieren.
Die Zugabe beider Antikörper hatte keinen Ein�uss auf die Neuritenlänge der DRG-Neurone auf

PLL-Substrat (Daten nicht gezeigt). Wie in Abbildung 6.16 dargestellt, war es dagegen möglich, die
jeweilige de�ziente Situation durch Zugabe von TAG-1- bzw. F3-Antikörper nachzuahmen, da die
Neuritenlängen auf CD24 von etwa 64% ohne Antikörper auf jeweils etwa 80% mit αTAG-1- bzw.
αF3-Antikörper steigen und damit in etwa der Länge der de�zienten Neurone auf CD24 entsprechen
(siehe 6.4.1). Auÿerdem ist zu erkennen, dass die CD24-Inhibition durch Zugabe beider Antikörper
vollständig aufgehoben werden kann, da die Neuritenlänge auf CD24 durch die Kombination beider
Antikörper auf 100% steigt und damit PLL-Niveau entspricht.
Dieser Versuch bestätigt, dass TAG-1 und F3 jeweils für eine Hälfte der CD24-vermittelten Inhi-

bition des Neuritenwachstums von DRG-Neuronen verantwortlich sind. Bei TAG-1-de�zienten Neu-
ronen ist also der Reste�ekt der F3-vermittelten Inhibition zu sehen, während bei F3-de�zienten
Neuronen die TAG-1-vermittelte Inhibition übrig bleibt. TAG-1 und F3 wirken damit synergistisch

81



6 Ergebnisse

L1

CD24-Fluospheres Überlagerung
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(a) Färbung von L1 und TAG-1 mit CD24-Fluospheres
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F3

Überlagerung

(b) Färbung von L1 und F3 mit CD24-Fluospheres

L1 F3 ungekoppelte FluospheresL1 TAG-1 ungekoppelte Fluospheres

(c) Überlagerungen der Färbungen von L1 und TAG-1 bzw. F3 mit
ungekoppelten Fluospheres

Abbildung 6.15: Immunzytochemie mit kultivierten DRG-Neuronen

Wildtyp-DRG-Neurone wurden kultiviert und mit CD24-gekoppelten bzw. ungekoppelten Fluospheres inkubiert. An-
schlieÿend wurden L1 und TAG-1 bzw. F3 immunzytochemisch angefärbt. Die Pfeile markieren Komplexe aus CD24-
Fluospheres, L1 und TAG-1 bzw. F3. Die eingerahmten Bereiche wurden zudem vergröÿert dargestellt. Die Skalie-
rungsbalken haben jeweils eine Länge von 10µm.
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im CD24-vermittelten Neuritenwachstum, d. h. die CD24-Inhibition in der Wildtyp-Situation stellt
die Summe aus beiden Einzele�ekten dar.
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Abbildung 6.16: Synergistische Wirkung von TAG-1 und F3 im CD24-vermittelten Neuritenwachs-
tum von Wildtyp-DRG-Neuronen

Primäre Einzelzellkulturen von Wildtyp-DRG-Neuronen wurden auf PLL oder PLL mit CD24 (5µg/ml) als Substrat
ausgesät und in Gegenwart von jeweils 1:1000 verdünnten Antikörpern gegen TAG-1 (αhuman Contactin-2) und F3
(αhuman Contactin-1) für etwa 24 Stunden kultiviert. Danach wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten
von mindestens 50 bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %). Balken, die
mit drei Sternen markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (p < 0,001; Student t-test).

6.4.6 Lewisx-Abhängigkeit des TAG-1- und F3-vermittelten Neuritenwachstums von
Hinterwurzelganglienneuronen auf CD24

Wie in 6.4.5 gezeigt, sind TAG-1 und F3 jeweils für eine Hälfte der CD24-vermittelten Inhibition
des Neuritenwachstums von Hinterwurzelganglienneuronen verantwortlich. Das wiederum bedeutet,
dass bei TAG-1-de�zienten Neuronen noch der Reste�ekt der F3-vermittelten Inhibition zu sehen
ist, während bei F3-de�zienten Neuronen die TAG-1-vermittelte Inhibition sichtbar bleibt. Sowohl
TAG-1 als auch F3 wurden ursprünglich als potenzielle Lewisx-Rezeptoren identi�ziert [Brendel,
2005]. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde untersucht, ob die jeweiligen Reste�ekte in den
de�zienten DRG-Neuronen tatächlich Lewisx-abhängig sind. Dazu wurden erneut Einzelzellkulturen
von DRG-Neuronen wie in 5.2.1.3 beschrieben aus TAG-1- und F3-de�zienten sowie aus Wildtyp-
Mäusen angefertigt. Für Neuritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die Primärzellen auf
PLL und CD24 ausgesät. Zusätzlich wurden etwa eine Stunde nach dem Aussäen der Zellen die Zu-
cker Lewisx oder Lewisa in einer Endkonzentration von 10µM zugegeben. Für Wildtyp-Primärzellen
wurde bereits gezeigt, dass sich spezi�sch durch die Zugabe von Lewisx der positive bzw. negati-
ve E�ekt von CD24 auf das Neuritenwachstum von Kleinhirn- bzw. DRG-Neuronen aufheben lässt
[Brendel, 2005].
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Wie in Abbildung 6.17 dargestellt, lieÿ sich dieses Ergebnis hier reproduzieren. Bei Wildtyp-DRG-
Neuronen kann die mittlere Neuritenlänge auf CD24 von etwa 62% im Vergleich zum PLL-Niveau
nur durch Zugabe von Lewisx auf 100% angehoben werden, so dass sie der auf PLL entspricht. Die
Zugabe von Lewisa hat dagegen keinen E�ekt auf die mittlere Neuritenlänge. Interessanterweise ist
es auch bei TAG-1- und F3-de�zienten DRG-Neuronen möglich, den jeweils übrigen Inhibitionse�ekt
von CD24 durch Lewisx aufzuheben. Abbildung 6.17(a) zeigt, dass bei TAG-1-de�zienten DRG-Neu-
ronen die Neuritenlängen auf CD24 von etwa 75% im Vergleich zum PLL-Niveau nur durch Zugabe
von Lewisx auf 100%, d. h. PLL-Niveau, angehoben werden kann. Analog steigt die mittlere Neuri-
tenlänge von F3-de�zienten Neuronen auf CD24 von etwa 79% durch Zugabe von Lewisx auf PLL-
Niveau (siehe Abbildung 6.17(b)). Die Zugabe von Lewisa hat in beiden Fällen hingegen kaum einen
E�ekt auf die Längen. Auÿerdem zeigte keines der Glykane einen Ein�uss auf die Neuritenlängen
auf PLL-Substrat.
Diese Experimente zeigen, dass die restlichen Inhibitionse�ekte von CD24 in TAG-1- bzw. F3-

de�zienten DRG-Neuronen Lewisx-abhängig sind. Da also bei TAG-1-de�zienten Neuronen noch der
Reste�ekt der F3-vermittelten Inhibition zu sehen ist und bei F3-de�zienten Neuronen die TAG-1-
vermittelte Inhibition übrig bleibt, folgt daraus, dass sowohl die TAG-1- als auch die F3-vermittelte
Inhibition durch CD24 Lewisx-abhängig ist. Beide Proteine sind damit funktionelle Rezeptoren für
Lewisx auf CD24.

6.4.7 Caspr bzw. Caspr2 als mögliche Korezeptoren von F3 bzw. TAG-1 bei
CD24-vermitteltem Neuritenwachstum von Hinterwurzelganglienneuronen

Die beiden Zelladhäsionsmoleküle TAG-1 und F3 sind mittels GPI-Anker mit der äuÿeren Zellmem-
bran verknüpft [Gollan et al., 2003, Zuellig et al., 1992]. Da sie somit keine Transmembrandomäne
besitzen, haben sie keinen direkten Kontakt mit dem intrazellulären Raum und können nur indirekt
über transmembranäre Bindungspartner Signale ins Zellinnere weiterleiten. Wie in 6.4.1 gezeigt, sind
beide Proteine aber funktionell wichtig für die Vermittlung der CD24-abhängigen Promotion bzw.
Inhibition von Neuritenwachstum. In Hinterwurzelganglienneuronen wirken TAG-1 und F3 zudem
synergistisch in der CD24-Inhibition der Neuritenlänge (siehe 6.4.5). Es stellt sich also die Frage,
über welche Korezeptoren TAG-1 und F3 dieses inhibitorische Signal weiterleiten. DRG-Neurone
sind Teil des peripheren Nervensystems und durch Schwannzellen mit einer Myelinscheide versehen
[Chan et al., 2004, Jones et al., 1994]. Dabei treten unter anderem F3 und Caspr zusammen auf,
während TAG-1 zusammen mit Caspr2 einen Komplex bildet [Bonnon et al., 2007, Poliak et al.,
2003, Traka et al., 2003, Faivre-Sarrailh et al., 2000]. Da TAG-1 und F3 in der Vermittlung der
CD24-abhängigen Inhibition des Neuritenwachstums von DRG-Neuronen ebenfalls einzeln auftre-
ten, besteht die Möglichkeit, dass der Grund dafür die unterschiedliche Lokalisierung dieser beiden
Proteine darstellt. Damit sind Caspr und Caspr2 gute Kandidaten als Korezeptoren für F3 bzw.
TAG-1.
Um diese Theorie zu überprüfen, wurden Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen wie in 5.2.1.3 be-

schrieben aus TAG-1- und F3-de�zienten sowie aus Wildtyp-Mäusen angefertigt. Für Neuritenwachs-
tumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die Primärzellen auf PLL und CD24 ausgesät. Zusätzlich
wurden etwa eine Stunde nach dem Aussäen der Zellen Antikörper gegen TAG-1 und F3 sowie gegen
Caspr und Caspr2 jeweils 1:1000 verdünnt zugegeben, um Bindungen und damit Funktionen dieser
beiden Proteine zu blockieren. Ein Antikörper gegen L1 wurde als Positivkontrolle verwendet, da für
L1 bereits gezeigt wurde, dass es für die CD24-Inhibition des Neuritenwachstum von DRG-Neuronen
essenziell ist [Kleene et al., 2001].
Keiner der Antikörper hatte einen Ein�uss auf die Neuritenlängen der DRG-Neurone auf PLL-

Substrat (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 6.18(a) ist die Wirkung aller Antikörper auf die Neu-
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(b) Wildtyp- und F3-de�ziente DRG-Neuronen

Abbildung 6.17: Lewisx-Abhängigkeit des TAG-1- und F3-vermittelten Neuritenwachstums von
DRG-Neuronen auf CD24

Primäre Einzelzellkulturen von (a) DRG-Neuronen aus Wildtyp- (+/+) und TAG-1-de�zienten (-/-) bzw. (b) aus
Wildtyp- (+/+) und F3-de�zienten (-/-) Mäusen wurden auf PLL oder PLL mit CD24 (5µg/ml) als Substrat ausgesät
und in Gegenwart von 10µM Lewisx bzw. Lewisa für etwa 24 Stunden kultiviert. Danach wurden die Zellen �xiert
und die Längen aller Neuriten von mindestens 50 bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur
PLL-Kontrolle (in %). Balken, die mit einem Stern (p < 0,05), zwei Sternen (p < 0,01) oder drei Sternen (p < 0,001)
markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (Student t-test).
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ritenlängen von TAG-1-de�zienten DRG-Neuronen auf CD24-Substrat dargestellt. Ohne Zugabe
von Antikörpern ist die bereits bekannte Inhibition der Neuritenlängen durch CD24 auf etwa 81%
des PLL-Niveaus zu sehen. In etwa unverändert sind die Neuritenlängen bei Zugabe von αTAG-1-
oder αCaspr2-Antikörper, d. h. diese Antikörper haben auf TAG-1-de�ziente DRG-Neurone keinen
Ein�uss. Dagegen ist sowohl der αF3- als auch der αCaspr-Antikörper in der Lage, auch noch
den Reste�ekt der CD24-Inhibition aufzuheben, da hierbei die Neuritenlängen bei etwa 100%, also
PLL-Niveau, liegen. Auch durch Zugabe des αL1-Antikörpers wird diese Inhibition wie erwartet
vollständig aufgehoben und die mittlere Neuritenlänge beträgt etwa 100%.
Im analogen Experiment mit F3-de�zienten DRG-Neuronen (siehe Abbildung 6.18(b)) liegt die

CD24-Inhibition ohne Zugabe von Antikörpern bei etwa 79% und wird auch durch αF3- oder αCaspr-
Antikörper nicht verändert. Nur in Gegenwart der αTAG-1- oder αCaspr2-Antikörper wird der
CD24-E�ekt vollständig aufgehoben. Die Neuritenlängen steigen hier auf etwa 100% an, genau wie
durch Zugabe des αL1-Antikörpers als Positivkontrolle.
Auf Wildtyp-DRG-Neurone (siehe Abbildung 6.18(c)) haben bis auf den αL1-Antikörper alle ein-

zeln getesteten Antikörper den E�ekt, dass sie die bereits bekannte Inhibition der Neuritenlängen
durch CD24 von etwa 64% auf etwa 80% des PLL-Niveaus reduzieren. Nur der αL1-Antikörper hebt
den CD24-E�ekt wie erwartet komplett auf. Ein Teil dieses Experiments wurde bereits unter 6.4.5
dargestellt, ist jedoch zur besseren Übersichtlichkeit hier nochmals enthalten. Die Kombination von
αTAG-1- und αF3-Antikörper zeigt die synergistische Wirkung dieser beiden Proteine (siehe 6.4.5).
Analog dazu wurden auch αCaspr- und αCaspr2-Antikörper gemeinsam getestet. Auch hier ist zu
sehen, dass die CD24-Inhibition durch Zugabe beider Antikörper vollständig aufgehoben werden
kann, da die Neuritenlängen auf CD24 durch die Kombination beider Antikörper auf 100% steigen
und damit PLL-Niveau entsprechen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die verwendeten Antikörper spezi�sch die Funktionen des entspre-

chenden Antigens im CD24-abhängigen Neuritenwachstum von DRG-Neuronen blockieren können,
da sie jeweils nur in einem Teil der verwendeten Genotypen einen E�ekt aufweisen. Die αTAG-1-
und αCaspr2-Antikörper wirken nur in Wildtyp- und F3-de�zienten DRG-Neuronen, während die
αF3- und αCaspr-Antikörper nur in Wildtyp- und TAG-1-de�zienten DRG-Neuronen einen E�ekt
aufweisen. Da die erzielten E�ekte mit αTAG-1- und αCaspr2-Antikörpern bzw. mit αF3- und
αCaspr-Antikörpern die gleichen sind, sprechen diese Resultate dafür, dass F3 zusammen mit Caspr
für die eine, und TAG-1 mit Caspr2 für die andere Hälfte des CD24-E�ekts verantwortlich ist. Dies
wird durch die Ergebnisse mit gleichzeitiger Anwesenheit zweier Antikörper (αTAG-1- mit αF3-
Antikörper bzw. αCaspr- mit αCaspr2-Antikörper) unterstützt, die zeigen, dass sowohl TAG-1 und
F3 als auch Caspr und Caspr2 synergistisch wirken.
Um diese postulierte Rolle von Caspr im CD24-abhängigen Neuritenwachstum von DRG-Neuronen

näher zu untersuchen, wurden auÿerdem Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen aus Caspr-de�zien-
ten Mäusen wie in 5.2.1.3 beschrieben durchgeführt. Caspr-de�ziente Mäuse wurden freundlicher-
weise von Elior Peles (Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel) zur Verfügung gestellt. Für
Neuritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die Primärzellen auf PLL und CD24 ausge-
sät. In Abbildung 6.19 ist zu sehen, dass die CD24-Inhibition analog zum Experiment mit αCaspr-
Antikörper (siehe 6.18(c)) von etwa 60% in der Wildtyp-Kontrolle auf etwa 76% in Caspr-de�zienten
DRG-Neuronen reduziert ist. Dieses Ergebnis entspricht damit den Neuritenwachstumsexperimenten
mit F3-de�zienten DRG-Neuronen (siehe 6.4.1).
Da Caspr2-de�ziente Mäuse nicht zur Verfügung standen, konnte das entsprechend analoge Ex-

periment nicht durchgeführt werden. Für dieses Protein wurde deshalb nur wie oben beschrieben
αCaspr2-Antikörper in Neuritenwachstumsexperimenten eingesetzt.
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Abbildung 6.18: Caspr bzw. Caspr2 als mögliche Korezeptoren von F3 bzw. TAG-1 in DRG-
Neuronen

Primäre Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen aus TAG-1-de�zienten (a), F3-de�zienten (b) bzw. Wildtyp-Mäusen
(c) wurden auf PLL oder PLL mit CD24 (5µg/ml) als Substrat ausgesät und in Anwesenheit von jeweils 1:1000
verdünnten Antikörpern gegen TAG-1 (αhuman Contactin-2), F3 (αhuman Contactin-1), Caspr (N-15), Caspr2 (G-17)
oder L1 (αL1 poly) für etwa 24 Stunden kultiviert. Danach wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten von
mindestens 50 bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen
von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %). Balken, die mit einem
Stern (p < 0,05), zwei Sternen (p < 0,01) oder drei Sternen (p < 0,001) markiert sind, unterscheiden sich signi�kant
vom CD24-Wert ohne Antikörper (Student t-test).
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Abbildung 6.19: Funktionelle Relevanz von Caspr im CD24-vermittelten Neuritenwachstum von
DRG-Neuronen

Primäre Einzelzellkulturen von DRG-Neuronen aus Wildtyp- (+/+) und Caspr-de�zienten (-/-) Mäusen wurden auf
PLL oder PLL mit CD24 (5µg/ml) als Substrat ausgesät. Nach etwa 24-stündiger Kultivierung wurden die Zellen
�xiert und die Längen aller Neuriten von mindestens 50 bis 100 DRG-Neuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur
PLL-Kontrolle (in %). Balken, die mit zwei Sternen markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (p < 0,01; Student
t-test).
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6.4.8 Caspr- und Caspr2-Unabhängigkeit des CD24-vermittelten
Neuritenwachstums von Kleinhirnneuronen

Da Caspr und Caspr2 in DRG-Neuronen als Korezeptoren für F3 und TAG-1 verantwortlich sein
könnten (siehe 6.4.7), wurde schlieÿlich auch untersucht, ob Caspr und Caspr2 auch am CD24-
abhängigen Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen beteiligt sind. Dazu wurden Einzelzellkultu-
ren von Kleinhirnneuronen wie in 5.2.1.2 beschrieben aus Wildtyp-Mäusen angefertigt. Für Neu-
ritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die Primärzellen auf PLL und CD24 ausgesät.
Zusätzlich wurden etwa eine Stunde nach dem Aussäen der Zellen Antikörper gegen Caspr und
Caspr2 jeweils 1:1000 verdünnt zugegeben, um Funktionen dieser beiden Proteine zu blockieren.
Im Gegensatz zum CD24-abhängigen Neuritenwachstum von DRG-Neuronen, an dem Caspr und
Caspr2 synergistisch beteiligt sind (siehe Abbildung 6.18(c)), konnte in Kleinhirnneuronen ein sol-
cher E�ekt nicht gezeigt werden (siehe Abbildung 6.20). Keiner der beiden Antikörper zeigte einen
Ein�uss auf PLL oder CD24. Caspr und Caspr2 scheinen demnach in Kleinhirnneuronen nicht am
CD24-vermittelten Neuritenwachstum beteiligt zu sein.
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Abbildung 6.20: Caspr- und Caspr2-Unabhängigkeit des CD24-vermittelten Neuritenwachstums von
Kleinhirnneuronen

Primäre Einzelzellkulturen von Kleinhirnneuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden auf PLL oder PLL mit CD24
(5µg/ml) als Substrat ausgesät und in Anwesenheit von jeweils 1:1000 verdünnten Antikörpern gegen Caspr (N-15)
oder Caspr2 (G-17) für etwa 24 Stunden kultiviert. Danach wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten von
mindestens 100 Kleinhirnneuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen
von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %). Balken, die mit einem
Stern (p < 0,05) oder zwei Sternen (p < 0,01) markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (Student t-test).
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6.5 E�ekt von CD24 auf das Neuritenwachstum verschiedener
Neuronen

CD24 wirkt fördernd auf das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen, während es das Neuriten-
wachstum von DRG-Neuronen hemmt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem untersucht,
wie diese unterschiedlichen Funktionen von CD24 zustande kommen und durch welche molekularen
Unterschiede sich die beiden Neuronentypen auszeichnen. Bei Körnerzellen des Kleinhirns handelt
es sich um unmyelinisierte Neuronen des zentralen Nervensystems [Mason et al., 1989], bei DRG-
Neuronen dagegen um teilweise myelinisierte periphere Nerven. Während Neurone von Mechanore-
zeptoren und Propriozeptoren myelinisiert sind, weisen Neurone von Temperatur- und Schmerzre-
zeptoren keine oder nur eine geringe Myelinschicht auf [Chan et al., 2004, Jones et al., 1994]. Um zu
analysieren, ob CD24 auf Zelltypen, die einem der beiden untersuchten Neuronentypen strukturell
ähnlich sind, auch ähnliche Wirkungen hat, wurde auch das Neuritenwachstum von Hippocampus-
und Motoneuronen auf CD24-Substrat untersucht. Der Hippocampus ist ebenso wie das Kleinhirn
ein Teil des zentralen Nervensystems und Axone von Körnerzellen dieser Region sind ebenfalls nicht
myelinisiert [Schmidt-Hieber et al., 2008]. Dagegen leiten Motoneurone Signale vom zentralen ins
periphere Nervensystem und besitzen wie DRG-Neurone eine Myelinscheide [Fraher, 1978].
Einzelzellkulturen von Hippocampus- und Motoneuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden wie in

5.2.1.5 bzw. 5.2.1.4 beschrieben angefertigt. Für Neuritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wur-
den die Primärzellen auf PLL, CD24 und Laminin ausgesät. In Abbildung 6.21(a) ist das Ergebnis
aus zwei unabhängigen Experimenten mit Hippocampusneuronen zu sehen. Im Vergleich zu PLL-
Substrat ist die mittlere Neuritenlänge auf CD24 um etwa 41% erhöht. Zwei repräsentative Zellen
in Abbildung 6.21(b) zeigen diesen E�ekt ebenfalls. Diese Förderung des Neuritenwachstums von
hippocampalen Neuronen durch CD24 ist damit vergleichbar mit der Förderung um etwa 50%, die
bei Kleinhirnneuronen zu sehen ist (siehe 6.3).
Abbildung 6.5 zeigt das Ergebnis aus drei unabhängigen Experimenten mit Motoneuronen. In

6.22(a) ist deutlich zu sehen, dass die mittlere Neuritenlänge auf CD24-Substrat im Vergleich zu
PLO inhibiert wird, da sie nur etwa 67% des PLO-Niveaus beträgt. Dies ist auch bei zwei reprä-
sentativen Zellen in Abbildung 6.22(b) zu erkennen, die entweder auf PLO- oder CD24-Substrat
ausgesät worden sind. Die Inhibition des Neuritenwachstums von Motoneuronen durch CD24 ist
damit vergleichbar mit der Inhibition, die bei DRG-Neuronen zu sehen ist (siehe 6.3).
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(a) Neuritenlängen von Wildtyp-
Hippocampusneuronen

PLL CD24
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(b) Hippocampusneurone auf PLL-, CD24- bzw.
Laminin-Substrat

Abbildung 6.21: Förderung des Neuritenwachstums von Hippocampusneuronen durch
CD24

Primäre Einzelzellkulturen von Hippocampusneuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden auf PLL, PLL mit CD24
(5µg/ml) oder PLL mit Laminin (10µg/ml) als Substrat ausgesät. Nach etwa 20-stündiger Kultivierung wurden
die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten von mindestens 100 Hippocampusneuronen pro Probe gemessen. (a)
Mittelwerte mit Standardabweichungen von zwei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle
(in %). Balken, die mit einem (p < 0,05) oder zwei Sternen (p < 0,01) markiert sind, unterscheiden sich signi�kant
(Student t-test). (b) Fotogra�en von drei Hippocampusneuronen, die entweder auf PLL-, CD24- oder Laminin-Substrat
ausgesät wurden. Die Skalierungsbalken haben jeweils eine Länge von 20µm.
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(a) Neuritenlängen von Wildtyp-
Motoneuronen

PLO
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(b) Motoneurone auf PLO-
bzw. CD24-Substrat

Abbildung 6.22: Inhibition des Neuritenwachstums von Motoneuronen
durch CD24

Primäre Einzelzellkulturen von Motoneuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden auf PLO oder PLO mit CD24 (5µg/ml)
als Substrat ausgesät. Nach etwa 24-stündiger Kultivierung wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten
von mindestens 50 bis 100 Motoneuronen pro Probe gemessen. (a) Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei
unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLO-Kontrolle (in %). Balken, die mit zwei Sternen markiert
sind, unterscheiden sich signi�kant (p < 0,01; Student t-test). (b) Fotogra�en von zwei Motoneuronen, die entweder
auf PLO- oder CD24-Substrat ausgesät wurden. Die Skalierungsbalken haben jeweils eine Länge von 20µm.
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6.6 Verhalten von CD24-de�zienten Mäusen

Bislang gibt es keine verö�entlichten Erkenntnisse zum Verhalten von CD24-de�zienten Mäusen.
CD24 übt jedoch Funktionen im Kleinhirn und in Motoneuronen aus: Das Neuritenwachstum von
Kleinhirnneuronen wird durch CD24 gefördert [Kleene et al., 2001], das von Motoneuronen inhi-
biert (siehe 6.5). Zu den Aufgaben des Kleinhirns gehören unter anderem die Koordination und
Feinsteuerung von Bewegungen sowie die Regulation des Muskeltonus. Motoneurone innervieren
sämtliche Muskeln und leiten so alle Signale weiter, die Muskelkontraktionen hervorrufen und damit
Bewegungen verursachen. Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, dass das Fehlen von CD24
einen Ein�uss auf die motorischen Fähigkeiten von Mäusen haben könnte. CD24 trägt auÿerdem
unter anderem das funktionell relevante Lewisx-Epitop [Brendel, 2005]. Mäuse, denen die Fukosyl-
transferase fehlt, die für die Synthese von Lewisx zuständig ist (Fut9-de�ziente Mäuse), zeigen in
Verhaltensstudien Eigenschaften, die mit erhöhter Angst assoziiert sind und weisen immunhistoche-
misch eine reduzierte Anzahl von Calbindin-positiven Neuronen in der Amygdala auf. Lewisx könnte
demnach eine Rolle in der Regulation von Interneuronen in der Amygdala und dadurch im emotio-
nalen Verhalten der Mäuse spielen [Kudo et al., 2007]. Zudem ist bekannt, dass das Kleinhirn auch
an der Konditionierung bei Furchtverhalten beteiligt ist [Scelfo et al., 2008, Sacchetti et al., 2002].
Es ist daher möglich, dass auch CD24-de�ziente Mäuse ein verändertes Angst- bzw. Furchtverhalten
an den Tag legen.
Aus diesen Gründen wurden 7 CD24-de�ziente Mäuse sowie 5 Wildtyp-Geschwister (männlich,

etwa 10 Wochen alt) in verschiedenen Verhaltensexperimenten getestet, die motorische und koor-
dinatorische Fähigkeiten sowie das Furchtverhalten bestimmen können. Die Auswertung sämtlicher
Verhaltensexperimente erfolgte durch Bildung von Mittelwerten innerhalb der Genotypen. In den
folgenden Diagrammen sind daher Mittelwerte und ihre Standardabweichungen dargestellt.
Das Explorations- und Lokomotionsverhalten sowie das Angstverhalten der Mäuse wurde zunächst

im Open �eld -Test (siehe 5.3.2.1) untersucht, indem während 15min freier Bewegung (siehe Abbil-
dung 6.23(a)) für jedes Tier die zurückgelegte Gesamtstrecke, die Durchschnittsgeschwindigkeit, die
Aufenthaltsdauer in den verschiedenen Zonen sowie die Anzahl der hinterlassenen Kotpillen be-
stimmt wurde. Abbildung 6.23 zeigt die Ergebnisse für diese Parameter in den ersten, zweiten und
dritten 5min. Die Geschwindigkeit und die zurückgelegten Strecke waren bei CD24-de�zienten und
Wildtyp-Mäusen vergleichbar, da keine Unterschiede in der lokomotorischen Aktivität erkennbar
sind. Tendenziell hielten sich die CD24-de�zienten Mäusen jedoch länger im Randbereich und kür-
zer im Zentrum auf als die Wildtyp-Mäuse. Wie erwartet, bewegen sich alle Mäuse aufgrund ihrer
Neugier zu Beginn des Versuchs mehr als gegen Ende, wenn ihnen die Arena bereits bekannt ist.
Auÿerdem setzten CD24-de�ziente Mäuse während des Versuchs tendenziell mehr Kotpillen ab als
Wildtyp-Mäuse, aufgrund der hohen Schwankung zwischen einzelnen Tieren ist dieser Unterschied
jedoch nicht signi�kant (Wildtyp 0,4 Kotpillen/15min, Standardabweichung 0,9; CD24-de�zient 1,7
Kotpillen/15min, Standardabweichung 1,1). Dies kann als möglicherweise erhöhte Emotionalität
der CD24-de�zienten Tiere interpretiert werden. Insgesamt lässt sich damit also ein leicht erhöhtes
Angstverhalten von CD24-de�zienten Mäusen feststellen.
Da sich im Open �eld -Test keine Unterschiede in der groben Bewegung von CD24-de�zienten und

Wildtyp-Mäusen zeigten, wurde der Pole-Test (siehe 5.3.2.2) durchgeführt, um feinere motorische
und koordinatorische Fähigkeiten der Mäuse zu testen. Die Tiere wurden dazu mit dem Kopfende
nach oben auf eine vertikale Holzstange gesetzt, von der sie hinunter kletterten (siehe Abbildung
6.24(a)). Dabei wurden die Zeiten gemessen, bis sie mit allen vier Pfoten den Boden erreichten
sowie ihre Fähigkeiten beobachtet, sich um 180◦ zu drehen. Die Abbildung 6.24(b) zeigt, dass im
ersten Durchlauf alle getesteten Wildtyp-Mäuse in der Lage waren, sich im oberen Drittel um 180◦

zu drehen, während dies nur 5 von 7 CD24-de�zienten Mäusen scha�ten. In den beiden nächsten
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(a) Maus in der Open �eld-Arena

0

1000

2000

3000

zu
rü

ck
g
el

eg
te

 S
tr

ec
k
e 

[c
m

]

CD24 +/+

CD24 -/-

0-5 5-10
Zeitintervall [min]

10-15

(b) Zurückgelegte Gesamtstrecke

D
u
rc

h
sc

h
n
it

ts
g
es

ch
w

in
d
ig

k
ei

t 
[c

m
/s

]

0

5

10

15

0-5 5-10
Zeitintervall [min]

10-15

CD24 +/+

CD24 -/-

(c) Durchschnittsgeschwindigkeit

0

10

20

A
u
fe

n
th

al
t 

im
 Z

en
tr

u
m

 [
%

]

CD24 +/+

CD24 -/-

0-5 5-10
Zeitintervall [min]

10-15

(d) Aufenthaltsdauer im Zentrum

0-5 5-10
Zeitintervall [min]

10-15

0

25

50

75

A
u
fe

n
th

al
t 

im
 R

an
d
b
er

ei
ch

 [
%

]

CD24 +/+

CD24 -/-

(e) Aufenthaltsdauer im
Randbereich

Abbildung 6.23: Open �eld -Test mit CD24-Mäusen

CD24-de�ziente (-/-) und Wildtyp-Mäuse (+/+) konnten sich im Open �eld -Test für 15min frei in einer Arena bewe-
gen. (a) Fotogra�e von einer Maus, die sich in der Arena be�ndet. (b) Innerhalb eines Drittels der Zeit zurückgelegte
Gesamtstrecke (in cm), (c) Durchschnittsgeschwindigkeit (in cm/s), (d) Aufenthaltsdauer im Zentrum (in %) und (e)
im Randbereich (in %).
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Versuchen waren dazu jedoch alle Tiere in der Lage. In der Dauer, bis die Mäuse den Boden erreicht
haben, wurden ebenfalls keine Unterschiede gemessen (Daten nicht gezeigt).

(a) Maus beim Hinunterklettern der Holzstange mit
Nistmaterial als Lockmittel
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oberen Drittel drehten

Abbildung 6.24: Pole-Test mit CD24-Mäusen

CD24-de�ziente (-/-) und Wildtyp-Mäuse (+/+) kletterten im Pole-Test eine vertikale Holzstange hinunter. (a) Fo-
togra�en von einer Maus, die sich zum Hinunterklettern bereits im oberen Drittel um 180◦ drehen konnte. (b) Anteil
der Mäuse, die sich bereits im oberen Drittel drehen konnten im Verhältnis zur Gesamtzahl an Mäusen pro Genotyp
(in %).

Weitere Tests für die motorische Koordinationsfähigkeit und den Gleichgewichtssinn sind der Beam
walking- und der Rotarod -Test. Beim Beam walking-Test (siehe 5.3.2.3 und Abbildung 6.25(a)) liefen
die Mäuse über unterschiedlich schmale horizontale Stäbe. Die Anzahl der Fehltritte, d. h. Abrut-
schen einer Hinterpfote, sowie die Zeiten, die die Mäuse zur Überquerung benötigten, wurden be-
stimmt. Bei der Dauer konnten keine Unterschiede zwischen CD24-de�zienten und Wildtyp-Mäusen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 6.25(b) ist die Anzahl der Fehltritte im
Verhältnis zur Gesamtschrittzahl dargestellt. Aufgrund der hohen Schwankungen zwischen einzel-
nen Tieren sind dabei keine signi�kanten Unterschiede zu sehen, auch wenn CD24-de�ziente Mäuse
tendenziell häu�ger mit ihren Pfoten abrutschen. Erwartungsgemäÿ ist die Zahl der Fehltritte aller
Mäuse auÿerdem auf dem schmaleren Stab höher. Auch der Trainingse�ekt ist bei allen Mäusen gut
zu erkennen, da die Fehltritte sowohl auf dem breiteren als auch auf dem schmaleren Stab im Lauf
von drei Wiederholungen weniger wurden.
Beim Rotarod -Test (siehe 5.3.2.4) wurden die Mäuse auf eine sich drehenden Walze gesetzt und

entweder bei konstanter oder zunehmender Umdrehungszahl die Dauer, bis sie sich fallen lieÿen,
bestimmt (siehe Abbildung 6.26(a)). Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.26(b) dargestellt. CD24-
de�ziente und Wildtyp-Mäuse können sich vergleichbar lang auf der Walze halten, da keine Unter-
schiede in der Dauer bis zum Kontaktverlust zu sehen sind. Auÿerdem ist zu erkennen, dass auch
hier ein Trainingse�ekt auftritt, da die Tiere mit zunehmender Wiederholung des Tests länger auf
der Walze laufen können.
Nach allen Tests zur Bestimmung der motorkoordinatorischen Fähigkeiten und des Gleichgewichts-

sinns wurde das Furchtverhalten von CD24-de�zienten und Wildtyp-Mäusen im Fear conditioning-
Test (siehe 5.3.2.5) untersucht (siehe Abbildung 6.27(a)). Als Maÿ dafür wurde der zeitliche Anteil an
Immobilität gemessen, also dass sie abgesehen von Atembewegungen für mindestens 1 s keine Körper-
bewegungen zeigten (Freezing). Nach der Konditionierung der Tiere durch elektrische Fuÿschocks
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(b) Anteil der Fehltritte an der Gesamtschrittzahl

Abbildung 6.25: Beam walking-Test mit CD24-Mäusen

CD24-de�ziente (-/-) und Wildtyp-Mäuse (+/+) überquerten im Beam walking-Test horizontale Stäbe. (a) Fotogra�e
von einer Maus, die einen 1 cm breiten Stab überquert. (b) Anteil der Fehltritte an der Gesamtschrittzahl beim
Überqueren der Stäbe (in %). Für die ersten drei Durchführungen wurde ein 2,5 cm breiter Stab, für die vierte bis
sechste Durchführung ein 1 cm breiter Stab verwendet.
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(b) Dauer bis zum Kontaktverlust

Abbildung 6.26: Rotarod -Test mit CD24-Mäusen

CD24-de�ziente (-/-) und Wildtyp-Mäuse (+/+) liefen auf einer sich drehenden Walze (Rotarod). (a) Fotogra�e von
Mäusen, die auf der sich drehenden Walze laufen. (b) Dauer bis die Mäuse den Kontakt zur Walze verloren (in s).
Für die ersten beiden Durchführungen wurde eine konstante Geschwindigkeit von 4 rpm, für die dritte bis fünfte
Durchführung eine zunehmende Umdrehungszahl (4 bis 40 rpm innerhalb von 4min) verwendet.
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am ersten Tag wurden am zweiten Tag die Gedächtnisleistung und die Lernfähigkeit (Kurzzeit-
Extinktion) sowie am dritten Tag die Langzeit-Extinktion bestimmt. Abbildung 6.27(b) zeigt die
Immobilität der Mäuse vor (Preconditioning) und nach der Konditionierung. Wie erwartet bewegen
sich die Tiere nach den Fuÿschocks weniger, da die Furcht zugenommen hat. Bei der prinzipiellen
Ängstlichkeit vor sowie der Furcht nach der Konditionierung sind keine Unterschiede zwischen den
Genotypen zu erkennen. Der zeitliche Verlauf der Immobilität der Mäuse während des zweiten Ta-
ges (Extinktion) ist in Abbildung 6.27(c) dargestellt. Abbildung 6.27(d) stellt die drei wichtigsten
Zeiträume der Extinktion noch einmal dar: die ersten 4min des zweiten Tages kennzeichnen die
Gedächtnisfähigkeit der Mäuse, die zeigt, wie sehr sie die Kammer mit Furcht assoziieren (Recall).
Die Kurzzeit-Extinktion wird während der letzten 4min des zweiten Tages bestimmt und steht für
die Fähigkeit der Mäuse, innerhalb von 30min neu zu erlernen, dass die Kammer keine Gefahr mehr
bedeutet. Deshalb ist der Anteil an Immobilität hier geringer. Die Langzeit-Extinktion (4min am
dritten Tag) beschreibt schlieÿlich die langfristige Lernfähigkeit. Bei allen bestimmten Parametern
ist jedoch kein signi�kanter Unterschied zwischen den Genotypen zu erkennen. Auch die Anzahl der
abgesetzten Kotpillen bei allen drei Durchläufen war vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Insgesamt
zeigen CD24-de�ziente und Wildtyp-Mäuse vergleichbare Lern- und Gedächtnisleistungen sowie ein
sehr ähnliches Furchtverhalten.
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Abbildung 6.27: Fear conditioning-Test mit CD24-Mäusen

CD24-de�ziente (-/-) und Wildtyp-Mäuse (+/+) wurden im Fear conditioning-Test durch drei elektrische Fuÿschocks
konditioniert. Nach 24 und 48 Stunden wurden sie erneut in die Schockkammer gesetzt ohne weitere Schocks zu erhal-
ten. Durch Bewegungsmessung wurde der zeitliche Anteil an Immobilität (Freezing) in % gemessen. (b) Immobilität
der Mäuse während jeweils 40 Sekunden vor (Preconditioning) und nach der Konditionierung am 1. Tag. (c) Immo-
bilität der Mäuse während der Extinktion am zweiten Tag. (d) Immobilität der Mäuse während der ersten 4min
des 2. Tages (Recall), während der letzten 4min des 2. Tages (Kurzzeit-Extinktion) sowie während 4min am 3. Tag
(Langzeit-Extinktion).
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6.7 Lewisx-mimikrierende organische Substanzen

Das Lewisx-Epitop ist ein wichtiges Glykan mit vielen interessanten Funktionen (siehe auch 2.2). Im
Nervensystem spielt es eine Rolle während dessen Entwicklung, bei Zell-Zell-Interaktionen, Zellmi-
gration und der Weg�ndung von Axonen [Brito et al., 2007, Sajdel-Sulkowska, 1998, Gocht et al.,
1996, Streit et al., 1996, Gocht et al., 1992]. Im Fall von CD24 konnte gezeigt werden, dass Lewisx

für die Bindung an Rezeptoren und die Vermittlung der Funktionen von CD24 im Neuritenwachs-
tum notwendig ist. TAG-1 und F3 konnten bereits als funktionelle Lewisx-Rezeptoren charakterisiert
werden (siehe 6.4). Andere Funktionen dieses Glykans liegen in der Kompaktierung von Embryos [Ha-
komori, 2004, 1992, Fenderson et al., 1984] sowie in einer Rolle während verschiedenster Infektionen.
Das Bakterium Helicobacter pylori, das unter anderem dafür bekannt ist, Gastritis und Darmkrebs
auslösen zu können, heftet sich Lewisx-abhängig an Darmepithelzellen [Sheu et al., 2007, Lin et al.,
2006]. Auch im Fall von Schistosoma mansoni ist Lewisx das hauptsächlich immunogene Element.
Der virale Transfer des humanen Immunde�zienzvirus wird durch eine Lewisx-abhängige Interaktion
des Hüllproteins gp120 mit DC-SIGN vermittelt. Interaktionen von Lewisx mit DC-SIGN, SRCL und
Wnt-1 spielen auÿerdem eine Rolle bei der Aggregation von Tumorzellen und der Metastasierung
[Elola et al., 2007, Capela und Temple, 2006].
Für viele seiner Funktionen ist Lewisx demnach ein guter Ansatzpunkt für therapeutische Maÿ-

nahmen. αLewisx-Antikörper sind bereits in der Immuntherapie einiger Tumorarten im Einsatz um
Metastasierung zu verhindern und Tumorzellen zu lysieren [Elola et al., 2007]. Aufgrund seiner Be-
teiligung an Entzündungsreaktionen könnte Lewisx auÿerdem hilfreich in der Entwicklung neuer
Impfsto�e und bei der Bestimmung der Allergenität einiger Proteine sein [Hsu et al., 2007, Wang
et al., 2007]. Möglicherweise könnte Lewisx auch eingesetzt werden, um die Adhäsion von H. pylori

und damit auch seinen gastritischen E�ekt zu reduzieren. Für sialyl-Lewisxwerden bereits einige syn-
thetische Analoga in Tiermodellen auf ihre Fähigkeit gestestet, die Auswirkungen von Herzinfarkt
zu reduzieren und chronische Erkrankungen wie Asthma und Psoriasis zu lindern, indem selektinver-
mittelte Interaktionen von Neutrophilen mit Epithelzellen gehemmt werden [Kaneider et al., 2006].
Für therapeutische Zwecke ist es sinnvoll, statt des Glykans mimikrierende Substanzen zu verwen-

den. Für das Glykan HNK-1 wurde beispielsweise bereits gezeigt, dass mimikrierende Peptide eine
fördernde Wirkung bei der Regeneration nach Femoralnerv-Läsionen haben [Simova et al., 2006].
Auch für sialyl-Lewisx gibt es bereits Studien, in denen nach Mimetika gesucht wird, die keine
Zuckeranteile mehr tragen [Kaila et al., 2005]. Diese organischen Mimetika sollen also die Glykane-
pitope nachahmen und aufgrund veränderter Eigenschaften gut für therapeutische Zwecke geeignet
sein. So sind sie meist kleiner als die originalen Epitope, dadurch stabiler und weniger immunogen.
Auÿerdem besteht für kleinere Moleküle die Möglichkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden,
und dadurch auch im Nervensystem Einsatz zu �nden.
Da das Lewisx-Glykan in der Wissenschaft ein Gegenstand aktueller Forschungen ist, könnte eine

Lewisx-mimikrierende Substanz auch für Forschungszwecke eingesetzt werden.
Ein Ziel dieser Arbeit ist es daher, kleine organische Mimetika für das Lewisx-Epitop zu �nden.

Dazu wurde eine Bibliothek von organischen Substanzen mittels kompetitiven ELISA gescreent (siehe
6.7.1), um Substanzen zu �nden, die die Bindung des αLewisx-Antikörpers an das als Substrat
verwendete Lewisx-Peptid hemmen. Die dabei erhaltenen Ergebnisse wurden daraufhin validiert
(siehe 6.7.2) und die gefundenen Substanzen erneut getestet. Nach einigen Kontrollen (siehe 6.7.2)
konnten die Substanzen schlieÿlich auch in Zellkultur auf ihre Funktionalität getestet werden (siehe
6.7.3).
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6.7.1 High Throughput Screening einer Bibliothek von organischen Substanzen

Der im Screening verwendete Test ist ein ELISA, dessen Standard-Protokoll sowie das verwendete
Lewisx-mimikrierende Peptid freundlicherweise von Nainesh Katagihallimath (ZMNH) zur Verfü-
gung gestellt wurden. Das daraus entwickelte Protokoll des kompetitiven ELISA ist unter 5.1.13.2
beschrieben. Dabei wird die Bindung des αLewisx-Antikörpers 487 (L5) an das Lewisx-mimikrierende
Peptid in Anwesenheit potenziell inhibierender organischer Substanzen getestet. Wie das folgende
Schema (Abbildung 6.28) zeigt, werden Vertiefungen von 384well-Mikrotiterplatten mit Lewisx-
Peptid beschichtet. Zusammen mit dem αLewisx-Primärantikörper werden 40µM der jeweiligen
organischen Verbindung mit dem Peptid inkubiert und die Menge gebundenen Antikörpers mittels
des entsprechenden HRP-konjugierten α-Ratte Sekundärantikörpers und OPD-Substratlösung kolo-
rimetrisch detektiert. Substanzen, die das Lewisx-Epitop mimikrieren, binden dabei an den αLewisx-
Antikörper und verhindern so dessen Bindung an das Lewisx-Peptid. Dies resultiert in geringeren
Mengen gebundenen Antikörpers und damit niedrigeren Absorptionen im ELISA.
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Abbildung 6.28: Schematische Darstellung des im Screen verwendeten Lewisx-ELISA

In Kooperation mit Dr. Jens Peter von Kries (Screening Unit, Leibniz-Institut für Molekulare
Pharmakologie, Berlin) wurde eine Bibliothek gescreent, die aus 20000 kleinen organischen Molekü-
len besteht (siehe Versuchsbeschreibung 5.1.14). Unter Verwendung des beschriebenen kompetitiven
ELISA wurden Substanzen gesucht, die die Bindung des αLewisx-Antikörpers an das Lewisx-mi-
mikrierende Peptid um mehr als 50% reduzieren. In Abbildung 6.29 ist als Beispiel eine der 57
verwendeten 384well-Mikrotiterplatten aus dem Screen zu sehen. Auf jeder Platte wurden Positiv-
und Negativkontrollen in der ersten und letzten Spalte mitgeführt. In den restlichen Vertiefungen
erfolgte mittels Roboter der Transfer von jeweils 0,1µl/well (1 pmol/well, 40µM) einer der 20000
organischen Verbindungen aus den Bibliotheksplatten. In den meisten Fällen war die Menge an de-
tektiertem Primärantikörper genauso hoch wie in der Positivkontrolle, d. h. es konnte keine Inhibition
festgestellt werden. In einigen wells war dagegen eine schwächere Bindung detektierbar. Als Ergebnis
vom Screen der kompletten Bibliothek ergaben sich etwa 380 Substanzen, die zu einer Reduktion der
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6 Ergebnisse

Absorption um mindestens 50% führten. Diese wurden mit Hilfe eines Clusterprogrammes (SAR-
Navigator Software) analysiert, um die Menge zufälliger Fehler zu reduzieren. Dabei wurden die
chemischen Strukturen der Substanzen verglichen und Verbindungen, die sich sehr ähnlich sind, in
Cluster zusammengefasst. Weist eine Struktur die Fähigkeit zur Antikörperbindung auf, ist es sehr
wahrscheinlich, dass auch strukturell sehr ähnliche Substanzen diesen E�ekt haben. Wenn allerdings
eine einzelne Substanz im ELISA kompetitiv wirkt, sämtliche strukturell verwandten Verbindungen
dagegen nicht, ist es sehr wahrscheinlich, dass dieser Einzele�ekt nur ein Artefakt ist und auf einem
Fehler bei der Versuchsdurchführung beruht. Abbildung 6.30 zeigt das Ergebnis der Clusteranalyse.
Die Kreise stellen einzelne Cluster dar, wobei die verschiedenen Farben für verschiedene Aktivitäten
im Screen stehen. Je gröÿer ein Kreis ist, desto mehr Substanzen sind in diesem Cluster enthalten.
Auÿerdem wurden die Cluster nach strukturellen Ähnlichkeiten positioniert, d. h. je ähnlicher sich
Cluster sind, desto näher sind die Kreise zueinander angeordnet. Die als Rahmen um diese posi-
tionierten Cluster in der Mitte der Abbildung angeordneten Substanzen konnten stukturell nicht in
Beziehung zu den anderen gesetzt werden und wurden deshalb nicht in bestimmten Entfernungen
und Positionen eingezeichnet. Nach der Clusteranalyse der rund 380 im Screen als positiv getesteten
Substanzen ergaben sich 10 relevante Cluster, die jeweils aus mindestens drei Substanzen bestehen.
Nur mit Substanzen aus diesen relevanten Clustern wurde die anschlieÿende Validierung durchge-
führt (siehe 6.7.2).
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Abbildung 6.29: Beispielhafte Mikrotiterplatte aus dem Screen
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Aktivität im Screen: bis 0,1

0,1 bis 0,2

0,2 bis 0,3

0,3 bis 0,5

Clustergröße: 1 Substanz

2 Substanzen

3 Substanzen

4 Substanzen

5 Substanzen

Abbildung 6.30: Ergebnis der Clusteranalyse

Die Clusteranalyse der etwa 380 Substanzen, die im Screen eine Aktivitätsreduktion um mindestens 50% hervorgerufen
haben, wurde mit Hilfe des Programmes SARNavigator durchgeführt. Einzelne Cluster sind durch Kreise dargestellt,
die verschiedenen Farben stehen für unterschiedliche Aktivitäten im Screen. Die Gröÿe der Kreise korreliert mit der
Anzahl der im Cluster enthaltenen Substanzen. Die Cluster sind nach strukturellen Ähnlichkeiten positioniert, d. h.
die Entfernung zweier Kreise ist geringer, je ähnlicher sich diese Cluster sind. Die als Rahmen um die positionierten
Cluster angeordneten Substanzen konnten stukturell nicht in Beziehung zu den anderen gesetzt werden. Das mit einem
Pfeil markierte Cluster stellt das später als relevant identi�zierte Cluster dar.
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6.7.2 Validierung der Ergebnisse des Screenings

Da die Messung der kompetitiven Fähigkeiten der organischen Substanzen im Screen nur auf ei-
ner Einzelbestimmung beruhte, mussten die Ergebnisse des Screens validiert werden. Dabei wurde
zunächst jeweils eine Substanz aus jedem relevanten Cluster (siehe 6.7.1) auf konzentrationsabhän-
gige E�ekte im Lewisx-ELISA (siehe 5.1.13.2) getestet. Dafür wurden drei unterschiedliche Mengen
jeder der zehn zu validierenden Substanzen im kompetitiven Lewisx-ELISA eingesetzt: 40µM als
100%-Wert, da diese Menge auch im Screen verwendet wurde, sowie 50% (20µM) und 20% (8µM).
Abbildung 6.31 zeigt die Ergebnisse der im ELISA stets durchgeführten Kontrollen. In Abb. 6.31(a)
sind die Positiv- und Negativkontrollen zu sehen. Als Positivkontrolle wurden die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte mit 5, 10 und 20µg/ml Lewisx-Peptid beschichtet, als Negativkontrolle mit 5, 10
und 20µg/ml scrambled Lewisx-Peptid. Die Di�erenz der gemessenen Absorptionen von Positiv- und
Negativkontrolle bei 10µg/ml Beschichtung wurde auf die Grundaktivität von 1,0 gesetzt, d. h. den
Wert ohne Kompetition. Alle weiteren Aktivitätswerte sind im Verhältnis zu dieser Grundaktivität
angegeben. Als Kompetitionskontrolle (Abb. 6.31(b)) wurden 0, 50 bzw. 100µg/ml Lewisx-Peptid
zum Primärantikörper zugegeben, so dass hier die Aktivität mit steigender Menge Lewisx-Peptid
abnimmt.
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Abbildung 6.31: Kontrollen im Lewisx-ELISA

(a) Für die Positivkontrolle wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit 5, 10 und 20µg/ml Lewisx-Peptid
beschichtet, für die Negativkontrolle mit 5, 10 und 20µg/ml scrambled Lewisx-Peptid. Die Detektion erfolgte ohne
Kompetition. Die Di�erenz der gemessenen Absorptionen von Positiv- und Negativkontrolle bei 10µg/ml Beschichtung
wurde auf die Grundaktivität von 1,0 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens
drei unabhängigen Einzelexperimenten. Die Absorptionen mit Lewisx-Peptid unterscheiden sich signi�kant von denen
mit scrambled Lewisx-Peptid (p < 0,001; Student t-test). (b) Als Kompetitionskontrollen wurden 50 bzw. 100µg/ml
Lewisx-Peptid zum Primärantikörper zugegeben. Die gemessenen Absorptionen wurden als Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten in Aktivität dargestellt, bezogen auf die
Grundaktivität ohne Kompetition. Werte mit drei Sternen unterscheiden sich signi�kant von Werten ohne Kompetition
(p < 0,001; Student t-test).

Die Validierung der zehn Substanzen aus den relevanten Clustern ist beispielhaft an zwei Sub-
stanzen in Abbildung 6.32(a) dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass die Substanz 16756 keinen
kompetitiven E�ekt aufweist, während die Verbindung 15644 konzentrationsabhängig die Bindung
des Primärantikörpers inhibiert. Für die anderen acht Substanzen konnte wie für Substanz 16756
ebenfalls kein E�ekt im ELISA gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Zur Überprüfung des kom-
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petitiven E�ekts der Substanz 15644 wurden daraufhin auch die restlichen vier Substanzen, die
ebenfalls zu diesem Cluster gehören, konzentrationsabhängig getestet. Abbildung 6.32(b) zeigt, dass
der kompetitive E�ekt für alle fünf Substanzen 15643, 15644, 15645, 19002 und 19006 bestätigt
werden konnte. Verbindung 16756 sowie zwei weitere Verbindungen (125 und 1240) wurden als Ne-
gativkontrollen verwendet, die keinen E�ekt auf die Antikörperbindung aufweisen.

5 10 15 20 25 30 35 40 45
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

A
k
ti

v
it

ät

Menge löslicher Verbindung [µM]

** **

16756
15644

(a) Validierung von zwei Hauptsubstanzen aus je einem
Cluster

5 10 15 20 25 30
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

35 40 45

125
1240
16756
15643
15644
15645
19002
19006

A
k

ti
v

it
ät

Menge löslicher Verbindung [µM]

(b) Validierung aller Substanzen des relevanten Clusters

Abbildung 6.32: Validierung der Clustersubstanzen

Zur Validierung wurden organische Substanzen in Konzentrationen von 40µM (100%), 20µM (50%) und 8µM (20%)
löslich zum Primärantikörper im ELISA zugegeben. Die gemessenen Absorptionen wurden als Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten in Aktivität dargestellt, bezogen auf die
Grundaktivität ohne Kompetition. (a) Validierung von zwei Substanzen aus je einem Cluster. Werte mit zwei Sternen
unterscheiden sich signi�kant (p < 0,01; Student t-test). (b) Validierung aller Substanzen des relevanten Clusters. 125,
1240 und 16756 dienten als Negativkontrollen.

Die Validierung ergab, dass von zehn relevanten Clustern nur für eines eine konzentrationsab-
hängige Kompetition im ELISA bestätigt werden konnte. In Abbildung 6.30, dem Ergebnis der
Clusteranalyse, ist dieses Cluster mit einem Pfeil markiert. Die chemischen Strukturen aller fünf
Substanzen, die in diesem Cluster enthalten sind, sind in Abbildung 6.33 dargestellt. Alle diese
Substanzen zeigen den gewünschten E�ekt.
Dieser E�ekt beruht allerdings ausschlieÿlich auf einer sichtbar geringeren Bindungsaktivität des

αLewisx-Antikörpers im ELISA. Bislang sind unspezi�sche E�ekte jedoch nicht auszuschlieÿen. Es
wäre einerseits möglich, dass diese organischen Substanzen eine verringerte Absorption nur dadurch
hervorrufen, dass sie den Antikörper so modi�zieren, dass er dadurch schlechter an das Lewisx-
Peptid binden kann. Andererseits könnte es auch sein, dass sie das vom Antikörper gebundene Epitop
des Lewisx-Peptids unspezi�sch maskieren, der αLewisx-Antikörper daraufhin schlechter bindet und
die gemessene Aktivität im ELISA deshalb geringer ist. Um diese beiden unspezi�schen E�ekte
auszuschlieÿen, wurden weitere Kontrollen mit allen fünf relevanten Substanzen 15643, 15644, 15645,
19002 und 19006 durchgeführt. Als Negativkontrollen dienten die Substanzen 125 und 1240, sowie
ein Ansatz, in dem nur Pu�er ohne organische Verbindung verwendet wurde.
Als Kontrolle für eine mögliche Antikörpermodi�kation wurde der αLewisx-Antikörper mit je-

weils einer Substanz für eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert und anschlieÿend mit Hilfe
von Gröÿenausschlusszentrifugation (Microcon YM-30, 30 kD Porengröÿe) wieder voneinander ge-
trennt. Der Antikörper wurde daraufhin in den Standard-Lewisx-ELISA ohne weitere Kompetition
eingesetzt. Für den Fall, dass die Substanzen den Antikörper nicht modi�zieren, sollte demnach die

104



6 Ergebnisse

15643 15644 15645

19002 19006

Abbildung 6.33: Chemische Strukturen der fünf im relevanten Cluster enthaltenen Substanzen
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(b) Kontrolle für Epitopmaskierung

Abbildung 6.34: Kontrollen bei der Validierung der Cluster-Substanzen

(a) Zur Kontrolle für die Antikörpermodi�zierung wurde der αLewisx-Antikörper mit jeweils einer Substanz vorin-
kubiert und anschlieÿend wieder davon getrennt. Der Antikörper wurde daraufhin in den Standard-Lewisx-ELISA
ohne weitere Kompetition eingesetzt. (b) Zur Kontrolle für Epitopmaskierung wurden mit Lewisx-Peptid beschich-
tete Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit jeweils einer Substanz vorinkubiert, anschlieÿend gewaschen und wie im
Standard-Lewisx-ELISA ohne weitere Kompetition detektiert. Ansätze mit Pu�er ohne organische Substanz (-) dienten
als zusätzliche Negativkontrolle. Die gemessenen Absorptionen sind in Aktivität dargestellt, bezogen auf die Grund-
aktivität ohne Kompetition.

gemessene Aktivität im ELISA unbeeinträchtigt sein, während sie durch Modi�kation des Antikör-
pers geringer wird. Zur Kontrolle für die Epitopmaskierung wurden mit Lewisx-Peptid beschichtete
Vertiefungen der Mikrotiterplatte zunächst mit jeweils einer Substanz für eine Stunde bei Raum-
temperatur vorinkubiert, anschlieÿend gewaschen und wie im Standard-Lewisx-ELISA ohne weitere
Kompetition mit Primär- und Sekundärantikörper detektiert. Erfolgte eine Maskierung des Peptid-
epitops durch eine Substanz, ist die gemessene Absorption geringer als ohne Vorinkubation, während
Substanzen, die das Epitop nicht maskieren, keinen Ein�uss auf die Aktivität haben sollten.
Die Ergebnisse der beiden durchgeführten Kontrollen sind in Abbildung 6.34 dargestellt. In Ab-

bildung 6.34(a) für die Antikörpermodi�kation ist gut zu sehen, dass die Substanzen 15643, 15644
und 19002 die Aktivität im ELISA deutlich reduzieren, während die Negativkontrollen 125, 1240
und ohne Substanz keinen Ein�uss auf die Aktivität haben. Auch die beiden Verbindungen 15645
und 19006 reduzieren die Aktivität nur sehr gering. In der Kontrolle für Epitopmaskierung (siehe
Abbildung 6.34(b)) sind es erneut die Substanzen 15643, 15644 und 19002, die zu einer reduzierten
Aktivität führen, während wieder 15645 und 19006 die geringsten negativen E�ekte aufweisen. Auch
hier sind die Negativkontrollen in Ordnung, da sie die Aktivität nicht beein�ussen.
Nach der Validierung der im Screen erhaltenen Substanzen sind damit noch die beiden organischen

Verbindungen 15645 und 19006 übrig, die auch in allen durchgeführten Kontrollen kaum unspezi�sche
E�ekte aufweisen und konzentrationsabhängig die Bindung des αLewisx-Antikörpers an das Lewisx-
mimikrierende Peptid kompetieren können. Diese beiden Substanzen sind damit mögliche organische
Mimetika des Lewisx-Glykans.
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6.7.3 Untersuchung des Lewisx-mimikrierenden E�ekts der organischen Substanzen
auf Neuritenwachstum

Wie in 6.7.1 beschrieben, wurden durch das Screening einer Bibliothek aus organischen Substan-
zen einige potenziell Lewisx-mimikrierende Verbindungen gefunden. Nach der Validierung dieses
Ergebnisses, der Überprüfung auf konzentrationsabhängige E�ekte sowie dem Ausschluss von un-
spezi�schen E�ekten wie Antikörpermodi�zierung und Epitopmaskierung resultierten die beiden
Verbindungen 15645 und 19006 als spezi�sche organische Mimetika. Alle bislang durchgeführten
Experimente, die den mimikrierenden E�ekt dieser beiden Substanzen zeigen, beruhen allerdings
ausschlieÿlich auf der Methode des ELISA. Um einer therapeutischen Anwendung der Verbindungen
näher zu kommen, sollten sie im nächsten Schritt in einem in vitro-System mit Primärzellen getestet
werden. Es ist bekannt, dass das Zelladhäsionsmolekül CD24 Lewisx-abhängig das Neuritenwachstum
von Kleinhirnneuronen fördert (siehe 6.4.6 und Brendel [2005]). In Neuritenwachstumsexperimen-
ten ist es möglich, durch Zugabe des löslichen Lewisx-Glykans diese fördernde Wirkung von CD24
zu blockieren und aufzuheben. Dieser E�ekt wird hier genutzt, um analog zum Lewisx-Glykan die
beiden organischen Verbindungen in Neuritenwachstumsexperimenten zu testen. Dazu wurden Ein-
zelzellkulturen von Kleinhirnneuronen aus Wildtyp-Mäusen wie in 5.2.1.2 beschrieben angefertigt.
Für Neuritenwachstumsexperimente (siehe 5.2.1.6) wurden die Primärzellen auf PLL und CD24 als
Substrat ausgesät. Zusätzlich wurden etwa eine Stunde nach dem Aussäen der Zellen die organischen
Verbindungen 15645 und 19006 in einer Endkonzentration von 40µM zugegeben. Die Substanz 1240,
die bereits für die ELISA-Experimente als Negativkontrolle verwendet wurde (siehe 6.7.1), kam auch
hier zum Einsatz. Da alle organischen Substanzen in DMSO gelöst sind, wurde zusätzlich der E�ekt
dieses Lösungsmittels ohne organische Verbindungen überprüft. Die Glykane Lewisx oder Lewisa in
einer Endkonzentration von 10µM dienten als zusätzliche Positiv- und Negativkontrollen. Anschlie-
ÿend wurde untersucht, wie sich die Zugabe der verschiedenen Lösungen auf die Gesamtneuritenlänge
auswirkt, indem diese wie beschrieben gemessen wurde (siehe 5.2.1.6).
Abbildung 6.35 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung. Auf PLL-Substrat hatte weder DMSO

alleine, noch eine der Substanzen oder Glykane einen signi�kanten E�ekt auf die Gesamtneuriten-
länge. Allerdings ist zu erwähnen, dass die meisten Kleinhirnneurone nach Zugabe der Verbindung
19006 stark beeinträchtig waren und häu�g überhaupt keine Neuriten aufwiesen. Auf CD24-Substrat
ist die Förderung des Neuritenwachstums um etwa 50% zu erkennen, die auch durch Zugabe von
DMSO oder der Negativkontrollsubstanz 1240 nicht beein�usst wird. Dagegen konnte die organische
Verbindung 15645 ebenso wie das Lewisx-Glykan die CD24-Förderung vollständig aufheben, da hier
die mittlere Neuritenlänge auf 100% zurückgeht. Der Zucker Lewisa hingegen hatte diese Fähigkeit
nicht. Auch auf CD24-Substrat war eine deutliche Beeinträchtigung der Zellen nur nach Zugabe der
Substanz 19006 sichtbar. Daher sind toxische E�ekte dieser Substanz naheliegend.
Der Test der organischen Verbindungen in einem in vitro-Zellsystem konnte damit zeigen, dass die

Substanz 15645 den E�ekt des Lewisx-Glykans vollständig mimikrieren kann. Im Gegensatz dazu
scheint die Verbindung 19006 toxisch auf die verwendeten Primärzellen zu wirken, so dass sie nicht
für Anwendungen in Zellsystemen geeignet ist. Nach allen durchgeführten Kontrollen und Tests
ist damit die Substanz 15645 ein organisches Mimetikum des Lewisx-Glykans, das potenziell für
therapeutische und wissenschaftliche Zwecke eingesetzt werden kann.

6.7.4 Untersuchung der organischen Substanzen auf Dimerisierung

Während der Arbeit mit den organischen Substanzen wurde festgestellt, dass sie nach dem Lösen
in DMSO den beschriebenen E�ekt im ELISA nicht sofort aufwiesen, sondern dafür erst einige Mo-
nate in Lösung bei -20◦C gelagert werden mussten. Daher besteht die Möglichkeit, dass die aktive,
Lewisx-mimikrierende Substanz durch chemische Reaktion des Monomers entsteht und erst nach Re-
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Abbildung 6.35: Test der organischen Substanzen in Neuritenwachstumsexperimenten mit Wildtyp-
Kleinhirnneuronen

Primäre Einzelzellkulturen von Kleinhirnneuronen aus Wildtyp-Mäusen wurden auf PLL oder PLL mit CD24
(5µg/ml) als Substrat ausgesät und in Anwesenheit von 40µM organischer Substanzen 1240, 15645 bzw. 19006,
oder 10µM Lewisx bzw. Lewisa für etwa 24 Stunden kultiviert. Ansätze mit DMSO ohne organische Substanzen oder
ohne Zugabe einer Lösung (-) dienten als Kontrollen. Danach wurden die Zellen �xiert und die Längen aller Neuriten
von mindestens 100 Kleinhirnneuronen pro Probe gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichun-
gen von mindestens drei unabhängigen Einzelexperimenten im Verhältnis zur PLL-Kontrolle (in %). Balken, die mit
einem Stern (p < 0,05) oder zwei Sternen (p < 0,01) markiert sind, unterscheiden sich signi�kant (Student t-test).
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aktion die gewünschten E�ekte zeigt. Um eine mögliche Reaktivität der Substanzen zu untersuchen,
werden massenspektrometrische und NMR-Analysen in Kooperation mit André Horatscheck und
Prof. Dr. Jörg Rademann (Medizinische Chemie, Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie,
Berlin) durchgeführt. Bislang kann jedoch nur die Aussage gemacht werden, dass die Möglichkeit
der Dimerisierung besteht, der Anteil des Dimers an der Gesamtmasse jedoch relativ gering ist. Da
bislang weder sicher ist, ob damit tatsächlich das Dimer die aktive Komponente darstellt noch wie
die Struktur des Dimers aufgebaut ist, werden derzeit weitere Untersuchungen durchgeführt.
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Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten die neuronalen Rezeptoren für das Lewisx-Glykan
auf dem Zelladhäsionsmolekül CD24, die unter anderem für die Vermittlung der Signaltransduktion-
en von CD24 im Neuritenwachstum verantwortlich sind, charakterisiert werden. Da CD24 Lewisx-
abhängig das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen fördert, das von DRG-Neuronen hingegen
inhibiert, sollten zudem die molekularen Unterschiede in diesen Neuronentypen untersucht werden,
die zu diesen gegenteiligen E�ekten von CD24 führen.
Die beiden Zelladhäsionsmoleküle TAG-1 und F3 konnten als funktionelle neuronale Rezeptoren

für Lewisx identi�ziert werden, die die beschriebenen E�ekte von CD24 in Kleinhirn- und DRG-
Neuronen vermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass in TAG-1- bzw. F3-de�zienten Neuronen die
CD24-abhängige Förderung bzw. Inhibition des Neuritenwachstums völlig aufgehoben bzw. um je-
weils die Hälfte beeinträchtigt ist (siehe 6.4.1). Weiterhin wurde die physiologische Assoziation mit
CD24 im Kleinhirn mittels Immunpräzipitation (siehe 6.4.2) bzw. in DRG-Neuronen mittels Im-
munzytochemie (siehe 6.4.4) festgestellt sowie eine direkte Bindung von TAG-1 und F3 an CD24
gezeigt (siehe 6.4.3). Da neben Lewisx auch α2,3-Sialinsäure auf CD24 funktionell für die Neuriten-
wachstumse�ekte verantwortlich ist, und L1 bereits in früheren Arbeiten als neuronaler Rezeptor
für α2,3-Sialinsäure auf CD24 gefunden wurde [Brendel, 2005, Kleene et al., 2001], sind damit drei
zuckerabhängige Rezeptoren für gliale CD24-Glykoformen bekannt. CD24 vermittelt durch diese
Interaktionen die Wechselwirkung zwischen Gliazellen und Neuronen und verknüpft die Signaltrans-
duktionen einzelner neuronaler Rezeptoren. Fehlen diese Rezeptoren (beispielsweise in de�zienten
Neuronen), werden ihre Funktionen durch Antikörper blockiert oder inhibieren löslich zugegebene
Glykane die Zuckerbindungen, so treten die CD24-abhängige Förderung des Neuritenwachstums von
Kleinhirnneuronen bzw. Inhibition bei DRG-Neuronen nicht mehr auf. Da die CD24-E�ekte auch
aufgehoben sind, wenn entweder nur die α2,3-sialinsäureabhängige oder nur die Lewisx-abhängige
Interaktion unterbrochen wird, müssen für die Neuritenwachstumse�ekte von CD24 beide Glykane
vorhanden sein. Es ist gut möglich, dass diese beiden Glykane von demselben CD24-Molekül ge-
tragen werden. CD24 ist also ein wichtiges Molekül, das relevante Glykane in einer Art und Weise
anordnet und für Rezeptoren präsentiert, in der sie zusammen funktionell wirken können.
Sowohl für TAG-1 als auch für F3 konnte bereits in anderen Studien eine direkte Bindung an L1

gezeigt werden. TAG-1 ist dabei hufeisenförmig geformt und bindet mittels seiner vier Ig-ähnlichen
Domänen an L1 [Kunz et al., 1998]. Unter anderem spielt diese Interaktion für die Weg�ndung von
nocizeptiven Neuronen eine Rolle [Perrin et al., 2001]. F3 bindet ebenfalls mit seinen Ig-ähnlichen
Domänen an L1. In diesem Fall konnte die Bindung auf die ersten beiden Domänen eingegrenzt
werden [Brümmendorf et al., 1993]. Interessanterweise sind es auch die Ig-ähnlichen Domänen von
TAG-1 und F3, die für deren E�ekte auf Neuritenwachstum verantwortlich sind [Pavlou et al., 2002,
Brümmendorf et al., 1993]. Im Fall der Modulation des Neuritenwachstums durch CD24 ist jedoch
noch nicht bekannt, ob die verantwortlichen neuronalen Rezeptoren L1, TAG-1 und F3 in cis direkt
miteinander interagieren. Erwähnenswert ist zudem, dass auch für die Bindung des Lewisx-Glykans
an TAG-1 und F3 deren Ig-ähnliche Domänen verantwortlich zu sein scheinen, da in diesen Sequenzen
Homologien zu Lewisx-bindenden Lektinen auftreten [Brendel, 2005].
CD24 tritt im Nervensystem als drei Glykoformen auf, die molekulare Massen von 27, 30 und

33 kD besitzen [Kleene et al., 2001]. Die 30 und 33 kD Glykoformen enthalten auf O-Glykanen α2,3-
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Sialinsäure und Lewisx, die 33 kD Form zusätzlich noch HNK-1. Auf der kleinen 27 kD Form sind
diese Glykane nicht nachweisbar. Die Expression der unterschiedlichen CD24-Glykoformen unter-
scheidet sich in neuronalen und glialen Zelltypen, da in Kleinhirnneuronen vorwiegend die 27 kD
Glykoform auftritt, während Astrozyten die beiden gröÿeren 30 und 33 kD Formen enthalten [Bren-
del, 2005]. Auÿerdem werden die E�ekte von CD24 auf Neuritenwachstum nur von O-Glykanen
verursacht, da N-deglykosyliertes CD24 ebenfalls an L1 bindet und das Neuritenwachstum von Klein-
hirnneuronen fördert bzw. das von DRG-Neuronen hemmt [Brendel, 2005]. Diese Ergebnisse legten
die Vermutung nahe, dass gliale CD24-Glykoformen zuckerabhängig in trans mit neuronalen Rezep-
toren interagieren um die Neuritenwachstumse�ekte zu vermitteln.
Für die CD24-vermittelte Förderung des Neuritenwachstums von Kleinhirnneuronen sind alle drei

neuronalen Rezeptoren notwendig. In L1-de�zienten [Kleene et al., 2001], TAG-1- und F3-de�zienten
Kleinhirnneuronen (siehe 6.4.1) ist diese Förderung vollständig aufgehoben, da die Neuritenlängen
auf CD24-Substrat stets denen auf PLL gleichen. Zudem konnte festgestellt werden, dass die Förde-
rung von Kleinhirnneuronen durch CD24 unabhängig von den beiden Proteinen Caspr und Caspr2
ist (siehe 6.4.8). Daher scheint für die Funktion von CD24 in der Neuritenwachstumsförderung ein
neuronaler Komplex aus L1, TAG-1 und F3 verantwortlich zu sein. CD24 auf Astrozyten interagiert
dabei über α2,3-Sialinsäure mit L1 und über Lewisx mit TAG-1 und F3. Es ist nicht auszuschlieÿen,
dass andere Transmembranproteine im Kleinhirn als weitere CD24-Rezeptoren oder Korezeptoren
für die GPI-verankerten Proteine auftreten. Ein guter Kandidat hierfür ist NrCAM, da für dieses
Protein aus der L1-Familie der IgSF bekannt ist, dass es an TAG-1 und F3 binden kann [Fitzli et al.,
2000, Brümmendorf und Rathjen, 1996] und dass es zusammen mit L1 das Neuritenwachstum von
Kleinhirnneuronen fördert [Sakurai et al., 2001]. Weitere Studien unterstützen die im Rahmen dieser
Dissertation gewonnen Erkenntnisse. Während der Entwicklung des Kleinhirns formen Körnerzellen
Axone in der prämigratorischen Zone und sobald die Körnerzellen zu wandern beginnen, verlängern
sich deren Axone und bündeln sich zu Parallelfasern [Altman, 1972]. Die Körnerzellen exprimie-
ren bereits in der prämigratorischen Zone eine Reihe von IgSF-Proteinen, wie z. B. L1, F3, TAG-1
und NrCAM, die bestimmte Aufgaben bei der Orientierung und dem Wachstum der Parallelfasern
besitzen [Buttiglione et al., 1998]. TAG-1 beispielsweise wird nur während der ersten beiden post-
natalen Wochen exprimiert, also während die Axone wachsen [Bailly et al., 1996]. Zudem fördert
TAG-1 das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen [Furley et al., 1990]. F3 hingegen wird auch
nach den ersten beiden Wochen nach der Geburt noch exprimiert und wurde als inhibierend auf das
Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen identi�ziert [Buttiglione et al., 1996]. Für die funktionel-
le Interaktion zwischen TAG-1 und F3 im Kleinhirn konnte aber interessanterweise gezeigt werden,
dass der inhibitorische E�ekt von F3 aufgehoben wird, wenn die beiden Proteine zusammen koex-
primiert werden [Buttiglione et al., 1998]. Dies könnte auch der Fall beim CD24-E�ekt sein: CD24
sorgt über die Interaktionen mittels Lewisx dafür, dass TAG-1 und F3 kolokalisiert sind, so dass sie
gemeinsam zu einer Förderung des Neuritenwachstums führen. Es ist auÿerdem bekannt, dass F3
im Kleinhirn unabhängig von Caspr agieren kann, wie für die Morphogenese und Orientierung der
Parallelfasern gezeigt werden konnte: Während die Orientierung von Parallelfasern im Kleinhirn in
F3-de�zienten Mäuse beeinträchtigt ist [Boyle et al., 2001, Berglund et al., 1999], �ndet sie in Caspr-
de�zienten Mäusen völlig normal statt [Pillai et al., 2007]. Die Signaltransduktion über L1, TAG-1
und F3, die durch CD24 hervorgerufen wird und zu einer Förderung des Neuritenwachstums führt,
könnte auÿerdem in allen ähnlichen, unmyelinisierten Neuronentypen des zentralen Nervensystems
so ablaufen, da in dieser Dissertation gezeigt werden konnte, dass auch das Neuritenwachstum von
Hippocampusneuronen durch CD24 gefördert wird (siehe 6.5).
Im Gegensatz zu Kleinhirnneuronen wird das Neuritenwachstum von DRG-Neuronen durch CD24

inhibiert. Für diesen E�ekt ist L1 notwendig, da in L1-de�zienten Neuronen keine Inhibition durch
CD24 möglich ist [Kleene et al., 2001]. TAG-1 und F3 sind jeweils für eine Hälfte der Inhibition
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durch CD24 verantwortlich, da sowohl in TAG-1- als auch F3-de�zienten Neuronen oder durch Blo-
ckierung mittels jeweils eines Antikörpers in Wildtyp-Neuronen noch eine teilweise Inhibition durch
CD24 verursacht werden kann (siehe 6.4.1 und 6.4.5). Werden jedoch die Funktionen beider Prote-
ine gleichzeitig gehemmt, indem sowohl Antikörper gegen TAG-1 als auch gegen F3 zusammen in
Wildtyp-Neuronen, αTAG-1-Antikörper in F3-de�zienten Neuronen oder αF3-Antikörper in TAG-1-
de�zienten Neuronen eingesetzt werden, so lässt sich die CD24-Inhibition komplett aufheben (siehe
6.4.5). Im Gegensatz zu L1, das immer an der durch CD24 hervorgerufenen Inhibition des Neuriten-
wachstums beteiligt ist, wirken TAG-1 und F3 synergistisch und vermitteln jeweils eine Hälfte dieser
Inhibition. Zusätzlich zu diesen drei Proteinen konnte in DRG-Neuronen eine Beteiligung von Caspr
und Caspr2 als Korezeptoren für F3 und TAG-1 festgestellt werden. Durch Einsatz von Antikörpern
gegen Caspr oder Caspr2 konnten die gleichen E�ekte hervorgerufen werden, wie durch Antikörper
gegen F3 oder TAG-1. Auÿerdem ist auch in Caspr-de�zienten DRG-Neuronen noch eine teilweise
Inhibition durch CD24 sichtbar (siehe 6.4.7). Anhand dieser Ergebnisse ist es wahrscheinlich, dass
in DRG-Neuronen zwei Komplexe die CD24-abhängige Inhibition des Neuritenwachstums vermit-
teln: Einer besteht aus L1, F3 und Caspr, der andere aus Ll, TAG-1 und Caspr2. Dabei bindet
CD24 über α2,3-Sialinsäure an L1 und über Lewisx an TAG-1 oder F3. Die Beteiligung von Caspr
und Caspr2 in DRG-Neuronen verursacht demnach den Unterschied zu Kleinhirnneuronen, in denen
diese beiden Proteine keine Rolle für den CD24-E�ekt spielen. So wird das Neuritenwachstum von
Kleinhirnneuronen durch CD24 gefördert, das von DRG-Neuronen hingegen inhibiert. Ein ähnliches
Phänomen mit Beteiligung von L1 und TAG-1 wurde für die Repulsion von DRG-Neuronen gezeigt.
TAG-1 ist bekannt dafür, dass es in der Chorda dorsalis für die Repulsion von DRG-Neuronen ver-
antwortlich ist [Masuda et al., 2004]. Dieser E�ekt wird zumindest teilweise durch Assoziation von
TAG-1 mit Neuropilin-1 und Semaphorin 3A verursacht. Law et al. [2008] konnten zeigen, dass diese
Assoziation über L1 statt�ndet, da TAG-1 nur an L1, aber nicht direkt an Neuropilin-1 oder Sema-
phorin 3A bindet und L1 wiederum mit dem Semaphorin 3A-Rezeptor Neuropilin-1 interagiert. In
L1-de�zienten Neuronen ist der repulsive E�ekt auf DRG-Neurone noch zum Teil vorhanden, wäh-
rend er in TAG-1-de�zienten Neuronen komplett aufgehoben ist. In diesem Fall sind TAG-1 und L1
demnach zusammen für die Neuropilin-1/Semaphorin 3A-abhängige Repulsion von DRG-Neuronen
in der Chorda dorsalis verantwortlich, während TAG-1 zusätzlich noch einen Teil der Repulsion un-
abhängig von L1 vermittelt, wahrscheinlich über noch unbekannte chemorepulsive Substanzen [Law
et al., 2008]. Auch die funktionelle Relevanz der Interaktionen von F3 und Caspr bzw. von TAG-1
und Caspr2 wurde durch zahlreiche weitere Studien belegt. Diese Interaktionen sind vor allem bei
der Bildung der Ranvierschen Schnürringe wichtig, bei denen F3 mit Caspr in paranodalen Regionen
und TAG-1 mit Caspr2 in juxtaparanodalen Regionen auftritt (siehe 2.5.4) [Salzer, 2003]. Während
die De�zienz für entweder F3 oder Caspr zu einer starken Beeinträchtigung der Organisation der
paranodalen Schleifen und damit einer geringeren Reizleitungsgeschwindigkeit der peripheren Ner-
ven führt [Bhat et al., 2001, Boyle et al., 2001], zeigen TAG-1- oder Caspr2-de�ziente Mäuse keine
groÿen Veränderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften von peripheren Nerven. Allerdings
ist die Anreicherung von Kaliumkanälen in juxtaparanodalen Regionen in diesen de�zienten Mäusen
gestört [Poliak et al., 2003, Traka et al., 2003]. Die Signaltransduktion über L1, TAG-1 und Caspr2
bzw. L1, F3 und Caspr in DRG-Neuronen, die durch CD24 hervorgerufen wird und zu einer Inhibiti-
on des Neuritenwachstums führt, könnte auÿerdem in allen ähnlichen, myelinisierten Neuronentypen
so ablaufen, da in dieser Dissertation gezeigt werden konnte, dass auch das Neuritenwachstum von
Motoneuronen durch CD24 inhibiert wird (siehe 6.5). Zudem ist bekannt, dass CD24 auch das Neu-
ritenwachstum von perinatalen retinalen Ganglienzellen inhibiert [Shewan et al., 1996].
Eine Zusammenfassung der im Rahmen der vorliegenden Dissertation gewonnenen Erkenntnisse

sowie von Ergebnissen aus vorausgegangenen Arbeiten [Brendel, 2005, Kleene et al., 2001] zur Rolle
von CD24 im Neuritenwachstum von Kleinhirn- und DRG-Neuronen gibt Abbildung 7.1. Dieses
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Modell beschreibt die unterschiedlichen E�ekte von CD24 durch die zuckerabhängige Interaktion
mit unterschiedlichen neuronalen Rezeptoren. Im Kleinhirn interagiert CD24 in trans mit einem
Komplex aus L1, TAG-1 und F3 und führt durch deren Signaltransduktionen zu einer Förderung
des Neuritenwachstums. Dieser E�ekt ist unabhängig von Caspr oder Caspr2. In DRG-Neuronen
hingegen bindet CD24 in trans an zwei verschiedene Komplexe aus entweder L1, TAG-1 und Caspr2
oder L1, F3 und Caspr. Diese Assoziation mit Caspr und Caspr2 führt zu Signaltransduktionen, die
eine Inhibition des Neuritenwachstums durch CD24 vermitteln.
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Abbildung 7.1: Aktuelles Modell für die Rolle von CD24 im Neuritenwachstum

CD24 fördert das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen durch trans-Interaktion über α2,3-Sialinsäure mit L1 und
über Lewisx mit TAG-1 und F3. Diese drei neuronalen Proteine bilden einen Komplex, der möglicherweise mit weiteren
Proteinen unabhängig von Caspr oder Caspr2 zu Signaltransduktionen führt, die den fördernden E�ekt hervorrufen.
Im Gegensatz dazu interagiert CD24 in trans mit zwei verschiedenen Komplexen aus entweder L1, TAG-1 und Caspr2
oder L1, F3 und Caspr in DRG-Neuronen. Auch hier �nden die Bindungen über α2,3-Sialinsäure und Lewisx statt. Die
Beteiligung von Caspr und Caspr2 führt jedoch zu Signaltransduktionen, die eine Inhibition des Neuritenwachstums
durch CD24 vermitteln.

Es bleibt noch zu erforschen, ob die neuronalen Rezeptoren von CD24 auch in cis miteinander
inteagieren, und wenn ja, ob diese Interaktionen möglicherweise auch zuckerabhängig sind. Für die
cis-Interaktion von F3 mit Caspr wurde beispielsweise bereits eine Abhängigkeit vom Glykosylie-
rungszustand von F3 gezeigt. Nur F3 mit mannosereichen N-Glykanen ist mit Caspr assoziiert,
während F3, das komplexe N-Glykane trägt, nicht an Caspr bindet [Bonnon et al., 2007]. Möglicher-
weise unterscheiden sich also auch die Glykosylierungen der axonalen Proteine abhängig vom Zelltyp
und führen so zur Interaktion mit unterschiedlichen Korezeptoren.
Auch die genauen Signaltransduktionen, die CD24 in den entsprechenden Zelltypen auslöst, sind

bislang noch nicht weiter untersucht. Es ist jedoch bekannt, dass CD24 mit Kinasen der Src-Familie
assoziiert ist [Sammar et al., 1997b, Zarn et al., 1996] und dass Tyrosinkinaseinhibitoren die CD24-
abhängige Aggregation von monozytischen Zellen inhibieren können [Sammar et al., 1997a]. Zudem
kann CD24 die Lokalisierung von β1 Integrin in Lipid raft-Domänen induzieren [Runz et al., 2008].
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Auch L1 aktiviert in seiner Rolle im Neuritenwachstum über Integrine die p60Src-Kinase und damit
einen Signaltransduktionsweg über PAK1, MEK und ERK [Maness und Schachner, 2007]. Es ist
daher gut möglich, dass CD24 diesen Signaltransduktionsweg von L1 nutzt. Dafür spricht auch, dass
CD24 die Signaltransduktion von L1 versärken kann [Kadmon et al., 1995a]. Über Signaltransduk-
tionen von Caspr oder Caspr2 sind bislang hingegen keine verö�entlichten Daten vorhanden, so dass
hier keine Aussage über eine eventuelle Verbindung zu CD24 möglich ist.
Die immunzytochemischen Experimente, die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführt wurden

(siehe 6.4.4) zeigen, dass auf DRG-Axonen regelmäÿige Komplexe aus L1 und F3 bzw. L1 und TAG-1
auftreten, an die CD24 in trans bindet. Da die verwendeten DRG-Primärzellen in Kultur nicht myeli-
nisiert sind, könnte es sich dabei um einen molekularen Zustand handeln, der vor der Myelinisierung
auftritt. L1 ist bekannt dafür, dass es von postmitotischen Neuronen exprimiert wird, diese Expres-
sion mit dem Beginn der Myelinisierung jedoch stark verringert wird. Antikörper gegen L1 können in
myelinisierenden Kokulturen von Schwannzellen und DRG-Neuronen die Bildung von Myelin sowie
die Ausbreitung der Schwannzelle entlang des Axons hemmen [Wood et al., 1990]. Diese Autoren
vermuteten bereits, dass axonales L1 in einem Komplex aus mehreren Molekülen die ersten Interak-
tionen mit Schwannzellen und die Reorganisation des Zytoskeletts dieser Zellen vermittelt, so dass
Axone eingewickelt werden und sich Myelin bildet. Itoh et al. [2005] konnten zeigen, dass axonales
L1 Integrine auf Schwannzellen bindet und so zur Umhüllung und Myelinisierung führt. So scheinen
Zelladhäsionsmoleküle wie L1 und auch NCAM eine Rolle im frühen Stadium der Myelinisierung
zu spielen, indem sie Kontakte bilden und die Erkennung zwischen Axonen und Schwannzellen ver-
mitteln. Weitere Zelladhäsionsmoleküle wie MAG und P0 sind daraufhin für die Umhüllung und
Kompaktierung des Myelin verantwortlich [Takeda et al., 2001]. Diese Theorie wird auch durch
Erkenntnisse gestützt, dass bei Regeneration nach Verletzungen des peripheren Nervensystems die
Expression von L1 und NCAM stark erhöht wird [Martini, 1994]. Auch für die Myelinisierung von
Nerven des zentralen Nervensystems wurde bereits vermutet, dass axonales L1 die Myelinisierung
fördert, indem es zu einem frühen Zeitpunkt der Adhäsion von Oligodendrozyten mit einem glialen
Molekül interagiert [Coman et al., 2005]. Da es in Vorbereitung auf den Prozess der Myelinisierung
nötig ist, das Wachsen der Axone zu verlangsamen, wäre es möglich, dass CD24 auf Schwannzellen
zusammen mit axonal exprimierten Proteinen, in diesem Fall L1, TAG-1, F3, Caspr und Caspr2, das
Neuritenwachstum von Neuronen im peripheren Nervensystem hemmt, um die Bildung von Mye-
lin zu ermöglichen. Allerdings ist anzumerken, dass der hier in Primärkultur festgestellte Abstand
zwischen den L1/F3- bzw. L1/TAG-1-Clustern von etwa 20 bis 25µm nicht mit der Länge von Inter-
nodes, also den Abständen zwischen den Ranvierschen Schnürringen, übereinstimmt. Im peripheren
Nervensystem liegt die Länge von reifen Internodes etwa zwischen 200 und 1000µm [Koszowski et al.,
1998]. Zu Beginn der Entwicklung können Internodes jedoch noch sehr kurz sein und nur eine Länge
von etwa 15µm besitzen [Coman et al., 2006], da sie während der Myelinisierung wachsen, indem
Membranbestandteile in der wachsenden Myelinspirale hinzugefügt werden. Dadurch breiten sich
Internodes während des Prozesses der Myelinisierung noch longitudinal aus [Pedraza et al., 2001].
Es ist möglich, dass deshalb der Abstand der Cluster in den hier durchgeführten Primärkulturen
noch so gering ist.
Zu den Krankheiten, bei denen die Myelinisierung beeinträchtigt ist, gehört auch die Multiple Skle-

rose. Es ist bekannt, dass CD24 die Anfälligkeit für Multiple Sklerose beein�usst und am Krankheits-
verlauf beteiligt ist. CD24-de�ziente Mäuse scheinen resistent gegen das experimentelle Mausmodell
EAE zu sein [Bai et al., 2000] und beim Menschen sind Mutationen im cd24 -Gen bekannt, die
durch verstärkte Expression von CD24 zu einem erhöhten Risiko führen, an Multipler Sklerose zu
erkranken. Auch der Krankheitsverlauf ist in diesen Fällen beschleunigt [Zhou et al., 2003]. Eine
Überexpression von CD24 in Mäusen führt ebenfalls zu einem schwereren Krankheitsverlauf mit
gröÿeren Läsionen, d. h. gröÿeren demyelinisierten Bereichen und mehr Schäden an Axonen. Ein Teil
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7 Diskussion

dieses E�ektes wird wahrscheinlich dadurch hervorgerufen, dass CD24 mehr T-Zellen stimuliert, die-
se aggressiver macht und damit die autoimmunen Entzündungsreaktionen verstärkt [Liu et al., 2007].
Es ist bekannt, dass die Lokalisierung der Proteine, die an der Bildung der Ranvierschen Schnür-
ringe und den �ankierenden Bereichen beteiligt sind, in demyelinisierten Läsionen von Multipler
Sklerose-Patienten beeinträchtigt ist [Coman et al., 2006]. Wenn CD24 durch seinen Ein�uss auf das
Neuritenwachstum möglicherweise auch daran beteiligt ist, Voraussetzungen für die Myelinisierung
zu scha�en, wäre es auch denkbar, dass CD24 dadurch einen Ein�uss auf den Krankheitsverlauf von
Multipler Sklerose ausübt. Deshalb müsste die Rolle von CD24 im gesunden Nervensystem, aber
auch bei Demyelinisierungskrankheiten wie Multipler Sklerose, daraufhin besser untersucht werden.
Interessanterweise sind es nicht nur in der Regulation des Neuritenwachstums die glialen CD24-

Glykoformen, die CD24-abhängige E�ekte vermitteln, sondern auch bei Multipler Sklerose. Transge-
ne Mäuse, die CD24 unter dem GFAP-Promotor exprimieren, überexprimieren CD24 in Astrozyten.
Wird in diesen Mäusen EAE induziert, zeigen sie den bereits erwähnten schwereren Krankheitsver-
lauf mit gröÿeren Schäden an Axonen, vermehrter Produktion von proin�ammatorischen Cytokinen
und T-Lymphozyten. CD24 auf Astrozyten verstärkt hier also die Auswirkungen von EAE [Liu et al.,
2007]. Diese Erkenntnisse sprechen dafür, dass insbesondere CD24-Glykoformen auf Gliazellen wich-
tige Glykane so präsentieren, dass sie funktionell sind.
Da es bislang keine verö�entlichten Erkenntnisse zum Verhalten von CD24-de�zienten Mäusen

gibt, CD24 jedoch Funktionen im Kleinhirn und in Motoneuronen ausübt, könnte das Fehlen von
CD24 einen Ein�uss auf die motorischen Fähigkeiten von Mäusen haben. Auÿerdem wurde gezeigt,
dass das Kleinhirn auch an der Konditionierung bei Furchtverhalten beteiligt ist [Scelfo et al., 2008,
Sacchetti et al., 2002]. Zudem trägt CD24 das funktionell relevante Lewisx-Epitop [Brendel, 2005].
Mäuse, denen die Fukosyltransferase fehlt, die für die Synthese von Lewisx zuständig ist (Fut9-
de�ziente Mäuse), zeigen in Verhaltensstudien Eigenschaften, die mit erhöhter Angst assoziiert sind
[Kudo et al., 2007]. Es wäre daher möglich, dass auch CD24-de�ziente Mäuse ein verändertes Angst-
bzw. Furchtverhalten an den Tag legen. Aus diesen Gründen wurden im Rahmen dieser Dissertation
verschiedene Verhaltensexperimente mit CD24-de�zienten Mäusen und deren Wildtyp-Geschwistern
durchgeführt, um motorische und koordinatorische Fähigkeiten sowie das Furchtverhalten zu bestim-
men. Mit der nur geringen Zahl an verwendeten Mäusen konnten jedoch in keinem der Tests signi-
�kante Unterschiede zwischen CD24-de�zienten und Wildtyp-Mäusen festgestellt werden, d. h. das
motorkoordinatorische Verhalten der beiden Genotypen war vergleichbar. Im Open �eld -Test zeigten
CD24-de�ziente Mäuse ein leicht erhöhtes Angstverhalten, jedoch konnten im Fear conditioning-Test
keine signi�kanten Unterschiede im Furchtverhalten sowei bei Lern- und Gedächtnisleistungen fest-
gestellt werden (siehe 6.6). Auch bisherige Studien, die sich dem Immunsystem von CD24-de�zienten
Mäusen widmeten, zeigten in vielerlei Hinsicht, dass die CD24-De�zienz meist unau�ällig ist. Die
Mengen von T-Lymphozyten in der Milz und den Lymphknoten sowie von Thymozyten sind unver-
ändert, B-Zellen werden gebildet und können sich zu antikörperproduzierenden Zellen di�erenzieren
[Wenger et al., 1995]. Auch die Immunantwort der CD24-de�zienten Mäuse ist normal und es gibt
keine Unterschiede bezüglich Blutwerten wie Hämatokrit oder Hämoglobin [Nielsen et al., 1997]. Im
Nervensystem entwickelt sich die Pyramidenbahn (Corticospinaltrakt) völlig normal [Sibbe et al.,
2007], jedoch treten erhöhte Zellzahlen in der subventrikulären Zone [Belvindrah et al., 2002], im
Hautepithel, in der Kornea sowie im embryonalen zentralen Nervensystem [Nieoullon et al., 2007]
auf. Es besteht durchaus die Möglichkeit, dass für viele Funktionen, die CD24 ausübt, Kompensati-
onsmechanismen vorhanden sind. Geht man davon aus, dass die meisten Funktionen ohnehin durch
die auf CD24 vorhandenen Glykane vermittelt werden, könnten eventuell andere Proteine, die diese
Glykane ebenfalls tragen und ähnlich präsentieren, Aufgaben von CD24 übernehmen. Daher ist es
weiterhin wichtig, die Glykane von CD24 und deren Funktionen zu analysieren. Auch in der Rolle
von CD24 bei Multipler Sklerose oder verschiedenen Tumorarten sollte der Ein�uss seiner Glykane
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7 Diskussion

mehr in Betracht gezogen werden, da CD24 ein beispielhaftes Molekül darstellt, um die Wichtigkeit
von Glykanen für viele biologischen Prozesse zu untersuchen.
Das Lewisx-Glykan spielt nicht nur auf CD24 eine wichtige funktionelle Rolle, sondern auch bei

der Metastasierung verschiedener Tumorarten, bei Entzündungsreaktionen sowie bei einer Vielzahl
von Infektionen und ist daher ein ideales Ziel für therapeutische Anwendungen. Im Rahmen der
vorliegenden Dissertation wurden deshalb kleine organische Mimetika gesucht, die statt des Lewisx-
Glykans in Forschung und Medizin Einsatz �nden können. Nach Screening einer Substanzbibliothek
aus 20000 organischen Substanzen, der Validierung und verschiedenen Kontrollen konnte eine Sub-
stanz identi�ziert werden, die auch im Primärkulturtest den gleichen E�ekt wie das Lewisx-Glykan
hervorrufen kann (siehe 6.7). Für einen therapeutischen Einsatz dieser Substanz bleibt herauszu-
�nden, ob es sich bei der aktiven Substanz um ein Dimer handelt und wie die chemische Struktur
zusammengesetzt ist. Die aktive Struktur müsste weiteren Tests unterzogen werden um zu untersu-
chen, ob sie tatsächlich geeignet ist beispielsweise die Auswirkungen von Infektionen mit H. pylori
oder Schistosoma zu lindern oder die Metastasierung von Tumoren zu hemmen.
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8 Zusammenfassung

CD24 ist ein Zelladhäsionsmolekül, das wichtige Glykane wie α2,3-Sialinsäure und Lewisx trägt.
CD24 fördert das Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen und inhibiert das von Hinterwurzel-
ganglienneuronen (DRG-Neuronen). Um die Mechanismen dieser gegenteiligen E�ekte von CD24 zu
verstehen, wurden die molekularen Unterschiede in den beiden Zelltypen untersucht. Dabei konn-
ten die beiden Zelladhäsionsmoleküle TAG-1 und F3 als funktionelle Rezeptoren für CD24 sowohl in
Kleinhirn- als auch in DRG-Neuronen identi�ziert werden. Die physiologische Assoziation von TAG-1
und F3 mit CD24 sowie eine direkte Bindung konnte mittels Immunpräzipitation, Immunzytochemie
und Pulldown-Experimenten gezeigt werden. Sowohl in Kleinhirn- als auch in DRG-Neuronen binden
L1 über α2,3-Sialinsäure sowie TAG-1 und F3 über Lewisx in trans an CD24. Die CD24-abhängige
Förderung des Neuritenwachstums von Kleinhirnneuronen wird durch einen neuronalen Komplex aus
L1, TAG-1 und F3 unabhängig von Caspr und Caspr2 vermittelt. Da auch das Neuritenwachstum
von hippocampalen Neuronen durch CD24 gefördert wird, könnte dies einen generellen Mechanismus
in allen ähnlichen, unmyelinisierten Neuronentypen des zentralen Nervensystems darstellen. Dagegen
wirken TAG-1 und F3 im CD24-vermittelten Neuritenwachstum von DRG-Neuronen synergistisch in
zwei neuronalen Komplexen aus L1, TAG-1 und Caspr2 oder L1, F3 und Caspr. Die Beteiligung von
Caspr und Caspr2 ist wahrscheinlich für die Inhibition des Neuritenwachstums bei DRG-Neuronen
verantwortlich. Die Signaltransduktion, die dort durch CD24 hervorgerufen wird und zur Inhibiti-
on des Neuritenwachstums führt, könnte in allen ähnlichen, myelinisierten Neuronentypen auf diese
Weise ablaufen, da auch für das Neuritenwachstum von Motoneuronen eine Inhibition durch CD24
gezeigt werden konnte und dieser E�ekt aus früheren Arbeiten für perinatale retinale Ganglienzellen
bekannt ist.
Obwohl schon seit mehr als zehn Jahren mit CD24-de�zienten Mäusen gearbeitet wird gibt es bis-

lang keine verö�entlichten Erkenntnisse zum Verhalten dieser Mäuse. CD24 übt jedoch Funktionen
im Kleinhirn und in Motoneuronen aus. Auÿerdem wurde kürzlich in verschiedenen Studien gezeigt,
dass Mäuse, die kein Lewisx synthetisieren, in Verhaltensstudien ängstlicher reagieren und dass das
Kleinhirn an der Konditionierung bei Furchtverhalten beteiligt ist. Die De�zienz von CD24 könnte
demnach die motorischen Fähigkeiten und das Angst- bzw. Furchtverhalten von Mäusen beein�ussen.
Im Rahmen dieser Dissertation durchgeführte Verhaltensexperimente mit CD24-de�zienten Mäusen
und deren Wildtyp-Geschwister konnten diesbezüglich jedoch keine signi�kanten Unterschiede zwi-
schen den Genotypen aufweisen.
Das Lewisx-Glykan ist nicht nur für die Funktionen von CD24 wichtig, sondern spielt auch in

vielen weiteren medizinisch relevanten Prozessen wie Infektionen und Krebserkrankungen eine groÿe
Rolle. Ein Molekül, das die gleichen Eigenschaften wie das Lewisx-Glykan besitzt und sich zudem
für therapeutische Einsätze eignet, kann hilfreich bei der Behandlung solcher Krankheiten sein. Um
organische Mimetika für Lewisx zu �nden, wurde ein Screening einer Bibliothek aus 20000 organi-
schen Substanzen durchgeführt. Nach der Validierung und der Analyse in neuronalen Primärkulturen
konnte eine Substanz identi�ziert werden, die die gleichen E�ekte wie das Lewisx-Glykan hervor-
ruft. Weitere Analysen und Optimierungen dieser Substanz müssen durchgeführt werden, bevor sie
in Zukunft möglicherweise auch die Lewisx-abhängigen Auswirkungen von mikrobiellen Infektionen
lindern bzw. Metastasierungen von Tumoren hemmen kann.
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9 Summary

CD24 is a cell adhesion molecule that carries important glycans like α2,3-linked sialic acid and
Lewisx. It promotes neurite outgrowth of cerebellar neurons and inhibits that of dorsal root gangli-
on (DRG) neurons. This is why the underlying molecular mechanisms that lead to these opposing
e�ects amongst the two cell types were investigated. In an e�ort to understand these mechanisms,
the cell adhesion molecules TAG-1 and F3 were identi�ed as functional Lewisx receptors for CD24.
A direct interaction of TAG-1 and F3 with CD24 was established by immunoprecipitation, immu-
nocytochemical and pulldown experiments. In in vitro assays, both TAG-1 and F3 were shown to
be receptors mediating CD24-dependent neurite outgrowth of cerebellar and DRG neurons.
Furthermore, the promotion of cerebellar neurite outgrowth by CD24 is mediated by a neuronal

complex of L1, TAG-1 and F3 which acts independently from Caspr or Caspr2. CD24 binds in trans

to L1 via its α2,3-linked sialic acid and to TAG-1 and F3 via its Lewisx. Neurites of hippocampal
neurons were also promoted to grow by CD24 which is a phenomenon similar to that of cerebellar
neurons. Taking all these experiments into account, it can be proposed that the promotion of neurite
outgrowth by CD24 is a general mechanism in unmyelinated neurons of the central nevous system.
In contrast, TAG-1 and F3 mediate the inhibition of neurite outgrowth of DRG neurons by the
synergism of two neuronal complexes of L1, TAG-1 and Caspr2 or L1, F3 and Caspr. Again the
formation of these complexes is mediated by α2,3-linked sialic acid and Lewisx with L1 and TAG-1
or F3, respectively. The involvement of Caspr and Caspr2 may explain the inhibitory e�ect of
CD24. This inhibition may be occuring on all myelinated neurons, given that neurite outgrowth of
motoneurons was inhibited also by CD24 and this inhibitory e�ect has been observed previously
with perinatal retinal ganglion cells.
Though mice de�cient for CD24 have been created more than ten years ago, there have been

no studies describing the behavior of such mice. Recent studies have shown that Lewisx de�cient
mice display traits of increased anxiety like behaviors and that the cerebellum is involved in fear-
related memory. As CD24 is an important carrier of Lewisx and modulates neurite outgrowth of
cerebellar and motoneurons, it can be hypothesized that CD24 de�ciency could lead to impaired
motor-coordination or anxiety- or fear-related behavior. However, experiments performed to identify
these traits in CD24 de�cient mice showed no signi�cant di�erences when compared to their wildtype
littermates.
The Lewisx glycan not only plays an important role for the functionality of CD24 but is also

important during a multitude of clinically relevant processes of infection and cancer. A drug like
molecule that behaves like the Lewisx glycan can be useful in treating these diseases. To identify
small organic compounds mimicking Lewisx, a high throughput screening with a library of 20000
organic compounds was performed. After validation of the hits and analysis in neuronal primary
cultures to test their ability to mimic Lewisx, one compound was identi�ed to be suitable to be a
lead compound. Further analysis and optimization of this compound is to be performed before it
may also prove of interest for the prevention of microbial infections and cancers involving Lewisx

molecules.
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MES Morpholinoethansulfonsäure
MUC1 Mucin 1
NCAM Neural Cell Adhesion Molecule

NCP1 Neurexin IV/Caspr/Paranodin
NeuAc Sialinsäure (Neuraminsäure)
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Abkürzungsverzeichnis

NGF Nerve Growth Factor

NMR Nuclear Magnetic Resonance (Kernresonanzspektroskopie)
NrCAM NgCAM related Cell Adhesion Molecule

OPD Orthophenyldiamin
OSGE O-Sialoglykoendopeptidase
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PAK1 p21-aktivierte Kinase 1
PBS Phosphate Bu�ered Saline

PBST Phosphate Bu�ered Saline + Tween 20

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
PDZ Post synaptic density, Discs large, Zonula occludens-1

PFA Paraformaldehyd
PI Phosphoinositid
PIPLC Phospholipase C
PLL Poly-L-Lysin
PLO Poly-L-Ornithin
PMSF Phenylmethylsulfonyl�uorid
PNGase F N-Glycosidase F
PrP Prionprotein
PrPc cellular Prion Protein

PrPsc Prion Protein scrapie form (pathologische Form)
PSA Polysialinsäure
RGC retinale Ganglienzelle
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RPTP Receptor Protein Tyrosin Phosphatase

SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
SFM serumfreies Medium
Siglec Sialic acid binding immunoglobulin-like lectin

SIGNR DC-SIGN Related molecule

SLE systemischer Lupus erythematodes (systemische Autoimmunerkrankung)
S. mansoni Schistosoma mansoni

SNP Single Nucleotide Polymorphism (Einzelnukleotid-Polymorphismus)
SRCL Scavenger Receptor C-type Lectin

SSEA-1 Stage-Speci�c Embryonic Antigen-1 (Lewisx)
T Thymin
TAE Tris Essigsäure EDTA
TAG-1 Transient Axonal Glycoprotein-1

Taq Thermus aquaticus

TBS Tris Bu�ered Saline

TEMED Tetramethylethylendiamin
Thy1 Thymozytenantigen 1
TIU Trypsin Inhibitor Unit

TMB Tetramethylbenzidin
TPCK Tosylphenylalanylchloromethylketon
Tris Trishydroxymethylaminomethan
ü.N. über Nacht
UKE Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
UV Ultraviolett
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Abkürzungsverzeichnis

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1

VLA-4 Very Late Antigen 4

v/v Volumen pro Volumen
w/v Gewicht pro Volumen
Wnt-1 Wingless & Int-1 (Integration site)
Xyl Xylose
ZMNH Zentrum für Molekulare Neurobiologie Hamburg

Einheiten und Vorsätze

A Ampere
D Dalton
g Gramm
g Erdbeschleunigung (9,81 m

s2
)

h Stunde
l Liter
m Meter
M Molar
min Minute
mol Mol
p Irrtumswahrscheinlichkeit
s Sekunde
u Unit (µmols )
V Volt

k Kilo (103)
c Centi (10−2)
m Milli (10−3)
µ Mikro (10−6)
n Nano (10−9)
p Piko (10−12)
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Abkürzungsverzeichnis

Aminosäuren

Aminosäure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode

Alanin Ala A

Arginin Arg R

Asparagin Asn N

Asparaginsäure Asp D

Cystein Cys C

Glutamin Gln Q

Glutaminsäure Glu E

Glycin Gly G

Histidin His H

Isoleucin Ile I

Leucin Leu L

Lysin Lys K

Methionin Met M

Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T

Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y

Valin Val V
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