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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Zelladhisionsmolekiile sind Proteine, die in der Entwicklung des Nervensystems eine
entscheidende Rolle spielen. Sie vermitteln Zell-Zell-Kontakte und interagieren mit der
extrazelluliren Matrix, um Signale weiterzuleiten, die unter anderem Neuritenwachstum
anregen. Zwei wichtige Vertreter der neuralen Zelladhédsionsmolekiile sind L1 und NCAM.
Beide Proteine haben die Moglichkeit, Signalkaskaden durch die Stimulation von Src-
Kinasen zu aktivieren. Friithere Arbeiten zeigten, dass NCAM die Src-Kinase p59fyIl aktivieren
kann, indem es RPTPo in Lipid rafts rekrutiert und dort an PrP bindet, um den
Proteinkomplex zu stabilisieren. Der dadurch induzierte MAPK-Signalweg resultiert in einer
Verstiarkung des Neuritenwachstums.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fiir L1-vermitteltes Neuritenwachstum &hnliche
Mechanismen in der Signalweiterleitung greifen. Durch Immunprizipitationen wurde
nachgewiesen, dass RPTPa mit L1 und der Src-Kinase p60™ interagiert und fiir die Bildung
des L1/p60*“-Proteinkomplexes von groBer Bedeutung ist.

Durch die Isolierung von Lipid rafts aus Miusegehirnen und anschlieBende Western Blot-
Analysen konnte eine geringe Menge von L1 in Lipid raft-Fraktionen identifiziert werden.
Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass L1 fiir die Aktivierung von p60* durch
RPTPa temporir in Lipid rafts lokalisiert sein kann.

Um die von NCAM und L1 bevorzugten Lipid rafts zu analysieren, wurden mittels
Immunisolationen L1- und NCAM-positive Membran-Mikrodominen separiert und
analysiert. Die Ergebnisse zeigten eine unterschiedliche Proteinzusammensetzung beider
Lipid raft-Subtypen. Wihrend L1 Lipid rafts bevorzugt, die mit dem GPI-verankerten Protein
F3 und der Src-Kinase p60™ angereichert sind, ist NCAM in Lipid rafts lokalisiert, die PrP
und p59fyIl enthalten. Western Blot-Analysen mit Lipid rafts, die aus LI1- und F3-
kotransfizierten CHO-Zellen isoliert wurden, bestdtigten, dass F3 fiir die Lokalisierung von
L1 in Lipid rafts von Bedeutung ist.

Anschlieende Neuritenwachstumsexperimente und Western Blot-Analysen zeigten, dass L1
und NCAM einander kompensieren konnen, wenn eines der beiden Proteine fehlt. So war der
Aktivierungsgrad von p60™ in NCAM-defizienten Miusen stark erhoht. Die Kinase p59™"
zeigte dagegen eine gesteigerte Aktivitdt in L1-defizienten Miusen. Das Neuritenwachstum
nach NCAM-Stimulation war im Vergleich zum Wildtyp in L1-defizienten Méusen deutlich

hoher, wihrend L1-vermitteltes Neuritenwachstum in NCAM-defizienten Maiusen stirker




Zusammenfassung

ausgepragt war. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Expression von L1 und
NCAM verstirk wird, wenn das jeweilige andere Zelladhidsionsmolekiil abwesend ist.

Zusammenfassend zeigt die Arbeit, wie die artverwandten Molekiile L1 und NCAM &hnliche
Signalwege anschalten konnen und dadurch die Moglichkeit haben, bei Abwesenheit eines
der beiden Proteine kompensatorische Funktionen auszuiiben. Dabei kommt den Lipid rafts

eine entscheidende Rolle in der Aktivierung der L1- und NCAM-vermittelten Signalwege zu.
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2 Einleitung

2.1 Biologische Membranen

Biologische Membranen bestehen hauptsdchlich aus Proteinen und Lipiden (Phospholipide,
Glykolipide und Sterole). Sie trennen das Innere einer lebenden Zelle von der Zellumgebung
und dienen als Abgrenzung verschiedener funktioneller Bereiche innerhalb der Zelle. Dabei
stellen Membranen keine starre Einheit dar, sondern sind aktiv an biologischen Prozessen,
wie dem Transport von Molekiilen oder der Signalweiterleitung beteiligt.

Die ersten strukturellen Untersuchungen zur Zusammensetzung von Zellmembranen fanden
durch Gorter und Grendel statt. Sie extrahierten die Lipide von roten Blutzellen mit Aceton
und anderen Losungsmitteln und machten die Entdeckung, dass die extrahierte Einzelschicht
der Lipide eine fast doppelt so groBBe Oberfliche als die Blutzellen selbst hatten (Gorter and
Grendel, 1925). Thre Untersuchungen brachten den ersten Hinweis darauf, dass Lipidmolekiile
Doppelschichten bilden konnen und lieBen vermuteten, dass Zellen von einer Lipid-
Doppelschicht umgeben sein konnten. Es dauerte jedoch noch fast 50 Jahre, bis Singer und
Nicholson das auch heute noch grofitenteils aktuelle “Fliissig-Mosaik-Modell” vorstellten.
Nach ihren Erkenntnissen besteht eine Membran aus einer dynamischen Doppellipidschicht,
in welcher sich die Proteinmolekiile frei bewegen konnen (Singer and Nicolson, 1972). In den
letzten Jahren jedoch zeigte sich, dass diese freie Bewegung der Proteine und auch der Lipide
teilweise durch spezielle Membranstrukturen eingeschrinkt ist (Lisanti and Rodriguez-
Boulan, 1990; van Meer and Simons, 1982). Einige Lipide und Proteine konnen
Mikrodominen in der Membran bilden und dadurch fiir eine Kompartimentierung der
Membran sorgen, die die Verteilung von Proteinen und Lipiden mitbestimmt. Diese

Membran-Mikrodoménen werden als Lipid rafts bezeichnet (Simons and Ikonen, 1997).

2.2 Lipid rafts

Die ersten Hinweise darauf, dass Proteine und Lipide nicht zufillig in der Membran verteilt
sind, wurden durch Untersuchungen an Epithel- und Endothelzellen erhalten (Simons and van
Meer, 1988; van Meer and Simons, 1982). Bei diesen Zellen ist die Plasmamembran
funktionell und morphologisch polar. Die apikale und die basolaterale Membran
unterscheiden sich dabei sowohl in der Protein- als auch in der Lipidzusammensetzung. Die

apikale Membran ist mit Sphingolipiden angereichert und somit ein erster Hinweis auf die
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Existenz von Strukturen in der Plasmamembran, welche die Verteilung von Proteinen und
Lipiden beeinflussen und als Lipid rafts bezeichnet werden. (Simons and Ikonen, 1997). Lipid
rafts zeichnen sich durch eine spezielle Lipidzusammensetzung aus, die ihre Membran-
eigenschaften wie die Fluiditit wesentlich beeinflut. Sie haben einen deutlich hoheren
Sphingolipid- und Sterolgehalt als die umgebende Membran. Dadurch bilden sie floBartige
Ansammlungen, die sich frei in der Membran bewegen konnen [Abb. 1; (Dietrich et al., 2001;
Pralle et al., 2000)].

Die Fettsduren der Phospholipide in den Lipid rafts unterscheiden sich durch einen hoheren
Siattigungsgrad von der umgebenden Membran. Membranbereiche mit gesittigten Fettsduren
sind dichter gepackt und bilden eine geordnetere Fliissigkeitsdomine (liquid ordered, 1,-
Phase) mit einer hoheren Schmelztemperatur als die Umgebung, welche sich in der
ungeordneteren Phase (liquid-disordered, 14-Phase) befindet. Diese Eigenschaft ist
wahrscheinlich dafiir verantwortlich, dass Lipid rafts aufgrund ihrer Unloslichkeit in nicht-
ionischen Detergenzien wie Triton X-100 isoliert werden konnen (Brown and London, 1998;

Brown and Rose, 1992).

Lipid mit ungesiittigter

Fettsdure

Lipid mit gesittigter

Fettsaure
Wf‘ . ’i. {’iﬁf . Cholesterol

JIMEIBIN | g

Lipid raft

Abb. 1: Modell eines Lipid rafts in tierischen Zellen. Lipid rafts sind angereichert mit Cholesterol und
Membranlipiden, welche gesittigte Fettsdurereste enthalten. Aulerdem sind Signaltransduktions-Molekiile,
wie Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine und Src-Kinasen in Lipid rafts

angereichert.




Einleitung

Seit den 50er Jahren sind Caveolae, eine spezielle Form der Lipid rafts bekannt (Palade, 1953;
Yamada, 1955). Diese Strukturen sind kleine flaschenartige Einstiilpungen in der
Plasmamembran und aufgrund ihrer Form die bisher einzigen morphologisch identifizierten
Lipid rafts. Fiir die flaschenartige Form ist das Protein Caveolin verantwortlich, welches als
Dimer Haarnadelstrukturen bildet und das charakteristische Protein der Caveolae darstellt.
Caveolae haben etwa einen Durchmesser von 50-200 nm (Pike, 2003) und beinhalten bis zu
10.000 Sphingolipidmolekiile, jedoch nur zwischen 10-100 Proteine (Simons and Toomre,
2000).

Lipid rafts werden als Plattformen angesehen, welche die Effizienz der Interaktion zwischen
Rezeptoren und deren Signaltransduktionspartnern verstirken (Gomez-Mouton et al., 2004).
Es findet eine selektive Rekrutierung von Proteinen in die Lipid rafts statt. Dadurch wird eine
kontrollierte Proteinverteilung in der Membran gewihrleistet. Dabei gibt es Proteine, die
durch ihre Molekiilstruktur eine grofere Affinitdt zur Lipid raft Lokalisierung haben als
andere Proteine. Zu diesen Proteinen zdhlen wichtige Signalmolekiile wie
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine in der dufleren Membranschicht und
die zu den Proteintyrosinkinasen (PTK) gehérenden Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (NRTK)

an der Innenseite der Membran.

2.3 Lipid raft-assoziierte Proteine

2.3.1 GPI-verankerte Proteine

GPI-verankerte Proteine sind Molekiile, die mit einem Glykosylphosphatidylinositol-Anker in
die dullere Membran eingebunden sind. GPI-verankerte Proteine konnten bisher in
Eukaryoten und einigen Archaeobakterien, nicht jedoch in Eubakterien nachgewiesen werden
(Nosjean et al., 1997), was auf ihren Ursprung in den Archaeobakterien hindeutet. Es sind
mehr als 150 verschiedene GPI-verankerte Proteine bekannt. In Sdugetieren umfal3t diese
Proteinfamilie unter anderem hydrolytische Proteine, Wachstumsfaktor-Rezeptoren und
Adhisionsmolekiile (Cross, 1990; Ferguson and Williams, 1988; Low, 1987, 1989).

Die Kernstruktur des GPI-Ankers ist hoch konserviert. Sie besteht aus einem in der Membran
verankerten Phosphatidylinositol mit gesittigten Fettduren, gebunden an ein Glykan, an
welches sich Phosphoethanolamin und das Protein anschliefen [Abb. 2; (McConville and

Ferguson, 1993)].




Einleitung

Phosphat

Inositol

Glukosamin

Mannose

Ethanolamin

BEHdDOOoo

‘ Gesiittigte Fettsiduren

| | AuBere Membranschicht

Innere Membranschicht

Abb. 2: Struktur eines GPI-verankerten Proteins. Der GPI-Anker besitzt eine hoch konservierte
Struktur. Ein Phosphatidylinositol mit zwei gesittigten Fettsduren, die in der duBleren Membranschicht
verankert sind, ist an ein Glykan, bestehend aus Glukosamin und drei Mannoseresten gebunden. Das

Glykan ist an Phosphoethanolamin gekoppelt, an welchem das Protein kovalent gebunden ist.

Die Grundstruktur des GPI-Ankers kann posttranslational modifiziert werden und somit zu
einem gewissen Grad auch variieren. So konnen zum Beispiel weitere Phosphoethanolamine,
Zucker oder eine zusitzliche Fettsdure angehingt werden (Brewis et al., 1995; Ferguson,
1992; McConville and Ferguson, 1993; McConville and Menon, 2000).

Die Funktionen von GPI-verankerten Proteinen sind #uferst vielfiltig, da sie aus
verschiedenen Proteinklassen stammen und das einzige allen gemeinsame Merkmal der GPI-
Anker ist. Dieser Anker dient dazu, das Protein in der dufleren Membran zu stabilisieren
(Bhatnagar and Gordon, 1997; Low, 1989; Low and Saltiel, 1988; McLaughlin and Aderem,
1995). Auflerdem spielt er eine Rolle im gerichteten Proteintransport innerhalb der Membran
(Brown et al., 1989; Craig and Banker, 1994; Lisanti et al., 1989) oder zu Membranen
benachbarter Zellen (Kooyman et al., 1995).
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GPI-verankerte Proteine sind in Lipid rafts lokalisiert und dadurch unl6slich in nicht
ionischen Detergenzien wie Triton X-100 (Hooper and Turner, 1988). Sie besitzen gesittigte
Fettsdauren, welche hydrophob mit den umgebenden Lipiden in Lipid rafts interagieren
(Harder and Simons, 1997). Aulerdem sorgen Bindungen zwischen der Glykan-Einheit des
GPI-Ankers und Glykosphingolipiden fiir einer Stabilisierung des Proteins in Lipid rafts
(Benting et al., 1999). Untersuchungen konnten zeigen, dass Proteine ihre Fihigkeit, mit Lipid
rafts zu assoziieren, groBtenteils verlieren, wenn der GPI-Anker experimentell durch eine
Transmembranregion ausgetauscht wird (Brown and Rose, 1992). Das Protein kann relativ
einfach vom GPI-Anker abgespalten und somit solubilisiert werden. Das verbleibende GPI
dient unter anderem als second messenger (McConville and Ferguson, 1993; McConville and
Menon, 2000).

Die Biosynthese der GPI-Anker und das Verkniipfen mit der Protein-Einheit findet im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) statt (Udenfriend and Kodukula, 1995). Dabei werden
zuerst auf der zytoplasmatischen Seite des ER die verschiedenen Zucker und
Phosphoethanolamin nacheinander an das Phosphatidylinositol addiert (Nakamura et al.,
1997; Vidugiriene and Menon, 1993; Watanabe et al., 1996), bevor das Protein im Lumen des
ER durch eine Transamidase-Reaktion mit dem GPI verkniipft wird (Englund, 1993; Takeda
and Kinoshita, 1995). Dabei wird der GPI-Anker an eine C-terminale GPI-Anker-
Erkennungssequenz des Proteins gebunden (Mayor et al., 1991; Udenfriend and Kodukula,
1995; Vidugiriene and Menon, 1993). Weitere Zucker konnen spéter wihrend des Transports

durch das ER und den Golgi-Apparat addiert werden.

2.3.2 Proteintyrosinkinasen

Proteintyrosinkinasen (PTK) gehoren zur Enzymklasse der Proteinkinasen. Sie sind wichtige
Komponenten von zelluldren Signalwegen und werden in zwei Klassen unterteilt, den
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) und den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (NRTKSs).

RTKs sind transmembrane Glykoproteine, die durch die Bindung eines Liganden aktiviert
werden und dadurch ein extrazelluldres Signal in das Zytoplasma weiterleiten. Dies erfolgt
durch Phosphorylierung von eigenen Tyrosinresten (Autophosphorylierung) der PTKs und
durch Aktivierung nachgeschalteter Signalproteine. RTKs konnen verschiedene Signalwege
aktivieren, welche dann Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Migration oder
Metabolismusdnderungen auslosen (Schlessinger and Ullrich, 1992). Vertreter der RTK

Familie sind unter anderem Rezeptoren fiir Insulin und viele Wachstumsfaktoren.
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Neben den RTKs existiert eine grole Familie von NRTKSs. Zu dieser Familie zéhlen unter
anderem die Janus Kinasen (Jak), Abelson Tyrosinkinasen (Abl), und Src-Kinasen. NRTKs
sind integrale Komponenten von Signalkaskaden, welche durch RTKs oder andere
Zelloberflachen-Rezeptoren ausgelost werden. Sie besitzen keine Rezeptoreigenschaften wie
eine extrazellulire Bindedoméne fiir Liganden oder einen die Membran durchspannenden
Bereich.

NRTKSs sind hauptsichlich im Zytoplasma lokalisiert (Neet and Hunter, 1996) und kénnen
durch aminoterminale Modifikation wie Myristoylierung und Palmitoylierung in der
Membran verankert sein. Zusitzlich zu ihrer Tyrosinkinase-Domine besitzen sie Doménen,
die Protein-Protein-, Protein-Lipid- und Protein-DNA-Bindungen unterstiitzen. Die
bekanntesten Protein-Protein-Bindedoménen in NRTKSs sind die SH2 (SH = Src homology)-
und die SH3-Dominen (Kuriyan and Cowburn, 1997). Die SH2-Doméne umfallt einen
Bereich von zirka 100 Aminosdureresten, und dient als Erkennungssequenz fiir
Phosphotyrosine (Pawson, 1995). Die kleinere SH3-Doméne ist ungefihr 60 Aminoséurereste
grof3 und fungiert als Erkennungsregion fiir prolinreiche Aminosiduresequenzen (P-X-X-P).
Sie spielt eine wesentliche Rolle in der negativen Regulation der enzymatischen Aktivitdt von
Kinasen (Bar-Sagi et al., 1993). Nicht alle NRTKs besitzen eine SH2- oder SH3-Domiine,

konnen jedoch andere spezifische Doménen fiir Protein-Protein-Interaktionen nutzen.

2.3.2.1 Src-Kinasen

Die Familie der Src-Kinasen gehort zu den am héufigsten untersuchten Kinasen und bildet die
grofite Untergruppe der NRTKSs. Sie umfafit neun Mitglieder, von denen zum Teil durch
alternatives Splicing verschiedene Isoformen exprimiert werden (Brown and Cooper, 1996).
Die Namensgebung fiir diese Familie geht auf die Entdeckung des Onkogens v-src zuriick,
welches Tyrosinkinase-Aktivitdt besitzt und das transformierende Onkogen des Rous-
Sarkom-Virus ist (Jove and Hanafusa, 1987). Src-Kinasen spielen aufgrund ihrer Féahigkeit,
tiber die SH2- und SH3-Doménen in Interaktion mit anderen Proteinen zu treten, eine zentrale
Rolle in der Regulierung vieler Signaltransduktionswege.

Insgesamt besitzen die Src-Kinasen sechs funktionelle Abschnitte (Abb. 3). Die N-terminale
Mpyristoylierungsstelle ist fiir die Verankerung in der Zellmembran verantwortlich (Resh,
1993). Die Fettsdure Myristat wird iiber eine Amidbindung mit einem konservierten Glycin
verkniipft (David-Pfeuty et al., 1993; Resh, 1996). An die Myristoylierungsstelle schlief3t sich

eine unique-Region an, die innerhalb der Familie der Src-Kinasen eine sehr unterschiedliche
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Aminosduresequenz aufweist. Diese Domine scheint einen EinfluB3 auf die Spezifitidt der
Kinasen zu haben. Darauf folgen die oben beschriebenen SH3- und SH2-Doméinen. An die
SH2-Doméne schlieB3t sich die Kinasedomine mit der hochsten Sequenzhomologie innerhalb
der Familie der Src-Kinasen an. Sie besteht aus zwei Subdoménen, der N-Schleife und der C-
Schleife, zwischen denen das katalytische Zentrum liegt. Das Protein wird durch eine C-
terminale Region abgeschlossen, die wichtig fiir die Regulation der Kinase-Aktivitit ist. An
diesem C-terminalen Ende befindet sich ein Tyrosinrest, dessen Phosphorylierungszustand die
Aktivitdat des Proteins bestimmt (Cartwright et al., 1987; Cooper and King, 1986). Die
Phosphorylierung dieses Tyrosinrestes reduziert die Kinaseaktivitit (Brown and Cooper,
1996; Lowell and Soriano, 1996; Nada et al., 1991), wihrend die Dephosphorylierung zu
einem Anstieg der Aktivitit der Src-Kinase fithrt (Hunter, 1997). Durch die
Dephosphorylierung wird eine Autophosphorylierungsstelle innerhalb der Kinase-Domine
frei, die aufgrund der Proteinfaltung in der inaktiven Kinase unzuginglich ist (LaFevre-Bernt
et al., 1998; Sicheri et al., 1997; Xu et al., 1997). Eine Phosphorylierung des Tyrosinrestes
innerhalb der Kinase-Doméne bewirkt eine maximale Stimulation der Kinase-Aktivitiit.

Die meisten Src-Kinasen werden einer posttranslationalen Modifikation in Form einer
Palmitoylierung an einem oder zwei Cysteinresten in Position 3, 5 oder 6 unterzogen. Diese
Modifikation findet in der Nihe des myristoylierten N-Terminus statt. Die Myristoylierung ist
dabei Voraussetzung fiir eine anschlieBende Palmitoylierung (Koegl et al., 1994). Die
Kinasen p60™, p55”* und die p61"* sind nur myristoyliert (Koegl et al., 1994; Paige et al.,
1993; Robbins et al., 1995; Shenoy-Scaria et al., 1994; Yurchak and Sefton, 1995).

Es konnte gezeigt werden, dass Src-Kinasen in Lipid rafts lokalisiert sein konnen. Dadurch
sind sie in verschiedene Signaltransduktionsprozesse involviert und konnen Signale von
Transmembran- oder GPI-verankerten Proteinen in das Zellinnere weiterleiten (Cantley et al.,

1991; Rudd et al., 1993).

2.3.2.2 p60™ und p59™"

Die Tyrosinkinasen p60° und p59”" sind zwei gut untersuchte Vertreter der Src-Kinasen, die
in Neuronen wichtige Signalwege regulieren. Anhand ihrer Modifikationen lassen sich
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den einzelnen Mitgliedern der Src-Familie
besonders deutlich herausstellen. Beide oben genannten Src-Kinasen werden in allen

Geweben exprimiert und weisen strukturelle Ahnlichkeiten auf (Abb. 3).
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Myristoylierungs-/ p60s Tyrd16 p60s Tyr527
Palmitoylierungsstelle p59%m Tyrd20 p59%n Tyr531
unique SH3 SH2  Linker N-Schleife C-Schleife
Katalytische Domiine

Abb. 3: Struktur der Src-Kinasen p60™ und p59”". An die N-terminale Sequenz, die sowohl die

src fyn

Myristoylierungsstelle (p60™ und p59 fym

) als auch die Palmitoylierungsstelle (pS9~") enthilt, schlieen sich

nachfolgend die unigue-Region, die SH3- und die SH2-Doméinen an, welche fiir die Bindungseigenschaften
der Kinasen verantwortlich sind. Nach dem Linker folgt die fiir die Enzymaktivitit verantwortliche

katalytische Doméne mit den zwei regulatorischen Tyrosinresten.

Wegen der dhnlichen Struktur und der gleichmiBigen Verteilung, besitzen beide Kinasen
tiberlappende Funktionen und konnen teilweise fiireinander kompensierend wirken (Roche et
al.,, 1995; Thomas et al., 1995). Die Phinotypen der knockout-Miuse sind jedoch sehr
unterschiedlich, was zeigt, dass beide Proteine auch Funktionen unabhingig voneinander
besitzen (Soriano et al., 1991; Stein et al., 1994). So ist zum Beispiel bei p59fyn—knockout
Mausen die Signaltransduktion in Thymozyten beeintrichtigt (Gauen et al., 1994), wihrend
p60°“-knockout-Miuse aufgrund von gestorter Osteoplastenfunktion Osteopetrose entwickeln
(Soriano et al., 1991). Die molekularen Mechanismen fiir die Differenzen in den Funktionen
von p59”" und p60™ sind noch weitgehend unklar. Unterschiede zwischen den einzelnen
NRTKs konnen durch Abweichungen in der Aktivierung und der Lokalisation in der
Membran herriihren.

Im Gegensatz zu p60™ enthilt p59™" Cysteinreste in unmittelbarer Nihe zu den
myristoylierten Glycinresten, welche palmytoyliert werden konnen (Resh, 1994). Somit sind
beide Proteine zwar myristoyliert, aber wihrend p59™" palmitoyliert ist, besitzt p60™ diese
zusitzliche Lipid-Modifikation nicht. Es konnte gezeigt werden, dass p59™" aufgrund der
zusitzlichen Modifikation hauptsidchlich in Lipid rafts lokalisiert ist (Shenoy-Scaria et al.,
1994). Im Gegensatz dazu kann p60™° in verschiedenen Membrankompartimenten lokalisiert
sein, neben Lipid rafts hauptsichlich in fokalen Adhisionen und Endosomen (Courtneidge et

al., 1980; Garber et al., 1983; Kaplan et al., 1992). Auch p59fyn kann in Endosomen detektiert
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werden. Im Gegensatz zu p60™ jedoch, welches in RhoB-positiven Endosomen lokalisiert ist,
findet man p59™" in RhoD-positiven Endosomen. Sandilands er al. (2007) konnten durch
Modifikationen der Src-Kinasen zeigen, dass p60™, welches experimentell palmitoyliert
wurde, #hnlich wie p59™" iiberwiegend in RhoD-positiven Endosomen lokalisiert ist. Eine
Modifikation von p59"™", die bewirkt, dass p59™™ nicht mehr palmitoyliert ist, fithrt zu einer
Kolokalisation mit p60™ in RhoB-positiven Endosomen. Somit ist die Palmitoylierung
zumindest ein Kriterium fiir die unterschiedliche Lokalisierung beider Src-Kinasen innerhalb
der Membran. Es scheint, dass die Lokalisierung der Src-Kinasen in den korrekten

Membrandoménen Voraussetzung fiir eine Aktivierung und korrekte Signaltransduktion ist.

2.4 Zelladhisionsmolekiile

Zelladhisionsmolekiile sind membranstindige Zelloberflachenglykoproteine. Sie dienen der
Adhision von Zellen mit der umgebenden Extrazelluldrmatrix. AuBlerdem spielen sie eine
Rolle bei Zellinteraktionen, Zellmigration, Zellerkennung und Zelldifferenzierung.
Zelladhdsionsmolekiile konnen auBBerdem als Signalvermittler fungieren, was bedeutet, dass
sie Signale aus der niheren Umgebung aufnehmen und ins Zellinnere weiterleiten konnen. So
kann die Aktivierung von Zelladhédsionsmolekiilen intrazelluldr zu einer Umstrukturierung
des Zytoskeletts und zu einer Initiation von Signaltransduktionsprozessen fithren, was
wiederum zu einer Anderung der Genexpression fiihren kann (Aplin et al., 1998). Diese
Funktionen konnen Zelladhdsionsmolekiile durch ihre Bindungen zu Proteinen des
Zytoskeletts und anderen intrazelluldren Signalmolekiilen, wie zum Beispiel Proteinkinasen
ausfithren. Des weiteren tragen Zelladhédsionsmolekiile zur dreidimensionalen Stabilitéit einer
Zelle bei (Gumbiner, 1996).

Wie in anderen Geweben auch, spielen im Nervensystem Zell-Zell- und Zell-Extrazellulére
Matrix-Kontakte eine wesentliche Rolle, um Signale in die Zelle weiterzuleiten. In der
Embryonalentwicklung wachsen Axone und Dendriten iiber verschiedene Substrate zu ihren
Zielgebieten, um dort synaptische Verbindungen zu kniipfen. Auf der Oberfldche der
Wachstumskegel herrscht eine hohe Dichte von Zelladhidsionsmolekiillen und
Signalrezeptoren, die mit dem Zytoskelett interagieren. Dadurch werden gerichtetes
Wachstum, Zielfindung und spezifische Verschaltungen von Nervenzellen moglich.
Zelladhisionsmolekiile lassen sich aufgrund verschiedener Struktur- und Funktionsmerkmale

in vier Proteinfamilien zusammenfassen (Aplin et al., 1998): die Immunglobulin-Superfamilie
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(Brummendorf and Rathjen, 1996), die Cadherine (Takeichi, 1990), die Integrine (Reichardt
and Tomaselli, 1991) und die Selektine (Lasky, 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit sollen zwei Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF), die
neuralen Zelladhdsionsmolekiile NCAM und L1 niher beschrieben werden. Beide Proteine
gehoren zur Familie der Zelladhdsionsmolekiile des Nervensystems, einer Unterfamilie der

IgSF.

2.4.1 Neurale Zelladhisionsmolekiile der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF)

Die Zelladhdsionsmolekiile der IgSF spielen sowohl in der Entwicklung als auch im adulten
Nervensystem eine zentrale Rolle. Sie haben Einfluss auf die Zellmigration, das
Zelliiberleben, axonale Wegfindung und Neuritenwachstum.

Die IgSFs wurde 1977 mit der Entdeckung des Neuralen Zelladhdsionsmolekiils NCAM
begriindet (Brackenbury et al., 1977; Thiery et al., 1977). Die Vertreter dieser Protein-Familie
zeichnen sich durch die Immunglobulin-Dominen (Ig-Dominen) im extrazelluliren Bereich
aus. Vaughn und Bjorkman (Vaughn and Bjorkman, 1996) konnten zeigen, dass diese
Doménen Strukturdhnlichkeiten mit den Immunglobulin-Doménen der Antikorper aufweisen
und in der Regel aus 55-57 Aminosduren bestehen, die durch Disulfidbriicken verbunden
sind. Die Anzahl der Ig-Doménen variiert innerhalb der Ig-Superfamilie stark. Weiterhin
besitzen viele Vertreter der Familie Fibronektin Typ III-homologe Doménen (FN-Dominen),
die den Strukturelementen des Fibronektins dhneln und zur Adhision beitragen (Kimizuka et
al,, 1991; Main et al., 1992). An die FN-Dominen schlieBen sich in der Regel eine
transmembrane und eine zytoplasmatische Domine an. Einige Mitglieder der IgSFs sind
jedoch durch ein GPI in der Zellmembran verankert. Hierzu zéhlen zum Beispiel TAG-1, F3
und NCAM120. Die Ig-Dominen konnen glykosyliert sein. N- oder O-glykosidisch
gebundene Kohlenhydrate spielen bei der Zell-Zell-Interaktion eine wichtige Rolle (Kleene
and Schachner, 2004; Schachner and Martini, 1995; Varki, 1993).
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24.11 NCAM

NCAM hat drei Hauptisoformen, die durch alternatives Splicen einer pri-mRNA, die das
Transkriptionsprodukt eines einzelnen Gens darstellt, entstehen (Owens et al., 1987). Diese
Isoformen werden entsprechend ihres Molekulargewichtes als NCAM120, NCAM140 und
NCAMI180 bezeichnet (Cunningham et al., 1987; Goridis et al., 1983; Murray et al., 1986).
Die drei Isoformen werden zelltypspezifisch und zeitlich verschieden voneinander exprimiert.
In der Struktur dhneln sie sich jedoch stark. Die extrazellulire Doméne aller drei Isoformen
besteht aus fiinf Ig-Doménen (Chothia and Jones, 1997) und zwei FN-Dominen (Jorgensen,
1995) (Abb. 4). Die extrazellulire Domine ist bei der Isoform NCAM120 durch GPI in der
Membran verankert, wihrend NCAM140 und NCAM180 einen transmembranen Bereich und
eine darauffolgende zytoplasmatische Domine besitzen, welche sich dadurch unterscheidet,
dass NCAMI180 ein zusitzliches Insert aus 261 Aminosiuren besitzt (Edelman, 1986; Maness
and Schachner, 2007).

Zusitzliches Insert der
Intrazelluliiren Doméne
von NCAM180

PSA

NCAM180 NCAM140 NCAM120
NH, NH, NH,
|
‘ S ‘ S ‘ S ‘ ; Ig-Doméine
|
( ; ( ; ( ; I FN-Domiine
C C GC |9 o
C C C O Transmembrandomiine
/ i Intrazelluléire Doméne
! ,
7

EOOH COOH

Abb. 4: Struktur des Neuralen Zelladhiisionsmolekiils NCAM. NCAM besitzt drei Hauptisoformen, die
nach ihren Molekulargewichten als NCAM180, NCAM140 und NCAM120 bezeichnet werden. Alle drei
Isoformen besitzen fiinf Ig-Dominen und zwei FN-Domédnen. NCAM180 und NCAMI140 besitzen
aullerdem nachfolgend an eine Transmembrandomiine einen zytoplasmatischen Bereich, der bei NCAM180

aufgrund einer zusitzlichen Aminosduresequenz lianger ist. NCAM120 ist in der Membran GPI-verankert.
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Wie bei allen Mitgliedern der Ig-Superfamilie kann auch NCAM verschiedene
posttranslationale Modifikationen durchlaufen. So konnen alle NCAM Isoformen glykosyliert
sein. Eine Besonderheit unterscheidet NCAM von allen anderen Vertretern der Ig-
Superfamilie. Es besitzt zwei Glykosylierungsstellen innerhalb der fiinften Ig-Doméne, an
welche durch N-Glykosylierung das lineare Homopolymer Polysialinsdure (PSA) gekniipft
werden kann. PSA besteht aus a-2,8 verkniipften N-Acetyl-Neuraminsidureresten und kann
Ketten mit Lingen von mehr als 100 Monomeren aufweisen (Angata et al., 1997). Das PSA-
Epitop hat entschiedenen Einfluss auf die Bindungseigenschaften von NCAM. Es kann durch
seine rdumliche Ausdehnung homophile und heterophile Bindungen in cis und trans, und
somit Bindungen zwischen Zellmembranen zweier Zellen oder Bindungen einer Zelle an die
extrazelluldre Matrix sterisch behindern (Bruses and Rutishauser, 2001; Rutishauser, 1996).
Wie bereits erwihnt, werden die Isoformen von NCAM sowohl zelltypspezifisch, als auch
zeitlich getrennt voneinander exprimiert. NCAM140 spielt eine entscheidende Rolle in der
Entwicklung des Nervensystems und wird daher in der frithen Neurogenese auf Gliazellen,
Wachstumskegeln und Axonschiften auswachsender Neurone exprimiert. Es ist dort an
Prozessen, wie der Zellmigration und Axonfaszikulation beteiligt. NCAM180 dagegen ist
hauptsidchlich auf postsynaptischen Arealen reifer Neurone zu finden, um dort an
Regeneration und Plastizitit des Nervensystems mitzuwirken. Seine Expression findet also in
der spiten Entwicklung des Nervensystems statt. Die Isoform NCAMI120 findet man
vorwiegend auf Gliazellen (Maness and Schachner, 2007; Persohn et al., 1989). Auch einige
nicht-neuronale Zellen exprimieren NCAM. So ldt es sich unter anderem in
Skelettmuskelzellen, natiirlichen Killerzellen und einigen endokrinen Geweben nachweisen.
NCAM ist in der Entwicklung des Nervensystems und im adulten Organismus an vielen
Prozessen beteiligt. So konnte ein Einfluss von NCAM auf die Migration von Neuroblasten,
dem Neuritenwachstum und der Neurulation beobachtet werden. Es spielt eine Rolle bei der
Synapsenbildung- und stabilisierung und die Expression des Proteins ist wihrend des Lernens
erhoht (Rose, 1996).

Obwohl NCAM viele Funktionen einnehmen kann, sind NCAM-knockout-Miuse, auch wenn
alle drei Hauptisoformen betroffen sind, lebens- und fortpflanzungsfihig (Cremer et al.,
1994). Sie zeigen eine um 10% reduzierte Gehirnmasse und eine Verringerung des
olfaktorischen Systems durch verminderte Migration von neuronalen Vorliduferzellen aus der
Ventrikularzone (Cremer et al., 1994; Holst et al., 1998; Tomasiewicz et al., 1993). Aulerdem
zeigen NCAM-defiziente  Méiuse  Verhaltensauffilligkeiten wie zum  Beispiel

Antriebslosigkeit, eine deutlich verminderte Lernfidhigkeit und aggressives Verhalten. Diese
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Symptome scheinen aber eher durch das Fehlen von PSA hervorgerufen zu werden.
Wahrscheinlich besitzen andere Zelladhédsionsmolekiile wie zum Beispiel das olfaktorische
Zelladhisionsmolekiill OCAM die Fihigkeit, einige Funktionen von NCAM zu iibernehmen
und somit bei einem Fehlen von NCAM dieses zu kompensieren (Hu et al., 1996; Muller et
al., 1996).

Bei Menschen konnte NCAM mit mehreren neurologischen Storungen in Verbindung
gebracht werden. So zeigten unterschiedliche Studien eine Erhohung der NCAM-Expression
in der Zerebrospinalfliissigkeit von Patienten mit Schizophrenie und Depression (Poltorak et

al., 1995; van Kammen et al., 1998).

2412 11

L1 gehort wie NCAM zur Ig-Superfamilie (Moos et al., 1988) und bildet innerhalb dieser
Molekiilfamilie zusammen mit Nr-CAM (Grumet et al., 1991), Neurofascin (Rathjen et al.,
1987) und CHL1 (Holm et al., 1996) in der Maus, sowie deren Homologe in anderen Spezies
(Bieber et al., 1989; Davis et al., 1993; Grumet et al., 1984) die L1-Unterfamilie (Rathjen and
Schachner, 1984).

L1 ist ein transmembranes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 220 kDa und
spielt sowohl in der Entwicklung als auch im adulten Nervensystem eine Rolle. Es konnte auf
der Zelloberflache postmitotischer Neurone, ihrer Axone und Wachstumskegel identifiziert
werden (Faissner et al., 1984; Rathjen and Schachner, 1984). L1 wird auch in Schwannzellen,
Melanozyten, hiamatopoetischen Zellen und Epithelzellen exprimiert (Kadmon et al., 1998;
Martini and Schachner, 1986; Martini et al., 1994; Nolte et al., 1999; Pancook et al., 1997;
Takeda et al., 1996). Weiterhin scheint L1 bei Tumorwachstum und Metastasierung eine
Rolle zu spielen, da es in vielen Tumorzelllinien, wie Neuroblastom- und Karzinomzellen
exprimiert wird (Linnemann and Bock, 1989; Pancook et al., 1997; Reid and Hemperly,
1992).

L1 besteht aus sechs Ig-Doménen, fiinf FN-Doménen, einer Transmembrandomine und einer

kurzen hoch konservierten zytoplasmatischen Doméne (Abb. 5).
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Abb. 5: Struktur des neuralen Zelladhisionsmolekiils L1. L1 besitzt sechs Ig-Doménen und fiinf FN-

Doménen. An die FN-Dominen schlieft sich ein transmembraner und ein zytoplasmatischer Bereich an.

Die extrazellulire Doméne ist nicht nur fiir homophile Interaktionen, also L1-L1-Bindungen
verantwortlich (Lemmon et al., 1989; Moos et al., 1988), sondern geht auch heterophile
Bindungen mit anderen Proteinen ein. So konnten Bindungen zu den GPI-verankerten
Zelladhisionsmolekiilen F3 und TAG-1 nachgewiesen werden (Brummendorf et al., 1993;
Kuhn et al., 1991; Malhotra et al., 1998). Die Interaktion zwischen TAG-1 und L1 vermittelt
Neuritenwachstum und Neuritenfaszikulation. AuB3erdem konnte TAG-1 als Korezeptor von
L1 beschrieben werden (Buchstaller et al., 1996; Kuhn et al., 1991; Kunz et al., 1998). Fiir die
Interaktion von L1 mit F3 ist die Bedeutung noch ungeklirt (Faivre-Sarrailh and Rougon,
1997; Olive et al., 1995). Auch NCAM kann mit L1 interagieren (Kadmon et al., 1990a).
Diese Bindung ist von oligomannosidischen Zuckerstrukturen am L1-Molekiil abhingig, die
von einer Bindungsdomine innerhalb der vierten Ig-Domine des NCAM erkannt werden

(Horstkorte et al., 1993; Kadmon et al., 1990a). Durch diese Interaktion wird die Bildung von
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homophilen Bindungen zwischen L1-Molekiilen unterstiitzt (cis-assisted homophilic binding).
L1 interagiert mit einigen Integrinen, zum Beispiel dem Fibronektin-Rezeptor a5f1 und dem
Vitronektin-Rezeptor av3, um Adhision und Neuritenwachstum auf L1 Substrat auszulosen
(Ebeling et al., 1996; Felding-Habermann et al., 1997; Montgomery et al., 1996; Moos et al.,
1988; Ruppert et al., 1995). Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass L1 durch a5B1
Integrine die Migration in Richtung Fibronektin in HEK 293 Zellen verstérkt (Thelen et al.,
2002). Weitere identifizierte Interaktionspartner von L1 sind unter anderem Rezeptor-
Tyrosinphosphatasen (Friedlander et al., 1994) und der FGF-Rezeptor, der dadurch L1-
vermitteltes Neuritenwachstum unterstiitzt (Doherty and Walsh, 1996).

Die zytoplasmatische Doméne kann Bindungen zu Molekiilen des Zytoskeletts eingehen und
mit Signaltransduktionsmolekiilen, wie zum Beispiel den Proteinkinasen interagieren
(Kenwrick et al., 2000). So konnte zum Beispiel eine Ankyrin-Bindedoméne im C-Terminus
der zytoplasmatischen Doméne identifiziert (Davis and Bennett, 1994) und spiter auch eine
direkte Bindung an Ankyrin nachgewiesen werden (Bennett and Chen, 2001). Womdglich
stabilisiert die Ankyrin-Bindung eine L1-L1-Interaktion. Die zytoplasmatische Doméine von
L1 enthdlt auBerdem mehrere mogliche Phophorylierungsstellen und kann somit durch
Kinasen phosphoryliert werden (Wong et al., 1996; Zisch et al., 1997), wodurch wiederum die
L1-Zytoskelett-Interaktionen beeinfluft werden konnen (Zhang et al.,, 1998b). Die
intrazelluldire Doméne im neuralen L1 besitzt eine durch alternatives Splicen entstandene
spezifische Sequenz Arg-Ser-Leu-Glu (RSLE), welche, zusammen mit einem Tyrosinrest, ein
Signal fiir axonale Zielfindung und Clathrin- und Dynamin-vermittelte Endozytose darstellt
(Kamiguchi and Lemmon, 1998; Kamiguchi et al., 1998).

L1 nimmt aufgrund der vielfiltigen Interaktionspartner unterschiedliche Funktionen bei der
Zelladhidsion (Grumet and Edelman, 1988; Moos et al., 1988; Rathjen and Schachner, 1984),
der Zellmigration (Lindner et al., 1983), der Axonwegfindung (Castellani et al., 2000; Cohen
et al., 1998), Axonwachstum und —faszikulierung (Fischer et al., 1986; Kunz et al., 1998;
Lemmon et al., 1989; Rathjen et al., 1987), dem Zelliiberleben von Neuronen (Chen et al.,
1999; Loers et al., 2005), der Myelinisierung (Wood et al., 1990) und bei den Vorgéngen der
synaptischen Plastizitit (Luthi et al., 1996) ein. Aulerdem ist L1 an Signalwegen von Lern-
und Gedichtnisprozessen beteiligt (Arami et al., 1996; Law et al., 2003; Luthi et al., 1996;
Saghatelyan et al., 2004; Scholey et al., 1995).

Das L1 Gen liegt beim Menschen auf dem Chromosom Xq28. Es sind mehr als hundert
Mutationen im L1-Gen beim Menschen bekannt, die zu sehr unterschiedlichen

Krankheitsbildern fithren konnen (Kenwrick et al., 2000; Van Camp et al., 1996; Weller and
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Gartner, 2001). Aufgrund der am héaufigsten vorkommenden Symptome werden diese
Krankheitsbilder als CRASH-Syndrom (Corpus callosum hypoplasia, mental retardation,
adducted thumbs, spasticity paraplegia and hydrocephalus) bezeichnet (Fransen et al., 1996).
Dabei liegen neurologische Stérungen wie ein Hydrocephalus, Hypoplasie des corticospinalen
Traktes und Corpus callosum im Vordergrund (Weller and Gartner, 2001). Auch Paraplegie
der unteren Extremitdten wurde beschrieben. Die Schwere der Storungen wird dabei von der
Art der Mutation bestimmt. Mutationen, welche die extrazellulire Domine des L1-Molekiils
betreffen, fithren eher zu schweren neurologischen Storungen, da sie teilweise den Verlust der
Proteinfunktion nach sich ziehen, indem sie sowohl hetero- als auch homophile Interaktionen
verhindern (Yamasaki et al., 1997). Eine Mutation in der zytoplasmatischen Doméne dagegen
bringt meist weniger ausgepriagte Krankeitssymptome mit sich (Hortsch et al., 1995; Wong et
al., 1995).

Bei L1-defizienten Méusen konnen dhnliche Symptome wie bei Mutationen des menschlichen
L1-Gens beobachtet werden. Sie zeigen ebenfalls Hydrocephalus, Hypoplasie des
corticospinalen Traktes, des Corpus callosum und zusétzlich des Vermis cerebelli. AuB3erdem
sind das Korpergewicht und die Lebenserwartung der Méuse reduziert. Sie zeigen motorische
Defizite und sind groftenteils infertil (Cohen et al., 1998; Dahme et al., 1997; Demyanenko et
al., 1999; Fransen et al., 1998; Kamiguchi et al., 1998). Daher stellen L1-defiziente Miuse ein
geeignetes Tiermodell fiir die Analyse von L1-Mutationen und der Funktionen des L1-

Molekiils dar.

2.4.2 Signaltransduktion und Neuritenwachstum durch NCAM und L1

NCAM und L1 haben beide die Moglichkeit, als membranstidndige Zelloberflichenmolekiile
Signaltransduktionsvorginge auszulosen (Doherty et al., 2000; Schuch et al., 1989). Vor
allem in der Entwicklung des Nervensystems spielen Zelladhdsionsmolekiile durch das
Vermitteln von Neuritenwachstum eine entscheidende Rolle.

NCAM kann durch homophile und heterophile Bindungen mit anderen Molekiilen der
Extrazelluldren Matrix oder benachbarter Zellen Neuritenwachstum auslosen (Crossin and
Krushel, 2000; Doherty et al., 1990). So konnte fiir NCAM140 gezeigt werden, dass ein
Clustern des Molekiills durch homophile Interaktionen eine RPTPo vermittelte
Dephosporylierung und Aktivierung der Src-Kinase p59™" in Lipid rafts auslost (Bodrikov et
al., 2005), wodurch die fokale Adhéisionskinase FAK rekrutiert und transient aktiviert wird

(Beggs et al., 1997; Beggs et al., 1994). Dies fiihrt wiederum zur Aktivierung von c-Rasl
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(Ras), einem kleinen GTP-bindenden Protein. Von Ras aus wird der Signalweg iiber eine
Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase c-Rafl (Raf) und weiter iiber MEK1/2 fortgefiihrt,
wodurch ERK1/2 phosphoryliert wird. Diese Signalkaskade wird als mitogen-aktivierter
Protein-Kinase (MAPK) -Signalweg bezeichnet (Kolkova et al., 2000; Schmid et al., 1999)
und bringt eine Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB mit sich,
welcher fiir das Auslosen von Neuritenwachstum notwendig ist (Jessen et al., 2001; Schmid et
al., 1999). Jessen et al. (2001) konnten auBBerdem zeigen, dass nicht nur CREB, sondern auch
der Transkriptionsfaktor c-FOS fiir NCAM-stimuliertes Neuritenwachstum PCI12 Zellen
notwendig in ist. Weder CREB noch c-FOS konnen die Inaktivierung des jeweils anderen
Transkriptionsfaktors kompensieren.

Es scheint also moglich, dass ein Teil der von der Zelle exprimierten NCAM140-Molekiile
konstitutiv mit p59™ in Lipid rafts assoziiert ist. Die Stabilisierung des
NCAM/RPTPa/p59™"-Komplexes in Lipid rafts, welche wichtig fiir die Aktivierung der
MAP-Kinase-Kaskade ist, wird durch die Bindung von NCAM140 an das Prion-Protein PrP,
ein GPI-verankertes und somit Lipid raft-assoziiertes Protein, erreicht (Santuccione et al.,
2005). Ist diese Interaktion in hippokampalen Neuronen gestort, zum Beispiel in NCAM- oder
PrP-defizienten Miusen, oder durch Blockierung der Bindestelle durch spezifische

Antikorper, kann eine Beeintrichtigung des Neuritenwachstums beobachtet werden.
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Abb. 6: Modell der von L1 und NCAM aktivierten MAPK-Signalkaskaden. NCAM rekrutiert RPTPa
in Lipid rafts (Bodrikov et al., 2005), wo durch Stabilisierung des Proteinkomplexes aufgrund der
Interaktion zwischen NCAM und PrP die Src-Kinase p59fyrl aktiviert wird (Santuccione et al., 2005).
Dadurch werden Ras und Raf stimuliert (Kolkova et al., 2000; Walmod et al., 2004), wodurch letztendlich
der Transkriptionsfaktor CREB aktiviert und dadurch Neuritenwachstum ausgelost wird. L1 kann durch

Src

Aktivierung der Src-Kinase p60°" und darauffolgende Aktivierung von Rac die gleiche MAPK-
Signalkaskade regulieren (Kenwrick et al., 2000; Panicker et al., 2003). Auf welchem Weg L1 die Src-
Kinase p60™ aktiviert, ist noch weitgehend ungeklirt. Eine direkte Bindung konnte noch nicht

nachgewiesen werden.
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AuBerhalb von Lipid rafts kann NCAM durch Binden an den FGF-Rezeptor
Signaltransduktion ausiiben (Niethammer et al., 2002). Durch diese Interaktion wird die
Phospholipase Cy (PLCy) aktiviert (Doherty et al., 2000; Saffell et al., 1997), welche
Phosphoinositol-4,5-bisphosphat zu Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. Die DAG-Lipase
wandelt anschlieBend DAG zu Arachidonsidure um, welche N- und L-Typ Kalziumkanile
aktivieren kann. Beide durch NCAM aktivierten Signalkaskaden arbeiten zelltypspezifisch
entweder unabhéngig oder abhingig voneinander. So scheint in hippokampalen Neuronen
eine gemeinsame Aktivierung beider Signalwege wichtig fiir das NCAM-vermittelte
Neuritenwachstum zu sein, da das Inhibieren eines der Signalwege das gesamte
Neuritenwachstum reduziert. In Neuroblastomazellen dagegen ist der FGF-Rezeptor fiir die
NCAM-abhingige Aktivierung von ERK nicht von Bedeutung (Niethammer et al., 2002;
Schmid et al., 1999).

Auch L1 kann iiber den MAP-Kinase-Signalweg Signaltransduktion ausfiithren (Abb. 6). Dies
konnte dadurch gezeigt werden, dass eine Inhibition von FAK, Ras, Raf oder MEK sowohl
NCAM- als auch L1-abhidngiges Neuritenwachstum beeintrachtigt (Kolkova et al., 2000;
Schmid et al., 1999). AuBlerdem verstirkt L1 die haptotaktische Migration von B35
Neuroblastomazellen in Richtung Fibronektin, Vitronektin und Laminin durch Aktivierung
der Kaskade p60™, Phosphatidylinositol-3-Kinase und MAP-Kinase (Thelen et al., 2002). L1
verstirkt Neuritenwachstum in Zellkultur durch einen Signalweg, welcher p60™ (Ignelzi et
al., 1994), Phosphatidylinositol-3 (PI3)-Kinase, Racl GTPase (Schmid et al., 2000) und die
MAP-Kinase (Schaefer et al., 1999; Schmid et al., 2000) einschliefft. Dieser MAPK-
Signalweg steht in Beziehung zu einer Signalkaskade, die durch die Aktivierung von
Integrinen gestartet wird (Clark et al., 1998; Meng and Lowell, 1998; Miranti et al., 1998).
Die RSLE Sequenz, welche fiir die Clathrin-abhingige Endozytose von L1 verantwortlich ist
(Long et al., 2001; Schaefer et al., 1999), ist auch verantwortlich fiir die L1-verstirkte
Migration und die MAPK-Aktivierung (Thelen et al., 2002).

Die Tyrosinkinase p60™° ist fiir die Dynamin-vermittelte Endozytose von L1 (Schmid et al.,
2000) und anderen Rezeptoren (Carpenter, 2000) notwendig, da p60*“ Tyrosinreste von
Komponenten des endozytotischen Signalweges phosphorylieren kann (Ahn et al., 1999;
Luttrell et al., 1999). AuBBerdem fiihrt die Stimulation von EGF (epidermal growth factor) zu
einer p60™ vermittelten Tyrosinphosphorylierung und Rekrutierung von Clathrin in
Membranen (Wilde et al., 1999). Neueste Arbeiten zeigen, dass eine Interaktion zwischen

Nrpl und L1 die Sema3A-induzierte FAK-MAPK-Kaskade aktiviert (Bechara et al., 2008).
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Die Entdeckung einer 20 Aminoséduren langen Region in der zweiten Ig-Doméne des FGF-
Rezeptors, die einer kurzen Peptidsequenz innerhalb der extrazelluldren Domédne von NCAM,
N-Cadherin und L1 dhnelt (CAM-homologe Domaine), fiihrte zu der Annahme, dass CAMs
direkt mit dem FGF-Rezeptor interagieren konnen (Williams et al., 1994). Fiir NCAM konnte
diese direkte Interaktion zwischen der Fibronektin-Domine des Molekiils mit der zweiten und
dritten Ig-Domine des FGF-Rezeptors nachgewiesen werden (Kiselyov et al., 2003). Es gibt
auBerdem Hinweise darauf, dass nicht nur NCAM, sondern auch L1 Neuritenwachstum iiber
die Aktivierung des FGF-Rezeptor-PLCy-Signalwegs stimulieren kann. So hemmen
Inhibitoren des FGF-Rezeptors, der PLCy und der DAG-Lipase das durch NCAM- und L1-
vermittelte Neuritenwachstum in priméiren Neuronen (Doherty et al., 1991; Hall et al., 1996;
Mohammadi et al., 1998; Williams et al., 1994).

Diese Ausfithrungen machen deutlich, dass es trotz der Unterschiede in den Signalkaskaden,
die NCAM- und Ll-vermitteltes Neuritenwachstum stimulieren, sehr starke

Quervernetzungen gibt.
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3 Aufgabenstellung

In der Arbeit von Bodrikov et al. (2005) konnte gezeigt werden, dass NCAM die Src-Kinase
p59™™ in Lipid rafts aktiviert und dadurch einen Signalweg ausldst, der unter anderem das
Auswachsen von Neuronen bedingt. Santuccione et al. (2005) konnten zeigen, dass das GPI-
verankerte Prion Protein NCAM in Lipid rafts stabilisiert und dadurch die Aktivierung von

p59™" innerhalb von Lipid rafts moglich wird.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, den Mechanismus der Aktivierung der Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinase p60™ durch das Zelladhdsionsmolekiile L1 zu analysieren. Im Weiteren war zu
untersuchen, inwieweit die Signalwege, welche durch NCAM oder L1 ausgelost werden,
unabhingig voneinander arbeiten, oder ob beide Signalwege gleichzeitig aktiviert werden
miissen. Insbesondere sollte eine mogliche Quervernetzung zwischen den durch L1 und

NCAM vermittelten Signalwegen im Hinblick auf Neuritenwachstum analysiert werden.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden folgende Arbeitsschritte geplant:
1. Analysierung der Aktivierung von p60™ durch L1.
2. Untersuchung der Spezifitit der Aktivierung von p60°™ und p59”" durch NCAM bzw.
L1 und die Rolle von Lipid rafts in diesem Prozess.

3. Funktionsanalysen in Bezug auf das Neuritenwachstum.
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4 Material

4.1 Chemikalien

Allgemeine Chemikalien in analysenreiner Qualitit (p.a.) sowie deren Hersteller sind in

Tabelle 1 aufgelistet. Spezielle Chemikalien und verwendete Losungen werden am Anfang

jeder Methodenbeschreibung aufgefiihrt. Alle Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser

(ddH,0) angesetzt.

Chemikalien

Acrylamid-Bisacrylamid 29:1, 30% w/v

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau
Desoxycholat (DOC)
Ethanol

Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA)
Glycerin

Glycin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kalziumchlorid (CaCl, * H,O)
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (Mg CaCl, * H,0)
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy,)

Hersteller

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,

Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Merck Biosciences GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Th. Geyer Hamburg GmbH & Co. KG (Hamburg,
Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Mallinckroth Baker (Griesheim, Deutschland)

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)

Frema Reform (Liineburg, Deutschland)

Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Mallinckrodt Baker (Griesheim, Deutschland)

GmbH

Sigma-Aldrich Chemie

Deutschland)

(Taufkirchen,

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
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Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydrogenphosphat  (Na,HPO,
H,0)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Saccharose, 98%

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris

Tab. 1: Allgemeine Chemikalien

*k

Merck Biosciences GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland )

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland )

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland)

Fluka (Neu-Ulm, Deutschland )

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Deutschland)

Héaufig verwendete Materialien wurden von folgenden Firmen geliefert:

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland)

Calbiochem (La Jolla, USA)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Greiner (Solingen, Deutschland)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

PAA Laboratories (Colbe, Deutschland)

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Deutschland)
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4.2 Detergenzien

Die verwendeten Detergenzien sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

Bezeichnung Hersteller

Brij-96 Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)

NP40 Calbiochem (La Jolla, USA)

Triton X-100 Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)

Tween 20 Merck Biosciences GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Tab. 2: Verwendete Detergenzien

4.3 Hiufig verwendete Losungen und Puffer

In Tabelle 3 sind die am haufigsten verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung

aufgelistet.

Puffer Zusammensetzung

Homogenisierungspuffer 1 mM CacCl,
1 mM MgCl,
1 mM NaHCO;
5 mM Tris/HCI, pH 7,3
0,32 M Saccharose

NP-40 Lysispuffer 50 mM Tris
150 mM NaCl
1% NP-40
1 mM Na,P,0O,
1 mM NaF
2 mM Na;VO,
pH 7.5

1x PBS 10 mM Na,HPO4
2,5 mM NaH,PO4
150 mM NaCl
3 mM KCl
pH 7,3
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Probenpuffer fiir SDS-PAGE 0,312 M Tris/HCl, pH 6,8
(5x Laemmli-Puffer) 5% (wlv) SDS
20% (v/v) Glycerol

0,0005% (w/v) Bromphenolblau
4% (v/v) B-Mercaptoethanol

10x SDS Laufpuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1% SDS
pH 8.3

1x Transferpuffer fiir SDS-Gele 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,01% (w/v) SDS
10% (v/v) Methanol

Tab. 3: Haufig verwendete Puffer und Losungen, sowie deren Zusammensetzung
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4.4 Antikorper

4.4.1 Primirantikorper
Bezeichnung Spezies

Cc-SIC Kaninchen, polyklonal

c-src (GD11)
F3
F3

fyn

fyn

IgG

L1

L1 555
NCAM 1b2

NCAM H28

Non-Phospho-
Tyr src

Phospho-Tyr src
PI(4,5)P,

PrP
RPTPalpha

TAG-1

Maus, monoklonal
Kaninchen, polyklonal
Ziege, polyklonal

Kaninchen, polyklonal
Maus, monoklonal
Maus

Kaninchen

Kaninchen, polyklonal

Ratte, monoklonal

Kaninchen, polyklonal

Ratte, monoklonal

Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklonal

Meerschwein, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Ziege, polyklonal

Herkunft

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
Upstate

Labor von Prof. M. Schachner, ZMNH

R&D
Deutschland)

Systems (Wiesbaden-Nordenstadt,

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Jackson ImmunoResearch Europe Ltd. (Suffolk, UK)

Helen Strekalova, produziert im Labor von Prof. M.

Schachner, ZMNH
Prof. M. Schachner, ZMNH (Appel et al., 1995)

Labor von Prof. M. Schachner, ZMNH (Kadmon et
al., 1990b)

Produziert in Hybridomazellen, Dr. C. Goridis,
Centre National de la Recherche Scientifique UMR
8542, Paris, Frankreich

Cell Signaling Technology

Cell Signaling Technology

Dr. Kiyoko Fukami, University of Tokyo, Tokyo,
Japan

Labor von Prof. M. Schachner, ZMNH

Dr. Catherine J. Pallen, University of British

Columbia, Vancouver, Kanada, oder Dr. Jeroen den

Hertog, Hubrecht Laboratory, Netherlands Institute

for Developmental Biology, Uppsalalaan,
Niederlande

R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland)
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aTubulin Maus, monoklonal Sigma-Aldrich  Chemie ~GmbH (Deisenhofen,
Deutschland)
Tab. 4: Verwendete Antikorper und ihre Eigenschaften

4.4.2 Sekundirantikorper

Die fiir die Immunoblot-Analyse (Kap. 5.3.3) verwendeten Sekunddrantikbrper wurden von
Dianova (Hamburg) bzw. Jackson Immuno Research (Suffolk, UK) bezogen. Die
eingesetzten Antikorper waren mit dem Enzym Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelt und
wurden in der Immunoblot-Analyse in einer Verdiinnung von 1: 40000 eingesetzt. Fiir
Immunoblot-Analysen von Immunprézipitationen wurden vorgereinigte Sekundérantikorper

eingesetzt, um unspezifische Bindungen zu reduzieren.

4.5 Plasmide

Die den Expressionskonstrukten (Kap. 4.6) zugrunde liegenden Plasmide und ihre

Eigenschaften sind der Tabelle 5 zu entnehmen.

Plasmide Charakteristika Herkunft/Referenz

pcDNA3 (5400 bp) CMV-Promotor; SP6-Promotor; BGH pA; SV40- Invitrogen GmbH
Promotor; origin und polyA; Neomycin ORF;
Ampicillin ORF; ColE1 origin;

pRc/CMV (8621 bp) PRc/CMV-Promotor; origin und polyA; Neomycin Invitrogen GmbH
ORF; Ampicillin ORF;

Tab. 5: Verwendete Plasmide und ihre Charakterisierung
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4.6 Expressionskonstrukte

Die in den Transfektionsexperimenten (Kap. 5.1.4) verwendeten Expressionskonstrukte und

ihre Eigenschaften sind in der Tabelle 6 zusammengefal3t.

Insert Plasmid GrobBe des Inserts
F3 PRc/CMV 3275 bp

L1 pcDNA3 3873 bp
NCAM140 pcDNA3 2600 bp

PrP pcDNA3 762 bp

Herkunft

Dr. Gianfranco Gennarini, University of
Bari, Italien

Birthe Schnegelsberg, ZMNH

Dr. P. Maness, University of South
Carolina, USA

Dr. Sylvain Lehmann, Institut de

Génétique  Humaine du  CNRS,
Montpellier, Frankreich

Tab. 6: Verwendete Expressionskonstrukte und ihre Eigenschaften

4.7 Enzyme

Enzym Charakterisierung

Proteinase K PCR-Grad, rekombinant

Taqg-Polymerase

Trypsin fiir Zellkultur, aus Rinderpankreas

Tab. 7: Verwendete Enzyme und ihre Eigenschaften

Herkunft

Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim, Deutschland)

produziert von Peggy Putthoff,
ZMNH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Deisenhofen, Deutschland)
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4.8 Inhibitoren und Toxine

Die in den Experimenten eingesetzten Inhibitoren und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 8

zusammengestellt.

Name Endkonzentration Herkunft

Choleratoxin, HRP- 1:1000 Sigma-Aldrich Chemie GmbH
gekoppelt

Complete EDTA free eine Tablette / 50 ml Roche Diagnostics GmbH

Natriumfluorid NaF 1 mM Merck Biosciences GmbH
Natriumvanadat Na;VO, 2 mM Merck Biosciences GmbH
PhosphoStop eine Tablette / 10 ml Roche Diagnostics GmbH

Tab. 8: Inhibitoren und Toxine, sowie ihre Charakterisierung

4.9 Molekulargewicht-Standards

Die verwendeten Standards, ihre Spezifitit und Herkunft ist der Tabelle 9 zu entnehmen.

Bezeichnung Spezifitit Herkunft / Referenz
100 bp DNA Standard zwolf Banden im Bereich von New England Biolabs GmbH
100 bis 1517 bp (Frankfurt am Main, Germany)

All  Blue (Precision Plus zehn Banden im Bereich von Bio-Rad Laboratories GmbH
Protein™ Standards) 10 bis 250 kDa
Dual Color (Precision Plus zehn Banden im Bereich von Bio-Rad Laboratories GmbH
Protein™ Standards) 10 bis 250 kDa (25 kDa und

75 kDa rot markiert)
Tab. 9: Verwendete Standards und ihre Spezifitiit sowie Herkunft
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4.10 Oligonukleotide (Primer)

Primer fiir die Genotypisierung von F3-Miusen

5¢-AGT GTC TGA GGA GGA CAA AGG ATT TGG-3¢
5¢-GTG GGT GGA GAG CAT TAC TTG TAA ACT GG-3°
5¢-GCC TTC TAT CGC CTT CTT GAC GAG TTC-3*

1.2 Primer fiir die Genotypisierung von NCAM-Miusen

5¢-CTG CCT CAG ATA GTG ACC CAG TGC-3¢
5¢-CGG AGA ACC TGC GTG CAA TCC ATC-3¢
5¢-TTG GAG GCA GGG AGC TGA CCA CAT-3¢

1.3 Primer fiir die Genotypisierung von L1-Miusen

5-GGA ATT TGG AGT TCC AAA CAA GGT GAT C-3¢
5¢-TAC ATG CCA ATA CAA TGT AGG CTG C-3¢
5¢-AGA GGC CAC ACG TAC CGC AGC ATC-3¢

1.1 Bezeichnung

ConFOR
ConREV
ConNeo

Bezeichnung

NCAM up
NCAM ko-dn
NCAM wt-dn

14 Bezeichnung

L1 arm 2
tTAup3
L1-5'up2

Tab. 10: Primer fiir die Genotypisierung von verwendeten Méusen

4.11 Zelllinien

Die folgende Tabelle liefert einen Uberblick iiber die verwendete Zelllinie und deren

Eigenschaften.
Zelllinie Herkunft
CHO-K1  (chinese  hamster Dehydrofolatreduktase
ovary)

Tab. 11: Verwendete Basiszelllinie und ihre Eigenschaften

— ATCC (American Type

defiziente Hamsterzelllinie Collection) CCL 61

Referenz

Culture
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4.12  Mauslinien

Mauslinie Charakteristika

CS57BL/6J  Wildtyp, 3. Generation

F3 -/- heterozygote Brutpaare

L1ki L1/tTA knock-in, 129Sv] oder
129SvLM genetischer Hintergrund,
hemizygoter = Erbgang  (L1-/y),
Brutpaare mit hererozygoten
Weibchen und Wildtyp-Ménnchen

NCAM -/- C57BL/6J genetischer Hintergrund,
homozygote Brutpaare

PrP -/- homozygote Brutpaare

RPTPa -/- homozygote Brutpaare

TAGI -/-  homozygote Brutpaare

Herkunft / Referenz

Charles River WIGA GmbH (Sulzfeld,
Deutschland)

Barbara Ranscht, Burnham Institute for

Medical Research, La Jolla, Kalifornien, USA
(Berglund et al., 1999)

Michael
ZMNH

Kutsche und Melitta Schachner,

H. Cremer (Cremer et al., 1994)

(Santuccione et al., 2005)

Dr. den Hertog (Bodrikov et al., 2005)

Domna Karagogeos, Institute of Molecular
Biology and University of Crete Medical
School, Kreta, Griechenland (Fukamauchi et
al., 2001)

Tab. 12: Verwendete Mauslinien, ihre Charakteristika und Herkunft

Fiir Experimente mit L1- und F3-defizienten Mausen wurden als Kontrollen stets die

Wildtyp-Geschwister aus den gleichen Wiirfen verwendet. Fiir alle anderen Experimente

dienten Tiere der Mauslinie C57BL/6J als Wildtyp-Kontrollen. Die Zucht und Haltung der

Tiere erfolgte in der Versuchstierhaltung des Universitédtsklinikums Hamburg-Eppendorf bzw.

in der Tierhaltung des ZMNH.
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4.13

b=

Zentrifugen und Rotoren

Eppendorf 5804R Kiihlzentrifuge (Eppendort AG, Hamburg, Deutschland)

Eppendorf 5810R, Rotor A-4-62 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Sorvall Ultrazentrifuge, Rotor HB-6 (Kendro, Hanau, Deutschland)

Beckman XL-80 Ultrazentrifuge, Rotoren SW 40 Ti; SW 32 (Beckman Instruments
GmbH, Miinchen, Deutschland)
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5 Methoden

5.1 Zellkultur

5.1.1 Allgemeine Bedingungen

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei einer Temperatur von 37°C, einem CO, — Gehalt
von 5% und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90%. Die fiir die Kultivierung der Zelllinien
verwendeten Kulturflaschen und Kulturplatten wurden von der Firma Nunc (Wiesbaden)
bezogen.

Fiir die Kultivierung und Langzeitlagerung der chinese hamster ovary (CHO) — Zelllinie
wurde ,,Glasgow’s Minimal Essential Medium* [GME-Medium (PAA Laboratories, Colbe)]
verwendet. Dem Basalmedium GMEM wurden die in Tabelle 13 zusammengefassten Zuséitze

hinzugefiigt. Das Waschen der Zellen erfolgte mit Hank’s gepufferter Salz-Losung (HBSS).

Zusatz Konzentration = Herkunft

Fotales Kilberserum (FCS) (hitzeinaktiviert) 5% (v/v) PAA Laboratories (Colbe,
Deutschland)

Penicillin (10,000 Units/ml) / Streptomycin 1x PAA Laboratories

(10 mg/ml) (100x)

non essential amino acids (100x) 1x PAA Laboratories
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM PAA Laboratories
L-Glutamin (100x, 200 mM) 1 mM Invitrogen GmbH
Glutamat / Aspartat (100x) 1x Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Nucleoside (50x) 1x PAA Laboratories

Tab. 13: Zusammensetzung des Mediums zur Kultivierung der CHO-Zelllinie
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5.1.2 Passagieren der Zellen

Die Passage der CHO-Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von ungefihr 90%. Das
Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit HBSS gewaschen. Das
Ablosen der adhdrenten Zellen erfolgte bei Raumtemperatur durch die einminiitige Inkubation
der Zellen mit Trypsin (1:5000). Die abgelosten Zellen wurden in GMEM resuspendiert und

im Verhiltnis 1:10 in neue Kulturflaschen oder Kulturschalen iiberfiihrt.

5.1.3 Langzeitlagerung

Fiir die Lagerung der CHO-Zellen iiber einen lingeren Zeitraum wurden die Zellen einer
konfluenten Kulturflasche mit einer GroBe von 75 cm? mit HBSS gewaschen, durch
Trypsinierung vom Boden abgeldst und durch Zentrifugation bei 160 x g sedimentiert. Das
Zellpellet wurde in GMEM mit 10% (v/v) DMSO und 15% (v/v) FCS aufgenommen. Die
Zellen wurden in einem Einfriergefal mit Isopropanol schrittweise auf -80°C abgekiihlt und
ebenfalls bei -80°C gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch rasches Erwirmen auf 37°C und Uberfithrung der
Zellsuspension in Zellkulturflaschen mit vorgelegtem Medium. Nach Anheften der Zellen an
den Boden der Kulturflasche wurden tote Zellen und verbliebenes DMSO durch Austauschen

des Mediums entfernt.

5.1.4 Stabile Transfektion von CHO-Zellen

Serumfreies Kulturmedium:

GMEM 1x
non essential amino acids (100x) 1x
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM
L-Glutamin (100x, 200 mM) 1 mM
Glutamat / Aspartat (100x) 1x
Nucleoside (50x) 1x
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Selektivmedium:

GMEM 1x
Fotales Kilberserum (hitzeinaktiviert) 5% (v/v)
non essential amino acids (100x) 1x
Natriumpyruvat (100 mM) 1 mM
L-Glutamin (100x, 200 mM) 1 mM
Glutamat / Aspartat (100x) 1x
Nucleoside (50x) 1x
Geneticin Img/ml

Fiir die stabile Transfektion wurden CHO-Zellen verwendet. Die Transfektion wurde mit
Hilfe des Transfektionskits LIPOFECTAMINE PLUS™ Reagent (Life Technologies,
Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers (Shih et al., 1997) durchgefiihrt.

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesidt und in
Kulturmedium kultiviert. Nach dem Erreichen einer Zelldichte von 80-90% wurde das
Kulturmedium gegen serumfreies Kulturmedium ausgetauscht. Die Zellen wurden pro Well
mit 2 ug DNA (Plasmide mit Expressionskonstrukten) transfiziert, bei gleichzeitiger
Transfektion mit mehreren Expressionskonstrukten wurden insgesamt 2 ug DNA verwendet.
Es wurden 6 ul Plus Reagent und 4 ul Lipofectamin pro Well eingesetzt. Nach 3-stiindiger
Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz wurde die Transfektion durch Zugabe von
serum- und antibiotikahaltigem Kulturmedium gestoppt.

Nach 2 Tagen Kultivierung wurden die Zellen gewaschen und so in 6-Well-Platten mit
Selektivmedium gesplittet, dass eine Konfluenz von 20% erhalten wurde. Das
Selektivmedium wurde im dreitdgigen Abstand erneuert. Nach ca. 3 Wochen waren alle nicht
stabil transfizierten CHO-Zellen aufgrund der fehlenden Resistenz gegeniiber Geneticin
abgestorben und einzelne Kolonien stabil transfizierter Zellen wurden sichtbar. Diese
Kolonien wurden durch Picken mit einer Pipettenspitze in 12-Well-Platten vereinzelt und bei
einer Konfluenz von 80% geerntet, lysiert und das Vorhandensein der transfizierten Proteine
mittels Westernblot-Analyse gepriift. Positive Klone wurden eingefroren oder fiir weitere

Experimente verwendet.
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5.1.5 Lyse von CHO-Zellen

Die CHO-Zellen wurden dreimal mit HBSS und einmal mit kaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit RIPA-Puffer bedeckt und bei 4°C fiir 1 Stunde unter
gleichmifBigem Schwenken lysiert. Die lysierten Zellen wurden abgeschabt und bei 15000 x g
und 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir anschlieBende Experimente

verwendet oder bei -20°C gelagert.

5.1.6 Kulturen von hippokampalen Neuronen (Primérzellkultur)

Die Experimente mit primédren Zellkulturen von hippokampalen Neuronen wurden in
Kooperation mit Dr. Leshchyns’ka und Dr. Sytnyk in der Arbeitsgruppe von Prof. Melitta
Schachner durchgefiihrt.

Kulturmedium:

Neurobasal A Medium Invitrogen GmbH
2% B-27 Invitrogen GmbH
Glutamin Invitrogen GmbH

2 ng/ml Basic FGF R&D Systems

Die Kulturen von hippokampalen Neuronen wurden von 0-3-Tage alten Maiusen
durchgefiihrt. Die Neurone wurden fiir 24 Stunden in Kulturmedium (mit 10% Pferdeserum)

auf Coverslips, welche mit poly-D-Lysin (100 pg/ml) beschichtet wurden, kultiviert.

5.1.7 Clustern von L1 an der Zelloberfliche von Neuronen

Lebende Neurone wurden mit polyklonalen Antikorpern gegen L1, F3 oder PrP oder mit
unspezifischen IgG (10 pg/ml) fiir 15 min kultiviert und die Antikorper anschlieBend mit
Sekundirantikorpern fiir 5 min inkubiert, um ein Clustern der Proteine an der Zelloberfliche
zu erreichen. Nach dem folgenden 5 miniitigen Waschschritt wurden die Zellen fixiert und die

gewiinschten Antikorper detektiert (Kap. 5.1.9).

42



Material und Methoden

5.1.8 Neuritenwachstum

Fiir die Analyse des Neuritenwachstums von hippokampalen Neuronen wurden die Zellen fiir
20-24 h mit verschiedenen Antikérpern oder 16slichen Fc-gekoppelten Proteinen inkubiert.
Die jeweiligen Antikorper und ldslichen Proteine werden im Ergebnisteil bei den einzelnen
Versuchen aufgefiihrt. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch Zugabe von 25%
Glutaraldehyd (Endkonzentration 2,5 %) zum Kulturmedium fixiert.

Es wurden anschlieBend Bilder der Neurone bei RT am Axiophot 2 Mikroskop (Zeiss, Jena,
Deutschland) mit Hilfe einer AxioCam HRc Digitalkammera (Zeiss), der AxioVision
Software (Version 3.1, Zeiss) und einem Plan-Neofluar 40x Objektiv (Blendennummer 0.75,
Zeiss) erstellt.

Die Auswertung des Neuritenwachstums erfolgte mit Hilfe der Programme ImageJ (Public
Domain) und Excel (Microsoft Corporation). Fiir die Auswertung des Neuritenwachstums

wurden die Ldngen aller Neuriten pro Neuron von mindestens 100 Zellen gemessen.

5.1.9 Immunfluoreszenz

(Sytnyk et al., 2002)

Die Experimente mit Immunfluoreszenz-Farbungen an hippokampalen Neuronen wurden in
Kooperation mit Dr. Leshchyns’ka und Dr. Sytnyk in der Arbeitsgruppe von Prof. Melitta
Schachner durchgefiihrt.

Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt und alle Antikérper wurden in einer
Losung aus 1% (w/v) BSA in PBS verwendet. Hippokampale Neurone wurden fiir 15 min in
4% Formaldehyd in PBS (pH 7,4) fixiert. Diese Fixierung permeabilisiert die Membranen
nicht. Daher konnten mit spezifischen primdren Antikdrpern Zelloberflichenproteine
angefidrbt werden, indem die fixierten Neurone zuerst mit 1% BSA in PBS fiir 20 min
geblockt und anschlieBend mit den Antikérpern fiir 30 min inkubiert wurden. Es folgte eine
Inkubation mit den korrespondierenden sekundiren Antikorpern.

Wenn notwendig, wurden die Neurone ein zweites Mal fiir 5 min in 2% Formaldehyd in PBS
fixiert, mit PBS gewaschen und mit 0,25% (v/v) Triton X-100 in PBS (pH 7.4)
permeabilisiert. Es folgte eine Blockierung der Zellen mit 1% BSA in PBS fiir 20 min und
eine Inkubation mit primdren Antikdrpern gegen intrazellulidre Proteine fiir 2 Stunden. Nach
einer weiteren Inkubation von 45 min mit dem korrespondierenden Sekundirantikorper

konnten die Zellen im Konfokalen Laserscanning Mikroskop LSMS510 (Zeiss), mit Hilfe der
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LSM510 Software (Version 3, Zeiss), einem Ol-Plan-Neofluar 40x Objektiv
(Apperaturnummer 1.3, Zeiss) und einem 3x Digitalen Zoom analysiert werden. Zur
Regulierung von Kontrast und Helligkeit wurde Corel Photo-Paint 9 (Corel Corporation)
verwendet. Die Quantifizierung der Immunfluoreszenz und die Verteilung entlang der

Neuriten wurde mit der ImageJ Software durchgefiihrt.

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Genotypisierung von Miusen

Zur Untersuchung des Genotyps von Miusen, wurde genomische DNA aus Schwanzbiopsien
isoliert. Durch die Verwendung von wildtyp- bzw. knockout/knockin-spezifischen Primern in
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kénnen charakteristische Bereiche amplifiziert werden,
die mit Hilfe einer anschlieBenden Agarose-Gelelektrophorese und der Anfarbung mit

Ethidiumbromid identifiziert werden konnen.

5.2.1.1 Verdau der Schwanzbiopsien

Proteinase-Puffer (BOSTON) 50 mM Tris/HCI
50 mM KCl

2,5 mM EDTA

0,45% (v/v) NP-40
0,45% (v/v) Tween 20
0,1 mg/ml Proteinase K

pH 8,0
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Schwanzbiopsien wurden einen Tag nach der Geburt genommen, nachdem die Méuse mittels
einer speziellen Tatowiermaschine eindeutig markiert worden sind. Zur Isolierung der
genomischen DNA aus den Schwanzbiopsien wurden diese mit jeweils 150 ul des Proteinase-
Puffers iiber Nacht bei 56°C verdaut. Die Proben konnten danach direkt fiir die

Genotypisierungs-PCR (Kap. 5.2.1.2) verwendet werden.

5.2.1.2 PCR zur Genotypisierung
(Saiki et al., 1988)

In Tabelle 14 ist die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes aufgelistet.

Losungen Eingesetzte Konzentrationen
10x PCR-Puffer, Gibco (Kap...) 1x PCR-Puffer

dNTPs 2.5 mM each = 10 mM
Primer 20 pmol/ul je Primer

DNS Matritze ~1 pg

Taq - Polymerase 1U

ddH,O ad 25 pl

Tab. 14: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes

Die Amplifizierung der DNA-Fragmente wurde in 25 pl Reaktionsvolumen durchgefiihrt.
Dafiir wurden die in Tabelle 14 aufgelisteten Reagenzien auf Eis zusammenpipettiert und die
DNA mit Hilfe der Taqg-Polymerase (Life Technologies) vervielfiltigt. Die Reaktionen
wurden in Mj Research PTC-200 Thermocyclern durchgefiihrt. Die Programme fiir die

jeweilige Genotypisierung sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Programmschritte NCAM-Genotypisierung L1-Genotypisierung F3-Genotypisierung

1 95°C, 5:00 min 95°C, 5:00 min 95°C, 5:00 min

2 95°C, 0:45 min 95°C, 0:45 min 95°C, 0:45 min

3 65°C, 1:30 min 65°C, 1:30 min 65°C, 1:30 min

4 72°C, 1:30 min 72°C, 1:30 min 72°C, 1:30 min

5 29 Wiederholungen ab 30 Wiederholungen ab 29 Wiederholungen ab
Schritt 2 Schritt 2 Schritt 2

6 72°C, 10:00 min 72°C, 10:00 min 72°C, 10:00 min

7 4°C, haltend 4°C, haltend 4°C, haltend

Tabelle 15: PCR-Programme zur Genotypisierung von Miusen

In F3-knockout-Méusen wurde das Exon 3 des F3-Genes durch eine Neomycinresistenz-
Kassette ersetzt, was dazu fiihrt, dass kein F3-Protein mehr produziert wird (Berglund et al.,
1999). Das in der Agarose-Gelelektrophorese erwartete PCR-Produkt des Wildtypgens ist 166
bp lang, wihrend die Linge des knockout-PCR-Produktes 369 bp betriigt.

In NCAM-knockout-Mdusen wurde das NCAM-Gen durch die Insertion einer
Neomycinresistenz-Kassette in das Exon 3 zerstort (Cremer et al., 1994). Das im Agarosegel
erwartete PCR-Produkt des Wildtypgens betrdgt 300 bp, das knockout-PCR-Produkt ist 550
bp lang.

In L1-knockin-Mdusen wurde das L1-Gen durch die Insertion eines Tetracyclin-kontrollierten
Transaktivators (tTA) (Gossen and Bujard, 1992) in das zweite Exon zerstort. Das Wildtyp-
PCR-Produkt ist im Agarosegel 351 bp lang, wiahrend das knockin-PCR-Produkt eine Linge
von 454 bp aufweist.
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5.2.2  DNA Gelelektrophorese

Losungen

1,5% (w/v) Agarose-Gel 1,5 g Agarose in 100 ml 1x TAE
Ethidiumbromid 10 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TAE
DNA-Probenpuffer (5x) 20% (w/v) Glycerol in 1x TAE
Durchfiihrung

Die in der PCR erhaltenen Amplifikate wurden in einem Agarose-Gelsystem untersucht.
Agarose-Gelsysteme sind die Standardmethoden fiir die Trennung von linearen DNA-
Fragmenten, Plasmid-DNA und RNA.

Fiir die Elektrophorese wurden DNA Elektrophoresekammern der Firma Bio-Rad verwendet.
Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer solange erhitzt, bis sie sich vollstindig gelost hatte.
Danach wurde sie auf ca. 60°C heruntergekiihlt und in einer GieBvorrichtung in die dafiir
vorgesehenen Gelkammern gegossen. Nach vollstindiger Polymerisation des Gels wurde
dieses in der Elektrophoresekammer vollstindig mit 1x TAE-Puffer iiberschichtet und die
Proben, welche vorher in DNA-Probenpuffer aufgenommen wurden, in die dafiir
vorgesehenen Geltaschen pipettiert. Als Langenstandard diente der 100bp DNA Standard. Die
Gelelektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 100 V durchgefiihrt, bis die
orangene Ladepufferfront am unteren Ende des Gels angekommen war. Es folgte eine
Farbung des Gels in Ethidiumbromid fiir 15 min, welches sich in die DNA einlagert und unter
UV Licht sichtbar gemacht werden kann. Die Dokumentation der Banden erfolgte mit Hilfe

eines E.A.S.Y. UV-Licht Dokumentationssystems (Herolab, Wiesloh).
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5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration (BCA-Test)

(Smith et al., 1985)

Losungen
BCA-Reagenz A 1% (w/v) Bicincholinsédure
di-Natriumsalz
1,7% (w/v) Na,CO; x H,O
0,16% (w/v) Natriumtartrat
0,4% (w/v) NaOH
0,95% (w/v) NaHCO;, pH 11,25
BCA-Reagenz B 4% (w/v) CuSO, x 5 H,O
Durchfiihrung

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration von Proben wurde mit Hilfe des BCA
Protein Assay Reagent Kits der Firma Pierce (Bonn) in Mikrotiterplatten der Firma Nunc
GmbH (Wiesbaden) durchgefiihrt. Die Proben wurden im Vergleich zu einer Standardreihe,
bestehend aus 0, 100, 200, 500, 800, 1000 und 2000 pg/ml BSA gemessen. Zur Herstellung
der BCA-Losung wurden Reagenz A und Reagenz B im Verhiltnis von 50:1 gemischt. 10 ul
Probe wurden mit 200 ul BCA-Losung vermischt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 210
ul pro Ansatz ergab. Zur Erhohung der Genauigkeit wurden jeweils Dreifachbestimmungen
durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C erfolgte die Messung der
Extinktion bei 562 nm (ELISA-Reader, pQuant, Bio-Tek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall). Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe der linearen Regression im

Vergleich mit der Standardreihe bestimmt.
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5.3.2 Eindimensionale SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
(Laemmli, 1970)

Losungen

Acrylamid-Bisacrylamid 29:1 30% (w/v) in ddH,O

APS 10% (w/v) in ddH,O

1x SDS-Laufpuffer 10x SDS-Laufpuffer 1:10 in

ddH,0O verdiinnt
Probenpuffer fiir SDS-PAGE
SDS 10% (w/v) in ddH,O
N.N,N*,N‘-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)

Durchfiihrung

Sollten einzelne Proteine in einem Proteingemisch nachgewiesen werden, wurden die Proben
eindimensional in reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelen, unter Verwendung des Mini-
Protean II Elektrophoresesystems (BioRad, Miinchen) nach Angaben des Herstellers
elektrophoretisch aufgetrennt. Dafiir wurden Gele von 1 mm Dicke mit zehn oder fiinfzehn
Taschen hergestellt. Die Laufstrecke betrug 0,8 cm im Sammelgel und 4,5 cm im Trenngel.
Die Konzentration des im Gel enthaltenen Acrylamids verhilt sich antiproportional zu dem
GroBenoptimum der aufzutrennenden Proteine. Daher wurden je nach GroBe des zu
untersuchenden Proteins 8%-ige, 10%-ige, 12%-ige bzw. 16%-ige Gele verwendet. Die

genaue Zusammensetzung dieser Gele ist in der Tabelle 16 zusammengefalt.

Losungen 1.5 Trenngel 1.6 Sammelgel

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 8%, 10%, 12% oder 16% 5%

Tris/HCI (1 M) 375 mM, pH 8,8 125 mM, pH 6,8
SDS (10%) 0,1% (vIv) 0,1% (vIv)

APS (10%) 0,025% (V/v) 0,06% (V/v)
TEMED 0,001 % (v/v) 0,025% (V/v)

Tab. 16: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngellosungen, 1 SDS-PAA-Gel, 1 mm
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Nach dem vollstindigen Polymerisieren des Gels wurde die Elektrophoresekammer geméaf
des Protokolls zusammengebaut, die Taschen gewaschen und mit den Proben beladen.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer versetzt, bei 95°C fiir 6 min erhitzt
und kurz zentrifugiert. Als GroBenvergleich diente ein zusétzlich aufgetragener
Proteinmarker. Die Spannung der Elektrophorese fiir das Sammelgel betrug 60 V und wurde
beim Ubergang der Lauffront in das Trenngel auf 90 V erhoht. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert (Kap. 5.3.3.1)

und einer Immunreaktion unterzogen (Kap. 5.3.3.3).

5.3.3 Immunoblot-Analyse
(Burnette, 1981; Towbin et al., 1979)

5.3.3.1 Waestern Blot

Losungen
1x Transferpuffer 10x TBS, 1:10 in ddH,O verdiinnt
PBST PBS
0,05% (v/v) TWEEN 20
Blockierlosung 5% (w/v) Magermilchpulver oder BSA in PBS
Durchfiihrung

Bei der Western Blot-Analyse wurden die im SDS-PAA-Gelsystem aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran Nitrocellulose-Membran,
Schleicher & Schuell, Dalel) transferiert. Dafiir wurde eine MINI TRANSBLOT-Apparatur
von BioRad (Miinchen) verwendet und das Transfer-Sandwich nach Herstellerangaben
zusammengebaut. Der Transfer wurde bei 35 V iiber Nacht bei 4°C in Transferpuffer
durchgefiihrt. Der in der SDS-PAGE verwendete Proteinmarker diente dabei als Kontrolle fiir
einen erfolgreichen Transfer. Nach dem Transfer wurde die Membran 2 min in PBST
gewaschen und zur Absittigung unspezifischer Bindungen eine Stunde bei RT mit 5%

Blockierlosung inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Immunreaktion (Kap. 5.3.3.3).
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5.3.3.2 Dot Blot

Der Dot Blot ist eine schnelle Methode, um das Vorhandensein bestimmter Proteine oder
Lipide in einer Probe nachzuweisen, ohne diese Probe vorher elektrophoretisch aufzutrennen.
Dazu wurden jeweils 3 ul der zu untersuchenden Proben punktférmig auf eine Membran
nebeneinander aufgetragen. Nach vollstindiger Trocknung der Proben wurde die Membran
mit 5% Blockierlosung behandelt und einer Immunreaktion (Kap. 5.3.3.3) unterzogen. Im
Falle eines Nachweises des Gangliosides GM1 schloss sich eine Inkubation mit dem Toxin
Choleratoxin in 5% Blockierlosung an, welches bereits mit HRP gekoppelt ist. Choleratoxin
hat eine hohe Affinitit, an GM1 zu binden (Reed et al., 1987). Die Inkubationszeit betrug 2
Stunden bei RT. Nach fiinfmaligem Waschen mit PBST konnte GM1 mittels einer ECL-
Reaktion (Kap. 5.3.3.4) nachgewiesen werden.

5.3.3.3 Immunreaktion

(Ausubel et al., 1996)

Nach Absittigung der Membran mit 5% Blockierlosung wurde diese fiir 2 h bei RT oder iiber
Nacht bei 4°C mit dem in Blockierlosung verdiinnten Erstantikorper inkubiert. Danach wurde
nicht gebundener Antikorper durch drei 15 miniitige Waschschritte mit PBST entfernt und die
Membran fiir 1 h mit dem Zweitantikorper inkubiert. Nach weiteren drei 15 miniitigen
Waschschritten mit PBST konnte die Membran der Nachweisreaktion mittels ECL (Kap.
5.3.3.4) unterzogen werden.

Die verwendeten Antikorper und ihre Charakteristika sind in Tabelle 4 zusammengefal3t.

5.3.3.4 ECL-Reaktion

Die Nachweisreaktion erfolgte iiber die an den Zweitantikbrper kovalent gebundene
Meeretichperoxidase, die katalytisch chemilumineszente Substrate umsetzt.
Nach Beendigung der Waschschritte wurde die zuvor im Verhidtnis 1:1 gemischte

L™ Western Blotting detection reagents, Amersham Pharmacia

Chemilumineszenzlosung [EC
Biotech Europe GmbH (Freiburg) bzw. Super Signal® West Dura Extended Duration
Substrate, Pierce (Bonn)] auf die Membran gegeben und fiir ca. 1 min inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran in einer Klarsichthiille in eine Filmkassette gelegt. In

51



Material und Methoden

einem Dunkelraum wurde ein Rontgenfilm [Kodak® BioMax Light Film, Sigma-Aldrich

(Deisenhofen)] aufgelegt, exponiert und entwickelt.

5.3.3.5 Densiometrische Bestimmung der Bandenintensitit

Die Chemilumineszenz wurde mit den Sofwares Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
MD, USA) oder TINA 2.09 (University of Manchester, UK) quantifiziert. Dafiir wurde der
entwickelte Film gescannt und die digitalisierten Bilder in das jeweilige Programm exportiert.

Die quanitfizierten Daten wurden mit Hilfe der Software Microsoft Excel analysiert.

5.3.3.6 Strippen der Nitrozellulosemembran

Stripping-Puffer 25 mM Glycin
1% (w/v) SDS
pH 2,2

Fiir die Detektion eines zusitzlichen Proteins auf der Membran muflte diese zuvor von den
bereits gebundenen Antikorpern befreit werden. Dazu wurde die Membran zweimal fiir 10
min mit Stripping-Puffer inkubiert und danach zweimal mit PBST gewaschen. Dann folgte
erneut eine Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen, bevor eine weitere
Immunreaktion (Kap. 5.3.3.3) mit dem neuen Antikdrper gegen ein bestimmtes Protein

durchgefiihrt werden konnte.

5.34  Zellfraktionierung

5.3.4.1 Herstellung eines Gehirnhomogenates aus Gesamthirn

Fiir die Herstellung von Gehirnhomogenat wurde entweder frisch préipariertes oder
eingefrorenes Gesamtgehirn von 0-3-Tage alten Mausen verwendet. Die Toétung der Tiere
erfolgte durch Vergasung mit CO,. Direkt im Anschlufl wurden die Méuse dekapitiert und die
Schideldecke geoffnet, um das Gesamtgehirn entfernen zu konnen. Danach wurde das Gehirn
entweder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und fiir spétere Versuche bei -80°C gelagert,
oder es wurde sofort in 2 ml eiskalten Homogenisierungspuffer iiberfiihrt. Die weiteren

Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Mit Hilfe eines Glashomogenisators erfolgte die
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Homogenisierung der Gehirne durch achtzehnmaliges Auf- und Abbewegen des Teflonpistills
bis keine groben Gehirnteile mehr sichtbar waren. Dieses Gehirnhomogenat wurde fiir die
Isolation von Membranfraktionen (Kap. 5.3.4.2), Immunoblot-Analysen (Kap. 5.3.3),
Immunprézipitationen (Kap. 5.3.10.2) oder als Positivkontrolle fiir die SDS-PAGE
(Kap.5.3.2) verwendet.

5.3.4.2 Herstellung einer groben Membranfraktion

Zur Entfernung von Zellkernen und Zelltriimmern wurde das Homogenat fiir 15 min bei 1000
x g und 4°C zentrifugiert und der so entstandene Uberstand einer weiteren Zentrifugation bei
17000 x g fiir 15 min unterzogen (Sorvall Ultrazentrifuge, Rotor HB-6). Das entstandene
Pellet wurde in TBS aufgenommen und als gesamte Membranfraktion fiir Immunoblot-
Analysen oder zur Lipid-Raft-Isolierung verwendet. Allen Losungen wurden Protease-

Inhibitoren zugegeben.

5.3.4.3 Isolierung von Fraktionen angereichert mit Lipid rafts

Losungen

80% (w/v) Saccharoseldsung (A) 80% (w/v) Saccharose in 0,2 M Natriumcarbonat
30% (v/v) Saccharoseldsung hergestellt aus Saccharoselosung A in TBS

10% (v/v) Saccharoseldsung hergestellt aus Saccharoselosung A in TBS

0,5% (v/v) Brij-96 0,5% (v/v) Brij-96 in TBS

1% (v/v) Triton X-100 1% (v/v) Triton X-100 in TBS

Lipid raft-Isolierung aus Membranfraktionen von Miusegehirnen
(Leshchyns'ka et al., 2003)

Die Isolierung von Fraktionen angereichert mit Lipid rafts wurde nach Leshchyns’ka et al.
(2003) modifiziert. 500ul der Membranfraktion von 0-3-Tage alten Médusen wurden mit dem
vierfachen Volumen des Detergenzes in TBS versetzt, dreimal durch eine Nadel gezogen und
20 min auf Eis inkubiert. Die Wahl der Detergenzien (1% Triton X-100 oder 0,5% Brij-96)
richtete sich nach der Art der folgenden Versuche und wird im Ergebnisteil jeweils

aufgefiihrt.
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Nach Inkubation mit dem Detergenz wurde die Membranfraktion in einem
Zentrifugenr6hrchen mit gleichem Volumen einer 80% Saccharoselosung vermischt und mit
30%-iger, gefolgt von einer 10%-igen Saccharoselosung iiberschichtet und das
Zentrifugenrohren mit TBS aufgefiillt. Dieser diskontinuierliche Gradient deckt dabei einen
Dichtebereich ab, der sowohl iiber der Dichte der Lipid rafts als auch unter der Dichte liegt.
Es folgte eine 17 stiindige Ultrazentrifugation bei 230000 x g und 4°C. Wihrend der
Zentrifugation steigen die Lipid rafts im Saccharosegradienten auf, bis sie ihren Dichtebereich
in der 10%igen Saccharoseschicht erreicht haben und als weile schwebende Prizipitate
sichtbar und isoliert werden konnen. Die Fraktion wurde in kaltem TBS aufgenommen und
bei 100000 x g und 4°C pelletiert, um die Saccharose zu entfernen. Das entstandene Lipid
raft-Pellet wurde in max. 200 ul TBS aufgenommen und fiir spitere Verwendung bei -20°C

gelagert. Dem TBS wurden Proteaseinhibitoren zugegeben.

Lipid raft-Isolierung aus CHO-Zellen

Fiir die Isolierung von Lipid rafts aus CHO Zellen wurden pro Isolierungsansatz CHO Zellen
in Petrischalen kultiviert, um eine ausreichende Materialmenge zu erhalten. Nachdem die
Zellen eine Konfluenz von ca. 80% erreicht hatten, wurden sie mit HBSS gewaschen und in 5
ml HBSS je Kulturschale mit einem Zellschaber abgeschabt. Die Zellen wurden anschlieBend
durch Zentrifugation bei 250 x g und RT sedimentiert und das HBSS abgenommen. Die
anschlieBenden Arbeitsschritte glichen der oben beschriebenen Lipid raft-Isolierung aus

Membranfraktionen mit dem Detergenz Triton X-100.

5.3.5 Proteinbindungs-Assays

5.3.5.1 Immunisolierung verschiedener Subtypen von Lipid rafts

Zur Isolierung verschiedener Subtypen von Lipid rafts wurde die aus der Membranfraktion
gewonnene Lipid raft-Fraktion auf drei gleiche Ansitze aufgeteilt. Dies entsprach einer
Gesamtproteinmenge zwischen 0,3 und 0,5 pg pro Ansatz. Pro Ansatz wurden 500 pl TBS
zugegeben und jede Probe mit Protein A Agarosekiigelchen (Santa Cruz Biotechnology)
vorinkubiert um eine Reinigung von unspezifischen Bindungen zu erreichen. AnschlieBend
wurden die jeweiligen Antikorper (NCAM- oder Ll1-spezifisch) oder IgG als Kontrolle
dazugegeben und iiber Nacht rotierend bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wurden 30 pl Protein
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A Agarosekiigelchen pro Ansatz dazugegeben und die Inkubation fiir weitere 4 Stunden
fortgesetzt. Danach folgten 5 Waschschritte mit TBS bei 600 x g und 4°C. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Agarosekiigelchen in 60 ul Laemmlipuffer aufgenommen, bei 98°C

fiir 6 min erhitzt und mittels Immunoblot-Analyse (Kap. 5.3.3) untersucht.

5.3.5.2 Immunprizipitation

Immunprézipitationen wurden mit Gehirnhomogenat durchgefiihrt. Das Homogenat muf3te
vor der Immunprizipitation in 1 ml NP-40-Lyse- oder RIPA-Puffer 1 h bei 4°C inkubiert
werden, um die Membranen zu lysieren und die Proteine fiir eine Prézipitation zugédnglich zu
machen. Das Lysat wurde bei 12000 rpm und 4°C fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
fiir die Immunprizipitation eingesetzt. Die Wahl des Lysepuffers richtete sich dabei nach der
Stirke der Membranassoziation der zu untersuchenden Proteine. Dabei wurde Gesamtprotein
mit einer Menge von 1 mg/ml pro Ansatz eingesetz.

Das Lysat vom Homogenat wurde anschlieBend mit Protein A/G Agarosekiigelchen (Santa
Cruz Biotechnology) fiir 2 Stunden vorinkubiert, um mogliche unspezifische Bindungen zu
reduzieren. Die Agarosekiigelchen wurden bei 600 x g und 4°C sedimentiert und der
Uberstand mit den entsprechenden Antikorpern iiber Nacht bei 4°C rotierend inkubiert.
AnschlieBend wurden 30 pl Agarosekiigelchen zum Ansatz dazugegeben und fiir weitere 4
Stunden rotierend bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Agarosekiigelchen sedimentiert, der
Uberstand verworfen und die Kiigelchen viermal mit kaltem NP40-Lysepuffer gewaschen.
AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte mit kaltem PBS, um das im Lysispuffer
enthaltene Detergenz zu entfernen. Alle die Waschschritte betreffenden Zentrifugationen
fanden bei 4°C und 600 x g statt. Nach dem letzten Sedimentationsschritt wurden die
Agarosekiigelchen in 60 pl Laemmli-Puffer aufgenommen und unter permanentem Schiitteln
fir 6 min bei 98°C erhitzt. Danach wurden die Proben einer Immunoblot-Analyse (Kap.

5.3.3) unterzogen oder bei -20°C gelagert.

5.3.6  Verpaarungs-Experimente mit NCAM- und L1-defizienten Miusen

5.3.6.1 Haltungsbedingungen

Im Alter von 6-8 Wochen wurden vier weibliche Ll1-heterozygote Méiuse mit dem

genetischen Backround 129Svj und zwei minnliche NCAM-knockout Méuse mit dem
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genetischen Hintergrund C57BL/6J von der Zuchtstation in die Tierhaltung des ZMNH
tberfiihrt und bei einem 12:12 Licht:Dunkel-Zyklus und unter Standard-
Haltungsbedingungen (21 + 1°C; 40-50 % Luftfeuchtigkeit, Nahrung und Wasser ad libitum)

gehalten.

5.3.6.2 Zucht von Doppel-defizienten Mausen

Um Maiuse zu ziichten, die defizient in beiden Proteinen L1 und NCAM sind, muf3te zuerst
das NCAM-knockout-Gen in die L1ki-Linie gebracht werden. Dazu wurden je zwei weibliche
L1-heterozygote (L1+/-) mit einer ménnlichen NCAM-knockout (NCAM-/-) Maus
zusammengesetzt. Nachkommen aus dieser Verpaarung wurden fiir L1 und NCAM
genotypisiert (Kap. 5.2.1).

Zwei weibliche Tiere der F»-Generation mit dem Genotyp L14/- NCAM+/- wurden mit einem
Minnchen mit dem Genotyp L1+/y NCAM-/- verpaart und deren Nachkommen ebenfalls

genotypisiert. Insgesamt wurden 6 Wiirfe zur Auswertung herangezogen.

56



Ergebnisse

6 Ergebnisse

Die neuralen Zelladhédsionsmolekille NCAM und L1 sind wichtige Proteine wihrend der
Entwicklung des Zentralen Nervensystems. Sie spielen eine gro3e Rolle fiir das Zellwachstum
und die Migration von Nervenzellen, die Ausbildung des Wachstumskegels und Synaptische
Plastizitit.

Die Arbeit unterteilt sich in drei Abschnitte. Der erste Teil der Arbeit befallt sich mit der
niheren Charakterisierung der Aktivierung von p60™ durch L1. Im zweiten Teil wurden
verschiedene Subtypen von Lipid rafts identifiziert, welche entweder L1 oder NCAM
enthielten. Darauf folgten funktionelle Untersuchungen der durch L1 und NCAM aktivierten

Signalwege und deren Quervernetzungen miteinander.

6.1 Die Abwesenheit von L1 resultiert in einer Reduktion der aktivierten Src-

Kinase p60°

Ein wichtiger Fortschritt im  Verstandnis von NCAM- und LIl-vermittelten
Signalmechanismen wurde durch Versuche, die zeigten, dass die Src-Kinase p59fyn, nicht
jedoch p60™ in NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum involviert ist (Beggs et al., 1997,
Beggs et al., 1994), erhalten. Die Kinase p59™" ist palmitoyliert und dadurch in Lipid rafts
angereichert. Dort assoziiert diese Src-Kinase mit der NCAM140 Isoform und kann dadurch
FAK (focal adhesion kinase) aktivieren, wodurch wiederum der MAP-Kinase-Signalweg
aktiviert und unter anderem Neuritenwachstum ausgelost wird (Bodrikov et al., 2005;
Niethammer et al., 2002).

Durch Untersuchungen mit dem Src-Kinase-Inhibitor Wortmannin konnten Loers et al.
(2005) zeigen, dass Src-Kinasen ebenfalls eine Rolle in der L1-abhingigen Neuroprotektion
spielen. Weiterhin ist in Neuronen von p60*‘-defizienten Miusen das L1-abhingige
Neuritenwachstum blockiert, nicht jedoch in Neuronen von p59""-defizienten Miusen
(Ignelzi et al., 1994; Schmid et al., 2000).

Somit wurde gezeigt, dass L1 durch Aktivierung der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase p60™° und
die darauffolgende Aktivierung des MAPK-Signalweges Neuritenwachstum auslosen kann.
Uber die genauen Mechanismen dieser Aktivierung ist jedoch bisher nichts bekannt. Um den
Zusammenhang zwischen L1 und p60™ weiter zu untersuchen, wurde analysiert, ob das

Fehlen von L1 in L1-defizienten (L1-/y) Miusen Einfluss auf die Aktivierung von p60™ hat.
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Der Aktivierungsstatus von p60*© kann durch phosphoryliertes Tyrosin 416 (Tyr416), bzw.
nicht phosporyliertes Tyrosin 527 (Tyr527) charakterisiert werden. Da die Antikorper gegen
phosphoryliertes Tyr416 und dephosphoryliertes Tyr527 nicht p60*“-spezifisch sind, sondern
auch die Phospophorylierungsstellen von p59"" erkennen konnen, wurde eine
Immunprizipitation (IP) mit Hirnhomogenaten von 1-Tage alten Wildtyp (L14/+)- und L1-
defizienten Miusen mit p60™“-spezifischen Antikorpern durchgefiihrt und anschlieBend die
aktive Form von p60™ mittels phosphorylierungsspezifischen Antikorpern im Western Blot

analysiert.

IP: p60s™©
L1 L1
+/+ -ly
- F p60s™
50 kDa — J ”
4 Tyrd16
50kDa —
Tyr527
50kDa __ ” '
100 100
IS R
. 80 % . 80
= 60 & 60
T 40 2 40 *
2 20 ~ 20
0 0
++ -1y ++ -y

Abb. 7: Die aktive Form von p60™ ist in Ll-defizienten Miusen herunterreguliert.
Immunprizipitationen (IP) mit p60°“-spezifischen Antikdrpern mit Gehirnhomogenaten von 1-Tage alten
L1 +/+ und L1 -/y Miusen wurden im Westernblot mit Antikérpern gegen das gesamte p60™ Protein, p60™
phosphoryliert am Tyr416 oder dephosphoryliert am Tyr527 untersucht. Die Grafen zeigen die
Quantifizierung der Blots mit einer OD fiir L1+/+ bei 100%. Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM) (n = 6) sind gezeigt. * p< 0,05 ( gepaarter t-Test).
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Das Signal in Hirnhomogenaten von L1-defizienten Méusen, das durch Detektion von p60™*
mit Antikorpern gegen p60™ phosporyliert am Tyr416 erhalten wurde, war im Vergleich zu
dem Signal in Wildtyp-Tieren um die Hilfte reduziert (Abb. 7). Das Signal von p60™
dephosporyliert am Tyr527 war in L1-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Miusen
sogar mehr als die Hilfte reduziert (Abb. 7). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die
Aktivierung von p60™ in Ll-defizienten Miusen verringert ist und somit L1 bei der

Aktivierung von p60* unter basalen Bedingungen eine Rolle spielt.

6.2 L1 assoziiert mit p60°" via RPTPa

6.2.1 L1 assoziiert mit p60°"

Die Reduktion von aktiviertem p60™ in Gehirnhomogenaten L1-defizienter Méuse deutet
darauf hin, dass L1 in die Aktivierung von p60™ involviert ist. In fritheren Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass ein Clustern von L1 an der Zelloberfliche mit L1-spezifischen
Antikorpern zur Verstirkung der p60™“-Aktivierung fiihrt (Ignelzi et al., 1994).

Um eine mogliche Interaktion von L1 mit p60™ im Mausgehirn zu iiberpriifen, wurde p60™
aus Hirnhomogenaten von 0-3 Tage alten Wildtyp-Tieren prizipitiert (IP) und die Prézipitate
wurden mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung eines polyklonalen L1-Antikorpers
auf das Vorhandensein von L1 untersucht. Ein Kontrollansatz mit unspezifischen

Immunglobulinen (IgG) wurde parallel durchgefiihrt.

1P: 1P:
H poos©  IgG

250kDa —
L1

-
150 kDa — .

Abb. 8: L1 assoziiert mit p60™‘. Immunprizipitate (IP) aus Wildtyp-Hirnhomogenaten (H) mit p60™“-
spezifischen monoklonalen Antikdrpern wurden mittels Immunoblot-Analyse unter Verwendung eines
polyklonalen L1-Antikorpers untersucht. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit unspezifischen IgG. H: Input.
Die Immunprizipitation wurde in Kooperation mit Dr. Bodrikov im Institut von Prof. Schachner

durchgefiihrt.
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Im Prézipitat konnte L1 nachgewiesen werden (Abb. 8). L1 war jedoch nicht im
Kontrollansatz zu detektieren, wodurch eine unspezifische Bindung der Proteine
ausgeschlossen werden konnte (Abb. 8). Das Ergebnis der Immunprizipitation 146t darauf

schlieBen, dass die Proteine L1 und p60™ einen Komplex im Mausgehirn bilden.

Aufgrund der KoImmunprizipitation von L1 mit p60™ sollte eine mogliche Kolokalisation
beider Proteine in Kulturen von hippokampalen Neuronen mittels indirekter
Immunfluoreszenz mit spezifischen Antikorpern iiberpriift werden.

1-Tage alte hippokampale Neurone in Kultur wurden mit einem polyklonalen Kaninchen-
Antikorper gegen L1 (Abb. 9; B, D, F, H) oder unspezifischen Immunoglobulinen (IgG)
(Abb. 9; A, C, E, G) stimuliert, indem die lebenden Zellkulturen mit den Antikorpern
inkubiert wurden und anschlieend durch die Inkubation mit sekunddren Antikorpern ein
Clustern an der Zelloberflache ausgelost wurde. AnschlieBend wurden die Neurone mittels
indirekter Inmunfluoreszenz analysiert.

In der Immunfluoreszenz iiberlappte die Verteilung von L1 in hippokampalen Neuronen
entlang der Neuriten partiell mit der Verteilung von p60*° (Abb. 9; G). Ein Clustern von L1
an der Zelloberfliche von Neuronen, ausgeldst durch eine Inkubation der lebenden Neurone
mit L1-spezifischen Antikorpern, verstirkte diese Kolokalisation von L1 und p60™ (Abb. 9;
H). Dies ist ein Hinweis darauf, dass L1 und p60™ auch in intakten Zellen einen
Proteinkomplex bilden. Im Gegensatz dazu zeigten L1 und p59"™" nur eine geringe
Uberlappung in ihrer Verteilung entlang der Neuriten (Abb. 9; G). Diese Kolokalisation

konnte auch nicht durch ein Clustern von L1 verstirkt werden (Abb. 9; H).
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IgG Kontrolle L1 Antikodrper

Abb. 9: Die Kolokalisation von L1 und p60src wird durch Clustern von L1 verstirkt. 1-Tage alte
hippokampale Neurone von 0-3-Tage alten Méusen wurden lebend mit polyklonalen Kaninchen-Antikorper
gegen L1 (10 pug/ml; B, D, F, H) oder dquimolaren Mengen eines unspezifischen Immunoglobulins (IgG)
(A, C, E, G) inkubiert. Nach der Cluster-induzierten Stimulation wurden die Neurone fixiert und mittels
indirekter Inmunfluoreszenz mit monoklonalen L1- (rot; E, F), p60*- (griin; C, D) und p59™"-Antikérpern
(blau; A, B) angefirbt. Reprisentative Neurone aus 4 unabhingigen Experimenten sind abgebildet. Dies
Skalierungsbalken haben jeweils eine Ldnge von 10 pm. Pfeile zeigen Gebiete mit deutlicher
Kolokalisation. Die Grafen zeigen die Profile der Immunfluoreszenzintensitit von L1, p60™ und p59™"
entlang der Neuriten. Die Immunfluoreszenz-Experimente wurden in Kooperation mit Dr. Leshyns’ka und

Dr. Sytnyk im Institut von Prof. Schachner durchgefiihrt.
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6.2.2 L1 assoziiert mit RPTPa

Die intrazelluldare Doméne von L1 besitzt keine bekannte Enzymaktivitit oder Sequenzen,
welche die Aktivierung von p60*™ induzieren kénnen.

Fir NCAM und die Aktivierung von p59fyIl konnte RPTPa als Rezeptor-Tyrosinkinase
identifiziert werden, die von NCAM in Lipid rafts rekrutiert wird und dort p59™" durch
Dephosphorylierung von Tyr531 aktiviert (Bhandari et al., 1998; Bodrikov et al., 2005).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Tyrosinkinase-Inhibitor, das Erbstatin-Analog,
nicht nur NCAM- sondern auch Ll1-vermitteltes Neuritenwachstum beeinflussen kann,
jedoch keinen Einfluss auf das Integrin-vermittelte Neuritenwachstum hat (Williams et al.,
1994).

Zheng et al. (1992) konnten zeigen, dass eine Uberexpression von RPTPa in embryonalen
Fibroblasten von Ratten p60™ aktiviert und diese Aktivierung in neoplastischer
Transformation resultiert. Ahnliche Ergebnisse konnten durch Uberexpression von RPTPa in
den embryonalen Karzinomzellen P19 erzielt werden. Tyr527 von p60™ wurde
dephosphoryliert, p60™© dadurch aktiviert und eine neuronale Differenzierung konnte
beobachtet werden (Hertog et al., 1993). Ein weiterer Hinweis, dass RPTPa eine wesentliche
Rolle bei der Aktivierung von p60™* spielt, zeigten Untersuchungen mit RPTPa-defizienten
Miusen. Bei diesen Miusen kann eine verminderte Aktivitit von p59”" und von p60™
beobachtet werden (Ponniah et al., 1999; Su et al., 1999). RPTPa kann somit als Aktivator
von verschiedenen Src-Kinasen fungieren und konnte als Linkerprotein bei der Aktivierung
von p60™ durch L1 eine Rolle spielen.

Um zu untersuchen, ob L1 mit RPTPa im Mausgehirn interagiert, wurde eine
Immunprizipitation mit RPTPa-spezifischen Antikbrpern unter Verwendung von
Hirnhomogenaten 0-3-Tage alter Wildtyp-Miuse durchgefithrt (Abb. 10). Die
Immunprizipitate  wurden  mittels  Westernblot-Analyse auf  Anwesenheit des
Zelladhdsionsmolekiils L1 iiberpriift. Ein Kontrollansatz mit unspezifischen Immunglobulinen

wurde parallel untersucht.
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Abb. 10: RPTPa assoziiert mit L.1. RPTPo-Immunprézipitationen (IP) aus L14/+ Hirnhomogenat wurden
im Westernblot mit polyklonalen L1-Antikdrpern analysiert. Ein Kontrollversuch mit unspezifischen IgG
wurde parallel durchgefiihrt. Die Immunprizipitation wurde in Kooperation mit Dr. Bodrikov im Institut

von Prof. Schachner durchgefiihrt.

Aus Wildtyp-Hirnhomogenaten konnte L1 mit RPTPo koimmunprizipitiert werden, was
darauf hindeutet, dass beide Proteine einen Komplex formen (Abb. 10). L1 war nicht im
Kontrollansatz zu detektieren, wodurch eine unspezifische Bindung im Immunprizipitat

ausgeschlossen werden konnte (Abb. 10).

6.2.3 RPTPa ist ein Linkerprotein zwischen L1 und p60®*

Um zu analysieren, ob RPTPa als Linker-Molekiil zwischen L1 und p60™ fungiert, wurde die
Interaktion beider Proteine in An- und Abwesenheit von RPTPa untersucht. Dazu wurden
Immunprezipitationen mit Wildtyp-Hirnhomogenaten und mit Hirnhomogenaten von RPTPa-
defizienten Méusen durchgefiihrt. p60™ wurde mit einem spezifischen monoklonalen
Antikorper prizipitiert und die Proben mittels Westernblot-Analyse auf das Vorhandensein

von L1 untersucht (Abb. 11).
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IP: p60s™® IP: IgG

RPTPa RPTPa RPTPo
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H +/+ -/-
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Abb. 11: RPTPa ist ein Linkerprotein zwischen L1 und p60°*. Immunprizipitationen (IP) mit p60**-

spezifischen monoklonalen Antikorpern von RPTPa +/+ und RPTPa -/- Hirnhomogenat (H) wurden im
Westernblot mit L1-spezifischen Antikdrpern untersucht. Ein Kontrollansatz mit unspezifischen IgG wurde
parallel durchgefiihrt. H: Input. Die Immunprézipitation wurde in Kooperation mit Dr. Bodrikov am Institut

von Prof. Schachner durchgefiihrt.

L1 konnte in p60™“-Immunprizipitaten von Wildtyp-Hirnhomogenaten nachgewiesen werden,
wihrend in den Prézipitaten von Homogenaten RPTPa-defizienter Maiuse keine L1-
spezifischen Banden sichtbar waren (Abb. 11). Daraus konnte der Schluss gezogen werden,
dass RPTPa fiir die Komplexbildung zwischen L1 und p60™° wichtig ist und somit als
Linkermolekiil und Aktivator fiir p60™ in der durch L1 aktivierten Signalkaskade in Frage

kommt.
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6.3 NCAM und L1 bevorzugen unterschiedliche Membran-Mikrodoménen (Lipid
rafts)

6.3.1 L1 kann in Lipd rafts detektiert werden

RPTPo kann also verschiedene Mitglieder der Src-Kinase-Familie, zu der auch p59fyIl und
p60°“ gehoren, binden und aktivieren. L1- und NCAM-vermitteltes Neuritenwachstum hingt
jeweils von verschiedenen Src-Kinasen ab. NCAM Iost Neuritenwachstum iiber die
Aktivierung von p59™" aus, wihrend L1 Neuritenwachstum durch die Aktivierung von p60*™
induziert. Daraus kann geschlossen werden, dass die Interaktionen zwischen den Src-Kinasen
p60° und p59™" und ihren Rezeptoren L1 und NCAM einer starken Spezifitit unterliegen
miissen, obwohl beide Molekiile wahrscheinlich RPTPa als Linkerprotein und Src-Kinase-
Aktivator nutzen.

Die Molekiile der Familie der Src-Kinasen sind als wichtige Signaltransduktionsmolekiile in
spezialisierten Membran-Mikrodominen, den Lipid rafts, angereichert. Um Signalwege durch
die jeweiligen Src- Kinasen zu aktivieren, miissen Molekiile zumindest zeitweise in diesen
Lipid rafts lokalisiert sein.

Es konnte gezeigt werden, dass NCAM zur Aktivierung von p59fyIl tempordr in Lipid rafts
lokalisiert ist, wihrend der Hauptanteil des Proteins auBlerhalb dieser Mikrodominen zu
finden ist (Niethammer et al., 2002). Auch L1 ist im Allgemeinen auBerhalb von Lipid rafts
lokalisiert, konnte aber zeitweise in Lipid rafts rekrutiert werden, um dort Signalwege zu
aktivieren. Da auch RPTPa in Lipid rafts rekrutiert werden kann (Bodrikov et al., 2005), ist es
naheliegend, dass die L1- vermittelte Aktivierung von p60™° in Lipid rafts stattfindet. Daher
sollte untersucht werden, ob sich L1 in Lipid rafts mittels Westernblot-Analyse nachweisen
lasst.

Die Isolierung von Lipid rafts wurde mit Hilfe einer Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation durchgefiihrt. Dabei werden Zellstrukturen nach ihrer Dichte getrennt. Die
Triton X-100 unl6slichen Lipid rafts wurden aus Membranfraktionen isoliert, welche aus
Homogenaten von 1-3-Tage alten Wildtyp-Méausen gewonnen wurden.

Die isolierten Lipid rafts, die zugrundeliegende Membranfraktion und das Ausgangsmaterial
in Form des Homogenats wurden gelelektrophoretisch getrennt und das Vorhandensein von

L1 in diesen Fraktionen mittels Western Blot-Analyse untersucht (Abb. 12).
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Abb. 12: L1 kann in Lipid raft-Fraktionen nachgewiesen werden. Lipid rafts (LR) wurden mittels 1%
Triton X-100 und Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation isoliert und zusammen mit dem Homogenat
(H) und der Membranfraktion (M) im SDS-Gel aufgetrennt und im Westernblot mit Antikérpern gegen L1,
E3, p60™ und p59"" untersucht. Zur Uberpriifung der Effizienz der Lipid raft-Isolierung diente ein Dot
Blot mit Choleratoxin zum Nachweis des Lipid raft-Markers GM1.

In den isolierten Lipid raft-Fraktionen konnte L1 detektiert werden, was vermuten 14t, dass
L1, genauso wie NCAM, die Fahigkeit besitzt, sich in Lipid rafts aufzuhalten und dort
Signalwege iiber die Aktivierung von p60™° anzuschalten (Abb. 12). Durch die sichtbare
Anreicherung des Proteins in der Membranfraktion wird deutlich, dass sich ein Grof3teil von
L1 auBerhalb der Lipid rafts befindet. Diese Verteilung in der Plasmamembran konnte in
fritheren Untersuchungen auch fiir NCAM beobacht werden (Niethammer et al., 2002). Zur
Uberpriifung der Effizienz der Lipid raft-Isolierung wurden zwei Lipid raft-Marker
eingesetzt. F3 ist ein GPI-verankertes Molekiill und dementsprechend in Lipid rafts
angereichert. Die Westernblot-Analyse mit F3-spezifischen Antikorpern zeigte, dass in der
Lipid raft-Fraktion eine Anreicherung dieses Proteins detektiert werden konnte, was eine
effektive Isolierung von Lipid rafts nahelegt (Abb. 12). Auch das Gangliosid GM1, welches
durch Choleratoxin nachgewiesen werden kann (Reed et al., 1987), ist in der Lipid raft-
Fraktion im Vergleich zur Membranfraktion am stirksten nachweisbar und zeigt, dass die

Isolierung von Lipid rafts mit der verwendeten Methode erfolgreich war (Abb. 12).
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Unterstiitzt wird diese Annahme durch eine sichtbare Anreicherung der Src-Kinasen p60™

und p59™™ in der Lipid raft-Fraktion.

6.3.2  Isolierung von L1- und NCAM-positiven Lipid rafts

L1- und NCAM-abhingiges Neuritenwachstum hédngt von der Aktivierung zweier
unterschiedlicher Src-Kinasen ab. NCAM aktiviert durch die Bindung an RPTPa die Kinase
p59"™" wihrend L1 durch Interaktion mit RPTPa die Kinase p60°™ aktivieren kann. Diese
Ergebnisse deuten auf eine starke Spezifitdt der Interaktion zwischen den Src-Kinasen und
ihren Signalrezeptoren hin.

Neuere Untersuchungen legen nahe, dass in der Plasmamembran Lipid rafts mit
unterschiedlicher Protein- und Lipidstruktur nebeneinander existieren (Pike, 2004).

Daher wurde folgende Hypothese aufgestellt: L1 und NCAM konnten in verschiedenen Lipid
rafts in der Membran lokalisiert sein, um spezifisch entweder p60™ oder p59™" zu aktivieren.
Um L1- und NCAM- enthaltende Lipid rafts zu isolieren, wurde eine Immunisolation mit
spezifischen Antikorpern gegen L1 und NCAM vom Gesamtpool der Lipid rafts
durchgefiihrt. Lipid rafts, die mittels kaltem Triton X-100 isoliert wurden, formen Vesikel, bei
denen der extrazelluldre Bereich der Membranen innerhalb der Vesikel lokalisiert ist und die
innere Membranschicht die Vesikeloberfldache bildet. Diese Konformation wird als inside-out
bezeichnet. Fiir die Immunisolation sollten jedoch Antikorper gegen die extrazelluldre
Doméne von L1 und NCAM verwendet werden. Daher wurden die Lipid rafts mit kaltem
0,5%igem Brij-96 isoliert, da dieses Detergenz Vesikel mit einer right-side-out-Orientierung
formt und der extrazelluldre Bereich der Membran somit die Vesikeloberfldche bildet (Radeva

and Sharom, 2004).
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Abb. 13: Isolierung von L1- und NCAM-positiven Lipid rafts. 1.1 (IP:L1)- und NCAM (IP:NCAM)-
positive Lipid rafts wurden vom Gesamtpool von Lipid rafts, welche mit kaltem 0,5% Brij-96 isoliert
wurden, mittels Immunisolation mit polyklonalen Antikdrpern gegen L1 und NCAM separiert.
AnschlieBend wurden die isolierten Lipid rafts mit L1- und NCAM-spezifischen monoklonalen
Antikorpern im Westernblot untersucht. Der NCAM-spezifische Antikorper kann alle drei Hauptisoformen
von NCAM detektieren. Eine Kontroll-Immunisolation mit unspezifischen IgG (IP:IgG) wurde parallel

durchgefiihrt. H: Hirnhomogenat.

Die Westernblot-Analyse der Lipid rafts zeigte, dass mit L1-spezifischen Antikorpern L1-
positive Lipid rafts isoliert werden konnten, die kein NCAM140 enthielten. Es konnte jedoch
eine geringe Menge an NCAMI120 nachgewiesen werden (Abb. 13). NCAMI120 wird
hauptsichlich auf Gliazellen exprimiert. L1 ist in Neuron-Glia-Interaktionen involviert, um
Zelladhidsion und Neuritenwachstum zu fordern (Bixby et al., 1988; Martini and Schachner,
1986; Seilheimer and Schachner, 1988). Moglicherweise waren die Isolationsbedingungen
nicht stringent genug, um Interaktionen zwischen Neuronen und Gliazellen vollstindig zu
zerstoren. Mit NCAM-spezifischen Antikorpern konnten NCAM-positive Lipid rafts separiert
werden, in denen kein L1 nachgewiesen werden konnte (Abb. 13).

Somit eignete sich diese Methode, verschiedene Subtypen, in dem Fall L1- und NCAM-
positive Lipid rafts zu separieren. Dadurch war die Moglichkeit gegeben, die Protein- und

Lipid- Komposition beider Lipid raft-Proben zu untersuchen und miteinander zu vergleichen.
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Abb. 14: Proteinzusammensetzung der L1- und NCAM-positiven Lipid raft-Subtypen. L1 (IP:L1)-
und NCAM (IP:NCAM)-enthaltende Lipid rafts wurden vom Gesamtpool der Lipid rafts, welche mit
kaltem 0,5% Brij-96 isoliert wurden, mittels Immunisolation separiert. Dabei wurden die gleichen
Proteinmengen pro Ansatz verwendet. Anschliefend wurden die isolierten Lipid rafts mit p60src-, pS9fyn-,
F3-, TAG-1- und RPTPo- spezifischen Antikdrpern im Westernblot untersucht. Eine Kontroll-

Immunisolation mit unspezifischen IgG (IP:IgG) wurde parallel durchgefiihrt. H: Hirnhomogenat.

Westernblot-Analysen mit verschiedenen AntikOrpern zeigten, dass NCAM-positive Lipid
rafts mit p59™™ angereichert waren, jedoch kein p60™ enthielten (Abb. 14). Im Gegensatz
dazu waren L1-enthaltende Lipid rafts positiv fiir p60°™ und negativ fiir p59™" (Abb. 14). Im
Einklang mit den vorherigen Ergebnissen der Immunprézipitationen (Abb. 10 und 11) und der
Literatur (Bodrikov et al., 2005) konnte RPTPa in beiden Lipid raft-Subtypen identifiziert
werden und hat somit die Mdoglichkeit, sowohl p60™ als auch p59™" in Lipid rafts zu
aktivieren (Abb. 14).
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Untersuchungen der Lipidkomposition unterschiedlicher Lipid rafts konnten zeigen, dass sich
Subtypen von Lipid rafts nicht nur in ihrer Proteinzusammensetzung unterscheiden, sondern
auch eine unterschiedliche Lipidzusammensetzung haben (Pike, 2004). L1- und NCAM-
positive Lipid rafts sollten im Dot blot auf zwei Lipide hin untersucht werden, welche als
Lipid raft-Marker anerkannt sind. GM1 ist ein Gangliosid und stark angereichert in Lipid raft-
Fraktionen (Ferraretto et al., 1997; Yuan and Johnston, 2000). PIP, (Phosphoinositolphosphat)
ist ebenfalls in Lipid rafts angereichert und stellt ein Signalmolekiil dar, welches wesentlich

an Signalkaskaden beteiligt ist (Testai et al., 2004; van Rheenen et al., 2005).

IP: IP: IP:
M L1 NCAM IgG
. GM1
" : i .
| © O | PIP,

Abb. 15: Lipidzusammensetzung der L1- und NCAM-positiven Lipid rafts. .1 (IP:L1)- und NCAM
(IP:NCAM)-enthaltende Lipid rafts wurden vom Gesamtpool von Lipid rafts, welche mit kaltem 0,5% Brij-
96 isoliert wurden, mittels Immunisolation separiert und 3 pl des jeweiligen Ansatzes auf eine
Nitrozellulose-Membran punktférmig aufgetragen. AnschlieBend wurden die isolierten Lipid rafts mit
einem PIP,-spezifischen Antikorper oder mit Choleratoxin-HRP fiir den Nachweis von GM1 untersucht.
Eine Kontroll-Immunisolation mit unspezifischen IgG (IP:IgG) wurde parallel durchgefiihrt. Fiir die IPs
wurden gleiche Proteinmengen eingesetzt. Ahnliche Resultate wurden in weiteren unabhiingigen Versuchen

erzielt. M: Membranfraktion.

Im Dot blot konnte gezeigt werden, dass PIP, sowohl in L1- positiven als auch NCAM-
positiven Lipid rafts vorhanden ist (Abb. 15). Dabei konnten keine Unterschiede in der
Signalstarke zwischen den beiden Lipid raft-Subtypen detektiert werden, was darauf
schlieBen 14Bt, dass die Menge an PIP; in beiden Lipid rafts gleich ist. GM1 konnte mit
Choleratoxin im Dot blot nicht nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass dieses

Gangliosid in L1- und NCAM-positiven Lipid rafts nicht vorhanden ist (Abb. 15).
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6.3.3 Die GPI-verankerten Proteine F3 und PrP rekrutieren entweder L1 oder

NCAM in p60°“- oder p59”"-angereicherte Lipid rafts

Ein wichtiger Mechanismus der Signaltransduktion von Zelladhdsionsmolekiilen in Lipid
rafts ist die Stabilisierung der Proteinkomplexe durch GPI-verankerte Proteine. So fordern
sowohl cis- als auch frans- Interaktionen zwischen NCAM und PrP die Rekrutierung und
Stabilisierung von NCAM in Lipid rafts und regulieren auf diese Art die Aktivierung der Src-
Kinase p59™" (Santuccione et al., 2005). Ist diese Interaktion in hippokampalen Neuronen
zerstort, zum Beispiel in NCAM- oder PrP-defizienten Miusen, wird das Neuritenwachstum
stark beeintrichtigt.

Die GPI-verankerten neuralen Zelladhdsionsmolekiile TAG-1 und F3 gehoren wie L1 zur Ig-
Superfamilie und Interaktionen beider Proteine mit L1 wurde beschrieben (Brummendorf et
al., 1993; Kuhn et al., 1991). Daher wurden die isolierten L1- und NCAM-positiven Subtypen
von Lipid rafts auf die Anwesenheit der GPI-verankerten Proteine PrP, F3 und TAG-1 im
Westernblot untersucht. Wie erwartet war PrP als Interaktionspartner von NCAM, jedoch
nicht von L1 in NCAM-positiven Lipid rafts stark angereichert (Abb. 14). Das Protein F3
dagegen konnte nur in Ll-positiven Lipid rafts nachgewiesen werden (Abb. 14).
Interessanterweise konnte die gleiche Menge an TAG-1 in beiden, L1- und NCAM-
enthaltenden Lipid rafts detektiert werden (Abb. 14).

Somit konnten sowohl F3 als auch TAG-1 als mogliche Stabilisatoren fiir L1 in Lipid rafts
fungieren. Da jedoch TAG-1 auch in NCAM-enthaltenden Lipid rafts detektiert werden
konnte, scheint TAG-1 nicht fiir die Spezifitit der Src-Kinase-Aktivierung durch L1
verantwortlich zu sein. Die folgenden Versuche konzentrierten sich daher auf F3 als
Bindepartner und moéglichen Stabilisator von L1 in Lipid rafts.

Um die biochemischen Daten der Immunisolation zu unterstiitzen, wurden PrP und F3 an der
Zelloberfliche von 1-Tage alten Kulturen hippokampaler Neurone mit spezifischen
Antikorpern markiert (Abb 16). Diese Methode wird genutzt, um verschiedene Typen von

Lipid rafts in intakten Zellen zu markieren (Harder et al., 1998).
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PrP F3/contactin

Abb. 16: PrP und F3 zeigen nur geringe Kolokalisation in der indirekten Immunfluoreszenz. 1-Tage
alte Kulturen von hippokampalen Neuronen wurden mit Antikdrpern gegen PrP (rot) und F3 (griin)
angefirbt. Ein reprisentativer Neurit ist abgebildet. Der Skalierungsbalken hat eine Linge von 10 pm. Das
Immunfluoreszenz-Experiment wurde in Kooperation mit Dr. Leshyns’ka und Dr. Sytnyk im Institut von

Prof. Schachner durchgefiihrt und konnte in mehreren unabhéngigen Experimenten reproduziert werden.

Die Immunfluoreszenz zeigte, dass Antikorper-induzierte Cluster von PrP und F3 groftenteils
getrennt voneinander in der Membran lokalisiert sind. Dieses Ergebnis bestirkt die
Hypothese, dass F3 und PrP in verschiedenen Lipid rafts akkumulieren, F3 in L1/p60™-
positiven und PrP in NCAM/p59™"- positiven Lipid rafts.

Um die Rolle von F3 fiir die Stabilisierung von L1 in Lipid rafts zu analysieren, wurden
CHO-Zellen mit L1 allein oder mit L1 und F3, bzw. L1 und PrP stabil kotransfiziert.
Anschlielend wurde der Gesamtpool an Lipid rafts aus den Zellmembranen isoliert und im
Westernblot analysiert (Abb. 17). Eine Transfektion mit dem leeren Plasmid pcDNA3 diente

als Kontrolle.
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Abb. 17: Stabilisierung von L1 in Lipid rafts durch das GPI-verankerte Protein F3. CHO-Zellen
wurden mit dem leeren Vektor pcDNA3, L1, L1 und F3 bzw. L1 und PrP transfiziert und der Gesamtpool
von Lipid rafts mittels 1% kaltem Triton X-100 isoliert. In der anschlieBenden Westernblot-Analyse mit
spezifischen Antikorpern fiir die einzelnen Proteine wurde die Anwesenheit von L1, F3 und PrP untersucht.
Die Immunoblot-Analysen mit p60°™- und p59”"-spezifischen Antikérpern dienten als Lade-Kontrolle. Die

Ergebnisse konnten in weiteren unabhingigen Experimenten gezeigt werden.

Der Nachweis von L1 in Lipid rafts von CHO-Zellen mit spezifischen Antikorpern zeigte eine
deutlich erhohte Menge an L1 in Lipid rafts, wenn das Protein zusammen mit F3
kotransfiziert wurde, im Vergleich zu der Menge L1 in Lipid rafts von Zellen, die nur mit L1
transfiziert waren (Abb. 17). Im Gegensatz dazu bewirkte die Kotransfektion von L1 mit PrP
keine Verstirkung der Rekrutierung von L1 in Lipid rafts, da keine Anreicherung der L1-
Menge in Lipid rafts von L1/PrP-kotransfizierten Zellen im Vergleich zu nur mit L1
transfizierten Zellen detektiert werden konnte (Abb. 17). Western Blot-Analysen mit F3- und
PrP-spezifischen Antikorpern zeigte, dass beide Proteine nur in den jeweils mit dem Protein
transfizierten Zellen vorhanden waren und untransfizierte Zellen weder PrP noch F3

exprimieren.
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Dieses Ergebnis berstirkt zusammen mit den Ergebnissen aus der Immunoisolierung von L1-
positiven Lipid rafts die Vermutung, dass F3 ein Stabilisator fiir L1 in Lipid rafts ist und

dadurch die L1-vermittelte Aktivierung von p60** férdern kann.

6.4 Vernetzung der L1- und NCAM-vermittelten Signalwege
6.4.1 Durch L1 und NCAM wird Neuritenwachstum synergistisch gesteigert

Schon frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass L1 und NCAM als Signalmolekiile
Informationen in die Zelle weiterleiten konnen (Doherty et al., 2000; Schuch et al., 1989).
Eine Aktivierung dieser Rezeptoren an der Zelloberfliche durch homophile trans-Interaktion
16st eine Signalantwort aus, die einen Kalzium-Einstrom in die Zelle und eine pH-Wert-
Anderung einschlieBt und zu Neuritenwachstum fiihren kann.

Liganden-induziertes Clustern von L1 und NCAM an der Zelloberfliche von Neuronen
resultiert ebenfalls in einer Steigerung des Neuritenwachstums (Bodrikov et al., 2005; Ignelzi
et al., 1994; Leshchyns'ka et al., 2003). Gereinigte extrazellulire Fragmente von NCAM und
L1, gekoppelt an eine Immunglobulin-Fc-Domédne sowie Antikorper gegen ihre
extrazelluliren Doménen werden somit standardmifBig in Neuritenwachstumsexperimenten
eingesetzt, um die durch L1 oder NCAM ausgelosten Signalwege zu charakterisieren.

Da NCAM und L1 in unterschiedlichen nicht iiberlappenden Lipid rafts Neuritenwachstum
durch die Aktivierung von Src-Kinasen ausldsen, sollte untersucht werden, ob beide Molekiile
das Neuritenwachstum synergistisch beeinflussen.

Kulturen von hippokampalen Neuronen wurden mit den extrazelluliren Dominen von L1 und
NCAM, gekoppelt an humanes Fc fiir 24 h inkubiert. Dabei wurden entweder L1-Fc und
NCAM-Fc einzeln zu den Kulturen gegeben, oder es wurde mit beiden Fragmenten

gemeinsam stimuliert.
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Abb. 18: Der Einfluss von L1-Fc und NCAM-Fc auf das Neuritenwachstum. Wildtypische
hippokampale Neurone wurden auf poly-D-Lysin beschichteten Deckgléschen kultiviert und mit Fc, L1-Fc,
NCAM-Fc oder L1-Fc und NCAM-Fc zusammen fiir 24 h stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen
fixiert und die Summe aller Neuriten eines Neurons am Mikroskop gemessen. Der Graf zeigt die
Ergebnisse von zwei unabhéngigen Experimenten mit jeweils 100 bis 150 gemessenen Neuronen pro Probe
(n > 150). Mittelwerte + SEM sind gezeigt. Die mittlere Neuritenlinge von Fc-stimulierten Neuronen
wurde als 100% angegeben. * p< 0,01 im t-Test. Neuritenwachstumsexperimente wurden in Kooperation

mit Dr. Leshyns’ka und Dr. Sytnyk im Institut von Prof. Schachner durchgefiihrt.

In Ubereinstimmung mit vorherigen Befunden waren die Neuritenlingen von Neuronen,
kultiviert mit L1-Fc oder NCAM-Fc linger als die Neuritenldingen der mit Fc allein
kultivierten Neurone (Abb. 18). Das bedeutet, dass sowohl L1-Fc als auch NCAM-Fc
Neuritenwachstum induzieren kann. Neuritenlingen von Neuronen, welche mit L1-Fc und
NCAM-Fc gemeinsam inkubiert wurden, waren sogar noch stirker verldngert im Vergleich zu
der Inkubation mit den einzelnen Protein-Fragmenten (Abb. 18). Daraus ladsst sich

schlussfolgern, dass L1 und NCAM zusammen Neuritenwachstum synergistisch verstirken.
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6.4.2 L1 und NCAM konnen einander kompensieren

Da das Fehlen von L1 und NCAM jeweils die Aktivierung von p60™° bzw. p59™"
beeintriachtigt, sollte untersucht werden, welchen Effekt das Fehlen dieser Proteine auf die
Aktivierung der Src-Kinase des jeweiligen Gegenparts hat.

Es wurden Immunprizipitationen von Hirnhomogenat 0-3-Tage alter L1 wt und L1-/y-Miuse
mit p59""-spezifischen Antikorpern (Abb. 19, A) bzw. von NCAM wt und NCAM-
defizienten Miusen mit p60*‘-spezifischen Antikorpern (Abb. 19, B) durchgefiihrt und

anschlieBend die aktiven Formen von p59”" und p60™ mittels Westernblot analysiert.
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Abb. 19: Die durch L1 und NCAM vermittelte Aktivierung von p60° und p59”" kompensiert fiir das
jeweils andere Protein bei dessen Abwesenheit. Immunpriizipitationen (IP) mit p59""-spezifischen
Antikorpern von Hirnhomogenaten 0-3-Tage alter L1 +/+ und L1 -/y Miuse wurden im Western Blot mit
Antikdrpern gegen gesamtes p59”", p59™" phosphoryliert am Tyr420 oder dephosphoryliert am Tyr531
untersucht. (A). Immunprizipitationen (IP) mit p59*“-spezifischen Antikorpern von Hirnhomogenaten 0-3-
Tag alter NCAM +/+ und NCAM -/- Miuse wurden im Westernblot mit Antikérpern gegen gesamtes
p60™, p60™ phosphoryliert am Tyr416 oder dephosphoryliert am Tyr527 untersucht. (B). Die Grafen

zeigen die Quantifizierung der Blots von vier unabhingigen Experimenten mit Bandenstirke von L1+/+

bzw NCAM-+/+ bei 100% gesetzt. Mittelwerte + SEM (n = 4) sind gezeigt. * p< 0,05 (gepaarter t-Test).
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Westernblot-Analysen zeigten, dass in L1-defizienten Méausen der Aktivierungsgrad von
p59™", sichtbar durch phosphoryliertes Tyr420 und dephosphoryliertes Tyr531 doppelt so
hoch ist als in Wildtyp-Médusen (Abb. 19, A). Dieses Ergebnis steht im beachtlichen
Gegensatz zu der reduzierten Aktivierung von p60™ im gleichen Genotyp (Abb. 7).

Ein édhnlicher Effekt konnte fiir p60*™° in NCAM-defizienten M#usen beobachtet werden. Die
aktive Form von p60™, sichtbar durch phosphoryliertes Tyr416 und dephosphoryliertes
Tyr527 war in Abwesenheit von NCAM stark heraufgesetzt im Vergleich zu Wildtyp-Miusen
(Abb. 19, B). Auch dieses Ergebnis steht im starken Kontrast zum Aktivierungsgrad von
p59™" in NCAM-defizienten Miusen (Bodrikov et al., 2005).

Somit war die reduzierte Aktivierung von p60™ in Ll-defizienten Miusen von einer
Verstiarkung der p59fyn—AktiVierung begleitet, wihrend die reduzierte Aktivierung von p59fyn
in NCAM-defizienten Miusen eine verstirkte Aktivierung von p60™ nach sich zog. Dies ldsst
vermuten, dass die L1/p60°“- und NCAM/p59"™"- Signalwege einander kompensieren konnen,

wenn einer der beiden Signalwege beeintridchtigt ist.

Um diese Hypothese zu bekriftigen, wurde der Einfluss von Antikorper-induziertem Clustern
des Proteins L1 in lebenden NCAM+/4+ und NCAM-/- hippokampaler Neuronen (Abb. 20, A)
im Hinblick auf Neuritenwachstum untersucht. In lebenden L1+/+ und L1-/y hippokampalen
Neuronen wurde eine Stimulation von NCAM durch NCAM-spezifische Antikorper ausgelost
(Abb. 20, B). AnschlieBend wurden die Neuritenldngen ausgewertet.

Sowohl die Ll-spezifischen als auch die NCAM-spezifischen Antikdrper konnen
Neuritenwachstum in Wildtyp-Neuronen im Vergleich zur Stimulation mit unspezifischen
IgG induzieren. Die Erhohung des Neuritenwachstums als Antwort auf die Inkubation mit L1-
Antikorpern war in NCAM-defizienten Neuronen circa dreimal hoher im Vergleich zum
Wildtyp (Abb. 20, A). Nicht ganz so deutlich, aber dennoch sichtbar war die stirkere Antwort
in Form von Neuritenwachstum bei L1-defizienten Neuronen im Vergleich zum Wildtyp nach
Stimulation mit NCAM-Antikorpern (Abb. 20, B). Dieses Ergebnis zeigte jedoch keine

Signifikanz im t-Test.
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Abb. 20: Effekt von L1- und NCAM-spezifischen Antikorpern auf das Neuritenwachstum von
Miiusen defizient im jeweils anderen Protein. Hippokampale Neurone von NCAM+/+ und NCAM-/- (A)
oder L1+/+ und L1-/y Miusen (B) wurden auf poly-D-Lysin beschichteten Deckgldschen kultiviert und
mit polyklonalen Antikdrpern gegen L1 (A) bzw. NCAM (B) fiir 24 Stunden stimuliert. Die Diagramme
zeigen die Antwort auf die Antikorper in Form von Neuritenwachstum mit jeweils 100 bis 150 gemessenen
Neuronen pro Probe in zwei unabhingigen Experimenten. Mittelwerte + SEM (n > 150) sind gezeigt. Die
mittlere Neuritenlinge von IgG-stimulierten Neuronen wurde als 100% angegeben. * p< 0,05 im t-Test.
Neuritenwachstums-Experimente wurden in Kooperation mit Dr. Leshyn’ska und Dr. Sytnyk im Institut

von Prof. Schachner durchgefiihrt.

Um diesen Effekt auf der Ebene der L1- und NCAM-Expression zu iiberpriifen, wurden die
Mengen von L1 und NCAM in Homogenaten von 0-3-Tage alten Mausgehirnen in der

Westernblot-Analyse untersucht.
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Abb. 21: Die Expression von L1 ist in Abwesenheit von NCAM und die Expression von NCAM ist in
Abwesenheit von L1 erhéht. NCAM+/+ und NCAM-/- Hirnhomogenate (A) bzw. L1+/+ und L1-/y
Hirnhomogenate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit L1-spezifischen (A),
NCAM-spezifischen (B) und Tubulin (oTub)-spezifischen (A, B) Antikdrpern untersucht. Die Grafen
zeigen die Quantifizierung der Bandenintensitit (Mittelwerte + SEM, n = 3), wobei das Signal der Wildtyp-
Proben als 100% gesetzt wurden. *p<0,05 (gepaarter t-Test).

Interessanterweise war die Expression von L1 in NCAM-defizienten Miusen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen drastisch erhoht (Abb. 21, A), wihrend die Expression von NCAM in L1-
defizienten Méusen im Vergleich zum Wildtyp nicht im gleichen MaBe, jedoch ebenfalls
stark erhoht war (Abb.21, B). Die Tubulin-spezifischen Signale wurden als Ladekontrolle
verwendet. Somit kann der Effekt der hoheren Aktivierung von p60™ bzw. p59™" bei
Abwesenheit von NCAM oder L1 auch darauf zuriickzufiihren sein, dass die Expression von
L1 bei NCAM-defizienten Méausen und die Expression von NCAM bei L1-defizienten

Mausen gesteigert ist.

79



Ergebnisse

6.4.3 L1- und NCAM-abhingiges Neuritenwachstum in F3-/-, PrP-/- und TAG-1-/-

Neuronen ist verindert

Da die Lokalisierung von L1 und NCAM in Lipid rafts von verschiedenen GPI-verankerten
Proteinen in unterschiedlichen Subtypen von Lipid rafts moduliert wird, sollte untersucht
werden, ob die Abwesenheit von PrP, F3 oder TAG-1 einen Einfluss auf das L1- und NCAM-
vermittelte Neuritenwachstum hat.

Kulturen hippokampaler Neurone von Wildtyp-Mausen oder von Méusen defizient in einem
der Proteine PrP, F3 oder TAG-1 wurden fiir 24 h entweder mit L1-Antikdrpern (Abb. 22, A)
oder mit NCAM-Antikorpern (Abb. 22, B) oder als Kontrolle mit unspezifischen IgG
inkubiert. Die Neuritenldinge der Neurone wurde anschlieend analysiert und graphisch

dargestellt (Abb. 22).
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Abb. 22: Die Abwesenheit von PrP, F3 oder TAG-1 verindert LL1- oder NCAM- vermitteltes
Neuritenwachstum. Kulturen von Wildtyp, F3-/-, PrP-/- und TAG-1-/- hippokampalen Neuronen wurden
auf poly-D-Lysin beschichteten Deckgldschen fiir 24 h mit polyklonalen Antikérpern gegen L1 (A) oder
NCAM (B) kultiviert. Die Diagramme zeigen die Antwort auf die Stimulation mit den Antikdrpern als
Mittelwerte der Neuritenldngen. Mittelwerte + SEM (n > 150) aus im Vergleich mit den Mittelwerten der
Neuritenldngen von Neuronen des gleichen Genotyps, inkubiert mit unspezifischen IgG wurden als 100%
gesetzt (schwarze Linie). * p< 0,01 (t-Test). Die Ergebnisse des Neuritenwachstums wurden in zwei
unabhingigen Experimenten erhalten und in Kooperation mit Dr. Leshyns’kka und Dr. Sytnyk im Institut

von Prof. Schachner durchgefiihrt.
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In Einklang mit vorherigen Neuritenwachstumsexperimenten (Abb. 18 und 20) zeigten die
hippokampalen Neurone im Vergleich zu IgG-stimulierten Neuronen eine Steigerung des
Neuritenwachstums, wenn sie mit Antikérpern gegen L1 (Abb. 22; A) oder NCAM (Abb. 22;
B) stimuliert wurden. Das durch Stimulation mit LI1-Antikorpern ausgeloste
Neuritenwachstum war vollstdndig blockiert in F3-/- Neuronen (Abb. 22; A), nicht jedoch in
PrP-/- Neuronen. Im Gegensatz dazu war das Neuritenwachstum nach Stimulation mit
NCAM-Antikérpern in PrP-/- Neuronen vollstindig blockiert, in F3-/- Neuronen dagegen
nicht (Abb. 22; B).

Interessanterweise liel sich noch ein weiterer Effekt beobachten. Das Neuritenwachstum in
PrP-/- Neuronen war im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen nach L1-Stimulation verstéirkt (Abb.
22; A). Die gleiche Auswirkung konnte nach Stimulation mit NCAM-Antikorpern in F3-/-
Neuronen beobachtet werden (Abb. 22; B). Auch hier konnte eine Steigerung des
Neuritenwachstums im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit den beobachteten Folgen nach L1- bzw. NCAM-Stimulation in NCAM- und
L1-defizienten Neuronen (Abb. 20).

Im Fall der Stimulation mit L1- und NCAM-Antikorpern in TAG-1-/- Neuronen ergab sich
eine liberraschende Beobachtung. Das erhohte Neuritenwachstum als Antwort auf die
Antikorperstimulation war fiir beide Proteine in TAG-1-defizienten Neuronen blockiert (Abb.
22; A und B).

Da TAG-1 sowohl in Ll-positiven Lipid rafts, als auch in NCAM-positiven Lipid rafts
detektiert werden konnte (Abb. 14), liegt zusammen mit den Ergebnissen der
Neuritenwachstumsexperimente die Vermutung nahe, dass TAG-1 ein weiteres Lipid raft-

Molekiil ist, welches in L1- und NCAM-vermittelten Signalwegen eine Rolle spielt.

6.44 L1 und NCAM doppelt defiziente Méuse sind nicht lebensfihig

Sowohl Ll-defiziente als auch NCAM-defiziente Méduse haben ausgeprigte phédnotypische
Krankheitsmerkmale. Bei L1-defizienten Méusen zeigt sich eine hohere prianatale Letalitédt der
L1-defizienten Nachkommen, wihrend die NCAM-defizienten Miuse nach Mendel-Raten
geboren werden (Cremer et al., 1994). AuBBerdem sterben L1- und NCAM-defiziente Miuse
nach der Geburt mit einer leicht hoheren Rate als Wildtyp-Tiere. Trotzdem sind ein GroBteil
der L1- bzw. NCAM-defizienten Miuse lebensfihig.

Vorangegangene Experimente haben gezeigt, dass L1 und NCAM einander kompensieren

konnen, wenn eines der Proteine fehlt. Um zu iiberpriifen, ob diese Kompensation auch im
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lebenden Organismus eine Rolle spielt, wurden Verpaarungsexperimente durchgefiihrt, um
doppelt defiziente Méduse zu charakterisieren. Dazu wurde zuerst eine L1+/- NCAM+/- -
Mauslinie geziichtet, deren Weibchen mit Méannchen des Genotyps L1+/y NCAM-/- verpaart
wurden. Die Nachkommen dieser Verpaarung wurden genotypisiert und statistisch

ausgewertet (Tab. 17). Insgesamt wurden 32 Tiere aus 5 verschiedenen Wiirfen genotypisiert.

Maogliche Genotypen Mendel’sche Verteilung Anzahl der Méuse in %
L14+/+ NCAM +/- 2 43,7

L1+/- NCAM+/- (Weibchen) 1 6,3

L1-/y NCAM+/- (Ménnchen) 1 0

L1+/- NCAM-/- (Weibchen) 1 9,4

L1-/y NCAM-/- (Ménnchen) 1 0

L1+/+ NCAM-/- 2 40,6

Tab. 17: Genotypen der Nachkommen von Verpaarungen mit Weibchen des Genotyps L1+/-
NCAM+/- und Ménnchen des Genotyps L1+/y NCAM-/-.

Die Daten aus der Tabelle 17 zeigen, dass keine doppelt defizienten Miuse geziichtet werden
konnten und die analysierten Genotypen nicht der erwarteten Mendel’schen Verteilung
entsprachen, was darauf schliefen 146t, dass eine hohe prinatale Letalitdt auftrat. Diese hohe
embryonale Letalitdtsrate konnte weder bei NCAM- noch bei L1-Méusen beobachtet werden.
Interessant ist auch die Entdeckung, dass keine Miuse geboren wurden, die L1-defizient
waren, aber fiir NCAM heterozygot. Somit konnten in diesem Verpaarungsversuch

unabhingig vom NCAM-Genotyp keine L1-defizienten Mause geziichtet werden.
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7 Diskussion

7.1 L1 und NCAM fiihren Signaltransduktion in unterschiedlichen Subtypen von
Lipid rafts durch

Lipid rafts sind Mikrodominen in biologischen Membranen, welche mit Cholesterol (in
tierischen Zellen), Sphingomyelin und Glykosphingolipiden, wie Cerebrosiden und
Gangliosiden angereichert sind (Simons and Ikonen, 1997). Sie sind an Prozessen wie der
Endozytose und Signaltransduktion beteiligt.

Die ersten Hinweise, dass Lipid rafts keine homogene Zusammensetzung der Lipide und
Proteine besitzen, wurden durch Arbeiten von Schnitzer et al. (Schnitzer et al., 1995) erhalten,
in denen Caveolae vollstandig von Triton X-100-resistenten Lipid rafts separiert werden
konnten. Die Triton X-100-unlosliche Fraktion enthielt dabei den Gesamtpool an GPI-
verankerten Proteinen der Zellmembran. In dieser Fraktion konnte kein Caveolin
nachgewiesen werden, welches als Caveolae-Marker vollstindig mit den Caveolae separiert
werden konnte. Somit isolierten Schnitzer et al. (1995) zwei unterschiedliche Typen von
Lipid rafts mit unterschiedlicher Protein- und Lipidkomposition.

Spitere Arbeiten, welche u.a. die Methoden der Immunisolierung verschiedener Lipd rafts mit
unterschiedlichen Antikdrpern (Madore et al., 1999) oder die Isolierung von Lipid rafts mit
verschiedenen Detergenzien (Schuck et al., 2003) angewendet haben, machten deutlich, dass
Lipid rafts heterogene Strukturen in der Membran darstellen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Zelladhdsionsmolekiil L1 mit Hilfe von
RPTPa die Src-Kinase p60™ in Lipid rafts aktiviert (Abb. 8-11; Abb.14). Dieser
Mechanismus ist der Aktivierung von p59”" durch den NCAM/RPTPa-Komplex sehr dhnlich
(Bodrikov et al., 2005). Die Spezifitit der Aktivierung der verschiedenen Src-Kinasen konnte
durch unterschiedliche Subtypen von Lipid rafts erklirt werden, welche fiir die Signalwege
der Zelladhisionsmolekiille L1 und NCAM eine wichtige Rolle spielen (Abb. 13-14).
Aufgrund der dargestellten Ergebnisse kann folgendes Modell vorgeschlagen werden (Abb.
23):
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Abb. 23: Schematische Darstellung des Modells von L1- und NCAM-enthaltenden Signalkomplexen,
welche in unterschiedlichen Subtypen von Lipid rafts lokalisiert sind. Die Mehrheit der Proteine L1,
NCAM und RPTPa sind auBlerhalb von Lipid rafts in der Plasmamembran von Neuronen lokalisiert. Die
Proteinkomplexe L1/RPTPo und NCAM/RPTPa konnen in verschiedene Subtypen von Lipid rafts
rekrutiert werden (Lipid raft 1 und Lipid raft 11), indem L1/RPTPa mit F3 interagiert, wihrend
NCAM/RPTPo. an PrP bindet. Dabei sind F3-positive Lipid rafts angereichert mit p60™ (Lipid raft I) und

fyn

PrP-positive Lipid rafts sind angereichert mit pS9~-" (Lipid raft 1I). Somit resultiert die Rekrutierung der

L1/RPTPa- und NCAM/RPTPa-Komplexe in diese Lipid rafts in einer selektiven Aktivierung von p60™
und p59"™".

Die Zelladhdsionsmolekiile L1 und NCAM sind zum groB3en Teil auerhalb von Lipid rafts in
der Plasmamembran lokalisiert. Dort haben beide Proteine die Moglichkeit, an RPTPa zu
binden. Wihrend jedoch L1 zusammen mit RPTPa in Lipid rafts rekrutiert wird, in welchem
das GPI-verankerte Protein F3 und die Src-Kinase p60™ angereichert sind (Abb. 13; Abb. 14)
bevorzugt der NCAM/RPTPa-Komplex Lipid rafts mit einer Anreicherung von PrP und
p59™™ (Abb. 13; Abb. 14). In den Lipid rafts werden die Proteinkomplexe durch die
jeweiligen GPI-verankerten Proteine stabilisiert (Abb. 17) und die Aktivierung der Src-
Kinasen p60°™ und p59”" wird moglich. Somit werden die L1- und NCAM-vermittelten
Signalkaskaden, die im MAPK-Signalweg miinden, in zwei unterschiedlichen Lipid rafts

ausgelost.
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7.2 RPTPa fungiert als Linkermolekiil zwischen L1 und p60°

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass L1 im Mausgehirn Einfluss auf die Aktivierung
der Src-kinase p60™ hat (Abb. 7). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Literatur, in
welcher die Interaktion zwischen L1 und p60™ in Zellkulturen schon bestitigt werden konnte
(Ignelzi et al., 1994). Da jedoch L1 in der intrazelluliren Doméne keine bekannte Sequenz
enthilt, die als Src-Kinase-Aktivator bekannt ist, wurde nach einem Linkermolekiil gesucht,
welches durch Interaktion mit L1 die Kinase p60™ am Tyr527 dephosphorylieren und
dadurch aktivieren kann.

In Koimmunprizipitationen konnte RPTPa als mogliches Linkermolekiil identifiziert werden
(Abb. 10-11). Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass RPTPa nicht nur in der NCAM-
vermittelten Aktivierung der Src-Kinase p59™" eine Rolle spielt (Bodrikov et al., 2005),
sondern auch in der durch L1 ausgelosten Signalkaskade. Die Immunisolationen von L1- und
NCAM-positiven Lipid rafts verstirken diese Vermutung zusitzlich, da RPTPa in beiden
Subtypen von Lipid rafts detektiert werden konnte (Abb. 14). Obwohl ungefihr 90% aller
RPTPa-Molekiile auBBerhalb der Lipid rafts lokalisiert sind, zeigten frithere Untersuchungen,
dass die Regulation der RPTPa-Funktionen auch mit der Lokalisierung in unterschiedlichen
Membran-Mikrodoménen in Verbindung stehen (Bodrikov et al., 2005; Petrone and Sap,
2000). Somit ist es durchaus moglich, dass L1 das Protein RPTPa in Lipid rafts rekrutiert,
und RPTPa die Src-Kinase p60™ aktivieren kann. Um die genauen Mechanismen dieser
Interaktion und die Rekrutierung von RPTPa in Lipid rafts zu analysieren, miissten sich
weitere Experimente anschlieBen. So wiire interessant, ob die Abwesenheit von L1, wie in L1-
defizienten Miausen einen Einfluss auf die Lokalisierung von RPTPa in Lipid rafts hat.
AuBerdem ist unklar, wie L1 in Lipid rafts rekrutiert wird. Fiir eine Lokalisierung von L1 in
Lipid rafts wire eine Modifikation am Molekiil, z.B. in Form einer Palmitoylierung
notwendig. Fir NCAM konnte bereits gezeigt werden, dass eine posttranslationale
Palmitoylierung des Proteins fiir die temporire Lipid raft-Lokalisierung von NCAM
verantwortlich ist (Niethammer et al., 2002). Weiterhin wére wichtig, die L1-vermittelte
Aktivierung von p60™ in RPTPa-defizienten Miusen zu untersuchen, um die Interaktion aller
drei Molekiile genauer zu charakterisieren. Direkte Interaktionen der Proteine konnten z.B.
durch ELISA analysiert werden. Dabei wire es interessant, ob die Interaktionen iiber extra-

oder intrazelluldire Doménen stattfindet und inwieweit Glykosylierungen eine Rolle spielen.
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Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Assoziation von L1 und p60™ in Abwesenheit von
RPTPa. In der Koimmunprizipitation konnte kein L1 mit p60™ in RPTPa-defizienten
Miusen detektiert werden (Abb. 11), obwohl bekannt ist, dass p60™ in vitro die Moglichkeit
hat, L1 direkt an einem der beiden Tyrosinreste der zytoplasmatischen Domine zu
phosphorylieren (Schaefer et al., 2002). Eine Interaktion beider Molekiile ohne RPTPa ist
daher nicht auszuschlieBen, obwohl eine direkte Bindung bisher noch nicht nachgewiesen

werden konnte.

7.3 Isolierung und Zusammensetzung von Lipid rafts mit nicht-ionischen

Detergenzien

Neben Triton X-100 werden verschiedene andere Detergenzien verwendet, um Lipid rafts aus
Membranen zu isolieren. So wurden Methoden zur Isolation von Lipid rafts mit
verschiedenen Konzentrationen von Lubrol WX, Brij-58, Brij-96, Nonidet P40 und CHAPS
beschrieben (Drevot et al., 2002; Ilangumaran et al., 1999; Madore et al., 1999; Roper et al.,
2000; Schuck et al., 2003; Slimane et al., 2003). Diese Arbeiten mit unterschiedlichen
Detergenzien resultierten in der Isolierung von Lipid rafts mit verschiedener Lipid- und
Proteinzusammensetzung. Lipid rafts, welche mit Triton X-100 oder CHAPS isoliert wurden,
waren stark mit Sphingolipiden und Cholesterol angereichert. Mit Brij-96 isolierte Lipid rafts
waren mit Cholesterol und Sphingomyelin angereichert, jedoch nicht in gleichem Malle wie
bei Triton X-100 unloslichen Lipid rafts (Schuck et al., 2003). Eine Moglichkeit, dieses
Phinomen zu erkléren, ist die unterschiedliche Stringenz der Detergenzien, mit welcher Lipid
rafts aus der Membran isoliert werden. Triton X-100 ist ein stidrkeres Detergenz als Brij-96
und solubilisiert demzufolge stringenter Nicht-Raft-Proteine, kann jedoch ebenfalls Proteine
solubilisieren, die schwicher mit Lipid rafts assoziieren. Brij-96 dagegen ist ein schwicheres
Detergenz und bei der Isolierung der Lipid rafts konnten Membranbestandteile vorhanden
sein, die in vivo keine Lipid rafts darstellen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass
Detergenzien in unterschiedlichen Zelltypen unterschiedlich stark solubilisieren. So konnten
Schuck et al. (2003) zeigen, dass mit Brij-96 in MDCK Zellen Lipid rafts spezifischer isoliert
werden konnen als in Jurkat Zellen.

In dieser Arbeit wurden Lipid rafts mit zwei verschiedenen Detergenzien isoliert, zum einen
mit 1% Triton X-100 (Abb. 12; Abb. 17), zum anderen mit 0,5% Brij-96 (Abb. 13-15). Die

effiziente Solubilisierung von Nicht-Raft-Komponenten mit Triton X-100 lassen die
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Vermutung zu, dass das L1-Protein tatsdchlich in Lipid rafts vorkommen kann (Abb. 12).
Eine Lipid raft-Isolierung mit schwicheren Detergenzien wiirde eine stirkere Kontamination
mit Proteinen vermuten lassen, die in vivo nicht in Lipid rafts lokalisiert sind. Es sollte jedoch
nicht auler Acht gelassen werden, dass es sich um eine in vitro-Methode handelt, die nicht
vollstiandig auf die realen Bedingungen in vivo riickschlieBen 146t.

Brij-96 wurde in der Literatur als ein Detergenz beschrieben, welches in Neuronen und
Myelin Lipid rafts mit gleicher Komposition wie Triton X-100 isoliert (Madore et al., 1999;
Taylor et al., 2002). Da Brij-96 auBlerdem Lipid raft Vesikel formt, die fiir eine
Immunisolation mit Antikorpern gegen die extrazellulire Doménen der Proteine die richtige
Konformation haben [right side out, (Radeva and Sharom, 2004)] wurde dieses Detergenz fiir
die Immunisolation von Subtypen von Lipid rafts verwendet (Abb. 13-15).

Die unterschiedlichen Eigenschaften von Detergenzien machen deutlich, dass die Isolierung
von Lipid rafts einige biochemisch bedingte Probleme mit sich bringt. Vermutungen, dass
eine Extraktion mit Detergenzien eine Fusion verschiedener Lipid rafts mit sich bringen kann
und eventuell Lipid-Wechsel zwischen Membranen bedingt (Edidin, 2003; Shogomori and
Brown, 2003), zeigen zusitzlich, dass es nétig ist, neue, vor allem Detergenzien-freie
Methoden zu entwickeln, um Lipid rafts und deren Eigenschaften in vivo und in vitro zu
analysieren. Die bisherigen Detergenzien-freien Methoden brachten nicht die gewiinschten
Ergebnisse, da auch hier Probleme wie Vermischen verschiedener Membranstrukturen und

selektive Extraktion von Lipiden auftraten (Pike et al., 2002).

7.4 L1-positive Lipid rafts und NCAM-positive Lipid rafts unterscheiden sich in

ihrer Proteinzusammensetzung

In dieser Arbeit konnten durch Immunisolationen mit spezifischen Antikdrpern zwei
verschiedene Subtypen von Lipid rafts identifiziert werden, die entweder L1- oder NCAM-
positiv waren (Abb. 13). Western Blot-Analysen mit diversen Antikérpern konnten
Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der Proteinkomposition aufzeigen (Abb. 14). So zeigte
sich, dass Ll-positive Lipid rafts, aber nicht NCAM-positive Lipid rafts mit dem GPI-
verankerten Protein F3 angereichert sind. NCAM-enthaltende Lipid rafts waren mit PrP
angereichert (Abb. 14). Diese Ergebnisse gehen konform mit fritheren Untersuchungen in
denen die unterschiedliche Verteilung von GPI-verankerten Proteinen in Lipid rafts gezeigt

wurden. So konnten Madore ef al. (1999) mit einer dhnlichen Methode PrP-positive Lipid
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rafts von Thy-1-positiven Lipid rafts separieren. AuBBerdem konnten sie nachweisen, dass
unterschiedliche Glykoproteine in den zwei Lipid raft-Subtypen angereichert sind.
Interessanterweise erwihnten sie, dass in ihren Untersuchungen nicht nur F3 sondern auch
TAG-1 in Thy-1-positiven, aber nicht PrP-positiven Lipid rafts lokalisiert sind. In dieser
Arbeit durchgefiihrte Immunisolationen konnten dagegen TAG-1 sowohl in LI-positiven
Lipid rafts als auch in NCAM- und PrP-positiven in Lipid rafts nachweisen. Die Extraktion
mit Detergenzien kann zu einer Verstiarkung des Clusterns von verschiedenen Lipid rafts
fiihren (Pike, 2004). Somit kann mit dieser Methode nicht ausgeschlossen werden, dass der
Nachweis von TAG-1 in beiden Subtypen von Lipid rafts eine Kontamination mit anderen
Lipid rafts darstellt. Moglicherweise handelt es sich auch um eine trans-Interaktion von
benachbarten Zellen, die aufgrund der nicht-stringenten Isolationsbedingungen nicht getrennt
wurden.

Eine weitere wichtige Erkenntnis dieser Arbeit ist die Lokalisierung von p60™ und p59”" in
unterschiedlichen Subtypen von Lipid rafts (Abb. 14). Fiir beide Src-Kinasen konnte schon
frither eine Lipid raft Lokalisierung beschrieben werden (de Diesbach et al., 2008; Resh,
2008; Shenoy-Scaria et al., 1994). Wihrend jedoch p59™" aufgrund seiner posttranslationalen
Modifikation in Form einer Palmitoylierung hauptsidchlich in Lipid rafts lokalisiert ist, wird
die Lokalisierung von p60™ in Lipid rafts kontrovers diskutiert. Die Src-Kinase p60™ wird
posttranslational nur myristoyliert. Es wurde jedoch beschrieben, dass mindestens zwei
zusitzliche Modifikationen in Form von Fettsduren fiir eine Lipid raft Lokalisierung wichtig
sind, wobei dies entweder eine Myristoylierung und Palmitoylierung (Moffett et al., 2000;
Shaul et al., 1996) oder zwei Palmitoylierungen sein konnen (Arni et al., 1998; Zhang et al.,
1998a). In den Lipid raft Priparationen mit Triton X-100 von Membranen des Mausgehirns
konnte eine Anreicherung von p60° in Lipid rafts detektiert werden (Abb. 12). Dieses
Ergebnis steht im Kontrast zu den Ausfithrungen, dass eine Palmitoylierung Voraussetzung
fiir die Lokalisierung in Lipid rafts ist (Koziak et al., 2000) und p60™ somit kein in Lipid
rafts angereichertes Protein darstellt (Melkonian et al., 1999).

McCabe und Berthiaume (McCabe and Berthiaume, 1999) konnten zeigen, dass zweifach
acylierte GFPs (green fluorescent proteins) zwar mit dem Lipid raft Marker GM1
kolokalisieren, jedoch nicht in Detergenz-resistenten Membranfraktionen nachgeweisen
werden konnten. Daraus schlossen sie, dass in einigen Fillen eine mehrfache Acylierung nicht
ausreicht, um Proteine in Lipid rafts zu lokalisieren. Sie vermuteten, dass zusitzliche Protein-

Protein-Interaktionen notig sind, um Proteine in Lipid rafts zu rekrutieren. Dies konnte auch
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fiir die Lokalisierung von p60™ eine Rolle spielen und so zur Anreicherung der Src-Kinase in
Lipid rafts fiihren.

" in MDCK-Zellen zeigten eine duale Verteilung von aktiviertem

Untersuchungen mit p60
p60"™ in der Plasmamembran (de Diesbach et al., 2008). Zum einen konnte das Protein in
Endosomen detektiert werden, zu anderen in Lipid rafts der Plasmamembran. Aulerdem
konnte eine Thermoaktivierung die Lokalisierung von p60*™ in Lipid rafts verstirken, was
stark darauf hindeutet, dass fiir die Rekrutierung von p60*™ in Lipid rafts Protein-Lipid-
Interaktionen bzw. Protein-Protein-Interaktionen eine wesentliche Rolle spielen und die
Aktivierung der Src-Kinase mit der Lipid raft Lokalisierung korreliert. So konnte gezeigt
werden, dass eine Erhohung der Kinaseaktivitit mit einer Vermehrung der Lipid raft
Lokalisierung dieser Molekiile einhergeht. Inwieweit das auf die Src-Kinase p60™ und die in
dieser Arbeit beschriebene Lipid raft-Lokalisierung von p60™ iibertragbar ist, bleibt unklar.
Eine weitere Erkldrung fiir die sichtbare Anreicherung von p60™ in Lipid rafts von
Membranen des Mausgehirns wire, dass die Kinase in verschiedenen Zelltypen
unterschiedliche Membranbereiche bevorzugt. So konnten Hur et al. (Hur et al., 2004) zeigen,
dass p60™ in PC12-Zellen wesentlich in Lipid rafts lokalisiert ist. In Fibroblasten (Mukherjee
et al., 2003) und MDCK-II-Zellen (Arreaza et al., 1994) dagegen konnte nur eine geringe
Menge von p60™ in Lipid rafts identifiziert werden. Mukherjee er al. (2003) konnten in ihrer
Arbeit die Unterschiede der Lokalisierung in verschiedenen Zelltypen klar herausstellen. Sie
zeigten, dass eine neurale Splicevariante von p60™°, die in Nervenzellen exprimiert wird, zu
ca. 20% in Lipid rafts lokalisiert ist. Dabei stellten sie fest, dass die Myristoylierung fiir die
Lipid raft Lokalisierung von p60™ wichtig ist. Sie diskutierten auch, dass eine zusitzliche
spezifische N-terminale Sequenz eine Lipid raft Lokaliserung bedingen konnte. Die genauen
Mechanismen der Lipid raft Lokalisierung von p60*° bleiben jedoch weiterhin unklar.

Diese Ausfithrungen machen deutlich, dass es sehr starke strukturelle Unterschiede zwischen
den Src-Kinasen p59™" und p60°™ gibt. Das unterstiitzt die Ergebnisse dieser Arbeit, in
welcher die beiden Src-Kinasen in verschiedenen Subtypen von Lipid rafts lokalisiert sind
(Abb. 14). Ihre unterschiedliche Assoziation mit Lipid rafts und diverse Protein-Protein- bzw.
Protein-Lipid-Interaktionen lassen vermuten, dass p60™° und p59™" unterschiedliche
Kompositionen von Lipid rafts im Mausgehirn bevorzugen. FEine Analyse der
Lipidzusammensetzung beider Subtypen von Lipid rafts konnte mehr Aufschluss dariiber

geben.
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7.5 GM1 und GPI-verankerte Molekiile bevorzugen unterschiedliche Lipid rafts

Die in dieser Arbeit isolierten Subtypen von Lipid rafts wurden auch auf zwei Lipide hin
untersucht, die als Lipid raft Marker anerkannt sind. PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat) ist ein Lipid, welches als Signalmolekiil wesentlich an Prozessen der
Signalweiterleitung durch die Zelle beteiligt ist. Es konnte zu gleichen Teilen in beiden
Subtypen von Lipid rafts detektiert werden (Abb. 15). Uberraschenderweise konnte das
Gangliosid GM1 nicht in den L1- und NCAM-positiven Lipid rafts nachgewiesen (Abb. 15)
werden, obwohl es in der Literatur als allgemein verwendeter Lipid raft Marker fungiert. Eine
unzureichende Lipid raft Isolierung erscheint unwahrscheinlich, da in beiden Subtypen von
Lipid rafts verschiedene GPI-verankerte Proteine angereichert waren. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass spezifisch Lipid rafts isoliert wurden.

In neueren Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass Lipid rafts mit einer
Anreicherung von GPI-verankerten Proteinen verschiedene Ganglioside enthielten, jedoch
kein GM1. Die ersten Hinweise, dass GM1 in von GPI-verankerten Proteinen verschiedenen
Membrandoménen lokalisiert ist, lieferten bereits die Arbeiten von Schnitzer et al. (1995).
Die Autoren konnten Lipid rafts isolieren, welche mit GPI-verankerten Proteinen angereichert
sind und kein GM1 enthalten. Sie zeigten, dass das gesamte GM1 zusammen mit der
Caveolae-angereicherten Fraktion isoliert werden konnte, die keine Anreicherung von GPI-
verankerten Proteinen enthielt. Weitere Arbeiten zeigten dhnliche Ergebnisse in Bezug auf die
unterschiedliche Verteilung von GPI-verankerten Proteinen und GM1 in Membrandoméinen
(Arvanitis et al., 2005; Dietrich et al., 2001). Daraus 148t sich ableiten, dass zumindest einige
Lipid rafts, die mit GPI-verankerten Proteinen angereichert sind, GM1-negativ sind.

Eine weitere mogliche Interpretation wire, dass Choleratoxin das Gangliosid GM1 nicht so
spezifisch binden kann, wie bisher vermutet wurde. Neuere Untersuchungen diskutierten, dass
Choleratoxin mit der Erhohung der Menge an GMI1 in der Plasmamembran seine
Bindungseigenschaften mehr und mehr verliert (Shi et al., 2007). AuBerdem gab es
Untersuchungen, die zeigten, dass Choleratoxin zwar Lipid rafts, aber nicht spezifisch GM1
erkennt (Blank et al., 2007). Daher miiiten sich Untersuchungen mit GM1-spezifischen
Antikorpern anschlieen, um ein Vorhandensein des Gangliosides in den isolierten Subtypen
sicher ausschlieBen zu konnen. In diesem Zuge konnten auch weitere Ganglioside auf ihr
Vorhandensein in den Lipid rafts hin getestet werden. Desweiteren konnten genauere

Aussagen iiber unterschiedliche Lipidzusammensetzungen von Lipid raft Subtypen durch
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chromatographische Methoden, wie Gaschromatographie oder Hochdruckfliissigkeits-

chromatographie getroffen werden.

7.6 Artverwandte Proteine kompensieren fiireinander

In dieser Arbeit konnten kompensatorische Effekte der Zelladhdsionsmolekiile L1 und
NCAM beschrieben werden. Diese Kompensation wird zum einen durch die Beobachtungen
an der Src-Kinase-Aktivierung in L1- und NCAM-defizienten Méusen deutlich. Wird die
Aktivierung von p60™ durch das Fehlen von L1 in L1-/y-Miusen stark eingeschriinkt (Abb.
7), so kann eine Steigerung der p59""-Aktivierung beobachtet werden (Abb. 19, A). Im
Einklang dazu bewirken ein Fehlen von NCAM und eine damit verbundene Beeintrachtigung
der p59™"-Aktivierung, dass die Menge an aktiviertem p60°™ heraufreguliert wird (Abb 19,
B). AuBlerdem ist das L1- oder NCAM-vermittelte Neuritenwachstum gesteigert, wenn das
jeweils andere Zelladhdsionsmolekiil fehlt (Abb. 20, Abb. 22). Dariiber hinaus konnte eine
Steigerung der L1- bzw. der NCAM-Expression beobachtet werden, wenn der jeweilige
Gegenpart fehlte (Abb. 21). Anhand dieser Ergebnisse 146t sich annehmen, dass die L1- und
NCAM-vermittelten Signalwege sowohl synergistisch zusammenarbeiten als auch bei
Blockierung von einem der beiden Signalwege fiireinander kompensieren konnen.

Eine mogliche Erkldrung fiir den kompensatorischen Effekt beider Proteine wére, dass L1 und
NCAM in der Wildtyp-Situation um die Bindung an RPTPa konkurrieren. Fehlt eins der
beiden Proteine, wie dies z.B. in L1- oder NCAM-defizienten Miusen der Fall ist, dann kann
das jeweils andere Protein mehr RPTPa binden. Dariiber hinaus ist die Expression von L1 in
NCAM-defizienten Miusen bzw. von NCAM in L1-defizienten Miusen erhoht, was zu einer
vermehrten Bindung von RPTPa fiithren konnte (Abb. 21). Damit liee sich das verstéarkte
Neuritenwachstum bei Abwesenheit von L1 oder NCAM nach Stimulation mit Antikoérpern
gegen das noch vorhandene Protein erkldren (Abb. 20). Ebenfalls wire dadurch die erhohte
Aktivierung von p60* in NCAM-defizienten M#usen bzw. die gesteigerte Aktivierung von
p59fyn in L1-defizienten Miusen zu erkldren (Abb. 19).

Betrachtet man die kompensatorischen Effekte von L1 und NCAM genauer, fillt auf, dass
beide Proteine einander wahrscheinlich nicht in gleichem MaBle kompensieren konnen. So
konnte beobachtet werden, dass die Steigerung der p60™“-Aktivierung in NCAM-/- Miusen
die Erhohung der p59fyn-Aktivierung in L1-/y Méausen um ein Vielfaches iibertrifft (Abb.
19). Auch das gesteigerte Neuritenwachstum nach einer L1-Stimulierung (Abb. 20) und die
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Expressionserhohung von L1 in NCAM-defizienten Méusen (Abb. 21) ist auffillig hoher als
die durch NCAM ausgelosten kompensatorischen Effekte. Diese Beobachtungen konnten
dadurch erklart werden, dass L1 mehrere Signalkaskaden aktivieren kann und somit héhere
kompensatorische Fahigkeiten besitzt, als NCAM. So kann L1 z.B. mit Signalwegen von
Integrinen quervernetzt sein und auf diese Weise zusitzlich auf die Aktivierung der Src-
Kinase p60™ wirken (Maness and Schachner, 2007).

Kompensatorische Effekte konnten schon friiher fiir Mitglieder der IgSF beobachtet werden.
So konnte in L1-defizienten Miusen festgestellt werden, dass nicht alle Gehirn-Regionen, die
L1 exprimieren konnen, in L1-/y-Miusen beeintrichtigt sind. Fiir L1 und NrCAM doppelt
defiziente Miuse zeigten einen Phinotyp, der nicht mit der Summierung beider einzelner
Phinotypen erkldrt werden konnte. Dies ist ein Zeichen dafiir, dass NrCAM fiir das Fehlen
von L1 kompensieren kann und umgekehrt. Fiir Neurofascin und NrCAM konnten dhnliche
kompensatorische Effekte beobachtet werden (Sakurai et al., 2001).

Interessanterweise wurden auch auf der Ebene der Src-Kinasen solche kompensatorischen
Effekte beschrieben. Obwohl diese Kinasen stark iiberlappende Funktionen haben, sich ihre
knockout-Phinotypen teilweise dhneln und vor allem lebensfihig sind, sterben schon 85-90%
der Doppel-knockouts von p60* und p59™", sowie alle Triple-knockouts von p60™, p59™"
und p62”* perinatal. Die Vermutung liegt also nahe, dass auch Src-Kinasen einander
kompensieren konnen (Kuo et al., 2005).

Zusammenfassend 146t sich sagen, dass verwandte Molekiile hochstwahrscheinlich die
Fihigkeit besitzen, die Funktionen der fehlenden Proteine zu kompensieren, welche sie im
Wildtyp-Gehirn nicht ausfithren wiirden. Die Kompensierung einzelner Molekiile fiireinander
scheint ein lebensnotwendiger Mechanismus in Zellen zu sein. In der Evolutionsgeschichte
war die Entwicklung solcher quervernetzten Signalsysteme wahrscheinlich wichtig, um das

Uberleben auch unter weniger giinstigen genetischen Bedingungen zu gewihrleisten.
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Abkiirzungsverzeichnis

8 Abkiirzungsverzeichnis
°C Grad Celcius
Abb. Abbildung
APS Ammoniumpersulfat
bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise
CHLI1 Close Homologe to L1
CHO chinese hamster ovary
cm Zentimeter
CRASH Corpus callosum hypoplasia, mental retardation, adducted thumbs,
spasticity paraplegia and hydrocephalus
ddH,0O bidestilliertes Wasser
DNA Desoxyribonukleinsdure
DOC Desoxycholat
EDTA Ethylendiamin-tetraacetat
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERK extrazellulir regulierte Kinasen
et al. und weitere
FAK focal adhesion kinase
FCS Fotales Kilberserum
FN Fibronektin
GMEM Glasgow’s Minimal Essential Medium
GPI Glykosylinositolphosphat
h Stunde
HBSS Hank’s gepufferter Salz-Losung
HRP horseradish-peroxidase (Meerrettisch-Peroxidase)
Ig Immunglobulin
IeG Immunglobulin G
IgSF Immunglobulin-Superfamilie
1P Immunprézipitation
kDa Kilodalton
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ki

MAPK
mg
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ml
mM
mRNA
NCAM
nm
NRTK
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PAA
PAGE
PCR
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PLCy
PSA
PTK
RNA
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SH

Tab.
Taq
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TEMED
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Tyr

Uv
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molar, mol/l
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Milligramm
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neural cell adhesion molecule
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Polyacrylamid
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Phospholipase y
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rounds per minute
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Unit(s)

Ultraviolett
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