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1 Einleitung

1.1 Zelladhasionsmolekiile

Menschen und Tiere bestehen aus einer Vielzahl an Zellen, die den unterschied-
lichsten Aufgaben dienen. Dabei ,kleben“ die Zellen nicht einfach aneinander, son-
dern bilden hochorganisierte, dreidimensionale Strukturen. Dafiir verantwortlich
sind verschiedene Zelladhésions-Mechanismen, die durch Verbindung mit dem Zy-
toskelett der einzelnen Zellen den unterschiedlichen Geweben ein Geriist geben, das
ihrer Funktion angepasst ist. Durch Zelladhasionen wird die genetische Information

eines Organismus in seine dreidimensionale Form iibertragen.

Das System der Zelladhésion basiert vor allem auf zwei Bestandteilen: der extra-
zelluldren Matrix (extracellular matrix, ECM) und den Zelladhisionsmolekiilen (cell
adhesion molecules, CAMs). Zelladhdsionsmolekiile sind integrale Membranproteine
mit zytoplasmatischen, transmembranen und extrazelluliren Doménen. Die zyto-
plasmatische Seite dient u.a. der Verbindung zum Zytoskelett, welches die Zelle
durchzieht und ihr Stabilitdt und Form verleiht. Mit dem extrazelluldren Teil erfolgt
die homo- oder heterophile Bindung an andere Zellen oder an Molekiile der extra-
zelluldren Matrix. Obwohl durch diese Verbindungen das Gewebe stabilisiert und
fixiert wird, sind sie keineswegs starr und unflexibel, sondern stellen ein dynami-

sches System dar, welches schnell auf verdnderte Bedingungen reagieren kann.
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1.1.1 Neurale Zelladhasionsmolekiile

Die Entwicklung des Nervensystems besteht aus einer koordinierten Abfolge von
Induktion, Proliferation, Migration und Differenzierung von Nerven- und Gliazel-
len. Nach Beendigung der Gehirnentwicklung kommen diese Prozesse jedoch nicht
zum Stillstand. Durch dufere Einfliisse, z. B. wihrend des Lernens, verdndern sich
Morphologie und Physiologie der Nervenzellen kontinuierlich, um das Gehirn an
neue Gegebenheiten anzupassen (synaptische Plastizitit). All diese Prozesse werden
durch die Fahigkeit der Zellen, mit anderen Zellen und der extrazelluldaren Matrix
zu interagieren, ermoglicht. Ein GroRteil dieser Interaktionen wird durch neuronale
Zelladhésionsmolekiile vermittelt. Sie besitzen neben ihren adhisiven Eigenschaften
auch die Funktion von Signaliibertragern. Ihre groe Anzahl und Vielfalt erméglicht

den Zellen, auf eine Unmenge unterschiedlicher Signale zu reagieren.

Die neuralen Zelladhdsionsmolekiile werden nach ihren strukturellen und funktio-
nellen Eigenschaften in drei Gruppen eingeteilt: Integrine!12%232] Cadherine, deren
Adhision abhingig von Ca’* ist[140:276] ynd die Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie33.3001,

1.1.2 Die Immunglobulin-Superfamilie der Zelladhasionsmolekile

Die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie werden in unterschiedlichen Zellty-
pen exprimiert und erfiillen dort viele verschiedene Funktionen. Allen Mitgliedern
der Immunglobulin-Superfamilie ist die Inmunglobulindoméne als Strukturelement
gemein, eine kompakte Domine mit zwei konservierten Cysteinresten, die durch
zwei antiparallele -Faltblétter von 55-75 Aminosduren Linge voneinander getrennt
sind. Zur Familie gehoren z.B. die Immunglobuline selbst, T-Zell-Rezeptoren, der

major histocompatibility complex (MHC) und Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie der
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fibroblast growth factor-receptor (FGF-R). Die neuronalen Molekiile der Immun-
globulin-Superfamilie enthalten neben der Immunglobulindoméne noch ein weite-
res sich wiederholendes Strukturmerkmal, die Fibronectin-Typ-III-Doméne. Diese
Doméne wurde erstmalig als 90 Aminosduren umfassendes Motiv im extrazellulédre
Matrix-Molekiil Fibronectin beschrieben!'4%], Sie findet sich auch in anderen ex-
trazellulire Matrix-Molekiilen und ist an verschiedenen Interaktionen von Zellen

mit der extrazelluliren Matrix beteiligt!?4?]. In Abb. 1.1 sind einige Mitglieder der

Ig-ahnliche Doméne

Fibronectin-Typlll-
Domane

Transmembran-
domane

GPI-Anker

cytosolische
Doméne

NCAM180-spezifische
Domane

Tyrosinkinase-
Doméne

.

NCAM L1 F3 DCC MAG FGF-R

—_—]
-
[~ % 0my

Abbildung 1.1: Die Immunglobulin-Superfamilie (nach Cunningham, 19955%): Mitglie-
der einiger Untergruppen sind neural cell adhesion molecule (NCAM)[26-2801 ynd 1112271
F3/F11/Contactin!?33! deleted in colonrectal carcinoma (DCC)!1®, myelin associated glyco-

protein (MAG) 221 und fibroblast growth factor-receptor (FGF-R)[160],

Immunglobulin-Superfamilie dargestellt, die zugleich auch Vertreter eigener Unter-
gruppen sind. Eine der grofSten Untergruppen ist die L1-Familie, bestehend aus L1,

close homolog of L1 (ChL1), Neurofascin und NgCAM related cell adhesion molecule
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(NrCAM). Die Molekiile der L1-Familie werden hauptsichlich wihrend der Entwick-
lung des Nervensystems in Neuronen und Gliazellen exprimiert. Dort erfiillen sie
Funktionen bei der Zellmigration, der Myelinisierung, sowie dem Wachstum und der
Wegfindung von Axonen®%122], Die wichtige Rolle der L1-Proteine wird durch die
schweren neurologischen Defekte, die durch Mutationen in L1-Genen hervorgerufen
werden!?248.85,108] * deytlich. Die meisten Mitglieder der L1-Familie besitzen eine
dhnliche Struktur, bestehend aus sechs aminoterminalen Immunglobulin-Doménen,
gefolgt von vier bis fiinf Fibronectin-Typ-III-Modulen, einer Transmembrandoméne
und einer 85-147 Aminosauren langen und hochkonservierten zytoplasmatischen
Domaéne. Der extrazelluldre Teil dient sowohl der Interaktion mit anderen Prote-
inen, z.B. Proteinen der ECM (heterophile Interaktion), als auch der Interaktion
mit L1-Molekiilen (homophile Interaktion). Diese Interaktionen kénnen cis oder
trans stattfinden, d. h. mit Proteinen auf der ,eigenen“ Zelloberflache oder mit Pro-
teinen der ECM oder auf der Oberfliche anderer Zellen. Auf diese Weise werden
Adhéasion und Signalweiterleitung vermittelt. Die intrazelluldre Doméne von L1
interagiert mit Teilen des Zytoskeletts, mit Proteinkinasen und spielt eine Rolle bei

der Endozytose.

1.1.3 Das Zelladhasionsmolekiil L1

Das neurale Zelladhédsionsmolekiil .1 gehort zu den am besten untersuchten Zell-
adhésionsmolekiilen. L1-homologe Proteine wurden in unterschiedlichen Arten ent-
deckt, z.B. nerve growth factor-inducible large external glycoprotein (NILE, Ratte),
Ng-CAM (Huhn), LAD-1 (Fadenwurm) und Neuroglian (Taufliege). Der Grad der
Homologie zwischen den verschiedenen Arten reicht von 30 bis zu 60 %, wobei
die hochste Ubereinstimmung in der zytoplasmatischen Doméne zu finden ist. Die
Homologien zwischen Mensch, Maus und Ratte liegen bei 92-97 %, wobei die zyto-

plasmatischen Doménen hier zu 100 % iibereinstimmen.
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L1 wird als etwa 200 kDa grofdes Glycoprotein exprimiert. Durch proteolytische Pro-
zessierung entstehen Fragmente von 30, 50, 80, 140 und 180 kDa GroRe[134.168,228]
L1 besteht aus sechs aminoterminalen Immunglobulin-Doménen, gefolgt von fiinf
Fibronectin-Typ-IlI-Modulen, einer Transmembrandomaéne und einer 114 Aminosau-
ren langen zytoplasmatischen Doméne. Die extrazellulire Doméne von L1 verfiigt
iiber 21 potentielle Glykosylierungsstellen. Tatsdchlich tragen Zucker zu 25 % zur

Gesamtmasse von L1 beijl168:228]

Durch alternatives Spleif3en existieren zwei Isoformen von L1, die gewebe- und zell-
spezifisch exprimiert werden. Die neuronale Isoform besteht aus der gesamten ko-
dierenden Sequenz (28 Exons), der nicht-neuronalen Isoform fehlen die Exons 2
und 27. Letztere findet sich z.B. im Nervensystem in Schwannzellen, Astrozyten
und Oligodendrozyten!?”>] sowie in der Epidermis und der Niere!®82%5] Das in der
nicht-neuronalen Isoform fehlende Exon 27 kodiert ein vier Aminosduren langes
Stiick der intrazelluldren Doméne von L1. Dieses RSLE-Motiv spielt eine wichtige

Rolle bei der Endozytose!'3>] und der Neuritenverzweigung!#°!.

Die Expression von L1 beginnt bereits in einer frithen Phase der neuronalen Ent-
wicklung. Postmitotische Neurone, die zu ihren endgiiltigen Positionen im Gehirn
wandern, zeigen auf ihrer Oberflidche L1[216], Nach Beendigung der Migration ist L1
vorwiegend auf den auswachsenden Axonen und ihren Wachstumskegeln lokalisiert.
Im adulten Nervensystem ist L1 nur noch auf nicht-myelinisierten Axonen zu fin-
den151801 Im peripheren Nervensystem wird L1 auch von nicht-myelinisierenden

Schwannzellen exprimiert(179 1801,

Im Einklang mit seinem Expressionsmuster ist L1 in viele Prozesse des sich ent-
wickelnden sowie des adulten Nervensystems involviert. Die wichtigste Funktion
ist dabei die Zelladhision!10%198.2281 welche die Grundlage vieler weiterer Vor-

gange bildet, fiir die L1 eine wichtige Rolle spielt. Dazu gehoren die Migration
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postmitotischer Neurone!'%-198] Axonwachstum und -biindelung sowie axonale

[41,81,154,157,229] [43,171]

Wegfindung , Forderung des Zelliiberlebens von Neuronen
und Myelinisierung®®*. AuRerdem spielt L1 eine Rolle bei der Regeneration von

AxonenM81l) bei der synaptischen Plastizitit sowie Lern- und Gedichtnisprozes-
sen[8.175,240,247]

Diese vielfédltigen Funktionen werden u.a. durch homophile Interaktionen von
L1-Molekiilen, die sowohl cis als auch trans stattfinden, vermittelt!111:162,193]1 Dga_
bei spielt die posttranslationale Prozessierung von L1 eine wichtige Rolle. Pro-
teolyse durch ADAM-10, ADAM-7, PC5A und ~Secretase fiihrt zu loslichen L1-
Fragmenten, die das L1-vermittelte Neuritenwachstum sowie Adhésion und Migra-
tion beeinflussen!!34176.186] Neben den homophilen Wechselwirkungen sind auch
die heterophilen Interaktionen von L1-Molekiilen fiir viele L1-Funktionen essentiell
(Abb. 1.2). Bisher bekannte Interaktionspartner von L1 sind die Zelladh&sions-
molekiile NCAM[133]) F3/F11/Contactin!3!!, Axonin-1/TAG-1[153] DM1-GRASPP7],
einige Integrine(®7-243] der FGF-Rezeptor[3°!!, CD9!?>1 und CD24!132], AuRerdem
bindet L1 Molekiile der extrazelluliren Matrix wie Laminin!°®! und die Proteoglyka-
ne Phosphacan!®! und Neurocan!®”!. Zudem bildet L1 zusammen mit Neuropilin-1
einen Rezeptor fiir Semaphorin3A, ein auf wachsende Neuriten repulsiv wirkender
Signalstoffl37], Intrazelluldr existieren mehrere Wege, auf denen L1 Signale weiter-
leitet. Durch Interaktion von L1 mit dem FGF-Rezeptor wird dessen intrazellulédre
Tyrosinkinaseaktivitdt aktiviert und eine Signalkaskade ausgelost, die {iber die Ak-
tivierung von Phospholipase Cy (PLCy) schlieflich einen Einstrom von Ca?*-Ionen
verursacht!29,65,66,148,172,187,244,246,294,301]  pje erhohte lokale Calciumkonzentra-
tion aktiviert calciumsensitive Kinasen, wie z. B. die Ca?*/Calmodulinkinase II, die
das Neuritenwachstum beeinflusst[101,268,278,305] ‘Weitere L1-abhingige Signalkas-
kaden werden durch Interaktionen mit den Proteinkinasen chicken embryo kinase

5/EphB2 (Cek5), Casein kinase II und p907** ausgelost!15>303,314.315] ' Clustering
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Abbildung 1.2: Extrazelluldre und intrazelluldre Interaktionen von L1

von L1 an der Zelloberflache aktiviert die mitogen activated protein kinase (MAP-
Kinase) und die extracellular signal-regulated kinase (ERK), was zu Neuritenwachs-
tum und Migration fiihrt/?>7], Eine weitere Kinase, die in die L1-Signaltransduktion
involviert ist, ist die Tyrosinkinase pp60°—*"¢. pp60°~*"-defiziente Neurone zei-
gen ein vermindertes L1-abhingiges Neuritenwachstum!'27), Ob pp60¢~*"¢ dabei
direkt an L1 bindet, ist jedoch noch nicht geklart. Zudem ist pp60°—*"¢ in die cla-
thrinabhédngige L1-Endozytose sowie die L1-vermittelte MAP-Kinase-Aktivierung

involviert[254.2571

Mutationen im L1-Gen fithren zu verschiedenen x-chromosomal rezessiv vererbba-

ren neurologischen Erkrankungen, die unter dem Begriff L1-Syndrom zusammen-
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gefasst werden!®%. Darunter sind das MASA-Syndrom (mental redardation, aphasia,
shuffling gait, adducted thumb'2°1), HSAS (hydrocephalus due to stenosis of the aque-
duct of Sylvius'?11), SP1 (spastic paraparesis type 11411) und ACC (agenesis of cor-
pus callosum!86.131,2921) Typische Symptome des L1-Syndroms sind Hydrocephalus,
geistige Entwicklungsverzogerungen, Spastiken und eine Agenesie des Corpus Cal-
losum. Die Mutationen betreffen das gesamte L1-Gen und beinhalten Punkt-, miss-
ense- und nonsense-Mutationen sowie Deletionen und Insertionen. Je nach Phanotyp

konnen sie in drei Gruppen unterteilt werden (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Genotyp-Phiinotyp-Relation von LI-Mutationen (aus Weller und Girtner, 2001201)

Genotyp Phénotyp potentielle L1-Funktion

Klasse I Mutationen, die zur Abtrennung der ex-  schwer vollstidndiger Verlust der Prote-
trazelluldren Doméne fiihren infunktion

Klasse 11 missense-Mutationen in der extrazel- schwer bis extrazellulire Funktionen und
luldren Doméne mild Zelladhision nur z. T. erfiillt

Klasse Il Mutationen in der intrazelluldiren mild extrazelluldare Funktionen und
Domine Zelladhision bleiben erhalten

Art und Ausmal} der Symptome variieren stark innerhalb und zwischen den be-

troffenen Familien und lassen epigenetische Einfliisse auf die Mutationen vermu-

ten[142],

Zum besseren Verstindnis des L1-Syndroms wurden Mausmodelle entwickelt, die
Mutationen im LI1-Gen aufweisen!®-52], Die konstitutiv L1-defizienten Tiere wei-
sen einen dem Menschen sehr dhnlichen Phénotyp auf. Die beobachteten Veradn-
derungen im zentralen Nervensystem sind u.a. Hypoplasien des corticospinalen
Traktes, des Corpus Callosum und des Kleinhirnwurms sowie vergrof3erte Ventri-
kel[#9:52.59.85] 'gie besitzen eine verkiirzte Lebensdauer (abhingig vom genetischen
Hintergrund), zeigen lokomotorische Defizite und ein gestortes rdumliches Lernver-

mogen!8>],
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1.1.4 L1 und das Zytoskelett

L1-gesteuerte Prozesse wie Neuritenwachstum und Migration erfordern eine Reor-
ganisation des Zytoskeletts. Dabei spielt das Zytoskelettprotein Aktin eine groR3e
Rolle. Durch standiges Polymerisieren und Depolymerisieren von Filamenten, beste-
hend aus vielen G-Aktin-Untereinheiten, ermoglicht es das Ausbilden von Lamellipo-
dien und Filopodien und schliel3lich die Fortbewegung von Wachstumskegeln oder

der gesamten Zelle. Die mechanischen Kréfte dazu werden durch den riickwértsge-

£[166]

richteten Strom von Aktinfilamenten generier

L1 L1 .
(Y1176-phosphoryliert) | (unphosphoryliert) «? Ankyrin

. Clathrin-umhiilite '
Jﬁyo F-Aktin ves'kell u u 0 Endosom

Abbildung 1.3: Mechanismus des L1-Recyclings im neuronalen Wachstumskegel (nach Ka-

miguchi und Lemmon, 2000[135])

Zelladhasionsmolekiile wie L1 spielen dabei eine wichtige Rolle, da sie feststehende,
extrazelluldre Molekiile mit dem Aktinstrom verbinden und somit eine Vorwartsbe-

wegung des Wachstumskegels oder der Zelle erméglichen!67-2731, Dabei entsteht
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ein Gradient, wobei an der Vorderkante viele, im hinteren Teil des Wachstumske-
gels weniger Zelladhédsionsmolekiile vorhanden sind. Im Wachstumskegel von Neu-
ronen wird L1 in der hinteren C-Doméne des Wachstumskegels endozytiert und zur
vorderen P-Doméne transportiert, wo es wieder an die Zelloberfliche gelangt!!3°!

(Abb. 1.3).

Die Endozytose von L1 erfolgt via Clathrin-umbhiillter Vesikel. Dabei bindet die in-
trazelluldre Doméne von L1 an AP-2, ein Adapterprotein, welches die Bindung von
Membranproteinen an Clathrin-umbhiillte Vesikel vermittelt!'36:145] Dje Bindungs-
stelle von AP-2 ist das Motif YRSLE in der intrazelluliren Doméne von L1131, wel-
ches in der nicht-neuronalen Isoform von L1 nicht vorkommt. Der Transport der
Endosomen erfolgt vermutlich iiber Mikrotubuli, die bis in die P-Doméne der Wachs-
tumskegel hineinreichen!!3%]. Wieder in die Membran integriert, bindet L1 an extra-
zelluldre Substrate wie z. B. Laminin. Eine Verkniipfung von L1 mit dem Zytoskelett
und extrazelluldren Substraten sowie das kontinuierliche Hinzufiigen neuer Mem-
branbestandteile zur Vorderkante des Wachstumskegels fiihren zur Translokation

von L1 in die C-Domaéne.

Die Verbindung von L1 zum riickwartsgerichteten Strom der Aktinfilamente erfolgt
u.a. iiber Ankyrin, ein spektrinbindendes Protein, welches eine Verbindung zum
Aktinzytoskelett darstellt’>*5%], Die Ankyrin-Bindungsstelle FIGQY ist ein hochkon-
serviertes Motiv in der intrazelluldren Doméne von L1, wobei eine Phosphorylierung
des Tyrosinrestes durch MAP-Kinase die Bindung von Ankyrin aufhebt[92.123,298,312]
Eine Inhibition der Bindung von Ankyrin an L1 durch Peptide resultiert in einem ver-

besserten L1-vermittelten Neuritenwachstum! ¢!,

Studien an Hinterwurzelganglien aus Hithnerembryos sowie B28-Gliomazellen zei-
gen eine Colokalisation von L1 mit Aktinfilamenten, die entweder durch Behand-

lung mit Cytochalasin oder durch Deletion des membrannahen Teils (Lysin1147-
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Lysin1150) der intrazelluliren Doméne aufgehoben werden kann>!-164, Dies deu-
tet entweder auf eine direkte Interaktion der intrazelluldren Doméne von L1 mit
Aktin hin, oder auf eine Vermittlung dieser Bindung durch ein bisher unbekanntes

Protein.

In kiirzlich veroffentlichten Studien wurde ein weiteres Protein entdeckt, das L1
mit dem riickwartsgerichteten Strom der Aktinfilamente in Verbindung bringt. Shi-
mada et al. konnten zeigen, dass Shootinl, ein hirnspezifisches Protein, welches in
Axonausbildung und Polarisierung involviert ist’?®3] sowohl L1 als auch die sich re-
trograd bewegenden Aktinfilamente in Wachstumskegeln bindet und somit L1 mit

dem retrograden Strom verkniipfen kénnte2611,

Neben Ankyrin bindet L1 auch an Ezrin, ein Protein der Ezrin-Radixin-Moesin-
Familie (ERM). Die Bindung von Ezrin an Aktin ist in die L.1-abhéngige Verzweigung
von Neuriten involviert'®®. Cheng et al. konnten zeigen, dass die L1-Ezrin-Bindung
sowohl von der membrannahen Region der intrazelluliren Doméne von L1 (KGG-
KYSVKDK) als auch dem RSLE-Motiv abhingt!4®!. Zusitzlich zu diesen Motiven
lokalisierten Tyukhtenko et al. via NMR-Analyse eine weitere Bindestelle von Ezrin

im Akyrinbindemotiv von L1[290],

Fiir andere Molekiile der L1-Familie konnten noch weitere Zytoskelett-assoziierte
Proteine als Bindungspartner identifiziert werden. So bindet Neurofascin an Double-
cortin{4®) ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein'®®!, und Syntenin-111591 welches als

Adapterprotein fungiert und mit Aktinstressfasern colokalisiert ist[193],
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1.2 Regulation des Zytoskeletts bei Neuritogenese und

Neuritenwachstum

Neurone weisen eine besonders grofse morphologische Komplexitdt und eine Viel-
zahl an Strukturen auf. Dies reicht von meterlangen Axonen der Giraffe bis hin
zu den tausenden winzigen Verzweigungen menschlicher Purkinjezellen. Fiir diese
morphologische und damit auch funktionale Bandbreite ist eine ausgekliigelte Re-
gulation des Zytoskeletts der Zelle notwendig. Zu kldren, wie extrazelluldre Signale
das Zytoskelett und damit die Form der Zelle beeinflussen, ist wichtig fiir das Ver-

staindnis des Nervensystems und seiner Funktion.

1.2.1 Rho-GTPasen

Wichtige Regulatoren des Aktinzytoskeletts sind die Rho-GTPasen. Sie gehoren
zur Superfamilie der Ras-verwandten kleinen GTPasen und werden in allen eu-
karyotischen Zellen exprimiert. Zu den Rho-GTPasen gehoren RhoA, RhoB, RhoC,
Racl, Rac2, Rac3, Cdc42, RhoD, Rndl, Rnd2, RhoE/Rnd3, RhoG, TC10, TCL,
RhoH/TFE Chp, Wrch-1, Rif, RhoBTB1, RhoBTB2, Miro-1 und Miro-2[1), Thre Ak-
tivitdt wird durch die Bindung von GDP (inaktiv) oder GTP (aktiv) reguliert. Der
Wechsel zwischen den Aktivitatszustdnden wird durch guanine nucleotide exchange
factors (GEFs)[2°81 GTPase activating proteins (GAPs)1'8! und guanine nucleotide-
dissociation inhibitors (GDIs)[?10! katalysiert (Abb.1.4). Aktive Rho-GTPasen ver-
mitteln eine Reihe verschiedener Funktionen, darunter Morphogenese, Migration,
neuronale Entwicklung, Zellteilung, Vesikeltransport und Adhésion!!3°!. Die am bes-
ten untersuchten Rho-GTPasen sind Cdc42, Racl und RhoA. Fiir sie sind bisher iiber
50 Bindungspartner bekannt, u. a. Serin/Threoninkinasen, Tyrosinkinasen, Lipasen
und Oxidasen. Durch die Bindung der Rho-GTPasen kommt es vermutlich zu einem

Konformationswechsel des Effektorproteins, der zu seiner Aktivierung fiihrt[23],
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DN: dominant-negativ

Effektor- CA: konstitutiv-aktiv

proteine

Abbildung 1.4: Regulation der Rho-GTPasen (aus Heasman und Ridley, 2008[115])

Die Rho-GTPasen Racl und Cdc42 sind fiir die Ausbildung von Lamellipodien und
Filopodien verantwortlich. Diese Ausstiilpungen, die entweder eine lamellen- oder
fingerartige Form besitzen, dienen als Sensoren fiir die unmittelbare Umgebung ei-
nes Wachstumskegels wéhrend seiner Wanderung. Cdc42-defiziente Neurone zeigen
eine verringerte Anzahl an Filopodien®!) und dominant-negatives Racl blockiert
die Bildung von Lamellipodien in T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten und Epithel-
zellen!?3%], Beide Proteine interagieren mit dem actin-related protein-2/3 (Arp2/3),
einem Proteinkomplex, der die Bildung von Verzweigungen der Aktinfilamente re-
guliert!’°%!, Die Interaktion erfolgt durch die Bindung an verschiedene Proteine der
Wiskott-Aldrich syndrome protein Familie (WASP). In vitro-Experimente zeigen, dass
Cdc42 direkt an N-WASP bindet und dadurch die Arp2/3-Bindestelle von N-WASP
enthiillt®?39], Allerdings zeigen N-WASP-defiziente Zellen ein normales Filopodien-
wachstum!267] weshalb der genaue Mechanismus, iiber den Cdc42 die Filopodien-
bildung reguliert, noch weiter untersucht werden muss. Racl interagiert mit ei-
nem N-WASP-verwandten Protein, dem WASP-family verprolin-homologous prote-
in (SCAR/WAVE)!188] Racl bindet nicht direkt an WAVE, jedoch an Nap125 und
PIR121[68] die mit WAVE einen Komplex bilden. Vermutlich wird der Komplex
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durch die Bindung von Racl aufgelost und das freie WAVE kann iiber Arp2/3 die

Aktinpolymerisation beeinflussen.

Neben den WASP-Proteinen ist eine weitere Proteinfamilie fiir die Aktinpolymerisa-
tion verantwortlich, die Formine. Rho 16st die Polymerisation von Aktin durch Inter-
aktion mit diaphanous-related formin (DRF) und mammalian diaphanous (mDial)
aus. Dabei dndert das Formin-Protein seine Konformation und ist schlieflich in der
Lage, an die Enden von Aktinverzweigungen zu binden und dort die Polymerisa-
tion voranzutreiben!313], Cdc42 bindet an mDia2, welches an der Bildung von Fi-
lopodien beteiligt ist’?1>). Zusitzlich zur Verlingerung regulieren die Rho-GTPasen
auch die Organisation der Aktinfilamente. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die Rho-
associated, coiled-coil-containing protein Kinase (ROCK). RhoA aktiviert ROCK, wel-
che daraufhin die myosin light chain Phosphatase (MLC Phosphatase) phosphoryliert
und damit inaktiviert. Dies fiihrt zu einem Anstieg der MLC-Phosphorylierung und

zu einer vermehrten Vernetzung von Aktinfilamenten durch Myosin 1112371,

Zur Bildung von Filopodien und Lamellipodien bedarf es nicht nur einer Reorga-
nisation der Aktinfilamente. Mikrotubuli spielen ebenfalls eine wichtige Rolle. Sie
besitzen eine polare Struktur, bestehend aus dem sogenannten Minus-Ende, wel-
ches meist am Centrosom lokalisiert ist, und dem Plus-Ende, welches in die Zellperi-
pherie hineinragt. Proteine, die am Plus-Ende binden, beeinflussen die Stabilitit der
Mikrotubuli, indem sie entweder Wachstum oder Schrumpfen der Mikrotubuli auslo-
sen (dynamische Instabilitdt). Proteine der Op18/Stathmin-Familie binden z. B. das
Plus-Ende und verursachen den Abbau der Mikrotubuli®®]. Ausgelést durch extra-
zelluldre Signale bewirken Racl/Cdc42 die Phosphorylierung von Op18/Stathmin,
was zu einer Inaktivierung und somit zur Verlingerung der Mikrotubuli fithrt[53],
Ein weiterer Effektor von Racl/Cdc42 ist IQGAP, welches an der Vorderkante mi-
grierender Zellen angereichert ist. IQGAP bindet iiber das cytoplasmic linker protein

170 (CLIP-170) an das Plus-Ende von Mikrotubuli und rekrutiert diese hiermit in die
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auswachsenden Bereiche der Zelle. Konstitutiv-aktives Racl oder Cdc42 fiihren zu
einer erhohten Bindung von IQGAP und dem end-binding protein (EB1), wodurch
die Polarisierung der Zelle beschleunigt wird!88]. Cdc42 reguliert zudem durch Bin-
dung an polarity protein partitioning-defective-6 (PAR6) die Polarisierung der Zelle.
PAR6 bildet mit PAR3 und die atypical protein kinase C (aPKC) den PAR-Komplex,
der durch gezielte Rekrutierung von Proteinen die Ausbildung polarer Strukturen
ermoglicht?97), In Epithelzellen wurde gezeigt, dass Cdc42 fiir die korrekte Lokali-
sierung des PAR-Komplexes verantwortlich ist'178!, Zudem reguliert Cdc42 iiber den
PAR-Komplex die Bindung von adenomatous polyposis coli tumor supressor protein
(APC) und dem Mikrotubuli-Plus-Ende-bindenden Protein EB1, welche zur Stabili-

sierung und distinkten Lokalisierung der Mikrotubuli beitragen!1922971,

Durch die Regulation der Polarisation sind Rho-GTPasen in viele Vorgidnge des Ner-
vensystems involviert. Dazu gehoren die axonale Wegfindung und Wachstum, wo-
bei Racl fiir die Wegfindung und Cdc42 fiir das Wachstum verantwortlich zu sein
scheint?]. Studien an Oligodendrozyten und Schwannzellen zeigten zudem eine
Rolle fiir Cdc42 bei der Schwannzellproliferation und fiir Racl bei der Ausbildung
von Schwannzellfortsitzen und deren Stabilisierung('7-2811, Cdc42 ist zudem wich-
tig fiir fiir die Differenzierung eines Neuriten zum Axon!®!!, In unreifen, noch nicht
polarisierten Neuronen sind RhoA, Racl und Cdc42 gleichmifig in den Neuriten
verteilt. Erst nach der Differenzierung in Dendriten und Axone findet sich Rac1 vor-
wiegend in den Axonen, RhoA in Dendriten und Ccd42 in allen Neuriten[?%3!, Die
unterschiedlichen Funktionen der Rho-GTPasen spiegeln sich also auch in ihrer un-

terschiedlichen Lokalisation wieder.

Racl/Cdc42 und RhoA besitzen auflerdem wichtige Funktionen bei der Zellmi-
gration und Chemotaxis. Vereinfacht dargestellt sorgen Racl/Cdc42 fiir die Aktin-
basierenden Ausstiilpungen an der Vorderkante, wohingegen Rho an der Riicksei-

te iiber ROCK und MLC fiir das Zusammenziehen der Aktinfilamente zustindig
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ist[90,128,151,237] Rho reguliert zudem die Oberfléichenlokalisation von DCC, einem
zur L1-Familie gehorenden Rezeptor des chemoattraktiven Signalstoffs Netrin-1
und sorgt auf diese Weise fiir eine riickliufige Wachstumskegelbewegung!'°7!,
Bisher unveroffentlichte Daten von S. Gensler und C. Dotti (Universitat Leuven)
zeigen, dass die Rho-GTPasen Racl und Cdc42 mit L1 interagieren. Dies konnte
durch Co-Immunprézipitationen aus Wachstumskegeln aus Rattenhippocampi ge-
zeigt werden. Zudem konnte eine Co-Lokalisierung von Racl und Cdc42 mit L1
durch Immunfluoreszenz an Wachstumskegeln aus Rattenhippocampi beobachtet
werden. RhoA hingegen zeigte keine Interaktion bzw. iiberlappende Immunférbung.
Die Hemmung von p21-activated protein kinase 1 (PAK1) und MAP kinase kinase
kinase 1 (MEKK1) (Effektorkinasen von Racl/Cdc42) fiihrte zu einer deutlichen
Verringerung des L1-abhingigen Neuritenwachstums und auch zu einer verringer-
ten L1-abhingigen Polarisierung der Zellen, also der Entwicklung des Axons aus

einem der auswachsenden Neuriten.

1.2.2 Cofilin-1

Cofilin-1 ist ein weiteres downstream-Effektorprotein der Rho-GTPasen. Es gehort
mit muskuldrem Cofilin-2 und dem actin depolymerizing factor (ADF) zur AC-
Proteinfamilie. 1980 wurde ADF als erstes Mitglied dieser Familie aus dem Gehirn
von Hiihnern isoliert!!#) und nach seiner Fihigkeit, Aktinfilamente zu depolyme-
risieren, benannt. Cofilin-1 wurde 1984 aus Schweinehirn isoliert!2°1!. Der Name
begriindet sich auf seiner Eigenschaft, mit Aktinfilamenten zu co-sedimentieren
(cofilamentous with actin). Die Mitglieder der AC-Familie werden ubiquitédr expri-
miert und sind hochkonserviert. So exprimiert jede aktinexprimierende Sdugerzelle

auch ein oder mehrere Mitglieder der AC-Familie.

ADE Cofilin-1 und Cofilin-2 sind aktindepolymerisierende Proteine. Sie generie-
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ren zum einen monomeres Aktin (G-Aktin, von ,globuldr®) aus Aktinfilamenten (F-
Aktin), zum anderen konnen sie ein einzelnes Filament in mehrere kurze Filamente

teilen.

Aktinfilamente sind, genau wie Mikrotubuli, polare Strukturen. Sie besitzen ein
schnell wachsendes Ende, das sogenannte barbed end, und ein langsam wachsen-
des Ende, das sogenannte pointed end. Am barbed end wird ATP-bindendes G-Aktin
angefiigt. Daraufthin wird ATP zu ADP und freiem Phosphat hydrolysiert. Somit be-
steht das Filament am barbed end aus ATP-Aktin, das pointed end aus ADP-Aktin.
Cofilin besitzt eine hohere Affinitat zu ADP- als ATP-Aktin, weshalb es bevorzugt am

pointed end bindet und dort fiir die Freisetzung von Aktinmonomeren sorgt.

Die Aktivitdt von Cofilin wird auf unterschiedliche Weise reguliert, darunter Phos-
phorylierung am Serin 3[1%9! pH-Wert[113.114]/ Bindung von 14-3-3 Proteinen!'%%],
Konkurrenz mit Tropomyosin!®211] und die Bindung an Phosphoinositide[3%), Ver-
schiedene extrazelluldre Stimuli, z. B. EGE, NGF oder Semaphorin3A fithren zu An-
derungen der Phosphorylierung von Cofilin[% 185311 In vitro-Experimente zeigen,
dass phospho-Cofilin nicht mehr in der Lage ist, an Aktin zu binden!!! oder es zu
depolymerisieren!??!, Bisher sind zwei Kinasen bekannt, die fiir diese Inaktivierung
verantwortlich sind: LIM-Kinasen (benannt nach der LIM-Doméne, die zuerst in den
Proteinen Linll, Isl-1 und Mec-3 gefunden wurde) und testicular protein Kinasen
(TES-Kinasen)®-28%308]  Die beiden Isoformen der LIM-Kinase, LIMK1 und LIMK2,
werden ubiquitar exprimiert und durch die Rho-GTPasen Racl, Cdc42 und RhoA
reguliert>70-208] Ein Effektorprotein von Racl und Cdc42 ist PAK1. PAK1 ist in
der Lage, durch Phosphorylierung am Threonin 508 LIMK1 zu aktivieren!”%!, RhoA
reguliert die LIM-Kinase-Aktivitdt durch ROCK, welche ihrerseits LIMK2 am Threo-
nin 505 phosphoryliert und damit aktiviert?’2!, Die Aktivierung von TESK1 erfolgt
ebenfalls durch RhoA, jedoch nicht iiber ROCK oder PAK1[284], Ein méglicher Me-

chanismus wiére die Aktivierung des MAP Kinase Signalweges durch Rho, der zur
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Aktivierung von TESK1 fiihrt!?84! Die Inaktivierung von Cofilin durch die Kina-
sen wird durch Phosphatasen wieder aufgehoben. Zwei spezifische Phosphatase-
Typen wurden bisher identifiziert, die Slingshot-Phosphatase-Familie (SSH1, SSH2
und SSH3) und Chronophin (CIN)!¥%:204 Dje Regulation der Cofilin-Aktivitit ist in

Abb. 1.5 schematisch dargestellt. Da Cofilin und seine Regulatoren in neuronalen

Rho Rac Cdc42
R
\ GTPase
C— Phosphatase
O Kinase
\ (pCofilin \
(Cofilin)
777777 ) —_—
e ——
F-Actin G-Actin

Abbildung 1.5: Regulierung der Aktivitdt von Cofilin

Wachstumskegeln angereichert sind[13:74.9%.2411 ynd dort die Dynamik des Aktinzy-
toskeletts beeinflussen, sind sie vermutlich an Neuritenwachstum und axonaler Weg-
findung beteiligt. Tatsichlich wird durch Uberexpression von Cofilin in PC12-Zellen,
dorsalen Hinterwurzelganglien des Huhns und kortikalen Neuronen der Ratte das
Neuritenwachstum verstarkt!74 84 Im Gegensatz dazu fithrt die Uberexpression
von LIMK1 in Neuronen zu einer verminderten Beweglichkeit des Wachstumske-
gels!74. Auch das Kollabieren des Wachstumskegels als Reaktion auf Semaphorin3A
oder Nogo-66 ist abhingig von LIMK1[2124], Diese Daten lassen auf einen negati-

ven Effekt von LIMK1 auf das Neuritenwachstum schlief3en. Andere Studien zeigen



1.2 Regulation des Zytoskeletts bei Neuritogenese und Neuritenwachstum 27

jedoch, dass die Uberexpression von LIMK1 in Hippocampusneuronen ein erhéh-
tes Neuritenwachstum hervorruft, welches durch Inhibition von LIMK1 unterdriickt
wird[161,241,289,307] " gomit scheint die genaue Aufgabe der Phosphorylierung von
Cofilin durch LIMK1 noch nicht ausreichend geklart. Der Einfluly von Semaphorin3A
auf die LIMK1-Aktivitat und damit auch auf Cofilin ist fiir die vorliegende Arbeit von
besonderem Interesse, da L1 mit Neuropilin-1 einen Rezeptor fiir Semaphorin3A
darstellt!®8!, L1 konnte also in den Effekt von Semaphorin3A auf LIMK1/Cofilin in-

volviert sein.

1.2.3 Regulation der Mikrotubuli bei Migration

Neuronale Migration ist ein wichtiger Bestandteil der Entwicklung des Nervensys-
tems. Dabei zeigen Neurone eine bestimmte Form der Migration, die sie von an-
deren Zellen unterscheidet. Bei Fibroblasten und Neutrophilen wurde gezeigt, dass
die wandernde Zelle Lamellipodien in Bewegungsrichtung ausbildet[2361, Zellkorper
und Zellkern sind stark an die Vorwéartsbewegung der Vorderkante gekoppelt und
bewegen sich stetig mit. Migrierende Neurone hingegen bilden lange Fortsitze aus,
deren Bewegung vom Zellkérper und -kern entkoppelt sind!?'2]. Mit Hilfe dieser
Fortsatze wird zunéchst die Umgebung auf verschiedene repulsive oder attraktive
Signalstoffe untersucht. Erst, wenn sich der Fortsatz konsequent in eine Richtung

bewegt, folgt der Rest der Zelle[6%2991,

Die Migration erfordert verschiedene Reorganisationen des Zytoskeletts. Eine wich-
tige Rolle spielen hier die Mikrotubuli: Die Mikrotubuli gehen vom sogenann-
ten Centrosom oder microtubule organizing center (MTOC) aus, welches sich vor
dem Zellkern befindet. Von dort strahlen die Mikrotubuli einerseits in den an-
terograden Fortsatz aus, andererseits umhiillen sie den Zellkern in Form eines

Kafigs!102,222,238,269,2771 (Abb, 1.6). Genau wie Aktinfilamente sind Mikrotubuli
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polare Strukturen mit einem schnell und einem langsam wachsenden Ende (Plus-

und Minus-Ende). Das Plus-Ende zeigt vom MTOC in die Peripherie der Zelle, wo

es von Plus-Ende-bindenden Proteinen in die korrekte Richtung geleitet wird. Bei
perinukledre

Mikrotubuli
MToc Fortsatz

Nukleus

;

S

Zeit

!

Abbildung 1.6: Mikrotubuliorganisation im migrierenden Neuron (aus Tsai und Gleeson,
2005[288])

der Migration bildet sich zunachst der Fortsatz, der durch Mikrotubuli stabilisiert

wird. Darufhin bewegt sich das MTOC in den Fortsatz, dem schliel3lich der Zellkern
folgt[2691,

Die gerichtete Migration von Zellen ist bei der Entwicklung des Nervensystems es-

sentiell. Dies wird besonders am cerebralen Kortex deutlich. Er besteht aus sechs
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Schichten, die sich widhrend der Embryonalentwicklung ausbilden. Jede dieser
Schichten zeichnet sich durch eine bestimmte Zusammensetzung aus verschiede-
nen Nervenzelltypen aus, die durch eine regulierte Migration der Neurone erreicht
wird. Die Migration der Zellen erfolgt frei oder entlang von radialen Gliazellen. Thre
Fortsétze reichen radial aus der sogenannten Vertrikuldrzone heraus und bilden den
Wegweiser fiir die wandernden Neuronel?23](Abb. 1.7). Die radialen Gliazellen die-
nen auch als neuronale Vorlduferzellen!®25%], Die ersten postmitotischen Neurone
wandern aus und bilden die Praplatte, die sich spater in die oben liegende Margi-
nalplatte und die darunter liegende Subplatte unterteilt. Dabei bewegen sich die
Zellen durch die sogenannte nukledre oder somale Translokation, bei der sich ein
Zellauslaufer an die obere Schicht heftet, wihrend der Zellkérper ihm in stetiger Be-
wegung folgt. Zwischen den so gebildeten Marginal- und Subplatten entstehen nach
dem inside-out-Prinzip die weiteren Schichten, d. h. es entsteht zunéchst Schicht VI,
unter der sich dann die Schichten V-II ausbilden!'73:2241 Aus der Marginalplatte
wird spéater Schicht I. Dabei wird die nukledre Translokation mit zunehmender Di-
stanz der Schichten von der Ventrikuldrzone durch die radiale Migration entlang

der Gliazellen ersetzt.

1.2.3.1 Lis1, Dynein, Doublecortin und Nde1

Eine Vielzahl an Fehlbildungen des Gehirns gehen auf Migrationsdefekte wahrend
der Entwicklung zuriick!®3). Solche neuronal migration disorders (NMDs) betreffen
vorwiegend den Kortex, und viele von ihnen zihlen zu den sogenannten Lissenze-
phalien. Lissenzephalien zeichenen sich durch eine verringerte Anzahl an Neuronen
aus, die sich im fiir Lissenzephaliepatienten charakteristischen Fehlen der Faltungen
des Kortex dulBert (Agyrie oder Pachygyrie). Die gestorte Migration der Neurone
fithrt zudem zu einer Fehlorganisation der kortikalen Schichten. Patienten zeigen

vergrof3erte Ventrikel, geistige Entwicklungsverzégerung und Epilepsie. Das Ausmal3
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Abbildung 1.7: Aufbau des cerebralen Kortex (aus Hatten, 2002[1121): Zunichst entstehen
die Marginalplatte (Schicht I) und die Subplatte. Die kortikale Platte teilt sich spater in

weitere Schichten auf.

der Symptome korreliert mit der Grad der fehlerhaften Laminierung des Kortex, wo-

bei vier Subtypen unterschieden werden!®4!.

Lissenzephalie wird u.a. durch Mutationen im LisI1-Gen verursacht. Lis1 ist ein
Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches besonders stark im Gehirn exprimiert
wirdl®2-2341 | Es verfiigt iiber sieben WD40-Doménen und eine LisH-Domine. Die
WD40-Doménen vermitteln Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, die LisH-
Doméne dient der Dimerisierung von Lis1. Lisl-knock-out Mé&use sterben bereits
kurz nach der Implantation, eine genetische Reduktion der Lis1-Expression fiihrt
zu Lissenzephalie-dhnlichen Phinotypen!!?!), Lis1-siRNA-Experimente zeigen die
essentielle Rolle von Lis1 bei der Kortikogenese, einschliel3lich der somalen Trans-

lokation und der Proliferation der Vorlauferzellen'?52!, Dabei ist Lis1 vor allem in
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die Bewegung der Zellkerns involviert. Die Neuritenlinge von Lis1™/~-Neuronen

unterscheidet sich hingegen nicht von der wildtypischer Zellen1211,

Lis1 bildet mit Dynein[77-252.265.274] ' einem Motorprotein, welches an Transportpro-
zessen entlang von Mikrotubuli beteiligt ist, und weiteren Dynein-assoziierten Pro-
teinen wie Nuclear distribution protein nudE-like 1 (Ndell) und Nuclear distribution
protein nudE homolog 1 (Ndel) einen Komplex[78.203:2521 /A]] diese Proteine sind an
der Translokation des Zellkerns beteiligt. Bei der Zellmigration bewegt sich zunachst
das MTOC in Richtung Fortsatz. Fiir die nachfolgende Bewegung des Zellkerns exis-
tieren zwei Modelle (Abb. 1.8). Nach Modell 1 ist der Dynein-Ndel-Lis1-Komplex an
der Kernmembran verankert, und durch die Motoraktivitdt von Dynein in Richtung
des Mikrotubuli-Minus-Endes wird der Zellkern in Richtung MTOC gezogen. Die-
ses Modell wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass Mutationen in Lis1, Dynein
oder Ndel zu einer Stérung der Zellkern-MTOC-Kopplung fithren!?6%2771, Das zwei-
te Modell sieht den Dynein-Ndel-Lis1-Komplex in der Plasmamembran des Fort-
satzes verankert, und die Motorbewegung fiihrt zu einem Heranziehen des MTOC
und nachfolgend des Zellkerns. Da Dynein sowohl in der Kernmembran als auch im
Fortsatz nachgewiesen werden konnte, lassen sich die vorliegenden Beobachtungen
durch beide Modelle erkliren!3>2°0], Ein weiterer wichtiger Interaktionspartner von
Lis1 ist Doublecortin (DCX). Mutationen im DCX-Gen fiihren ebenfalls zu Lissenze-
phalie!®”:219] DCX ist in viele Prozesse involviert, die auch durch Lis1 reguliert sind.
Migrationsdefekte in heterozygoten Lis1 knock-out Neuronen oder durch Inhibition
von Dynein kénnen durch Uberexpression von DCX wieder hergestellt werden. DCX
ist vorwiegend an den perinukledren Mikrotubuli lokalisiert, und kommt als Teil des

r[277]

Lis1-Dynein-Komplexes vo . Somit konnte es durch Stabilisierung der Mikro-

tubuli zur nukledren Translokation beitragen.

Neben den Mikrotubuli scheint Lis1 auch einen Einfluf$ auf das Aktinzytoskelett aus-

zuiiben. Kholmanskikh et al. konnten zeigen, dass bei fiir Lis1 heterozygoten knock-
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Abbildung 1.8: Zwei mogliche Modelle zur Kerntranslokation: der Zellkern wird durch den
Dynein-Ndel-Lis1-Komplex in Richtung MTOC gezogen, oder das MTOC wird zusammen

mit dem Kern durch den im Fortsatz verankerten Dynein-Ndel-Lis1-Komplex in Vorwérts-

richtung bewegt.[288]

out Mausen die Organisation des Aktinzytoskeletts defekt ist. Daher untersuchten sie
die Aktivitit der Rho-GTPasen Racl, Cdc42 und RhoA, wobei die Aktivitidt von Racl
und Cdc42 verringert, wiahrend RhoA eine erhdhte Aktivitit zeigte[143), Interessant
ist in diesem Zusammenhang auch die Entwicklung des cerebralen Kortex in Cofilin-
defizienten Méausen. Bellenchi et al. entwickelten eine konditionale Cofilin-knock-
out-Maus, bei der die Cofilin-Expression ab E 10,5 um etwa 95 % herabreguliert
istl16], Diesen Méusen fehlen u. a. einige Schichten des Kortex, ausgeldst durch eine
verminderte radiale Migration wahrend der Entwicklung. Aulderdem waren Zellpro-
liferation, Nukleokinese und das Neuritenwachstum gestort. Dieser Phénotyp erin-

nert stark an die Symptome von Lissenzephalie Patienten. Moglicherweise agieren
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Lis1 und Cofilin iiber einen gemeinsamen Signalweg, in den die Rho-GTPasen als

Regulatoren involviert sind.

Eventuell ist Lis1 auch an der L1-abhingigen Neuritogenese beteiligt. Lis1 ist eines
von mehreren Proteinen, dessen mRNA sich bei einer SAGE-Analyse (serial analysis
of gene expression) von Hippocampi der sogenannten ,,GFAP-L1-Maus“ als hochregu-
liert herausstellte. Die GFAP-L1-Maus exprimiert L1 unter der Kontrolle des Promo-
tors des fiir Astrozyten spezifischen glial fibrillary acidic protein (GFAP) und war ur-
spriinglich generiert worden, um den Effekt von L1 auf die Regeneration von Nerven
zu untersuchen. Die verdnderte L1-Expression fithrt zu einem verbesserten raumli-
chen Lernvermégen und wirkt sich positiv auf das Neuritenwachstum aus!19>-302],
Zudem konnte T. Schneegans im Rahmen ihrer Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe
Schachner, ZMNH, ein verringertes L1-abhéngiges Neuritenwachstum bei Hippo-
campusneuronen, die mit mutiertem Lis1 transfiziert waren, zeigen'?%°!. Die hierbei
verwendeten mutierten Formen von Lis1 unterbinden die Interaktion von Lis1 mit

Ndel und fiihren beim Menschen zu Lissenzephalie.



2 Ziele der Arbeit

Viele Prozesse, die bei der Entwicklung und Funktion des Nervensystems eine Rolle
spielen, beruhen auf Anderungen der Zellmorphologie. Ausgelést durch extrazel-
luldre Signale beginnen die Zellen mit der Umordnung ihrer zytoskelettalen Be-
standteile. Dies ermoglicht z. B. die Migration und das Axonwachstum wéhrend der
Entwicklung oder die Reorganisation synaptischer Kontakte bei Lernprozessen. Das
Zelladhasionsmolekiil L1 spielt dabei eine wichtige Rolle. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte die intrazelluldre Signalweiterleitung von L1, die die Regulation des Zytoske-

letts beeinflusst, ndher untersucht werden.

Rho-GTPasen Rho-GTPasen sind wichtige Regulatoren des Aktinzytoskeletts. Un-
verdffentlichte Daten von S. Gensler und C. Dotti (Universitit Leuven, pers. Mittei-
lung) deuten auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen L1 und den Rho-
GTPasen Racl und Cdc42 hin. Die Interaktion der beiden Rho-GTPasen in Wachs-
tumskegeln wurde durch Co-Immunprazipitationen nachgewiesen. Ferner zeigen
Immunfarbungen eine Co-Lokalisation an. Zudem wurde durch Hemmung zwei-
er Racl/Cdc42-Effektorkinasen das L1-vermittelte Neuritenwachstum und die L1-
abhiangige Polarisierung negativ beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit sollte daher
analysiert werden, inwieweit die Aktivierung von L1 zu einer Aktivierung oder In-
aktivierung der Rho-GTPasen fiihrt.

Ein weiteres Ziel war es, die Rolle von RhoA beim L1-vermittelten Neuritenwachs-

tum und der Neuritogenese zu klédren.

34
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Cofilin Die Bedeutung des direkt mit Aktin assoziierten Proteins Cofilin fiir das
Neuritenwachstum wurde in einer Vielzahl von Studien gezeigt[274161,184,289,307]
Cofilin ist ein ubiquitarer und essentieller Regulator des Aktinzytoskeletts und spielt
daher auch bei Prozessen eine Rolle, in die L1 involviert ist. Eine mogliche funktio-
nelle Interaktion von L1 und Cofilin ist bisher jedoch noch nicht untersucht worden.
Daher sollte in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen werden, ob L1 das

Zytoskelett durch die Aktivierung oder Inaktivierung von Cofilin beeinflusst.

Lis1 Im Rahmen ihrer Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe Schachner, ZMNH, konn-
te T. Schneegans einen negativen Effekt von Mutationen im Mikrotubuli-assoziierten
Protein Lis1 auf die L1-vermittelte Neuritogenese zeigen!2%91, Ziel der vorliegenden
Arbeit war es nun, den zu Grunde liegenden molekularen Mechanismus zu ent-
schliisseln. Da eine Interaktion von L1 mit Lisl durch Co-Immunpréazipitationen
nicht nachgewiesen werden konnte, sollten in diesem Zusammenhang die Protei-
ne DCX und Ndel als potentielle Adaptermolekiile analysiert werden. Auch sollte

eine mogliche Beteiligung von RhoA untersucht werden.

Neue L1-Interaktionspartner Neben den oben genannten Proteinen sollte im
Rahmen dieser Arbeit nach weiteren intrazelluldren Bindungspartnern von L1 ge-

sucht werden, die die Neuritogenese und das Neuritenwachstum beeinflussen.



3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Allgemeine Chemikalien und Losungsmittel wurden von folgenden Herstellern in
analysenreiner Qualitit bezogen:

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs

Sigma-Aldrich, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

3.1.2 Puffer und Lésungen

Im folgenden werden allgemeine Puffer und Losungen aufgelistet. Spezielle Puffer,

Losungen und Medien werden in den entsprechenden Kapiteln angegeben.

Homogenisierungspuffer 20,0 mM Tris/HCl
150 mM NacCl
1,00 mM MgCl,
1,00 mM CacCl,

36



3.1 Materialien

37

Ripa-Puffer

PBS

TBS

TBST

LB-Medium

LB-Agar

Proteaseinhibitoren
pH 7,4

50,0 mM Tris/HCl
150 mM NacCl

1,00 mM EDTA
1,00 % NP-40
Proteaseinhibitoren
pH 7,4

150 mM NacCl

8,00 mM NayHPO,
1,70 mM NaH,PO,
pH 7,5

10,0 mM Tris/HCl
150 mM NacCl
pH 7,5

10,0 mM Tris/HCl

150 mM NacCl

0,05 % (v/v) Tween 20
pH 7,5

10,0 g/L Bacto-Trypton
10,0 g/L NaCl

5,00 g/L Hefeextrakt
pH 7,4

20.0 g/L Agar in LB-Medium
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3.1.3 Antikérper

3.1.3.1 Verwendete Erstantikorper

anti- Spezies Verdiinnung Hersteller

Caspase-3 (pc) Kaninchen 1:1000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
Cdc42 (mc) Maus 1:250 WB Pierce, Bonn

Cofilin (mc) Maus 1:2.000 WB BD Biosciences, Heidelberg
phospho-Cofilin (mc¢) Kaninchen 1:1.000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
Doublecortin (pc) Ziege 1:200 WB Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Dynein (pc) Kaninchen 1:1.000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
eEF2 (pc) Kaninchen 1:1.000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
Fc-HRP (pc) Ziege 1:4.000 WB Sigma-Aldrich, Miinchen

GAPDH (mc) Kaninchen 1:1000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
GFAP (pc) Kaninchen 1:500 IF DakoCytomation, Glastrup/DK

GST (pc) Ziege 1:4.000 WB GE Healthcare, Freiburg

His (pc) Kaninchen 1:1.000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
L1 (pc) Kaninchen 1:5000 WB PINEDA, Berlin

L1 555 (mc) Ratte 1:15.000 WB eigene Produktion

L1 557 (mc) Ratte 50 pg/mL Stim.  eigene Produktion

L1 izd (mc) Maus 1:2.000 WB Covance, Princeton/USA

LIMK1 (mc) Maus 1:1.000 WB Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
phospho-LIMK1 (pc)  Kaninchen 1:1.000 WB Cell Signaling Technologies, Danvers/USA
Lis1 (pc) Ziege 1:1.000 WB Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Ndel (pc) Kaninchen 1:2.000 WB tiberlassen von C.A. Walsh, Boston/USA
Racl (mc) Maus 1:1.000 WB Pierce, Bonn

RhoA (mc) Maus 1:500 WB Pierce, Bonn

a-Tubulin (mc) Maus 1:1.000 WB, IF Sigma-Aldrich, Miinchen

B-1II-Tubulin (pc) Kaninchen 1:5.000 WB Covance, Princeton/USA

pc: polyklonal, mec: monoklonal, WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz, Stim.: Stimulation

3.1.3.2 Verwendete Sekundarantikérper

Alle HRP-konjugierten Sekundarantikorper wurden von Jackson ImmunoResearch,
Suffolk/UK, bezogen und in 10.000- oder 20.000-facher Verdiinnung eingesetzt. Fiir

die Immunfluoreszenz wurde als Sekundarantikdrper ein anti-Kaninchen-Antikorper
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verwendet, der mit Cy2 als Fluorophor konjugiert war (1:200, Jackson ImmunoRe-

search, Suffolk/UK).

3.1.4 Inhibitorische Peptide

Sequenz target

S3 Biotin-(EACA)MASGVAVSDGVIKVFNYGRKKRRQRRR-OH LIMK1
pS3 Biotin-(EACA)MA(pS)GVAVSDGVIKVFNYGRKKRRQRRR-OH  SSH
revS3  Biotin-(EACA)NFVKIVGDSVAVGSAMYGRKKRRQRRR-OH -

Alle Peptide wurden von Schafer-N, Kopenhagen/DK, in mindestens 80 %iger Rein-

heit bezogen.

3.1.5 Inhibitoren

target Konz. Hersteller

CompleteTM Proteasen 1x Roche Diagnostics, Mannheim
Phosphatase Inhibitor alkalische und Serin/Threonin- 1x Sigma-Aldrich, Miinchen
Cocktail 1 protein Phosphatasen

Phosphatase Inhibitor  saure, alkalische und Tyrosin- 1x Sigma-Aldrich, Miinchen
Cocktail 2 protein Phosphatasen

Cyclosporin A Calcineurin 20 uM  Sigma-Aldrich, Miinchen
Y-27632 ROCK 10 uM Sigma-Aldrich, Miinchen

3.1.6 Molekulargewichtstandards

Precision Plus Protein' = Standard Dual Color Bio-Rad, Hercules/USA
SpectlraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder = Fermentas, St. Leon-Rot
Prestained Protein Marker, Broad Range NEB, Frankfurt a. M.
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3.1.7 Proteine

BSA

Insulin

DNase I

Trypsin

PLL

Transferrin

GST-PAK1-CRIB
GST-Rhotekin-RBD

ImmunoPure Immobilized Protein A
ImmunoPure Immobilized Protein G
Protein G PLUS-Agarose

Protein A PLUS-Agarose
MagnaBind Streptavidin

BioMag Streptavidin Particles
Papain

Normalserum (Ziege)

IgG aus Rattenserum

IgG aus Kaninchenserum

IgG aus Mausserum

3.1.8 Kits

EZ-Detect ' Racl Activation Kit
EZ-Detect ' Cdc42 Activation Kit
EZ-Detect ' RhoA Activation Kit

MicroBC Assay: protein quantification kit

Plasmid Maxi-Kit
Small Cell Number Nucleofector Kit

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Calbiochem, Darmstadt

Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Thermo Fisher, Waltham/USA
Polysciences, Eppelheim
Sigma-Aldrich, Miinchen

Jackson ImmunoResearch, Suffolk/UK
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Pierce, Bonn
Pierce, Bonn
Pierce, Bonn
Uptima
Qiagen, Hilden
amaxa, Koln
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3.1.9 Transfektionsreagenzien

FuGENE® 6 Transfection Reagent Roche Diagnostics, Mannheim
MATra-A Reagent IBA Biotagnology, Gottingen

3.1.10 Zelllinien

N2a Maus Neuroblastom-Zelllinie, etabliert aus einem spontanen Tu-
mor eines Albino A-Miusestammes2%9],

CHO-K1 Chinese hamster ovary, Dehydrofolat-reduktase-defiziente-
Hamsterzelllinie, etabliert aus einer Ovarienbiopsiel2791,

555/557- Hybridomazellen aus Ratte, die die monoklonalen L1-Antikorper

Hybridoma 555 bzw. 557 produzieren!”!.

3.1.11 Materialien fir die Zellkultur

fotales Kélberserum PAA, Colbe

fotales Kalberserum (Ultra low IgG) PAA, Colbe

Pferdeserum PAA, Colbe

Penicillin (10.000 Units/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) PAA, Colbe

non essential amino acids (100 x) PAA, Colbe
Glutamat/Aspartat (100 x) Sigma-Aldrich, Miinchen
Nucleoside (50 x) Sigma-Aldrich, Miinchen
L-Glutamin (200 mM) PAA, Colbe
Trypsin/EDTA PAA, Colbe

RPMI 1640 Invitrogen, Karlsruhe
Optimem Invitrogen, Karlsruhe
GMEM Invitrogen, Karlsruhe
DMEM Invitrogen, Karlsruhe
Hybridomed Invitrogen, Karlsruhe
HBSS Invitrogen, Karlsruhe
BME Invitrogen, Karlsruhe
Neurobasal A Invitrogen, Karlsruhe

B27 supplement Invitrogen, Karlsruhe
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Samtliche Kunststoffmaterialien wurden von Greiner (Frickenhausen), Sarstedt

(Nimbrecht) und BD Biosciences (Heidelberg) bezogen.

3.1.12 Plasmide

Beschreibung Hersteller
pcDNA3 euk. Expressionsvektor Invitrogen, Karlsruhe
pLIS1-WT euk. Expressionsvektor fiir humanes LIS1 in pcDNA3 iiberlassen von

C.A. Walsh, Boston/USA

pLIS1-H149R punktmutierter LIS1-Expressionsvektor aus pLIS1-WT iiberlassen von

in pcDNA3 C.A. Walsh, Boston/USA
pLIS1-S169P punktmutierter LIS1-Expressionsvektor aus pLIS1-WT iiberlassen von

in pcDNA3 C.A. Walsh, Boston/USA
pEGFP euk. Expressionsvektor fiir enhanced green fluorescent Clontech, Saint-

protein (eGFP) Germain-en-Laye/F
GST-Cofilin-1 prok. Expressionsvektor fiir murines Cofilin1 als GST- iiberlassen von

Fusionsprotein in pGEX2T 1. Bach, Worcester/USA
L1 euk. Expressionsvektor fiir murines LI in pcDNA3 M. Schachner
His-L1izd/cfi prok. Expressionsvektor fiir die intrazelluldre Doméne M. Schachner

von L1 mit 6fach His-Markierung in pQE30
His-NCAM140izd  prok. Expressionsvektor fiir die intrazelluldre Domé&ne
von NCAM140 mit 6fach His-Markierung in pQE30
GST-PAK1-CRIB prok. Expressionsvektor fiir die CRIB-Doméne von PAK1
als GST-Fusionsprotein in pGEX2T
GST-Rhotekin- prok. Expressionsvektor fiir die RBD-Doméne von
RBD Rhotekin als GST-Fusionsprotein in pGEX2T

prok.: prokaryotisch, euk.: eukaryotisch

M. Schachner

iiberlassen von
A. Hall, New York/USA
iiberlassen von
A. Hall, New York/USA
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3.1.13 e.coli-Stamme

Bezeichnung Genotyp Hersteller

M15[pREP4]TM Nal®, Str®, Rif°, Lac™, Ara~, Gal~, Mtl~,  Qiagen, Hilden
F~, RecA™, Uvr', Lon™

BL21(DE3) " B F- dem ompT hsdS(rs " mp ™) gal Stratagene, La Jolla/USA
A(DE3)

BL21 (DE?;)pLysSTM B F- dem ompT hsdS(rg "mp ) gal Stratagene, La Jolla/USA
A(DE3) [pLysS Cam"|

DH5a " F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169  Invitrogen, Karlsruhe

recAl endAl hsdR17 (rx-, my+) phoA
supE44 A\~ thi~ 1 gyrA96 relAl

3.1.14 Mauslinien

C57BL/6J

MK5

Die Inzuchtlinie C57BL wurde 1921 von C.C. Little generiert!1°1,
Die Nummer 57 bezieht sich auf die Nummer des Muttertiers, das
von Little zur Herstellung der Linie eingesetzt wurde. BL steht fiir
black, da aus der ersten Verpaarung nur die schwarzen Tiere zur

Entwicklung der Linie verwendet wurden.
L1-defiziente Mauslinie, bei der die Expression von L1 durch das

Einfiigen eines Tetracyclin-kontrollierten Transaktivators in Exon
2 des L1-Gens verhindert wird (M. Kutsche und M. Schachner,
unveroffentlichte Daten). Die heterozygoten Weibchen (Inzucht-
linie 129/Sv) werden mit méannlichen Cr:NMRI-Tieren (Auszucht-
Linie) verpaart und die L1-negativen Nachkommen (L1~/¥) fir
die Versuche eingesetzt. Als Kontrolle dienen die wildtypischen

Geschwister (L17/+ (Weibchen) bzw. L11/¥ (Mannchen)).
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung von Saugetierzellen

Zelllinie Medium
N2a Optimem
5,00 % FCS

100 U/ml Penicillin/0,10 mg/ml Streptomycin
CHO-K1 GMEM

10,0 % FCS

4,00 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin/0,10 mg/ml Streptomycin
Hybridoma RPMI 1640

10,0 % FCS

4,00 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin/0,10 mg/ml Streptomycin

Die Zellen wurden in entsprechendem Medium (siehe unten) in 5 % CO»-Atmosphére
und 37 °C kultiviert. Es wurden Zellkulturflaschen mit 75 und 175 cm? Wachstums-
fliche verwendet (Sarstedt). Die Dichte der Zellsuspension wurde bei etwa 1-10°

Zellen/mL gehalten.

Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Zu-
gabe von DMSO verhindert eine Kristallbildung innerhalb und auf3erhalb der Zellen.
Zum Einfrieren wurden die Zellen geerntet und in 800 L vorgekiihltem Einfrierme-
dium (Wachstumsmedium, 10,0 % DMSO) resuspendiert. Anschlielend wurden die
Zellen 2 min bei 200x g zentrifugiert und iiber Nacht bei -80 °C eingefroren. Am

ndchsten Tag wurden die Zellen zur Lagerung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Zum Auftauen der in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurde das Cryoréhrchen
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mit den Zellen im Wasserbad bei 37 °C erwédrmt. Unmittelbar nach dem Auftauen
wurde die Zellsuspension in 8,00 mL auf 37 °C vorgewarmtes Medium tberfiihrt,
zentrifugiert und mit ebenfalls auf 37 °C vorgewédrmtem HBSS gewaschen. Anschlie-
Bend wurden die Zellen in eine Kulturflasche mit vorgewarmtem Medium gegeben

und im Brutschrank kultiviert.

3.2.1.2 Transfektion von Saugerzellen

Magnet-assisted Transfection Bei der Magnet-assisted Transfection wird die DNS
mit Hilfe von magnetischen Partikeln in die Zelle eingeschleust. Die dabei verwen-
deten magnetischen Nanopartikel, deren Eisenoxidkern mit einem Polyelektrolyt be-
schichtet ist, binden die DNS zunéchst tiber elektrostatische Wechselwirkungen und
werden dann auf die Zellkultur gegeben. Mit Hilfe eines Magneten werden die DNS-
behafteten Partikel auf die Zellmembran gezogen und endozytotisch aufgenommen.
Nach der Transfektion tauchen die Nanopartikel sowohl im Zellkern als auch im Zy-
toplasma auf. Thre Hiille wird in ein bis drei Tagen, der Eisenkern in zwei bis drei

Wochen intrazelluldr abgebaut.

Vor der Transfektion wurden die Zellen in 6fach-Vertiefungsplatten ausgesédt und
bis zu einer Konfluenz von 30-60 % kultiviert. Pro Vertiefung wurden 3,00 ;g DNS
in 200 uL. Medium (ohne Zusitze) mit 3,00 uL. MATra-Reagenz (IBA Biotagnology,
Gottingen) versetzt und zur Komplexbildung 20 min bei RT inkubiert. In der Zwi-
schenzeit wurde der Zellkulturiiberstand durch 2,00 mL frisches Medium ersetzt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die DNS-Losung ins Medium gegeben und
gemischt. Die Zellkulturplatte wurde auf einen Magneten platziert und 15 min im

Brutschrank inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet.
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Lipofektion Alternativ zur Magnet-assisted Transfection wurden die Zellen mit Hil-
fe der Lipofektion transfiziert. Bei dieser Methode wird die DNS mit Hilfe von katio-

nischen Lipidvesikeln in die Zelle geschleust.

Hier wurde FuGENE 6 (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet, welches im Ge-
gensatz zu anderen Lipofektionsreagenzien eine Transfektion in Gegenwart von Se-
rum ermoglicht. Dazu wurden die Zellen in 6fach-Vertiefungsplatten ausgeséat und
bis zu einer Konfluenz von 50-80 % kultiviert. Vor der Transfektion wurde das
Medium durch frisches Medium ersetzt. Pro Ansatz wurden 1-2 pug DNS und das
FuGENE 6-Reagenz im Verhéltnis 1:3, 2:3 und 1:6 eingesetzt. Das Transfektionsrea-
genz wurde in 100 pL Medium (ohne Zusétze) gegeben und 5 min bei RT inkubiert.
Anschlief3end wurde die DNS zugegeben und weitere 30 min bei RT inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubation wurde das DNS/FuGENE 6-Gemisch tropfenweise auf
die Zellen gegeben.

3.2.1.3 Beschichtung von Deckglaschen und Zellkulturplatten

Die Deckgldschen wurden fiir 30 min mit 12,0 %iger HCI gereinigt. Anschlieend
wurden sie zweimal 10 min mit sterilem ddH,O und zweimal 15 min mit Etha-
nol gewaschen. Die Deckgldaschen wurden einzeln auf Alufolie ausgelegt und un-
ter der Reinraumbank getrocknet. Nach dem Trocknen wurden sie iiber Nacht bei
4 °C mit einer 0,025 %igen Poly-L-Lysin-Losung (PLL) inkubiert. Die Zellkultur-
platten wurden direkt mit der PLL-Lésung inkubiert. Uberschiissiges PLL wurde an-
schlieffend durch dreimaliges Waschen mit sterilem ddH;O entfernt. Die Deckglés-
chen/Zellkulturplatten wurden erneut auf Alufolie ausgelegt und unter der Rein-
raumbank getrocknet. Die Lagerung erfolgte steril bei 4 °C. Vor Gebrauch wurden
die beschichteten Deckglaschen/Zellkulturplatten 15 min mit UV-Strahlung steri-

lisiert. Die Beschichtung mit L1-Fc (50,0 pg/mL in PBS) erfolgte iiber Nacht bei
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4°C.

3.2.1.4 Primérkultur von Hippocampusneuronen

Dissektionslosung
Neurobasal A mit 1x B27 supplement
1x GlutaMAX
5,00 pug/mL Gentamycin
Kulturmedium
Neurobasal A mit 1x B27 supplement

1x GlutaMAX

Dissoziierte Neurone wurden durch eine Kombination enzymatischer (Papain/DNase)
und mechanischer Dissoziation aus den Kleinhirnen von postnatalen Wildtyp-
Méusen gewonnen. Zunédchst wurde der Kopf der Maus abgetrennt, der Schidel
geoffnet und das Gehirn entnommen. Das Kleinhirn wurde entfernt und die Gehirn-
hélften getrennt. Unter einem Binokular wurden die Hippocampi herausprépariert
und in ca. 1 mm dicke Stiicke geschnitten. Die Stiicke wurden in ein 15 mL-
RoOhrchen mit Dissektionslosung iiberfiihrt und einmal mit Dissektionslosung gewa-
schen. Anschlie3end wurde das Gewebe einige Minuten bei 30 °C erwadrmt. Zum
enzymatischen Verdau wurden die Hippocampi in 12,0 mg Papain (Sigma-Aldrich,
Miinchen, 10,0 U/mg, gel6st in 6,00 mL warmem Neurobasal A-Medium) 8-15 min
bei 30 °C inkubiert. Anschlieen wurde einmal mit vorgewdrmten HBSS gewaschen
und das Gewebe in 2,00 mL HBSS mit 3,00 mg DNase I aufgenommen. Die Hippo-
campi wurden nun mit Hilfe dreier Pasteurpipetten unterschiedlicher Durchmesser
zerkleinert und die Zellen schliel3lich vereinzelt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Zellen 10 min bei 80x g und 4 °C abzentri-
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fugiert. Das Zellpellet wurde vorsichtig in Kulturmedium oder Transfektionspuffer
resuspendiert. Fiir Neuritenwachstumsexperimente wurden die Neurone auf be-
schichtete Deckgldschen oder Kulturplatten in einer Dichte von 1-10° Zellen/mL

ausgesit. Fiir Transfektionen wurden 1-10° Zellen pro Ansatz verwendet.

3.2.1.5 Transfektion von Hippocampusnheuronen

Eine Methode zur Transfektion von Sadugerzellen ist die Elektroporation. Die Zell-
membran wird hierbei durch Anlegen eines elektrischen Feldes kurzzeitig durchlés-
sig gemacht. Durch die so entstehenden Membranporen kann die DNS in die Zel-
le gelangen. Bei der Nukleofektion sorgt ein spezieller Nukleofektionspuffer dafiir,
dass die DNS vom Zytoplasma in den Zellkern gelangt. Dadurch konnen auch Zellen

transfiziert werden, die sich nicht mehr teilen, wie z. B. primare Neurone.

Hier wurde die Transfektion der Neurone mit dem Small Cell Number Nukleofekti-
onskit von amaxa, K6ln, durchgefiihrt. Es wurden pro Transfektionsansatz 1-10° Zel-
len vorsichtig in Nukleofektionslosung resuspendiert. Anschlief3end wurden 0,40 ug
DNS zugegeben und der Ansatz in eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die
Elektroporation wurde nach Herstellerangaben mit dem Nukleofektorgerédt (ama-
xa, Koln) durchgefiihrt. Anschliel3end wurden die Zellen vorsichtig in 0,50 mL im
Brutschrank vorinkubiertem RPMI-Medium mit 10,0 % FCS aufgenommen und aus-
plattiert. Nach etwa vier Stunden wurde das RPMI vorsichtig durch Kulturmedium
ersetzt. Nach 24 h wurden die Zellen mit 4,00 % PFA in PBS fixiert und die Zellen
am Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss, Miinchen) abfotografiert. Die Neuri-
tenldngen bzw. die Zahl der Neurone mit Neuriten wurde mit Hilfe der ImageJ
Software (NIH, USA) ermittelt. Dabei wurden nur eGFP-positive Zellen gemessen,

die keinen Kontakt zu anderen Zellen hatten.
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3.2.1.6 Primarkultur von Kleinhirnneuronen

X-1 Medium
BME mit 4,00 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin/0,10 mg/ml Streptomycin
0,10 % BSA

10,0 pg/mL Insulin

4,00 nM L-Thyroxin

100 pg/mL Transferrin, holo

0,027 TIU/mL Aprotinin

30,0 nM Na-Selenit

1x Na-Pyruvat

Dissoziierte Neurone wurden durch eine Kombination enzymatischer (Trypsin/DNase)
und mechanischer Dissoziation aus den Kleinhirnen von sechs bis acht Tage alten
Wildtyp-Méausen gewonnen. Zu diesem Zweck wurde der Kopf der Maus abgetrennt,
der Schédel geoffnet und das Gehirn entnommen. Die Kleinhirne wurden mit Hil-
fe einer gebogenen Pinzette vom Resthirn abgetrennt. Die praparierten Kleinhirne
wurden zunichst von Blutgefdlsen, Fremdgewebe und Membranen gesidubert und
in kleine Stiicke zerteilt. Diese wurden unter der Reinraumwerkbank mit HBSS
gewaschen und 15 min bei RT mit einem Trypsin/DNase-Gemisch inkubiert. An-
schlief3end wurden die Stiicke erneut mit HBSS gewaschen und in DNase-haltigem
HBSS aufgenommen. Das Gewebe wurde nun mit Hilfe dreier Pasteurpipetten un-
terschiedlicher Durchmesser zerkleinert und die Zellen schlieRlich vereinzelt. Nach
10miniitigem Abzentrifugieren bei 100xg und 4 °C wurden die Zellen in warmem
X-1 Medium resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer

ermittelt. Fiir Neuritenwachstumsexperimente wurden die Neurone auf beschichte-
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te Deckgldschen oder Kulturplatten in einer Dichte von 1-10° Zellen/mL ausgesiit,
fiir Stimulationsexperimente wurden 1-10° Zellen/mL ausgesit. Nach 24 h in Kultur
wurden die Zellen entweder fixiert, stimuliert, oder fiir biochemische Untersuchun-

gen lysiert.

3.2.1.7 Stimulation von Kleinhirnneuronen mit Antikérpern

Zur Stimulation von Kleinhirnneuronen wurden diese zu je 1-10° Zellen/mL in PLL-
beschichteten Zellkulturplatten ausgesat und tiber Nacht kultiviert. Zur Stimulation
wurde der L1-Antikorper (557) oder IgG aus Ratte auf 50 pg/mL in vorgewadrmtem
X-1-Medium verdiinnt und auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 2 min
im Brutschrank. Anschliel3end wurden die Zellen einmal mit kaltem X-1 gewaschen
und mit Ripa-Puffer lysiert. Das Lysat wurde 12 min bei 20.000xg und 4 °C ab-
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die Proteinkonzentration wurde per
BCA-Test ermittelt (siehe 3.2.3.6) und Proben mit gleichem Proteingehalt fiir die
SDS-PAGE prapariert (siehe 3.2.3.3). Das Lysat wurde bei -80 °C gelagert.

3.2.1.8 Neuritogenese- und Neuritenwachstumsexperimente mit

Kleinhirnneuronen

Zur besseren Erkennung der Neuriten wurden die Zellen mit Toluidinblau (1,00 %)
und Methylenblau (1,00 %) in 1,00 % Natriumborat angefarbt. Dazu wurden sie zu-
néachst etwa 30 min mit 4,00 % PFA fixiert. Anschlielfend wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen und 30 min in der Farbelosung inkubiert. Die gefidrbten Neu-
rone wurden weitere dreimal mit ddH,O gewaschen und an der Luft getrocknet.
Die Analyse des Neuritenwachstums und der Neuritogenese der Zellen erfolgte an
einem konfokalen Mikroskop (Kontron, Zeiss, Miinchen) mit Hilfe der Software des

Herstellers. Es wurden nur Zellen gemessen, die keinen Kontakt zu anderen Zellen
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hatten. Fiir die Auswertung der Neuritogenese wurden nur Neuriten beriicksichtigt,

die mindestens die Lange des Zelldurchmessers hatten.

3.2.1.9 Produktion von Fc-markierten Proteinen im eukaryotischen

Expressionssystem

Produktionsmedium
GMEM mit 2,00 % FCS (Ultra low IgG)
4,00 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin/0,10 mg/ml Streptomycin

Zur Produktion von mL1-Fc und mChL1-Fc wurden stabil mit den entsprechenden
Expressionvektoren transfizierte CHO-Zellen*#! aufgetaut und in entsprechendem
Medium kultiviert (siehe 3.2.1.1). Bei Konfluenz wurde ein Teil der Zellen in Pro-
duktionsmedium {iiberfiihrt. Alle 4-5 Tage wurde der Zellkulturiiberstand abgenom-
men und durch frisches Produktiosmedium ersetzt. Der Uberstand wurde per Wes-
ternblot (siehe 3.2.3.5) auf die Produktion des Fc-Fusionsproteins iiberpriift und
voriibergehend bei -20 °C gelagert.

War ausreichend Uberstand gesammelt (etwa 6 L), wurde dieser steril filtriert und
und auf ein Volumen von ca. 1 L eingeengt (Amicon Ultra 100.000 MWCO, Mil-
lipore, Schwalbach/Ts.). Durch Zugabe von 0,01 % NaN3 und Proteaseinhibitoren
(Complete", Roche Diagnostics, Mannheim) wurde einem Bakterienbefall oder pro-

teolytischem Abbau des Proteins vorgebeugt.
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Affinitatschromatographie

Puffer:

Waschpuffer 1 100 mM Tris/HCI
150 mM NacCl
1,00 mM EDTA
pH 8,0

Waschpuffer 2 25,0 mM Tris/HCl
pH 6,8

Elutionspuffer 0,10 M Glycin
pH 2,3

Neutralisierungspuffer 1,00 M Tris/HCl
pH 8,0

Die Isolierung des Proteins erfolgte per Affinititschromatographie. Zu diesem Zweck
wurden 2-4 ml Protein A-Sepharose (ImmunoPure Immobilized Protein A, Pierce,
Bonn) in eine Chromatographiesdule gegeben und mit PBS gewaschen. Der auf-
konzentrierte Uberstand wurde fiir 4-5 Tage zirkulierend iiber die Siule gegeben
(0,15 mL/min). Anschlief3en wurde mit Waschpuffer 1 und 2 gewaschen (jeweils
25,0 mL, 0,30 mL/min). Die Elution erfolgte durch Zugabe von Elutionspuffer
(5,00 mL, 0,15 mL/min). Die Eluate wurden umgehend mit 1,00 M Tris/HCl (pH
8,0) neutralisiert. Anschlief3end wurden die Eluate bei 4 °C in PBS umgepuffert und
auf ein Volumen von 200-300 L eingeengt (Amicon Ultra 100.000 MWCO, Millipo-
re, Schwalbach/Ts.). Die Proteine wurden per SDS-Gelelektrophorese, Coomassie-
Farbung und Westernblot (siehe 3.2.3.3, 3.2.3.4 und 3.2.3.5) auf ihre Reinheit

tiberpriift und die Konzentration per BCA-Test (siehe 3.2.3.6) bestimmt. Die Lage-
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rung erfolgte bei -80 °C.

3.2.1.10 Produktion von monoklonalen Antikérpern in Hybridomazellen

Produktionsmedium

Hybridomed mit 100 U/ml Penicillin/0,1 mg/ml Streptomycin

Die Produktion der monoklonalen L1-Antikorper 555 und 557 verlauft dhnlich der in
Kapitel 3.2.1.9 beschriebenen Aufreinigung von Fec-Fusionsproteinen. Dazu wurden
die entsprechenden Hybridomaklonel”! aufgetaut und in entsprechendem Medium
kultiviert (siehe 3.2.1.1). Bei Konfluenz wurde ein Teil der Zellen in Produktions-
medium tberfiihrt. Alle 4-5 Tage wurde die Zellsuspension 2 min bei 950 rpm sedi-
mentiert und der Zellkulturiiberstand abgenommen. Die Zellen wurden in frischem
Produktionsmedium resuspendiert und weiter kultiviert. Der Uberstand wurde per
Westernblot (siehe 3.2.3.5) auf die Produktion der Antikoérper iiberpriift und vor-
tibergehend bei -20 °C gelagert.

SchlieBlich wurde der Uberstand steril filtriert und und auf ein Volumen von ca.
1 L eingeengt (Amicon Ultra 100.000 MWCO, Millipore, Schwalbach/Ts.). Die Iso-
lierung der Antikorper erfolgte mit Hilfe von Protein G-Sepharose (ImmunoPure Im-
mobilized Protein G, Pierce, Bonn). Der aufkonzentrierte Uberstand wurde fiir 4-5
Tage zirkulierend iiber die Saule gegeben (0,15 mL/min). AnschlieBend wurde wie
in 3.2.1.9 gewaschen und eluiert. Die Eluate wurden bei 4 °C in PBS umgepuf-
fert und auf ein Volumen von 200-300 L eingeengt (Amicon Ultra 100.000 MW-
CO, Millipore, Schwalbach/Ts.). Die Antikorper wurden per SDS-Gelelektrophorese,
Coomassie-Farbung und Western-Blot (siehe 3.2.3.3, 3.2.3.4 und 3.2.3.5) auf ihre
Reinheit iiberpriift und die Konzentration per BCA-Test (siehe 3.2.3.6) bestimmt.

Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.
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3.2.1.11 Oberflachenbiotinylierung

Puffer:

PBS2+ PBS mit
0,50 mM CacCly
2,00 mM MgCl,

Die Oberflachenbiotinylierung ist eine Methode, mit der der Anteil eines Proteins,
der sich in der Plasmamembran befindet, im Verhaltnis zur Gesamtproteinmenge
bestimmt werden kann. Verdanderungen der Oberflachenlokalisation eines Proteins
deuten auf Verdnderungen der Endo- und Exozytose, des Proteinrecyclings und der
Proteinprozessierung hin. Bei der Oberfldchenbiotinylierung werden die Oberfla-
chenproteine zunachst mit Biotin markiert. Nach der anschliefenden Lyse der Zel-
len kénnen die markierten Proteine mit Hilfe von immobilisiertem Streptatvidin aus

dem Proteingemisch isoliert werden.

Die Praparation von Kleinhirnneuronen erfolgte wie oben beschrieben. Fiir die Bioti-
nylierung wurden 1-10° Zellen/Vertiefung in 6fach-Vertiefungsplatten ausgesit und
iiber Nacht kultiviert. Am néchsten Tag wurden die Zellen mit 10,0 M Y-27632 ver-
setzt. Nach 1.5 h wurden die Zellen 1 h lang mit 557 stimuliert (vgl. 3.2.1.7). Nach
Beendigung der Stimulation wurden die Zellen zweimal vorsichtig mit PBS?* gewa-
schen. AnschlieRend wurde EZ-Link® NHS-LC-Biotin (Pierce, Bonn; 0,50 mg/mL)
in PBS?* auf die Zellen gegeben und 20 min auf Eis inkubiert. Zum Blockieren frei-
er NHS-Gruppen wurden die Zellen nach der Biotinylierung 5 min mit 20,0 mM
Glycin in PBS?T auf Eis inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS?** wurden die
Zellen 30 min auf Eis mit 150 pL Ripa-Puffer lysiert, bei 700x g und 4 °C abzentrifu-
giert und der Uberstand abgenommen. Vom Uberstand wurden 100 pL mit 50,0 uL

Streptavidin-gekoppelten magnetischen Kiigelchen (BioMag Strepatvidin Particles,
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Polysciences, Eppelheim) versetzt und {iber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Am néchs-
ten Tag wurden die Kiigelchen mit Hilfe eines Magneten dreimal mit Ripa-Puffer
gewaschen und zur Elution mit 50,0 L 5x Probenpuffer aufgekocht. Zum Vergleich
wurden vom Zelllysat jeweils 40,0 xL mit 10,0 uL 5x Probenpuffer aufgekocht. Die
Proben wurden per SDS-PAGE und Western-Blot (siehe 3.2.3.3 und 3.2.3.5) auf

ihren Gehalt an L1 analysiert.

3.2.1.12 Immunfluoreszenz

Puffer und Losungen:

Normalserum (Ziege) 5,00 % (v/v) Normalserum (Ziege)
0,20 % Triton X-100
in PBS

Carrageenan 0,50 % A-Carrageenan
in PBS

Die auf Deckgldschen ausgeséten Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und mit
4 % PFA in PBS fiir 20 min bei RT fixiert. Anschlie3end wurde zwei Mal mit kaltem
PBS gewaschen. Zum Offnen der Zellmembran wurden die Zellen 10 min bei RT mit
0,1 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Daraufhin wurde mit Normalserum aus
Ziege 30 min bei RT blockiert. Der Erstantikorper wurde in Carrageenan verdiinnt
und nach dem Blockieren auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht
bei 4 °C. Am néchsten Tag wurde drei Mal mit kaltem PBS gewaschen und der
Sekundéarantikérper (1:200 in Carrageenan) fiir 1 h bei RT zugegeben. Es wurde
erneut drei Mal mit kaltem PBS gewaschen und die Zellen mit Fluoromount G auf

Objekttragern eingebettet.
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Transformation von Bakterien[231]

Zur Transformation der E.coli-Stimme BL21(DE3)TM, M15" und DH5a'" wurden
100 uL einer Suspension der chemisch kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNS
(10-100 ng) versetzt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock
(2 min, 42 °C) und anschliefender Abkiihlung (2 min, Eisbad) wurden 800 uL LB-
Medium zugegeben und der Ansatz fiir eine Stunde bei 37 °C geschiittelt. Die Zellen
wurden sedimentiert (1 min, 3.000xg, RT), der Uberstand abgenommen und das
Zellpellet in 100 uL LB-Medium resuspendiert, auf LB-Platten (supplementiert mit
Antibiotika der vom Plasmid vermittelten Resistenz) ausgestrichen und iiber Nacht

bei 37 °C kultiviert.

3.2.2.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNS

Zur Isolierung grol’er Mengen DNS wurde das Plasmid Maxi-Kit (Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben verwendet. Dabei wurden 250 ml mit Antibiotika versetztes
LB-Medium mit 4,00 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und iiber Nacht geschiit-
telt (220 rpm, 37 °C). Die Bakterien wurden abzentrifugiert (6.000x g, 15 min, 4 °C)
und alkalisch lysiert. Die DNS wurde mittels Anionenaustauschchromatographie aus
dem Lysat isoliert und durch Waschen mit einem Puffer mittleren Salzgehaltes von
RNA, Proteinen und anderen Verunreinigungen gereinigt. Die Elution der DNS er-
folgte mit Hilfe eines Hochsalzpuffers. Durch nachfolgende Prazipitation mit Isopro-
panol wurde die DNS aufkonzentriert und entsalzt. Die Konzentration wurde per

UV-Spektrometrie ermittelt.
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3.2.2.3 Reinigung von Plasmid-DNS mit Phenol-Chloroform

Puffer:
TE-Puffer 10,0 mM Tris/HCl
1,00 mM EDTA
pH 8,0

Die aus der Plasmidpraparation gewonnene DNS wurde nach Sambrook (1989) ge-
reinigt>>!!, Die Methode basiert auf einer Extraktion der DNS mit einem Phenol-
Chloroform Gemisch, wobei eventuelle Proteinverunreinigungen prazipitiert wer-
den und so von der DNS abgetrennt werden konnen.

Zu diesem Zweck wurde die in TE-Puffer vorliegende DNS mit dem gleichen Vo-
lumen eines Phenol-Chloroform Gemisches (1:1) versetzt, geschiittelt und 5 min
bei 14.000 rpm abzentrifugiert. Phenol und Chloroform denaturieren dabei die an-
wesenden Proteine, die ausfallen und sich in der Interphase zwischen oberer waR3-
riger und unterer organischer Phase ansammeln. Die DNS bleibt in der wéldrigen
Phase. Die organische Phase wurde mit TE-Puffer versetzt und erneut mit Phenol-
Chloroform extrahiert. Die wa3rigen Phasen wurden vereinigt und mit dem gleichen
Volumen Chloroform versetzt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min
bei 14.000 rpm) wurde die wélsrige Phase in ein frisches Probengefaf3 iiberfiihrt.
An die Extraktion fiigt sich nun eine alkoholische Fallung der DNS an, um eventu-
ell vorhandene Reste von Phenol und Chloroform zu entfernen und die DNS auf-
zukonzentrieren. Dafiir wurden zur wéRrigen Phase 1/10 Volumen 3,00 M Natri-
umacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen eiskalter Ethanol gegeben und das Gemisch
30 min auf Eis inkubiert. Die dabei prazipitierte DNS wurde anschlielend 15 min
bei 14.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die DNS in

eiskaltem 70 %igen Ethanol aufgenommen. Die DNS wurde erneut abzentrifugiert
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und noch zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Zum Schluss wurde die DNS

bei RT getrocknet und in TE-Puffer resuspendiert.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Produktion von His-markierten Proteinen im prokaryotischen

Expressionssystem

Puffer:

Lysispuffer 0,30 M NacCl
50,0 mM NaH,PO,
10,0 mM Imidazol
pH 8,0

Waschpuffer 0,30 M NacCl
50,0 mM NaH>PO,4
20,0 mM Imidazol
pH 8,0

Elutionspuffer 0,30 M NaCl
50,0 mM NaH,PO,
250 mM Imidazol
pH 8,0

Eine géngige Methode zur Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine ist
die immobilized metal affinity chromatography (IMAC). Zu diesem Zweck werden die
Proteine C- oder N-terminal mit einer 6-fach His-Markierung versehen und mit Hilfe
von immobilisierten Ni?*-Ionen aufgereinigt. Hier wurde Ni?T-NTA-Agarose (Qia-

gen, Hilden) verwendet, wobei die Nickelionen vierfach durch Nitrilotriessigsdure
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(NTA) chelatiert wurden, welche an Agarose gekoppelt vorliegt. Die zwei freien Bin-
destellen des sechsfach koordinierten Nickelions kénnen durch die Histidine der His-
Markierung am Protein besetzt werden. Zur Verringerung unspezifischer Bindungen
und zur Elution wurde Imidazol eingesetzt, welches ebenfalls an Ni?* bindet.

Zur Expression der His-markierten intrazelluliren Doméanen von L1 und NCAM140
wurden zunéchst kompetente E.coli Bakterien (M15TM und BL2 1TM) mit den entspre-
chenden Vektoren transformiert und auf LB/Kan-Platten bzw. LB/Kan-Amp-Platten
tiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Anschlieffend wurden mehrere 10,0 mL-Vorkulturen
mit einzelnen Kolonien der transformierten Bakterien angeimpft und iiber Nacht
bei 37 °C geschiittelt. Am nidchsten Tag wurden die Bakterien in 200 mL LB/Kan-
Medium bzw. LB/Kan-Amp-Medium verdiinnt und etwa 2 h bei 37 °C geschiittelt.
Bei einer OD(600) von 0,6 wurde die Proteinexpression mit 1,00 mM IPTG induziert
und die Kulturen wurden weitere 4 h bei 37 °C geschiittelt. Nach Beendigung der In-
duktion wurden die Bakterien 20 min bei 6.000x g abzentrifugiert und das Pellet in
20,0 mL Lysispuffer resuspendiert. Die Bakterien wurden anschlief3end mechanisch
in der sogenannten French Press aufgeschlossen (Spectronic Instruments/SLM Ami-
co, 10.000 psi, drei Zyklen). Nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltriimmer wurden
20 min bei 14.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert und der klare Uberstand abgenom-
men. Zum Uberstand wurden 5,00 mL Ni**-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) gege-
ben und etwa 2 h bei 4 °C geschiittelt. Die Agarose wurde fiir 1 min bei 900 rpm
und 4 °C sedimentiert und viermal mit Waschpuffer gewaschen (je 30 min, 4 °C).
Die Elution der Proteine erfolgt durch Zugabe von jeweils 5,00 mL Elutionspuffer
(dreimal 15 min, 4 °C). Die Eluate wurden vereinigt, bei 4 °C in PBS umgepuffert
und auf ein Volumen von 500 uL eingeengt (Amicon Ultra 5.000 MWCO, Millipo-
re, Schwalbach/Ts.). Die Proteine wurden per SDS-Gelelektrophorese, Coomassie-
Farbung und Western-Blot (siehe 3.2.3.3, 3.2.3.4 und 3.2.3.5) auf ihre Reinheit

tiberpriift und die Konzentration per BCA-Test (siehe 3.2.3.6) bestimmt. Die Lage-
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rung erfolgte bei -80 °C.

3.2.3.2 Produktion von GST-markierten Proteinen im prokaryotischen

Expressionssystem

Puffer:

Lysispuffer 3,00 mM KH5PO,
47,0 mM K,HPO,
0,40 M NaCl
0,10 M KCl
10,0 mM Imidazol
10,0 % Glycerin
0,50 % Triton X-100
Proteaseinhibitor
pH 7.8

Waschpuffer PBS
1,00 % Triton X-100
1,00 mM DTT

Elutionspuffer 50,0 mM Tris/HCl
20,0 mM reduziertes Glutathion
pH 8,0

Eine weitere Methode zur Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine
beruht auf der Affinitdt des Enzyms Glutathion-S-Transferase (GST) zu Glutathi-
on (GSH). Zu diesem Zweck werden die Proteine C- oder N-terminal als GST-
Fusionsprotein exprimiert und mit Hilfe von immobilisiertem GSH aufgereinigt.

Die Expression der GST-Fusionsproteine (GST-Cofilin-1, GST-PAK1-CRIB, GST-Rho-
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tekin-RBD) erfolgte dhnlich wie in 3.2.3.1 zur Aufreinigung von His-markierten
Proteinen beschrieben. Kompetente E.coli Bakterien (BL21TM) wurden transformiert
und auf LB-Platten mit den Resistenzen der Vektoren entsprechenden Antibiotika
tiber Nacht bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden Vorkulturen angeimpft und
iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Am néchsten Tag wurden die Bakterien in 200 mL
antibiotikahaltigem LB-Medium verdiinnt und bei einer OD(600) von 0,6 mit IPTG
versetzt (Endkonzentration 1,0 mM). Nach Beendigung der Induktion wurden die
Bakterien abzentrifugiert und das Pellet in 10,0 mL Lysispuffer (GST) resuspendiert.
Die Bakterien wurden anschlie@end mechanisch in der French Press aufgeschlossen.
Nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltriimmer wurden abzentrifugiert und der klare
Uberstand abgenommen. Zum Uberstand wurden 3,00 mL GSH-Agarose (Sigma-
Aldrich, Miinchen) gegeben und iiber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Die Agarose wurde
fiir 5 min bei 500x g und 4 °C sedimentiert und dreimal mit Waschpuffer (GST) ge-
waschen (je 30 min, 4 °C). Die Elution der Proteine erfolgte durch Zugabe von
jeweils 10,0 mL Elutionspuffer (GST) (3x 15 min, 4 °C). Die Eluate wurden ver-
einigt, bei 4 °C in PBS umgepuffert und auf ein Volumen von 500 pL eingeengt
(Amicon Ultra 5.000 MWCO, Millipore, Schwalbach/Ts.). Das Protein wurde mittels
SDS-Gelelektrophorese, Coomassie-Farbung und Western-Blot auf seine Reinheit
tiberpriift (siehe 3.2.3.3, 3.2.3.4 und 3.2.3.5) und die Konzentration per BCA-Test
(siehe 3.2.3.6) bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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3.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Puffer:

Probenpuffer 62,5 mM Tris/HCl
10,0 % (w/v) Glycerin
2,00 % (w/v) SDS
5,00 % (-Mercaptoethanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
pH 6,8

Elektrophorese-Puffer 192 mM Glycin
25,0 mM Tris
0,10 % (w/v) SDS
pH 8,3

Sammelgel-Puffer 1,00 M Tris/HCl
pH 6,8

Trenngel-Puffer 1,00 M Tris/HCl
pH 8,8

Mit Hilfe der Gelelektrophorese lassen sich Proteinmischungen nach Ladung und
Grofe trennen. Bei der SDS-Gelelektrophorese wird den Proben SDS zugesetzt, wel-
ches die Struktur der Proteine aufbricht. Es lagert sich an die Aminoséduren, so dass
ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein entsteht, dessen negative Ladung
der Masse des Proteins proportional ist. Bei der reduzierenden SDS-PAGE werden
vorhandene Disulfidbriicken durch Zugabe von reduzierenden Substanzen, wie z. B.
Mercaptoethanol, zerstort. Die Proteine werden somit nur noch anhand der GroRe

aufgetrennt. Als Trager wird ein Gel aus polymerisiertem Acrylamid (AA) eingesetzt.
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Die Porengrol’e des Gels kann durch Zugabe von quervernetzenden Substanzen
(z.B. N,N’-Methylenbisacrylamid, BIS) variiert werden. Eine verbesserte Trennung
wird mit der sogenannten DISC-Gelelektrophorese erreicht. Hierbei wird ein diskon-
tinuierliches System verwendet, bestehend aus einem Sammel- und einem Trenngel.
Die beiden Gele unterscheiden sich in pH-Wert und Porengrofde. Im (oberen) Sam-
melgel werden die Substanzen zunéchst in diinnen Scheiben (discs) aufkonzentriert.

Im darauffolgenden Trenngel erfolgt dann die eigentliche Trennung.

Es wurde das von U.K. Laemmli entwickelte System zur SDS-PAGE eingesetzt[1>6],

Hierbei wurde ein SDS-haltiges Tris-HCl/Tris-Glycin Puffersystem verwendet:

Trenngel 6 % 8 % 10 % 12 % 16 %
ddH,0 6,64mL 5,58 mL 4,50 mL 3,44mL 1,12 mL
30 % AA/BIS (29:1) 3,20mL 4,28 mL 5,34 mL 6,40 mL 8,52 mL
Trenngelpuffer 6,00 mL 6,00 mL 6,00 mL 6,00 mL 6,00 mL
SDS (10 %) 0,16 mL. 0,16 mL 0,16 mL 0,16 mL 0,16 mL
APS (10 %) 32,0 L 32,04l 32,0ul 32,0l 32,0 uL
TEMED 16,0 uL. 16,0 L. 16,0 uL. 16,0 uL. 16,0 puL
Sammelgel 4%

ddH»0 4,20 mL

30 % AA/BIS (29:1) 1,00 mL
Sammelgelpuffer 0,76 mL

SDS (10 %) 0,08 mL
APS (10 %) 30,0 uL
TEMED 12,0 1L

Zunachst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen (etwa 4/5 des
Volumens). Nach dessen Polymerisation wurde das Sammelgel dariiber gegeben und
zur Aufteilung der Taschen ein Kamm eingesteckt. Fiir die Elektrophorese wurde das

Gel in die Gelkammer eingespannt und diese mit Elektrophorese-Puffer befiillt. Als
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Molekulargewichtstandard diente ein Gemisch aus Proteinen bekannter Grofe. Die
Proben wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C
aufgekocht. Die Elektrophorese wurde zunichst 15 min bei 60 V, dann 45-60 min

bei 120-150 V durchgefiihrt.

3.2.3.4 Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Coomassie-Farbung

Losungen:

Fixierer 1,00 mL ortho-Phosphorsaure
20,0 mL Methanol
auf 100 mL ddH,O

Eine Methode zur Visualisierung der Protein im SDS-Gel ist die Farbung mit Coo-

massie Brilliant Blue. Thre Empfindlichkeit liegt bei etwa 100 ng Protein pro Ban-

del231],

Bevor die Proteinbanden angefarbt werden, miissen sie im Gel fixiert werden. Dabei
werden die Proteine im Gel ausgefillt. Zu diesem Zweck wurde das Gel 60 min in Fi-
xierlosung geschiittelt und anschliefend mehrmals mit ddH>O gewaschen. Anschlie-
Bend wurde das Gel fiir ca. 2 h (oder {iber Nacht) in der Coomassie-Féarbelosung
(Roti-Blue, Carl Roth, Karlsruhe) inkubiert und anschlief’end mit ddH>O solange

entfarbt, bis die Banden die gewiinschte Intensitit besitzen.

Eine Variante der Coomassie-Farbung ist die kolloidale Coomassie-Farbung nach
Molloy et al., die gegeniiber der herkommlichen Methode eine hohere Empfindlich-
keit aufweist (25,0 ng Protein/Bande) 1901,
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Silberfarbung

Losungen:

Fixierer

Entwickler

Silbernitrat-Losung

Sensibilisierungslosung

Stop-Losung

1,00 mL ortho-Phosphorsiure
20,0 mL Methanol
auf 100 mL ddH,0

3,00 g K,CO3

12,5 uL. NasS203-5 ddH»20 (10 % Stammlosung)
30,0 uL Formaldehyd (37 %ig)

auf 100 mL ddH,0

0,20 g AgNO3
auf 100 mL ddH,0

0,30 g K204S4

4,92 g Kaliumacetat
30,0 mL Ethanol
auf 100 mL ddH,0

4,00 g Tris
2,00 mL Essigsaure
auf 100 mL ddH,O

Eine weitere Moglichkeit, die Proteinbanden im Gel sichtbar zu machen, ist die Far-

bung durch Reduktion von Silberionen. Hierbei bilden Silber(I)-Ionen mit Glu-, Asp-

und Cys-Resten der Proteine Komplexe. Einige Ionen werden durch die Peptidbin-

dungen und die funktionellen Gruppen der Aminosauren zu Silberkeimen reduziert.

Wird nun ein stdrkeres Reduktionsmittel hinzugegeben, erfolgt iiberall im Gel die

Reduktion der Ionen zu metallischem Silber, jedoch an den schon vorhandenen Sil-
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berkeimen am schnellsten. Daher farben sich zunachst die Proteinbanden und erst
nach ldngerer Reduktionszeit der Rest des Gels. Die Farbung kann durch eine starke
Anderung des pH-Wertes gestoppt werden, meist mit Hilfe von verdiinnter Essigsiu-
re oder Glycinlosung. Die Silberfarbung ist sehr empfindlich. Nach einem Protokoll
von Heukeshoven und Dernick konnen auch noch 50 bis 100 pg Protein pro Bande

nachgewiesen werden!118],

Zur Farbung wurde das fixierte Gel zundchst 45 min in Sensibilisierungslosung ge-
schwenkt. Anschlie3end wurde es sechsmal je 10 min mit ddH,O gewaschen. Dar-
aufhin wurde das Gel 1 bis 2 h in der Silbernitratlésung inkubiert. Nach einem sehr
kurzen Waschschritt mit ddH,O (max. 15 s) erfolgte die Visualisierung der Prote-
inbanden durch Schwenken des Gels in der Entwicklungslosung. Es wurde solange
entwickelt, bis die Banden eine ausreichende Farbintensitit besafen. Zum Beenden

der Reaktion wurde das Gel in die Stop-Losung iiberfiihrt.

3.2.3.5 Western-Blotting

Puffer:

Blotting-Puffer 25,0 mM Tris/HCl
192 mM Glycin
20,0 % (v/v) Methanol

Die Western-Blotting-Methode dient dem Nachweis bestimmter Proteine in einem
Gemisch![34286] Beim Western-Blotting werden die Proteine aus den Banden eines
SDS-Gels elektrophoretisch auf eine Membran {ibertragen. Sind die Proteine immo-
bilisiert, kénnen sie z. B. durch Reaktion mit einem entsprechenden, enzymgekop-

pelten Antikorper spezifisch nachgewiesen werden.
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Zunachst wurden der Gelgrofde entsprechende Stiicke Nitrocellulose (NC) und Blot-
tingpapier mit Blotting-Puffer getréankt. Das Gel wurde in einer Blottingkammer zwi-
schen dem Blottingpapier auf die Cellulose gelegt. Durch Anlegen einer Spannung
wandern die Proteine aus dem Gel an die entsprechenden Positionen auf der Nitro-
cellulose (40 min, 16 V). Zur Absittigung der Membran wurde diese anschlieRend
30 min in einer 5 %igen Milchpulver-Losung in TBST geschiittelt. Nach dreima-
ligem, jeweils 5 miniitigem Waschen mit TBST wurde der Erstantikorper auf den
Blot gegeben und iiber Nacht bei 4 °C geschwenkt. Anschliel}end wurde wieder
dreimal 5 min gewaschen und die Membran 1 h mit einem Meerrettichperoxida-
se (HRP)-markierten Zweitantikorper inkubiert. Daraufhin wurde wieder mit TBST
gewaschen (dreimal 5 min). Die Visualisierung erfolgte durch Chemolumineszenz.
Dazu wurden die im Verhéltnis 1:1 gemischten Chemolumineszenzlésungen (Super
Signal West Dura Extended Duration Substrate, Pierce, Bonn) auf die Membran gege-
ben und fiir ca. 1 min inkubiert. Die spezifischen Proteinbanden wurden in der Dun-
kelkammer mit Hilfe eines Rontgenfilms (Kodak BioMax Light Film, Sigma-Aldrich,

Miinchen) detektiert.

3.2.3.6 Proteinkonzentrationsbestimmung per BCA-Test

Die Konzentration eines Proteins in Losung lédsst sich mit Hilfe von Kupfer-lonen
und 2,2’-Bichinolin-4,4-dicarbonsiure (BCA) bestimmen!?%0!, In alkalischer Losung
werden Cu(II)-Ionen durch die Proteine komplexiert (Biuret-Raktion) und zu Cu(I)
reduziert. Die Cu(I)-Ionen reagieren mit BCA zu einem violett gefdarbten Komplex,
wodurch eine spektrometrische Detektion ermoglicht wird. Der Test ist sehr emp-

findlich und resistent gegeniiber Detergenzien wie Triton X-100.

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde das MicroBC Assay: protein

quantification kit (Uptima, Montlucon/F) verwendet. In eine Microtiterplatte (Mi-
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croWell, Nunc) wurden ein BSA-Standard (2.000-20,0 xg/mL) und die in PBS ver-
diinnten Proteinproben aufgetragen, 1 h bei 37 °C mit dem BCA-Reagenz inkubiert

und die Absorption bei 560 nm gemessen (yuQuant, BIO-TEK, Bad Friedrichshall).

3.2.3.7 Herstellung von Maushirnhomogenat

Zunichst wurde eine Maus entweder durch Scherenschlag (PO-P5) oder durch Ver-
gasung mit CO, (ab P6) getotet. Die Schiadeldecke wurde geoffnet und das Gehirn
entnommen. Je nach Grofde wurde es in 1,00-2,00 ml Homogenisierungspuffer auf
Eis in einem Glashomogenisator homogenisiert. Anschlief3end wurden Zelltriimmer
und Zellkerne 15 min bei 1.000xg und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen, die Proteinkonzentration per BCA-Test bestimmt und das

Homogenat bei -80 °C gelagert.

3.2.3.8 Fraktionierung von Hirngewebe der Maus

Herstellung der zytosolischen Fraktion und Gesamtmembranfraktion Zu-
nédchst wurde eine Maus entweder durch Scherenschlag (PO-P5) oder durch Verga-
sung mit COy (ab P6) getotet. Die Schideldecke wurde geoffnet und das Gehirn
entnommen. Je nach GréRe wurde es in 1,00-2,00 ml Homogenisierungspuffer auf
Eis in einem Glashomogenisator homogenisiert. Anschlielend wurden Zelltrimmer
und Zellkerne 15 min bei 1.000 xg und 4 °C abzentrifugiert. Zur Abtrennung der
zytosolischen Proteine wurde der Uberstand 1 h bei 100.000x g und 4 °C ultrazen-
trifugiert. Der Uberstand (zytosolische Fraktion) wurde abgenommen und bei -80 °C
gelagert. Das Pellet, welches u.a. Mitochodrien, Plasmamembranen und Endosomen
enthélt, wurde in Homogenisierungspuffer mit 1 % Triton X-100 resuspendiert und

zur Solubilisierung der Membranproteine {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchs-
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ten Tag wurde erneut 1 h bei 100.000x g und 4 °C ultrazentrifugiert. Der Uberstand

(Gesamtmembranfraktion) wurde bei -80 °C gelagert.

Anreicherung von Wachstumskegeln aus Maushirn

Puffer:

Homogenisierungspuffer

Puffer 1,0

Puffer 0,75

5,00 mM Tris/HCl
1,00 mM MgCly
1,00 mM CacCl,
0,32 M Sucrose
Proteaseinhibitoren
pH 7,4

2,50 mM Tris/HCI
1,00 mM MgCly
1,00 mM CacCl,
1,00 M Sucrose
pH 7,4

2,50 mM Tris/HCI
1,00 mM MgCly
1,00 mM CacCl,
0,75 M Sucrose
pH 7,4

Durch Ultrazentrifugation iiber einen Sucrosegradienten lassen sich Wachstumske-

gel aus dem Hirnhomogenat von Miusen anreichern!’%2171 Zu diesem Zweck wur-

den 15 Maushirne (PO-P2) zunéchst in 10,0 mL kaltem Homogenisierungspuffer in

einem Glaspotter homogenisiert und anschlieffend 15 min bei 1.660xg und 4 °C

abzentrifugiert. Im Uberstand finden sich verschiedenen Zellorganellen, z.B. Mit-
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ochondrien, zytosolische Proteine und Membranbestandteile. Das Pellet besteht zum
Grof3teil aus Zellkérpern ohne Neuriten und Zellkernen. Der Uberstand wurde nun
auf einen Gradienten, bestehend aus 80 %iger Sucroselosung, Puffer 1 mit 1,00 M
Sucrose und Puffer 0,75 mit 0,75 M Sucrose, aufgetragen (Abb. 3.1). Nach 40minii-
tiger Ultrazentrifugation bei 240.000 x g und 4 °C kénnen an den Phaseniibergdangen
die unterschiedlichen Fraktionen abgenommen wurden.

Fraktion A enthilt membrangebundene Fragmente von 0,3-1,5 ym Durchmesser,

Homogenat
A

Puffer 0,75
B

Puffer 1,0
C

\\_/ 80 % Sucrose

Abbildung 3.1: Sucrosegradient zur Anreicherung von Wachstumskegeln aus Maushirn.

Microfilamente, Mitochondrien, Vesikel, Lysosomen und losliche Proteine. Fraktion
B enthilt Golgi-Apparat und Zellfragmente, Fraktion C Mitochondrien, Mikrotubuli
und Vesikel. Fraktion A wurde gesammelt und bei 39.800xg und 4 °C fiir 40 min
ultrazentrifugiert. Das Pellet, welches aus Wachstumskegelpartikeln besteht, wurde

in Homogenisierungspuffer resuspendiert und bei -80 °C gelagert.

3.2.3.9 Stimulation von Wachstumskegeln aus Maushirn

Puffer:

Stimulationspuffer 44,0 mM HEPES
200 mM NaCl
2,40 mM NaH,PO,



3.2 Methoden 71

10,0 mM KClI

2,40 mM MgCl,
20,0 mM Glucose
100 mM Sucrose
Proteaseinhibitoren
pH 7,3

Die Wachstumskegel aus den Gehirnen von drei postnatalen Mausen wurden wie
oben beschrieben prépariert. Das Pellet des zweiten Ultrazentrifugationsschrittes
wurde in Stimulationspuffer resuspendiert. Jeweils 60 uL der Suspension wurden
mit 4,00 g monoklonalem L1-Antikorper (557) oder der gleichen Menge IgG aus
Ratte versetzt und fiir 2 min bei 37 °C stimuliert. Nach der Stimulation wurde die

Suspension kurz auf Eis abgekiihlt, mit Probenpuffer versetzt und aufgekocht.

3.2.3.10 Rho-GTPase Aktivitatstest

Zur Bestimmung der Aktivitat der kleinen Rho-GTPasen Rac1l, Cdc42 und RhoA wur-
den die EZ-Detect " Activation Kits nach Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip
der Aktivitdtsbestimmung beruht auf einem pull-down der aktiven Form von Racl,
Cdc42 und RhoA mit Hilfe von PAK1 und Rhotekin, zweier Effektoren der Rho-
GTPasen. PAK1 bindet mit seiner sogenannten CRIB-Doméne (Cdc42/Rac-interactive
binding) nur aktives, GTP-gebundenes Racl und Cdc42 (Abb. 3.2). Rhotekin bin-
det mit der Rho binding domain (RBD) an aktives RhoA. Durch die Expression
als GST-Fusionsprotein konnen die CRIB- und die RBD-Doméne die mit Hilfe von
Glutathionagarose immobilisiert werden. Die immobilisierten Domanen wurden mit
dem zu untersuchenden Maushirnomogenat (P7-P9) oder Zelllysat 1 h bei 4 °C
inkubiert. Zur Kontrolle wurden die Homogenate/Lysate mit 10,0 mM EDTA und

0,10 mM GTP~S bzw. 1,00 mM GDP versetzt und 30 min bei 30 °C geschiittelt. Erst
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Lysat oder
Homogenat

Entfernen von
nicht-gebundenen
Proteinen

) —

Zugabe von immob.
CRIB/RBD-Doméne

———

=0

SN
>
@& 1T

<4 aktive GTPase
(GTP) Analyse der gebundenen
inaktive GTPase GTPasen per SDS-PAGE
Q (GDP) und Westernblot
R immobilisierte
CRIB/RBD-Domane

Abbildung 3.2: Bestimmung der relativen Aktivitdt von Rho-GTPasen im Zelllysat oder Hirn-

homogenat.

dann erfolgte die Zugabe der CRIB- bzw. RBD-Doméane. Nach Ablauf der Inkubati-
onszeit wurde die Agarose gewaschen und die gebundenen Proteine durch Zugabe
von SDS-Probenpuffer und Erhitzen auf 95 °C eluiert. Die Proben wurden auf ein
12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und anschlielend per Western-Blot mit
Antikorpern gegen RhoA, Racl und Cdc42 analysiert. Die Proteinbanden wurden
densitometrisch ausgewertet (Tina-Software Version 2.09, Raytest, Straubenhardt),
wobei das Signal der aktiven Rho-GTPase ins Verhéltnis zur Gesamtmenge der Rho-

GTPase im Homogenat gesetzt wurde.

3.2.3.11 Affinitatschromatographie

Die Affinitdtschromatographie ist eine sehr spezifische Methode der Proteinreini-

gung, die auf den hochselektiven Wechselwirkungen zwischen Proteinen und ihren
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Liganden basiert. Diese Liganden sind bei der Affinitdtschromatographie z. B. mono-

klonale Antikorper oder Rezeptorproteine, die iiber einen Linker an die Matrix der

Chromatographiesdule gebunden sind.

Vorbereitung der Chromatographie-Saule

Puffer:

Kupplungspuffer (CNBr)

Blockierungspuffer

Puffer A

Saulen-Lagerungspuffer

0,10 M NaHCO;
0,50 M NaCl
pH 8,3

0,20 M Glycin
0,50 M NacCl
pH 8,0

0,10 M Natriumacetat
0,50 M NacCl
pH 4,0

150 mM NacCl

8,00 mM NaoHPO,
1,70 mM NaH>PO,4
0,10 % NaNg

pH 7,5

Das verwendete Sdaulenmaterial (CNBr-activated Sepharose 4B, GE Healthcare, Frei-

burg) wurde dreimal je 15 min bei 4 °C mit 1,00 mM HCI gewaschen. Die zuvor in

E.coli exprimierten und aufgereinigten Proteine wurden in je 20 mL Kupplungspuf-

fer aufgenommen und bei 4 °C {iber Nacht mit der Sepharose inkubiert. Anschlie-
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RBend wurde die Matrix luftblasenfrei in eine Chromatographiesidule gegeben und
mit Kupplungspuffer gewaschen (10,0 mL, 0,30 mL/min). Im néchsten Schritt wur-
den eventuell verbliebene aktivierte Gruppen der Matrix blockiert. Zu diesem Zweck
wurde Blockierungspuffer iiber Nacht {iber die Saule gegeben (0,30 mL/min). An-
schlielfend wurde das Sadulenmaterial dreimal abwechselnd mit Puffer A und Kupp-
lungspuffer gewaschen. Falls die Sdule nicht direkt im Anschluss verwendet wurde,
wurde sie mit etwa 3 mL Sdulen-Lagerungspuffer gespiilt und verschlossen. Die La-

gerung erfolgte bei 4 °C.

Affinitatschromatographie

Puffer:
Elutionspuffer 0,10 M Glycin
pH 2,3
Neutralisierungspuffer 1,00 M Tris/HCl
pH 8,0

Die Sadule wurde zunédchst bei 4 °C mit etwa 10,0 mL Homogenisierungs-Puffer
gewaschen (0,30 mL/min), AnschlieBend wurde eine 1:1-Verdiinnung der Maus-
hirnfraktion auf die Sdule aufgetragen (0,10 mL/min) und iiber Nacht zirkuliert.
Anschlieffend wurde erneut mit Homogenisierungs-Puffer gewaschen (10,0 mlL,
0,30 mL/min). Die Elution erfolgte durch Reduktion des pH-Wertes mit 0,10 M
Glycin, pH 2,3, wobei die Eluate sofort mit 1,00 M Tris pH 8 neutralisiert wurden.
Die Eluate wurden bei 4 °C in PBS umgepuffert und auf ein Volumen von 50,0 uL
eingeengt (Amicon Ultra 5.000 MWCO, Millipore, Schwalbach/Ts.). Anschlieend

wurden sie mit Probenpuffer versetzt und die enthaltenen Proteine mittels eines
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8-16 %igem SDS-Polyacrylamid-Gradientengels aufgetrennt. Die Proteinbanden
wurden mit kolloidalem Coomassie angefirbt, ausgeschnitten und mit Hilfe eines
Electrospray-QTOF-Tandem-Massenspektrometers (QTOF II, Micromass; Analyse
duch Dr. Friedrich Buck, UKE Hamburg) analysiert.

3.2.3.12 Co-Immunprazipitation

Eine Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen ist die Co-
Immunpréazipitation. Hierbei wird ein spezifischer Antikorper gegen das Protein
von Interesse zu einem Zelllysat oder Gewebehomogenat gegeben. Der Antikor-
per, an den das Protein und dessen Bindungspartner binden, wird mit Hilfe von

Protein A- oder G-Agarosekiigelchen aus dem Gemisch isoliert.

Zur Reduktion von unspezifischen Bindungen wurde vor der Co-Immunpréazipitation
ein sogenanntes preclearing durchgefiihrt. Dafiir wurden dem Maushirnhomogenat
oder der Maushirnfraktion pro Ansatz 50,0 pl Protein G- oder A-Agarose zugegeben
und 1 h bei 4 °C inkubiert. Fiir die Immunprazipitation wurde die Agarose abzentri-
fugiert und der Uberstand mit den entsprechenden Antikérpern oder Kontrollseren
bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Anschliefend wurden 40,0 ul Protein G- oder A-
Agarose zugegeben und weitere 60 min bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurde
einmal mit Homogenisierungspuffer und weitere dreimal mit PBS gewaschen. Die
Proteine wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und Erhitzen auf 95 °C eluiert

und per SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

3.2.3.13 pull-down

Der sogenannte pull-down ist eine weitere Methode zur in vitro-Detektion von

Protein-Protein-Interaktionen. Dabei wurden entweder His- oder GST-markierte
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Proteine eingesetzt, die zuvor rekombinant exprimiert und aufgereinigt wurden.
Fiir einen Ansatz wurden bis zu 2,00 mg Gesamtprotein eingesetzt (Maushirn-
homogenat oder Hirnfraktionen). Der Ansatz wurde mit Homogenisierungspuf-
fer auf 1.00 mL aufgefiillt und ein preclearing-Schritt durchgefiihrt (siehe Co-
Immunprizipitation). AnschlieBend wurde der Uberstand in einem frischen Gefi3
mit dem His- oder GST-markierten Protein versetzt (5-20 mg) und iiber Nacht bei
4 °C inkubiert. Als Kontrolle dietnen entweder dquimolare Mengen an anderen His-
oder GST-markierten Proteinen oder ein Ansatz ohne Proteinzugabe. Am néachsten
Tag wurden 40,0 L Ni?*-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) oder GSH-Agarose (Sigma-
Aldrich, Miinchen) zum Ansatz gegeben und weitere 4 h bei 4 °C inkubiert. Durch
kurze Zentrifugation wurde die Agarose sedimentiert und der Uberstand verworfen.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Proteine durch Zugabe von SDS-
Probenpuffer und Erhitzen auf 95 °C eluiert und per SDS-PAGE und Western-Blot

analysiert.

3.2.3.14 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Puffer:
TBS2+ TBS mit
0,50 mM CacCly
2,00 mM MgCl,
TBST2t TBST mit

0,50 mM CacCl,
2,00 mM MgCl,

Der Engyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein immunologisches Nachweis-
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verfahren fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen!”>!. Ein Protein von Interesse wird
zunichst immobilisiert und anschlielfend ein zweites zugegeben. Bindet das zweite
Protein an das immobilisierte, ldsst es sich durch spezifische Antikorper nachweisen.
Eine nachfolgende enzymatische Farbreaktion, die mit der Menge des gebundenen
Antikorpers korreliert, erlaubt die Quantifizierung der beobachteten Proteininterak-

tion.

Die Beschichtung der 96-fach Vertiefungsplatten (Nunc-Immuno Module, VWR) mit
GST-Cofilin erfolgte tiber Nacht bei 4 °C (5,00 pg/mL, 50,0 uL pro Vertiefung). An-
schlieRend wurde 1 h bei RT mit 3,00 % BSA/TBS?* blockiert. Nach dreimaligem
Waschen mit TBST?™ fiir jeweils 2 min wurden 50,0 uL der L1izd oder NCAM140izd
als Kontrolle, gelost in 3,00 % BSA/TBS?* (50,0-200 pg/mL), hinzugefiigt. Die In-
kubation erfolgte 1 h bei RT auf einem Schiittler. Im Anschluss daran wurde dreimal
mit TBST?* gewaschen und jeweils 50,0 uL des priméren Antikorpers (1:1.000 in
3,00 % BSA/TBS?*) zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei RT wurde erneut
gewaschen und 50 L des sekundéren Antikérpers (1:1.000 in 3 % BSA/TBS?**)
hinzugefiigt. AnschlieRend wurde dreimal 2 min mit TBST?* und einmal 2 min mit
TBS?*+ gewaschen. Die Visualisierung der Bindung erfolgte mit Hilfe von ABTS, wel-
ches nach Reaktion mit HRP als stabiles, griin gefarbtes Radikalkation vorliegt. Nach
5-10 min Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 405 nm gemessen (uQuant,

BIO-TEK, Bad Friedrichshall).

3.2.3.15 Proteinvernetzung mit Sulfo-SBED

Zum in vitro Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen lassen sich die Interakti-
onspartner mit Hilfe von crosslinking-Reagenzien kovalent verkniipfen und nach-
weisen. In diesem Fall wurde Sulfo-SBED verwendet. Dieser trifunktionale crosslin-

ker verfiigt {iber eine NHS-Aktivestergruppe, eine photoreaktive Gruppe und eine
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Biotinmarkierung. Ein Koderprotein wird iiber den NHS-Ester kovalent mit dem
crosslinker verkniipft und mit dem potentiellen Bindungspartner inkubiert. Durch
UV-Strahlung wird die photoreaktive Phenylazidgruppe mit dem Bindungspartner
verkniipft. Spéter kann durch Reduktion einer Disulfidbindung des Sulfo-SBEDs die
Biotinmarkierung auf den Bindungspartner iibertragen und das Kéderprotein vom
Komplex getrennt wurden. So kann der Bindungspartner tiber immobilisiertes Strep-

tavidin isoliert und per Western-Blot analysiert werden.

100 ug der rekombinant exprimierten intrazelluliren Domé&nen von L1 und NCAM140
wurden mit 2-fachem molaren Uberschuss von Sulfo-SBED (gelost in DMSO) fiir
30 min bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Zum Entfernen von iiberschiissigem
Sulfo-SBED wurden ZebaSpin Columns " (Pierce, Bonn) nach Herstellerangaben
verwendet. Die L1- bzw. NCAM-Sulfo-SBED-Komplexe wurden mit unterschied-
lichen Maushirnfraktionen (1,00 mg Gesamtprotein) oder rekombinantem GST-
Cofilin1 (100 pg) tiber Nacht bei 4 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Am néchsten
Tag wurden die Ansétze fiir 15 min UV-Strahlung von 365 nm ausgesetzt (Eisbad).
Durch Zugabe von 50,0 mM DTT wurde anschliel3end die Disulfidbindung gespal-
ten. Es wurden 30 puL magnetische Streptavidin-Kiigelchen (MagnaBind Streptavidin,
Thermo Fisher, Waltham) zugegeben und 30 min bei RT inkubiert. Die Kiigelchen
wurden mit Hilfe eines Magneten dreimal mit PBS gewaschen und die Proteine
mit SDS-Probenpuffer eluiert. Die Eluate wurden per SDS-PAGE und Western-Blot

analysiert.



4 Ergebnisse

4.1 L1 und Lis1

4.1.1 Einfluss von Lis1 auf die L1-vermittelte Neuritogenese

Die mRNA des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Lis1 ist im Hippocampus transge-
ner Méause, die das Zelladhasionsmolekiil L1 ektopisch in Astrozyten exprimieren,
in 7-fach grof3erer Menge vorhanden als in entsprechenden wildtypischen Tieren
(siehe Abschnitt 1.2.3.1). In ihrer Doktorarbeit in der AG Schachner, ZMNH, unter-
suchte T. Schneegans daraufhin eine potentielle Wechselwirkung zwischen L1 und
Lisl. Sie konnte eine signifikante Reduktion der L1-abhingigen Neuritogenese bei
Hippocampusneuronen beobachten, die mit mutierten Lis1-Konstrukten transfiziert
waren!?%%), Diese dominant negativen Lis1-Konstrukte LIS H149R und LIS S169P
(,Lis1H“ und ,Lis1S“) enthalten Punktmutationen in einer der fiir Protein-Protein-
Interaktionen wichtigen WD40-Doménen von Lis1 und fiihren dort zu einem Ami-
nosaureaustausch. Die Mutationen wurden urspriinglich im Genom von an Lissen-
zephalie erkrankten Patienten identifiziert.

Kholmanskikh et al. beobachteten in fiir Lis1 heterozygoten knock-out-Méausen einen
reduzierten Anteil an filamentosem Aktin in Neuronen und eine gestorte Zellmigra-
tion. In Kleinhirnneuronen der Lis1-defizienten Tiere wurde auch eine im Vergleich
zum Wildtyp verdnderte Aktivitdt der Rho-GTPasen Racl, Cdc42 und RhoA festge-
stellt. Die die Aktin-Polymerisation stimulierenden GTPasen Racl und Cdc42 zeigten

in fiir Lis1 heterozygoten knock-out-Tieren eine geringere Aktivitit, wohingegen die

79
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Aktivitdit von RhoA erhoht war. Die Hemmung von RhoA mit Hilfe von Y-27632,
einem Inhibitor der RhoA nachgeschalteten Kinase p160ROCK, fiihrte zu einer Nor-
malisierung der Aktin-Polymerisation und der Zellmigration[144!.

Ob Lis1 auch die L1-abhéngige Neuritogenese {iber Rho-GTPasen beeinflusst, soll-
te in der vorliegenden Arbeit experimentell untersucht werden. Es stellte sich die
Frage, ob die mutierten Lis1-Konstrukte durch RhoA-Aktivierung die L1-vermittelte
Neuritogenese hemmen. In diesem Fall sollte sich der Effekt von Lis1H und Lis1S
mit Hilfe eines RhoA-Inhibitors wieder aufheben lassen. Die hier eingesetzte Sub-
stanz Y-27632 ist ein selektiver Inhibitor von p160ROCK, eine Effektorkinase von
RhoAl?°1!, Y.27632 wurde bereits hiufig zur Untersuchung von RhoA-abhiingigen

Prozessen eingesetzt!12-82,104,306]

Die Hippocampusneurone neonataler Mause wurden mit Hilfe eines Trypsin/DNasel-
Verdaus und mechanischer Vereinzelung préapariert und durch Elektroporation mit
dominant-negativen LIS1-Konstrukten transfiziert!®!!. Zur Transfektionskontrolle
wurden die Zellen mit einem Expressionsplasmid fiir eGFP cotransfiziert. Die Neu-
ronen wurden entweder auf Poly-L-Lysin (PLL) oder auf L1-Fc ausgesét und nach
24 h in Kultur mit dem Inhibitor Y-27632 (10 uM) versetzt. Nach weiteren 6 h In-
kubation im Brutschrank wurden die Zellen fixiert und anschlief3end mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Mikroskops analysiert. PLL dient der verbesserten Adhédsion der Zellen
an der ZellkulturgefaRoberflache. Zudem erhoht es die Adsorption von L1-Fc. Hier
dient es auch als Negativkontrolle, da PLL keine biologischen Aktivitdten in den Zel-
len auslost!163.183,3091 Ebenfalls als Negativkontrolle in Frage kime die Fc-Domine.
Sie zeigt jedoch einen #hnlichen Effekt auf die Zellen wie PLLI'71) weshalb in der

vorliegenden Arbeit auf ihren Einsatz verzichtet wurde.

Die Préparation der Hippocampusneurone verlief erfolgreich. Abb.4.1 zeigt eine
Immunfarbung der praparierten Neurone mit dem neuronenspezifischen Marker

B-1II-Tubulin und dem astrozytenspezifischen Marker GFAP. Es zeigte sich, dass die
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Kultur weitgehend frei von Astrozyten war. Die Transfektion der préparierten Neu-

Abbildung 4.1: Immunfirbung der Hippocampusneuronenkultur: A-C: A-III-Tubulin-
Farbung der Neurone; D-F: GEAP-Farbung der Astrozyten. A/D: Fluoreszenz; B/E: Phasen-

kontrastaufnahme; C/F: Uberlagerung.

rone ergab jedoch keine befriedigenden Ergebnisse. Die Mehrzahl der Zellen iiber-
stand die Elektroporation mit dem amaxa-System nicht, so dass eine zu geringe An-
zahl an Zellen fiir die Auswertung zur Verfiigung stand. Das Transfektionsprotokoll
wurde u. a. in Zusammenarbeit mit amaxa mehrfach optimiert, so dass eine gewisse
Erhohung der Transfektionseffizienz erreicht werden konnte. Die Vitalitdt der Zel-
len war jedoch nicht ausreichend, um das Neuritenwachstum zu untersuchen. Als
Alternative zur Elektroporation wurde versucht, die Neurone durch Lipofektion oder
magnet-assisted transfection zu transfizieren. Diese Methoden waren zwar schonen-

der fiir die Neurone, wiesen aber eine zu geringe Effizienz auf.

Da die primér kultivierten Neurone nur schlecht zu transfizieren waren, wurde

ein analoger Versuch auch mit PC12- und N2a-Zellen durchgefiihrt. Diese Zelllinien
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wurden bereits hiufig fiir Neuritenwachstumsexperimente verwendet!76: 165,177,245,249]
Die N2a-Zellen wurden zusétzlich mit einem Konstrukt fiir neuronales L1 transfi-
ziert, da diese Zelllinie nur das nicht-neuronale L1 exprimiert!'®4, Hier verlief die
Transfektion erfolgreich, so dass die Zellen mikroskopisch auf ihre Neuritogenese
untersucht werden konnten. Sowohl die PC12- als auch die N2a-Zellen reagierten
jedoch nur sehr schwach auf eine Stimulation mit L1-Fc, so dass sie fiir die Un-
tersuchung von L1-abhédngigen Prozessen nicht geeignet waren. Aus diesem Grund
konnte der Einfluss der Lis1-Mutationen auf die L1-vermittelte Neuritogenese leider

nicht weiter untersucht werden.

4.1.2 Einfluss von Nde1 auf die L1-vermittelte Neuritogenese

Neben Lisl sind auch die Nud-Proteine (nuclear distribution), die die Kerntranslo-
kation und die Organisation von Neurofilamenten in wandernden Neuronen regu-
lieren, an der Migration von Neuronen beteiligt. Eine Interaktion von Lis1 mit dem
Nud-Protein Ndel konnte bereits nachgewiesen werden. Fiir die vorliegende Arbeit
ist die Beobachtung von Feng et al. bedeutsam, dass die o. g. Punktmutationen Lis1H
und Lis1S die Bindung an Ndel unterbinden. Dies la[$t zusammen mit den zuvor er-
wiahnten Daten von T. Schneegans darauf schlieBen, dass die Ndel-Lis1-Bindung
bei der L1-vermittelten Neuritogenese eine wichtige Rolle spielt. Daher sollte der
potentielle Einfluss von Ndel auf die L1-abhingige Neuritogenese durch Transfek-
tion von Hippocampusneuronen neonataler Mause mit einem dominant-negativen
Ndel-Konstrukt analysiert werden. Das Konstrukt besteht aus den Aminoséduren 90-
150 des Ndel-Proteins (Abb. 4.2), die die Lis1-Bindestelle darstellen. Das Protein-
fragment blockiert somit in der Zelle die Bindung des endogenen Ndel an Lisl,
wodurch ein dhnlicher Effekt wie durch die Mutationen Lis1H und Lis1S erreicht
wird.

Bei der Transfektion der hippocampalen Neurone traten die oben bereits beschrie-
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Abbildung 4.2: Struktur von Ndel mit vorhergesagten Phosphorylierungsstellen. Grau dar-
gestellt ist eine putative coiled-coil-Struktur, schwarz markiert ist die Lis1-Bindungsstelle und

somit das dominant-negative Ndel-Konstrukt (Ndel-dn)"8],

benen Schwierigkeiten auf. Ein Experiment konnte hier jedoch ausgewertet wer-
den. Dabei wurden die mit dem dominant-negativen Ndel-Konstrukt transfizierten
Neurone auf PLL und L1-Fc ausgesit. In Abb. 4.3 sind die Neurone, die innerhalb
einer Kultivierungsdauer von 24 h Neuriten ausgebildet haben, relativ zur Gesamt-
zellzahl (=100 %) aufgetragen. Aus den vorliegenden Daten lésst sich die Tendenz
erkennen, dass die L1-abhédngige Neuritogenese durch das dominant-negative Ndel-
Konstrukt starker verringert ist als die Neuritogenese auf dem Kontrollsubstrat PLL.
Dieses Ergebnis weist auf einen funktionellen Zusammenhang von L1, Lis1 und

Ndel bei der Bildung von Neuriten hin.

4.1.3 Untersuchung einer potentiellen Interaktion von L1 mit DCX und
Nde1

Der schwere Phénotyp, der bei Lissenzephalie-Patienten auftritt, findet sich auch
bei Menschen mit Mutationen in einem Gen, das das Protein Doublecortin (DCX)
codiert. Lis1 und DCX werden wéhrend der Gehirnentwicklung koexprimiert und
interagieren direkt miteinander. Weiterhin konnte in vivo eine Bindung von DCX an
Neurofascin, ein Zelladhisionsmolekiil der L1-Familie, nachgewiesen werden!'46],

Das DCX-Bindungsmotiv in Neurofascin (phospho-FIGQY) findet sich auch in der
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Abbildung 4.3: Untersuchung des Einflusses von Ndel-dn auf die L1-abhéngige Neuritoge-
nese hippocampaler Neurone. Unterhalb der x-Achse sind die Zellkultursubstrate (PLL, L1-
Fc) bzw. die rekombinant in den Neuronen exprimierten Proteine (eGFE Ndel-dn) angege-
ben. Dargestellt ist der Anteil der Zellen mit Neuriten an der Gesamtzahl der eGFP-positiven

Zellen. Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

intrazelluliren Doméne von L1. Ndel ist ebenfalls ein Bindungspartner von Lisl
und DCX. Die Bindung von Lisl an Ndel wird durch die oben genannten Lisl-
Punktmutationen unterbunden.

Lisl und L1 konnten bisher nicht co-immunprazipitiert werden und interagieren
moglicherweise iiber Adapterproteine!?%°!, Diese Funktion kénnten DCX oder Ndel
besitzen, so dass in dieser Arbeit versucht wurde, eine Interaktion zwischen L1 und

DCX bzw. Ndel nachzuweisen.

Co-Immunprazipitation Fiir Co-Immunprazipitationen wurden ein monoklonaler
L1-Antikorper (555), ein polyklonaler Antikorper gegen DCX und ein polyklonaler

Antikorper gegen Ndel verwendet. Die Antikorper wurden iiber Nacht mit den ver-



4.2 L1 und Rho-GTPasen 85

schiedenen Maushirnfraktionen inkubiert. AnschlieBend wurden die Préazipitate mit
Hilfe von Protein A- oder G-Agarose isoliert. Mit keinem der drei Antikorper konnten

L1 und DCX oder Ndel gemeinsam prazipitiert werden.

Pull-down Weiterhin wurden pull-downs mit zuvor in E.coli produzierter, rekom-
binanter intrazelluldarer Doméne von L1 durchgefiihrt. Auch hier konnten DCX und

Ndel nicht als Bindungspartner identifiziert werden.

Crosslinking Um eine eventuell nur schwache oder kurzzeitige Interaktion von
L1 mit DCX und Ndel nachweisen zu kénnen, wurde als dritter Interaktionstest ein
crosslinking mit Sulfo-SBED durchgefiihrt. Dazu wurde die intrazellulire Doméne
von L1 mit dem trifunktionalen crosslinker Sulfo-SBED kovalent verkniipft und mit
den verschiedenen Zellfraktionen aus Maushirn inkubiert. Durch Einwirkung von
UV-Strahlung wurden Proteine, die sich in direkter Nachbarschaft zur intrazellula-
ren Doméane von L1 befanden, kovalent an den crosslinker gebunden (vgl. 3.2.3.15).
Nach Abspaltung der intrazelluliren Doméne von L1 und Isolierung der Interakti-
onspartner aus dem Proteingemisch wurden diese per Western Blot auf die Anwesen-
heit von DCX und Ndel untersucht. Auch auf diese Weise konnte keine Interaktion

nachgewiesen werden.

4.2 L1 und Rho-GTPasen

4.2.1 Untersuchung der Aktivitat der Rho-GTPasen Rac1, Cdc42 und RhoA

im Gehirn L1-defizienter Mause

Die bisherigen Ergebnisse einer Studie von S. Gensler und C. Dotti (Universitéat Leu-

ven, pers. Mitteilung) weisen auf eine Interaktion von L1 und den Rho-GTPasen
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Racl und Cdc42 hin. Um zu untersuchen, ob sich ein genetischer knock-out von
L1 auf die Aktivitit der Rho-GTPasen im Gehirn der Maus auswirkt, wurden Rho-
GTPase-Aktivitatstests durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden zunéchst die GTPase-
bindenden Doménen von PAK1 und Rhotekin aufgereinigt. Die Konstrukte fiir die
GTPase-bindenden Doménen von PAK1 und Rhotekin codieren das Cdc42/Rac inter-
active binding motif (CRIB), bestehend aus den Aminosiduren 56-141 des humanen
PAK1B bzw. die RhoA binding domain (RBD), bestehend aus den Aminosauren 7-89
des murinen Rhotekins, beides als GST-Fusionsprotein. Die Expression und Aufreini-
gung der Proteindoménen war erfolgreich. In Abb. 4.4 sind Western Blots der Aufrei-
nigung dargestellt. Die mit einem anti-GST-Antikorper detektierten Proteinbanden
entsprechen den Molekulargewichten von GST-PAK1-CRIB und GST-Rhotekin-RBD
(jeweils 35 kDa). Um die Funktionalitdt von PAK1-CRIB bzw. Rhotekin-RBD zu iiber-
priifen, wurden die Homogenate vor dem pull-down entweder mit GDP oder GTP~S,
einem nicht zu GDP hydrolylisierbaren GTP-Derivat, vorinkubiert (vgl. 3.2.3.10).
Dabei sollte bei GDP-vorinkubierten Proben kein Rho-GTPase-Signal im Eluat nach-
weisbar sein, bei der GTP~S-Kontrolle sollte hingegen eine starke Bande im Western
Blot zu sehen sein. Mit den selbst produzierten GST-Fusionsproteinen blieb die Po-
sitivkontrolle jedoch ohne Signal und es konnten keine aktiven GTPasen aus dem
Maushirnhomogenat isoliert werden. Daher wurde auf kommerziell erhéltliche Kits
zur Bestimmung der GTPase-Aktivitit zuriickgegriffen (EZ-Detect ' Racl/Cdc42 Ac-
tivation Kit, Pierce, Bonn). Mit Hilfe dieser Kits konnten die Aktivititen von Racl
und Cdc42 im Gehirn von L1-defizienten Mausen bestimmt und mit den Werten
wildtypischer Tiere verglichen werden (Abb. 4.5). Die RhoA-Aktivitat liel3 sich auch
durch Einsatz des entsprechenden Kits nicht zuverléssig bestimmen. Die im folgen-
den mit L1-knock-out bezeichneten Tiere entsprechen dem L1~/¥-Genotyp, die wild-
typischen Geschwister besitzen den Genotyp L1+/* (Weibchen) bzw. L1*/¥ (Ménn-
chen) (vgl.3.1.14). In Abb. 4.5 sind die ermittelten Aktivititen von Racl und Cdc42
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Abbildung 4.4: Western Blot zur Uberpriifung der Produktion von GST-PAK1-CRIB und GST-

Rhotekin-RBD: Die Glutathion-Agarose wurde vier Mal mit Elutionspuffer inkubiert (Eluate
1-4), die Eluate vereinigt und umgepuffert. Der Durchlauf des Umpufferns wurde ebenfalls
auf PAK-CRIB und Rhotekin-RBD untersucht. C: CRIB-Domine, R: RBD-Doméne, D: Durch-

lauf. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines anti-GST-Antikorpers.

im L1-defizienten Maushirn relativ zur Aktivitat im Gehirn wildtypischer Méuse dar-
gestellt. Die gemittelten Werte von 10 bzw. 9 Experimenten zeigen sowohl fiir Racl

als auch fir Cdc42 keine Aktivitdtsunterschiede zwischen L1-knock-out und Wild-

typ.

4.2.2 Untersuchung der Rho-GTPase-Aktivitat in anti-L1-stimulierten

Kleinhirnneuronen

Im Gesamthirnhomogenat von L1-defizienten Mausen waren keine Unterschiede in
der Rho-GTPase-Aktivitdt im Vergleich zu den wildtypischen Tieren zu beobachten.

Aufgrund einer der relativ groen Streuung der Werte liegt die Vermutung nahe,
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Abbildung 4.5: Aktivitdt von Racl und Cdc42 im Gehirn L1-defizienter Mause. In A sind

Rac1 Cdc42

reprasentative Western Blots fiir Racl und Cdc42 gezeigt. wt: Wildtyp; ko: L1-knock-
out; Hom.: Maushirnhomogenat; pd: pull-down (aktive GTPase); -: Negativkontrolle (GDP-
Vorinkubation); +: Positivkontrolle (GTP~yS-Vorinkubation). In B ist die densitometrische
Auswertung von 10 (Racl) bzw. 9 (Cdc42) unabhingigen Experimenten gezeigt. Aufgetra-
gen ist die relative Rho-GTPase-Aktivitdt in Gehirnhomogenaten von L1-defizienten Tieren,
wobei die Aktivitédt in den Gehirnhomogenaten wildtypischer Tiere gleich 1 gesetzt wurde.

Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

dass Unterschiede in einzelnen Hirnregionen existieren, diese jedoch durch die Ho-
mogenisierung des gesamten Gehirns nicht mehr messbar sind. Eine Prédparation
von einzelnen Hirnteilen ist durch die schnelle Hydrolyse des von den GTPasen ge-
bundenen GTPs ungiinstig, so dass stattdessen kultivierte Kleinhirnneurone unter-
sucht wurden. Dabei wurden die Kleinhirnneurone 15 min mit einem monoklona-
len anti-L1-Antikorper (,557%) stimuliert, der nachweislich das Neuritenwachstum
fordert!”). Mit Hilfe des Antikorpers kann L1 gezielt aktiviert werden. Als Negativ-
kontrolle dienten IgGs aus der Spezies, in der dieser Antikorper produziert worden
war (Ratte). Anschlielfend wurde die Racl- und Cdc42-Aktivitdt mit Hilfe der ent-
sprechenden Kits (EZ-Detect " Racl/Cdc42 Activation Kit, Pierce, Bonn) bestimmt.

Dabei erwies sich der Nachweis der (aktiven) Rho-GTPasen als sehr schwierig, da
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die Proteinmenge im Zelllysat gering war. Die Zahl der verwendeten Neurone wur-
de daraufhin erhoht, woraufhin fiir die Racl-Aktivitat drei, fiir die Cdc42-Aktivitat
jedoch nur ein MelRwert ermittelt werden konnte. Die Ergebnisse der auswertba-

ren Experimente sind in Abb. 4.6 zusammengefasst. Die Aktivitdt von Racl in L1-
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5 1.2 g 12
= >
= 1.0 — s £ 1.0 —_—
< 3
< 08 & 0.8
§ 0.6 ;3 0.6+
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Abbildung 4.6: Relative Racl- und Cdc42-Aktivitét in Kleinhirnneuronen, die mit dem mo-
noklonalen L1-Antikoérper 557 stimuliert wurden (,,557). Die Aktivitit in IgG-stimulierten
Neuronen (,,IgG“, Negativkontrolle) wurde gleich 1 gesetzt. Bei 557 entspricht jeder Daten-

punkt einem Experiment.

Antikorper-stimulierten Kleinhirnneuronen unterscheidet sich nicht signifikant von
der in IgG-behandelten Zellen. Die Aktivitdt von Cdc42 stieg nach der Stimulation
von L1 um ca. 28 % an. Hierbei handelt es sich aber lediglich um das Ergebnis eines

einzelnen Experiments (s. 0.).

Um zu iiberpriifen, ob die Zellen durch die Stimulation erh6htem Stress ausgesetzt
waren, wurde die Aktivitit von Caspase-3 im Zelllysat mit Hilfe eines Caspase-3-
Antikorpers untersucht. Aktivierte Caspase-3 ist ein Indikator fiir Apoptose, die bei
Zellstress zunimmt. Die Aktivitdt der Caspase lasst sich mittels Western Blot unter-
suchen, da das aktivierte Protein proteolytisch gespalten wird. Dabei entstehen aus

dem inaktiven, 37 kDa grol3en Protein zwei kleinere Fragmente von 17 und 12 kDa
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Grole. Abb. 4.7 zeigt den Western Blot von Zelllysat aus Kleinhirnneuronen, die ent-
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Abbildung 4.7: Vergleich der Caspase-3 Aktivitdt in L1-Antikorper-stimulierten (,557%)
Kleinhirnneuronen und der IgG-Kontrolle (,,IgG“). Dargestellt ist ein repridsentativer Wes-
tern Blot der Zelllysate. Detektiert wurde mit einem Caspase-3-Antikorper, der sowohl die

inaktive als auch die aktive Form der Caspase-3 erkennt.

weder mit dem 557-Antikorper oder IgG aus Ratte behandelt wurden. Man erkennt
die Bande der Caspase-3 bei etwa 37 kDa, wahrend keine Spaltprodukte von kleine-
rem Molekulargwicht auftreten. Auch bei ldngerer Exposition des Films waren keine

Fragmente im Western Blot erkennbar.

4.2.3 Untersuchung der Rho-GTPase-Aktivitat in L1-stimulierten

Neuroblastom-Zellen

Aufgrund der geringen Proteinausbeute aus Kleinhirnneuronen und der damit ver-

bundenen Detektionsprobleme beim Western Blot wurde die Aktivitdt der Rho-
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GTPasen Racl und Cdc42 auch in Neuroblastom-Zellen bestimmt. Zu diesem Zweck
wurden N2a-Zellen zunichst mit dem neuronalen L1 transfiziert (vgl.4.1.1). An-
schlie@end wurde 15 min mit dem 557-Antikérper stimuliert und die Aktivitat
der Rho-GTPasen mit Hilfe der entsprechenden Kits (EZ—DetectTM Racl/Cdc42 Ac-
tivation Kit, Pierce, Bonn) bestimmt. Die ermittelten Aktivititen sind in Abb4.8

dargestellt. Die Stimulation der Neuroblastom-Zellen bewirkte einen Anstieg der

rel. Rac1-Aktivitat
rel. Cdc42-Aktivitat

IgG 557 IgG 557

Abbildung 4.8: Relative Racl- und Cdc42-Aktivitit in N2a-Zellen, die mit der neuronalen
Form von L1 transfiziert und anschlie@end mit dem monoklonalen L1-Antikdrper 557 sti-
muliert wurden (,,557%). Die Aktivitédt in IgG-stimulierten Zellen (,,JgG“, Negativkontrolle)

wurde gleich 1 gesetzt. Jeder Datenpunkt entspricht einem Experiment.

Racl-Aktivitdt um ca. 75 %, wobei die Werte der einzelnen Experimente relativ weit
auseinander liegen. Bei Cdc42 konnten nur zwei Experimente ausgewertet werden,
da auch hier die Proteinmenge des aktiven Cdc42 an der Detektionsgrenze lag.
Die ermittelten Werte zeigen keinen Einfluss der L1-Antikorper-Stimulation auf die

Aktivitat von Cdc42.
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4.2.4 Untersuchung der Expression von Rac1 und Cdc42 in L1-defizientem

Maushirn

Der Vergleich der Expression von Racl und Cdc42 in Hirnhomogenaten von fiinf
L1-defizienten Médusen und ihren Wildtyp-Geschwistern (PO-P2) zeigte keinen Un-
terschied (Abb. 4.9). Zudem wurden Wachstumskegel-angereicherte Zellfraktionen
aus den Gehirnen von L1 knock-out- und Wildtyp-Tieren untersucht, da es in Wachs-
tumskegeln besonders haufig zu einer Reorganisation des Zytoskeletts kommt. Auch
konnten S. Gensler und C. Dotti eine Interaktion von L1 mit Racl und Cdc42 in
Wachstumskegel-angereicherten Fraktionen aus den Hippocampi von Ratten nach-
weisen (Universitdt Leuven, pers. Mitteilung). Die Expression von Racl und Cdc42
unterscheidet sich auch in den Wachstumskegelfraktionen von L1-defizienten Méau-
sen nicht signifikant von der der wildtypischen Méause. Als Ladungskontrolle dienten
entweder GAPDH oder a-Tubulin, beides abundante Proteine im Gehirn. Um aus-
zuschliefden, dass eventuelle Unterschiede der Racl- und Cdc42-Expression in ein-
zelnen Hirnregionen im Gesamthirnhomogenat verloren gehen, wurden auch einige
Bestandteile des Maushirns prapariert und untersucht. Dabei wurden der Kortex, das
Kleinhirn, der Hippocampus, das Stammhirn und der olfaktorische Bulbus von L1-
knock-out-Mausen und wildtypischen Tieren entnommen und mittels Western Blot
die Menge von Racl und Cdc42 bestimmt. Es wurden die Hirnregionen von jeweils
4 wildtypischen Tieren und 5 L1-knock-out-Méusen verglichen. Die gemittelten den-
sitometrischen Auswertungen der Western Blot Signale lieferten dabei keinen signi-
fikanten Unterschied der Expression der Rho-GTPasen Racl und Cdc42 zwischen

Wildtyp und L1-knock-out in den untersuchten Hirnregionen.
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Abbildung 4.9: Vergleich der Racl und Cdc42-Expression in Gesamthirnhomogenaten
(,,Hom.“) und Wachstumskegel-angereicherten Fraktionen (,,W-kegel“) L1-defizienter Méduse
(,,ko*) und ihrer Wildtypgeschwister (,wt“). Dargestellt sind exemplarische Western Blots,
detektiert wurde mit Antikdrpern gegen L1, Racl und Cdc42. GAPDH diente als Beladungs-

kontrolle.

4.2.5 Einfluss von RhoA auf das L1-vermittelte Neuritenwachstum

Die Rho-GTPase RhoA ist eine Art Antagonist zu den Rho-GTPasen Racl und Cdc42.
Wahrend letztere das Neuritenwachstum fordern, bewirkt RhoA einen Riickzug der
Neuriten, wie in PC12- und N1E115-Zellen gezeigt wurde!2%:2821 Ob RhoA auch
die L1-abhéngige Neuritogenese bzw. das Neuritenwachstum beeinflusst, wurde hier
anhand von Kleinhirnneuronen untersucht. Diese wurden auf L1-Fc ausgesat und
mit dem in 4.1.1 bereits erwdhnten RhoA-Inhibitor Y-27632 behandelt. In Abb. 4.11
sind die ermittelten Werte fiir die Neuritenldnge dargestellt. Die two-way analysis
of variance (ANOVA) zeigte einen signifikanten Effekt des Substrates auf das Neuri-
tenwachstum (p < 0,001). Der Inhibitor hatte jedoch keinen Einfluss auf die durch-

schnittliche Neuritenlédnge. In Abb. 4.12 ist die relative Neuritogenese nach RhoA-
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Abbildung 4.10: Vergleich der Racl und Cdc42-Expression in verschiedenen Hirnregionen
L1-defizienter Méuse (,ko“) und ihrer Wildtypgeschwister (,,wt“). Dargestellt sind exem-
plarische Western Blots der Homogenate aus Kortex, Kleinhirn, Stammhirn, Hippocampus
und olfaktorischem Bulbus. Detektiert wurde mit Antikérpern gegen L1, Racl und Cdc42.
GAPDH diente als Beladungskontrolle.

Inhibitorbehandlung dargestellt. Die two-way ANOVA zeigte einen signifikanten Ef-
fekt des Substrates (p < 0,001) und des Inhibitors (p < 0,001) auf die Neuritoge-
nese, die Interaktion von Substrat und Inhibitor ergab jedoch keinen signifikanten
Effekt. Abb.4.12 A zeigt den signifikanten Unterschied der Neuritogenese zwischen
PLL und L1-Fc. In Abb.4.12 B ist der Einfluss des RhoA-Inhibitors dargestellt. Es
wird deutlich, dass der Neuritogenese-fordernde Effekt von Y-27632 nicht substra-
tabhingig ist. Sowohl auf PLL als auch auf L1-Fc zeigten die mit dem Inhibitor be-

handelten Zellen eine signifikant erh6hte Neuritogenese.

4.2.6 Einfluss von RhoA auf die Oberflachenlokalisation von L1

Die Oberflachenlokalisation von L1 unterliegt einer fortwédhrenden Dynamik, die

dafiir sorgt, dass das Protein bedarfsgerecht in der Plasmamembran verteilt wird.
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Abbildung 4.11: Relative Neuritenldngen der mit dem RhoA-Inhibitor ¥-27632 behandelten
Kleinhirnneurone. Unterhalb der x-Achse sind die Zellkultursubstrate (PLL, L1-Fc) bzw. der
zugegebene Inhibitor und seine Konzentrationen angegeben. Die durchschnittliche Neuri-
tenldnge der Neurone auf PLL ohne Zusatz von Y-27632 wurde gleich 100 % gesetzt. Die
Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Statistik: ***
p < 0,001; ausgewertet mit Duncan’s multiple range test nach two-way ANOVA mit Substrat

und Inhibitor als between group Faktoren.

Dieser Prozess wird durch das sogenannte Recycling gesteuert, einen regulierten
Zyklus aus Endo- und Exozytose. Auf diese Weise kann die Zelle bzw. ihr Wachs-
tumskegel auf dullere Stimuli reagieren. Fiir den Netrin-1-Rezeptor DCC wurde ge-
zeigt, dass durch die Bindung von Netrin-1 die GTPase RhoA gehemmt wird, welche
ihrerseits die Menge an DCC in der Plasmamembran reguliert. Durch Inhibition von
RhoA wurde mehr DCC an die Zelloberfliche rekrutiert!97), Méglicherweise spielt

ein dhnlicher Mechanismus auch beim L1-Recycling eine Rolle. Daher wurde mit
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Abbildung 4.12: A: Relative Neuritogenese der mit dem RhoA-Inhibitor Y-27632 behandel-
ten Kleinhirnneurone. Unterhalb der x-Achse sind die Zellkultursubstrate (PLL, L1-Fc) bzw.
der zugegebene Inhibitor und seine Konzentrationen angegeben. Der Anteil der Neurone
mit Neuriten an der Gesamtzahl der Neurone auf PLL ohne Inhibitor wurde gleich 100 %
gesetzt. Angezeigt ist der Standardfehler. B: Relative Neuritogenese der mit Y-27632 be-
handelten Kleinhirnneurone. Der Anteil der Neurone mit Neuriten an der Gesamtzahl der
Neurone auf PLL (schwarz) bzw. L1 (grau) ohne Inhibitor wurde gleich 100 % gesetzt. Die
Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Anzahl der
MeBwerte: PLL: n = 8; L1-Fc: n = 9; Statistik: *** p < 0,001; ausgewertet mit Duncan’s
multiple range test nach two-way ANOVA mit Substrat und Inhibitor als between group Fak-

toren.

Hilfe der Oberflichenbiotinylierung die Menge an L1 in der Plasmamembran mit
und ohne RhoA-Inhibition bestimmt.

Dazu wurden Kleinhirnneurone fiir 1,5 h mit dem RhoA-Inhibitor Y-27632 kultiviert
und anschlief3end 1 h lang mit dem L1-Antikérper 557 stimuliert, um L1-abhéngige
Signalkaskaden zu aktivieren. Um die Stimulation sowie Endo- bzw. Exozytose-
vorgédnge zu stoppen, wurden die Zellen anschlie@end auf Eis gestellt. Daraufhin

wurden die Oberflaichenproteine mit Biotin markiert (vgl.3.2.1.11). Mittels Wes-
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tern Blot wurden die Zellen auf ihren L1-Gehalt untersucht und die Menge des an
der Zelloberflache lokalisierten L1-Proteins ins Verhéaltnis zum Gesamt-L.1-Gehalt ge-
setzt. Abb. 4.13 zeigt die Menge von L1 in der Plasmamembran nach Behandlung

mit dem RhoA-Inhibitor Y-27632. Abb. 4.13 zeigt, dass die Stimulation mit dem 557-

1.5+
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557 + - + -
IgG - + - +
Y-27632 - - + +

Abbildung 4.13: Oberflachenlokalisation von L1 in L1-Antikorper-stimulierten und mit dem
RhoA-Inhibitor Y-27632 behandelten Kleinhirnneuronen. Dargestellt sind die densitometri-
schen Auswertungen dreier Experimente. Alle Western Blot-Signale des Oberflachen-L1 wur-
den zunéchst ins Verhdltnis zum Gesamt-L1-Gehalt gesetzt. Die Western Blot-Signale wurden
auf das Signal der IgG-Kontrolle ohne Inhibitor-Zugabe normalisiert. Die Messwerte sind als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Anzahl der Messwerte: n = 3;
Statistik: * p < 0,05; *** p < 0,001; ausgewertet mit Duncan’s multiple range test nach

two-way ANOVA mit Substrat und Inhibitor als between group Faktoren.

Antikorper zu einer Reduktion der L1-Menge an der Zelloberfldche fiihrt. Durch
Zugabe des RhoA-Inhibitors Y-27632 vor der Stimulation wird diese Reduktion ver-
hindert. Es kommt hingegen zu einer signifikanten Erhohung der L1-Menge in der

Plasmamembran. Durch den Inhibitor ¥-27632 hat sich die Menge an Oberflachen-
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L1 nach L1-Antikérper-Stimulation in etwa verdoppelt. Die Zugabe des Inhibitors

hatte keinen Effekt auf die IgG-Kontrollgruppe.

4.3 L1 und Cofilin

4.3.1 Untersuchung einer méglichen Interaktion von L1 und Cofilin

Die Bedeutung des Aktin-depolymerisierenden Proteins Cofilin fiir das Neuriten-
wachstum wurde in einer Vielzahl von Studien gezeigt!? 74 124,161,184,241,289,307]
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob L1 das Zytoskelett durch
die Aktivierung oder Inaktivierung von Cofilin beeinflusst.

Sollte L1 die Aktivitdt von Cofilin beeinflussen, geschieht dies moglicherweise {iber
eine direkte Interaktion der beiden Proteine, oder durch Komplexbildung mit wei-
teren Molekiilen, die eine Interaktion vermitteln. Zum Nachweis einer solchen In-
teraktion von L1 und (phospho-)Cofilin im Gehirn der Maus wurden unterschiedli-
che Strategien verfolgt. Dabei wurden Maushirnhomogenat, zytosolische Fraktion,
Membranfraktion, Zytoskelettfraktion und Wachstumskegel-angereicherte Fraktion

verwendet.

Co-Immunprazipitation Fiir Co-Immunprézipitationen wurden ein monoklonaler
L1-Antikorper (555) und zwei monoklonale Antikérper gegen Cofilin bzw. phospho-
Cofilin verwendet. Die Antikérper wurden iiber Nacht mit den verschiedenen Maus-
hirnfraktionen inkubiert. Anschlief3end wurden die Prazipitate mit Hilfe von Pro-
tein A- oder G-Agarose isoliert. Mit keinem der drei Antikorper konnten L1 und

(phospho-)Cofilin gemeinsam prézipitiert werden.

Pull-down Weiterhin wurden pull-downs mit rekombinant exprimierter intrazellu-

larer Doméne von L1 durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene Maushirnfraktionen
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eingesetzt. Auch hier konnten Cofilin und phospho-Cofilin nicht als Bindungspartner

identifiziert werden.

ELISA Neben den Interaktionstests in Maushirnfraktionen wurde mit Hilfe des
ELISAs getestet, ob die rekombinant exprimierte intrazellulire Doméane von L1
(L1izd) in vitro an rekombinant exprimiertes Cofilin bindet. Dabei wurde die 96-
fach Vertiefungsplatte mit Cofilin beschichtet und die His-L1lizd in verschiedenen
Verdiinnungen zugegeben. Die Detektion erfolgte mit einem Antikorper gegen die
intrazelluldre Doméne von L1. Als Negativkontrolle dienten die intrazelluldren Do-
ménen von NCAM140 und NCAM180, zwei Isoformen von NCAM, einem anderen
Zelladhasionsmolekiil. Auch im ELISA zeigte sich keine Interaktion der intrazellula-

ren Domaéane von L1 mit Cofilin.

Crosslinking Um eine eventuell nur schwache oder kurzzeitige Interaktion von L1
mit (phospho-)Cofilin nachweisen zu konnen, wurde als dritter Interaktionstest ein
crosslinking mit Sulfo-SBED durchgefiihrt. Dazu wurde, wie in Abschnitt 3.2.3.15
beschrieben, die intrazellulire Doméne von L1 mit dem trifunktionalen crosslinker
Sulfo-SBED kovalent verkniipft und mit den zuvor erwdhnten Maushirnfraktionen
inkubiert. Durch Einwirkung von UV-Strahlung wurden Proteine, die sich in direkter
Nachbarschaft zur intrazelluldren Doméne von L1 befanden, kovalent an den cross-
linker gebunden. Nach Abspaltung der intrazelluldaren Doméne von L1 und Isolie-
rung der Interaktionspartner aus dem Proteingemisch wurden diese mittels Western
Blot auf die Anwesenheit von (phospho-)Cofilin untersucht. Auch auf diese Weise

konnte keine Interaktion der beiden Proteine nachgewiesen werden.
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4.3.2 Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von Cofilin in

L1-defizientem Maushirn

Eine direkte Interaktion von Cofilin und L1 konnte nicht ermittelt werden. Mogli-
cherweise fungiert Cofilin als downstream-Vermittler zwischen L1 und dem Zytoske-
lett. Ob sich ein Fehlen von L1 auf die Aktivitdt oder Expression von Cofilin auswirkt,
wurde anhand von L1-defizienten Mausen untersucht. Dabei wurden zunéchst die
Expression und der Phosphorylierungszustand von Cofilin in Hirnhomogenaten von
fiinf L1-defizienten Médusen und ihren Wildtyp-Geschwistern (PO-P2) mittels Wes-
tern Blot ermittelt. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen den Genotypen. Zu-
dem wurden Wachstumskegel-angereicherte Fraktionen untersucht, da Cofilin dort
besonders angereichert ist!!3:74.95.241]1 Dje densitometrische Auswertung der Wes-
tern Blots zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Cofilin-Expression
und -Phosphorylierung zwischen den Genotypen. Zur Normierung diente das Ex-
pressionsniveau von GAPDH oder «-Tubulin, zweier abundanter Proteine im Ge-
hirn. Zudem wurden einzelne Hirnregionen der L1-defizienten Tiere auf die Expres-
sion bzw. Phosphorylierung von Cofilin untersucht. Dabei wurden der Kortex, das
Kleinhirn, der Hippocampus, das Stammhirn und der olfaktorische Bulbus von L1-
knock-out-Mausen und wildtypischen Tieren entnommen und mittels Western Blot
die Menge von (phospho-)Cofilin bestimmt. Es wurden die Hirnregionen von jeweils
4 wildtypischen Tieren und 5 L1-knock-out-Méusen verglichen. Die gemittelten den-
sitometrischen Auswertungen der Western Blot Signale lieferten dabei keinen si-
gnifikanten Unterschied der Expression und Phosphorylierung von Cofilin zwischen

Wildtyp und L1-knock-out in den untersuchten Hirnregionen.
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Abbildung 4.14: Vergleich der Cofilin-Expression und -Phosphorylierung in Gesamthirn-
homogenaten (,Hom.) und Wachstumskegel-angereicherten Fraktionen (,W-kegel“) L1-
defizienter Méause (,ko“) und ihrer Wildtypgeschwister (,,wt“). Dargestellt sind exemplari-
sche Western Blots, detektiert wurde mit Antikorpern gegen L1, phospho-Cofilin (,,pCofilin“)
und Cofilin. GAPDH diente als Beladungskontrolle.

4.3.3 Untersuchung der Cofilin-Aktivitat in L1-Antikorper-stimulierten

Kleinhirnneuronen

Die Aktivitit von Cofilin wird durch viele extrazellulire Stimuli reguliert[18>311 Da
L1 ebenfalls als Mediator extrazellularer Signale in das Zellinnere fungiert, fiihrt die
Aktivitit von L1 moglicherweise zu einer Anderung der Cofilin-Aktivitit. Zur Uber-
priifung dieses Zusammenhangs wurden Kleinhirnneurone mit dem oben beschrie-
benen, monoklonalen L1-Antikérper 557 inkubiert. Als Negativkontrolle diente die
Inkubation mit unspezifischen IgGs aus der Ratte. Die Stimulationszeit betrug 2
Minuten, danach wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot analysiert. In
Abb. 4.16 sind die densitometrischen Auswertungen der Western Blots dreier Expe-
rimente dargestellt. Das phospho-Cofilin-Signal wurde auf den Gesamtcofilingehalt

normalisiert. Der Gesamtcofilingehalt wurde zuvor auf das Expressionsniveau von
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Abbildung 4.15: Vergleich der Cofilin-Expression und -Phosphorylierung in verschiedenen
Hirnregionen L1-defizienter Miuse (,,ko“) und ihrer Wildtypgeschwister (,,wt“). Dargestellt
sind exemplarische Western Blots der Homogenate aus Kortex, Kleinhirn, Stammbhirn, Hip-
pocampus und olfaktorischem Bulbus. Detektiert wurde mit Antikorpern gegen L1, phospho-

Cofilin (,,pCofilin“) und Cofilin. GAPDH diente als Beladungskontrolle.

GAPDH normalisiert. Es zeigte sich, dass Cofilin nach der L1-Stimulation dephos-
phoryliert (aktiviert) wird. Der Riickgang der Phosphorylierung nach zweiminiitiger

557-Stimulation betrigt etwa 50 % im Vergleich zur IgG-Kontrolle.

4.3.4 Untersuchung der Cofilin-Aktivitat in L1-Antikorper-stimulierten

Wachstumskegeln

Cofilin ist besonders in den Wachstumskegeln von Zellen angereichert, wo es sei-
ne wichtige Rolle beim Neuritenwachstum und der axonalen Wegfindung aus-
{ibt!13.74.95.2411 ‘Daher wurden zur Untersuchung eines moglichen Einfusses von L1
auf die Cofilin-Aktivitdt auch Wachstumskegel aus Maushirnhomogenat mit dem

L1-Antikorper stimuliert. Dazu wurden die angereicherten Wachstumskegel 2 min
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Abbildung 4.16: Phosphorylierung von Cofilin in Kleinhirnneuronen nach Stimulation
mit dem anti-L1-Antikérper 557 (,,557). Es ist die densitometrische Auswertungen des
phospho-Cofilin-Signals in Western Blots dreier unabhéngiger Experimente gezeigt, wobei
zur Normierung das Expressionsniveau des zuvor auf GAPDH normalisierten Gesamtcofilins
diente. Das Signal der IgG-stimulierten Kontrollprobe wurde gleich 100 % gesetzt (,,IgG").

Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

mit dem 557-Antikorper bei 37 °C inkubiert, als Kontrolle dienten Ratten-IgGs
(vgl. 3.2.3.9). Es zeigte sich auch hier eine Reduktion der Cofilin-Phosphorylierung
nach 2 min Stimulation in drei unabhéngigen Experimenten (Abb.4.17). Als ei-
ner der Hauptregulatoren der Cofilin-Phosphorylierung (siehe Abb.1.5) wurde
auch die Aktivitit der LIM-Kinase untersucht. Auch die LIM-Kinase war nach L1-
Antikorper-Stimulation weniger stark phosphoryliert und somit weniger aktiv. Die
LIM-Kinase-Phosphorylierung konnte aufgrund von Detektionsproblemen mit dem

phospho-LIM-Kinase-Antikorper jedoch nur zweimal bestimmt werden.
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Abbildung 4.17: Phosphorylierung von Cofilin (,,pCofilin“) und LIM-Kinase (,,pLIMK*) in
Wachstumskegeln nach Stimulation mit dem anti-L1-Antikorper 557. Es sind die densitome-
trischen Auswertungen der phospho-Cofilin- und phospho-LIM-Kinase Signale im Western
Blot gezeigt, wobei zur Normierung das Expressionsniveau des zuvor auf GAPDH normali-
sierten Gesamtcofilins bzw. der Gesamt-LIM-Kinase diente. Das Signal der I1gG-stimulierten
Kontrollproben wurde gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei (pCo-
filin) bzw. zwei (pLIMK) unabhingigen Experimenten. Die Messwerte sind als Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwertes angegeben.

4.3.5 Einfluss von Cofilin auf das L1-vermittelte Neuritenwachstum

Cofilin spielt eine wichtige Rolle beim Neuritenwachstum, indem es den Pool von
Aktinmonomeren, die zur Verlingerung der Aktinfilamente benétigt werden, stan-
dig auffiillt. Zudem sorgt es fiir die Entstehung neuer Filamentenden, die entwe-
der durch Aktinpolymerisation verlingert werden oder mit anderen Filamenten ver-
kniipft werden kénnen!2%!, Da eine Stimulation von L1 mit dem 557-Antikérper zu
einer vermehrten Aktivitit von Cofilin fiihrt, sollte im folgenden der Einfluss von

Cofilin auf das L1-vermittelte Neuritenwachstum untersucht werden.
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Zu diesem Zweck wurden Kleinhirnneurone auf PLL oder L1-Fc ausgesit und weni-
ge Stunden spater mit Cyclosporin A behandelt. Cyclosporin A ist ein spezifischer
Inhibitor von Calcineurin, welches die Aktivitit der SSH-Phosphatase und somit
auch die Aktivitit von Cofilin reguliert (siehe Abb. 1.5)[119%:1701 Nach 24 h in Kultur
wurden die Neurone fixiert, mit Toluidinblau/Methylenblau gefarbt und die Neu-
ritenldngen gemessen. In Abb.4.18 sind die relativen Neuritenldngen dargestellt.

Die statistische Analyse der relativen Neuritenldngen durch two-way ANOVA zeigte
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Abbildung 4.18: Relative Neuritenldngen der mit Cyclosporin A (CsA) behandelten Klein-
hirnneurone. Unterhalb der x-Achse sind die Zellkultursubstrate (PLL, L1-Fc) bzw. der zuge-
gebene Inhibitor angegeben. Die durchschnittliche Neuritenldnge der Neurone auf PLL ohne
Zusatz von CsA wurde gleich 100 % gesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert + Standard-
fehler des Mittelwertes angegeben. Anzahl der Messwerte: PLL n = 8; PLL/CsAn = 9; L1-Fc
n = 9; L1-Fc/CsA n = 8; Statistik: *** p < 0,001; ausgewertet mit Duncan’s multiple range

test nach two-way ANOVA mit Substrat und Inhibitor als between group Faktoren.
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einen signifikanten Effekt des Substrates (p < 0,001) und des Inhibitors (p < 0,05)
auf das Neuritenwachstum. Auch die Kombination von Substrat- und Inhibitoreffekt
ist signifikant (p < 0,01). Der Duncan post hoc Test zeigt, dass die relative Neuriten-
lange der Neurone, die auf L1-Fc ausgesidt wurden, signifikant groer ist als die der
PLL-Kontrollgruppe. Zudem ist ein signifikanter Effekt von Cyclosporin A auf das
L1-vermittelte Neuritenwachstum sichtbar. Die relative Ladnge der Neuriten ist hier

auf das PLL-Niveau reduziert.

Um nicht nur den Einfluss von SSH, sondern auch den der LIM-Kinase auf das
L1-abhingige Neuritenwachstum zu untersuchen, wurden nach Aizawa et al. in-
hibitorische Peptide synthetisiert. Die Peptide bestehen aus 16 Aminosduren, die
dem N-terminalen Ende der Cofilin-Aminosduresequenz entsprechen und das fiir
die Cofilin-Aktivitit wichtige Serin 3 enthalten (vgl. 3.1.4)13). Zusitzlich verfiigen
die Peptide iiber die sogenannte Tat-Sequenz (transactivator of transcription), wel-
che der Translokationsdoméne des Proteins Tat im HIV-1 entspricht. Sie ermdglicht
es den Peptiden, die Zellmembran zu passieren!??3], Durch Zugabe der Peptide im
Uberschuss werden LIM-Kinase und SSH-Phosphatase mit ihren Substraten gesittigt
und in ihrer Funktion blockiert.

Die Peptide wurden etwa 6 h nach der Aussaat der Kleinhirnneurone in verschiede-
nen Konzentrationen zu den Zellen gegeben. Bei der in der Literatur beschriebenen
Konzentration von 10 pg/ml hatte auch das Kontrollpeptid revS3, welches iiber die
reverse Sequenz des S3-Peptids verfiigt, einen negativen Effekt auf das Neuriten-
wachstum. Daher wurde die eingesetzte Konzentration auf 0,5 bzw. 1,0 ug/ml re-
duziert. Abb. 4.19 zeigt den Einfluss der LIM-Kinase und SSH-Phosphatase inhibie-
renden Peptide auf das L1-vermittelte Neuritenwachstum. Dabei zeigte die two-way
ANOVA einen signifikanten Effekt nicht nur des Substrates, sondern auch des Inhi-
bitors und der Interaktion von Substrat und Inhibitor (jeweils p < 0,001) auf das

Neuritenwachstum. Die Peptide zeigen auf dem Kontrollsubstrat PLL keinen Effekt.
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Abbildung 4.19: Untersuchung des Einflusses der inhibitorischen Peptide S3 (LIMK-
Inhibitor) und pS3 (SSH-Inhibitor) auf das L1-abhéngige Neuritenwachstum von Kleinhirn-
neuronen. Als Kontrolle diente ein Peptid mit reverser Sequenz (revS3). Unterhalb der x-
Achse sind die Zellkultursubstrate (PLL, L1-Fc) bzw. die Peptide mit ihren entsprechenden
Konzentrationen angegeben. Die durchschnittliche Neuritenlédnge der Neurone auf PLL wur-
de gleich 100 % gesetzt. Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwer-
tes angegeben. Anzahl der Messwerte: n = 12 pro Gruppe; Statistik: ***/### p < 0,001;
Rauten beziehen sich auf L1-Fc; ausgewertet mit Duncan’s multiple range test nach two-way

ANOVA mit Substrat und Inhibitor als between group Faktoren.

Bei den Neuronen, die auf L1 ausgesadt wurden, ist hingegen sowohl bei S3 als auch
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bei pS3 eine signifikante Reduktion der Neuritenldnge zu beobachten. Dabei hatte
die Peptidkonzentration von 1,0 ug/ml einen geringfiigig starkeren Effekt als die von

0,5 pug/ml. Das Kontrollpeptid hatte keinen Einfluss auf das Neuritenwachstum.

4.4 Neue L1-Interaktionspartner

4.4.1 Suche nach neuen intrazelluldren L1-Bindungspartnern mittels

Affinitatschromatographie

Es sind bereits einige Proteine bekannt, die eine Verbindung von L1 zum Zytoskelett
herstellen. Darunter sind z.B. Ankyrin oder Ezrin (vgl. 1.1.4). Um weitere Protei-
ne zu identifizieren, die an der L1-vermittelten Neuritogenese bzw. dem Neuriten-
wachstum beteiligt sind, wurde eine Affinitdtschromatographie mit der intrazellula-
ren Doméne von L1 durchgefiihrt. Dazu wurde die rekombinant exprimierte L1izd
kovalent an eine Sdulenmatrix aus CNBr-aktivierter Sepharose gekoppelt und mit
zytosolischer Fraktion sowie Membranfraktion aus Maushirn (postnatal, PO-P2) in-
kubiert. Als Kontrolle diente eine zweite Sdule mit der immobilisierten intrazellu-
laren Doméine von NCAM140. Die Eluate wurden elektrophoretisch getrennt, die
Coomassie-gefarbten Proteinbanden ausgeschnitten und mittels Massenspektrome-
trie analysiert. Dabei wurden vier Banden ausgewaéhlt, die nach Inkubation mit der
zytosolischen Fraktion im Eluat nachgewiesen werden konnten und nicht in der
NCAM-Kontrolle auftraten. Aus dem Eluat der Membranfraktion wurden zwei Ban-
den zur Analyse gegeben, die wegen ihres geringen Proteingehaltes jedoch nicht
ausgewertet werden konnten. Aus der Liste der gefundenen Proteine (siehe Tab. 4.2)
wurden der eukaryotic elongation factor 2 (eEF2) und Dynamin als interessanteste
Kandidaten ausgewahlt. eEF2 ist wichtig fiir die Proteinbiosynthese und wurde be-
reits in den Wachstumskegeln von Neuriten nachgewiesen. Die lokale Synthese von

Proteinen in den Wachstumskegeln spielt eine wichtige Rolle bei Wachstums- und
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Abbildung 4.20: Eluate der Affinitdtschromatographie von zytosolischer Maushirnfraktion
und den intrazelluldren Doménen von NCAM140 und L1 im Coomassie-geférbten SDS-Gel.

Die spater ausgeschnittenen Banden sind mit Pfeilen markiert.

Migrationsprozessen, wie sie z. B. durch L1 vermittelt werden. Daher sollte der po-
tentielle Zusammenhang zwischen eEF2 und L1 néher untersucht werden. Dynamin
spielt eine wichtige Rolle bei der Clathrin-abhdngigen Endozytose, indem es fiir die
Abschniirung der Vesikel aus der Membran sorgt. Da diese Form der Endozytose
auch wichtig fiir die Funktion von L1 ist, wurde eine potentielle Interaktion von L1

mit Dynamin weiter analysiert.

Die potentielle Bindung beider Proteine an die intrazelluldre Doméne von L1 wurde
auf verschiedene Weise untersucht. In Co-Immunprézipitations-, crosslinking- und
pull-down-Experimenten aus der zytosolischen Fraktion konnte eine spezifische In-

teraktion jedoch nicht nachgewiesen werden.

Um weitere mogliche Bindungspartner von L1 zu finden, wurde die Affinitdtschro-
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Tabelle 4.1: Durch Massenspektrometrie identifizierte Proteine aus dem Eluat der Llizd-
Affinititschromatographie

kDa Protein Gewebespezifitit/sub- Funktion
zelluldre Lokalisation
26 Hiamoglobinuntereinheit betal/beta2/-  rote Blutkorperchen Sauerstofftransport
epsilonY?2
Cleavage and Polyadenylation Specifi-  Zellkern Komponente des cleavage
city Factor 5 factor Im-Komplexes, der an
der pria-mRNA-Prozessierung
beteiligt ist
28 Proline Synthetase co-transcribed bac-  Zytoplasma nicht bekannt
terial homolog protein
14-3-3 zeta/delta/gamma Zytoplasma Adapterprotein
50 Kreatinkinase B Zytoplasma wichtiges Enzym im Energie-
stoffwechsel
95 eukaryotic elongation factor 2 Zytoplasma Translation

Dynamin1/3

Zytoplasma, Zytoske-
lett

Vesikeltransport, Endozytose

matographie mit den intrazelluliren Doméanen von L1 und NCAM140 mit einer

Fraktion aus angereicherten Wachstumskegeln aus postnatalem Maushirn (PO-P2)

durchgefiihrt. Dazu wurden die in der Wachstumskegel-angereicherten Fraktion be-

findlichen Proteine zunichst mit 1,0 % CHAPS solubilisiert. AnschliefSend wurde der

Detergenzgehalt auf 0,5 % reduziert und die Fraktion auf die Sdulen gegeben. Die

Fraktionen wurden 24 h zirkulierend auf der Saule inkubiert. Anschliefend wur-

de mit einem Puffer mit saurem pH eluiert. Die Eluate enthielten jedoch nach dem

Einengen keine Proteine, die mit Coomassie- oder Silberfirbung detektierbar wa-

ren.
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4.4.2 Suche nach neuen intrazelluldren L1-Bindungspartnern mittels

crosslinking

Nachdem mit Hilfe der Affinitdtschromatographie keine Proteine aus den Wachs-
tumskegeln als mogliche L1-Bindungspartner isoliert werden konnten, wurde ein
crosslinking-Versuch mit Sulfo-SBED durchgefiihrt. Dabei wurde die intrazellulé-
re Domaéne von L1 mit dem crosslinker kovalent verkniipft und zur solubilisierten
Wachstumskegelfraktion und zu Hirnhomogenat gegeben. Mit Hilfe von magne-
tischen Streptavidin-Kiigelchen wurden die Bindungspartner isoliert. Als Negativ-
kontrolle wurde die Fraktion nur mit Streptavidin-Kiigelchen inkubiert. Die Elua-
te wurden auf ein SDS-Polyacrylamid-Gradientengel aufgetragen und die Proteine
mit Silberfarbung visualisiert. Hier konnten jedoch keine Unterschiede zwischen der
intrazelluldren Doméne von L1 und der Negativkontrolle ausgemacht werden. Die
Eluate zeigten ein identisches Bandenmuster, so dass keine spezifischen Banden aus-

geschnitten und analysiert werden konnten.



5 Diskussion

Das Zelladhasionsmolekiil L1 spielt eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwick-
lung und bei Lern- und Gedéchnisprozessen. Dabei wirkt es zum einen als Vermitt-
ler von Zell-Zell-Kontakten, zum anderen als Signalmolekiil. In der letztgenannten
Funktion interagiert L1 mit vielen intrazelluldren Proteinen, die die Dynamik des
Zytoskeletts der Zelle beeinflussen. Darunter sind die Rho-GTPasen sowie verschie-
dene Mikrotubuli- und Aktin-assoziierte Proteine. In dieser Arbeit wurden einige
dieser Proteine auf ihre Interaktion mit L1 hin untersucht, wobei die L1-vermittelten

Prozesse Neuritogenese und Neuritenwachstum im Vordergrund standen.

5.1 L1 und Lis1

Die GFAP/L1-Maus exprimiert L1 ektopisch in Astrozyten. Eine Analyse der mRNA
in den Hippocampi dieser Mause zeigte, dass die Menge der fiir das Protein Lis1 co-
dierenden mRNA im Vergleich zum Wildtyp 7fach erhoht war. Lis1 ist ein wichtiges
Protein bei der Zellmigration. Fehlt es oder ist es durch Mutationen in seiner Funkti-
on eingeschrinkt, kommt es zu einer Fehlentwicklung des Kortex, der sogenannten
Lissenzephalie. Diese Fehlentwicklung beruht zum einen auf einer gestorten Migra-
tion der Neurone, aus der eine desorganisierte Laminierung des Kortex folgt. Zum
anderen ist die Zahl der Neurone verringert, was zum Fehlen der Faltungen des

Kortex (Agyrie oder Pachygyrie) fiihrt!62 64,234,252

T. Schneegans untersuchte im Rahmen ihrer Doktorarbeit den moglichen Zusam-

112
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menhang zwischen L1 und Lis1. Eine direkte Interaktion der beiden Proteine konnte
duch Co-Immunprézipitationen nicht nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch,
dass die L1-abhéngige Neuritogenese durch Punktmutationen in Lis1 reduziert wur-
de?60], Diese Punktmutationen unterbinden die Bindung von Lis1 an Ndel, einem
Protein, das fiir die Translokation des Zellkerns wahrend der Zellmigration wich-
tig ist78203,252] Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob Ndel als
Adapterprotein die Verbindung zwischen L1 und Lis1 herstellt, und ob diese Inter-
aktion ebenfalls die L1-abhédngige Neuritogenese beeinflusst. Neben Ndel konnte
auch DCX eine Verbindung zwischen L1 und Lis1 darstellen. DCX bindet an Lis1 und
besitzt dhnliche Funktionen[°7-21%:2771 ' Zudem konnte bereits eine Interaktion von
DCX mit Neurofascin, ein Mitglied der L1-Familie, nachgewiesen werden. Die Bin-
dung erfolgt liber ein Motiv, welches sich auch in der intrazelluldren Domé&ne von

L1 findet (phospho-FIGQY)!!4®). Dies spricht dafiir, dass auch L1 an DCX bindet.

Mit Hilfe verschiedener Tests wurde versucht, eine direkte Interaktion zwischen L1
und Ndel bzw. DCX nachzuweisen. Dabei wurden unterschiedliche Maushirnfraktio-
nen verwendet, um zu beriicksichtigen, dass L.1-Nde1- bzw. L1-DCX-Komplexe mog-
licherweise nur in bestimmten subzelluliren Kompartimenten existieren. In keinem

der Tests konnte jedoch eine direkte Interaktion der Proteine beobachtet werden.

Neben einer Interaktion wurde auch der Einfluss von Ndel auf die L1-abhéngige
Neuritogenese untersucht. Um den Versuch mit den Ergebnissen aus der Arbeit von
T. Schneegans zu vergleichen, sollten auch hier hippocampale Neurone aus der Maus
transfiziert werden. Ein dominant-negatives Ndel-Konstrukt wurde von Y. Feng, Bo-
ston/USA, zur Verfligung gestellt. Die Transfektion der Neurone erwies sich jedoch
als schwierig. Die DNS wurde mit Hilfe des Nukleofektionssystems der Firma ama-
xa, Koln, in die Zellen transferiert. Die Neurone schienen durch die Elektroporation
zu einem grofden Teil so gestresst, dass sie die Prozedur entweder nicht iiberleb-

ten, oder nach dem Ausplattieren keine Neuriten ausbildeten. Auch die Effizienz
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der Transfektion, die durch die Co-Transfektion eines eGFP-Kontruktes kontrolliert
wurde, war zunachst mangelhaft (< 1 %). Zur Verbesserung der Vitalitit der Zellen
und der Transfektionseffizienz wurden verschiedene Protokolle getestet. Dabei wur-
de u. a. das zur Dissoziation der Neurone eingesetzte Enzym gewechselt, die Wasch-
und Inkubationszeiten wiahrend der Priméarkultur verkiirzt, unterschiedliche Medi-
enzusitze getestet und verschiedene Transfektionsprogramme angewandt. Zudem
wurde die Zahl der transfizierten und ausplattierten Zellen variiert und Zellkultur-
gefifSe mit unterschiedlichen Oberflichen verwendet. Weiterhin wurde besonderer
Wert auf die Reinheit der eingesetzten Plasmide gelegt, wobei durch Fallungen und
Extraktionen Proteinverunreinigungen und Endotoxine entfernt wurden. Alle die-
se Malinahmen fiihrten jedoch nicht zum gewiinschten Ergebnis. Zwar konnte die
Zahl der iiberlebenden und transfizierten Zellen erheblich gesteigert werden, diese
zeigten aber zumeist kein fiir die Auswertung des Versuches ausreichendes Neu-
ritenwachstum. In einem einzigen Fall konnte die Neuritogenese nach Transfekti-
on der Neurone mit dem dominant-negativen Ndel-Konstrukt untersucht werden.
Auch bei diesem Versuch war jedoch die Qualitiat der Zellkultur nicht optimal und
die Anzahl der Zellen mit Neuriten sowohl auf L1-Fc als auch auf PLL sehr gering.
Zu beobachten war eine reduzierte Neuritogenese auf L1 nach Hemmung der Lis1-
Ndel-Bindung durch das dominant-negative Ndel-Konstrukt. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit den Daten von T. Schneegans, die zeigen konnte, dass Mutationen
in Lis1, die die Bindung an Ndel verhindern, ebenfalls zu einer Reduktion der Neu-
ritogenese auf L1 fithren. Jedoch muss gesagt werden, dass die mit dem dominant-
negativen Ndel-Konstrukt erhaltenen Daten aus den oben genannten Griinden nur
als vorlaufig bezeichnet werden kénnen. Dennoch lassen die beiden Neuritogenese-
Versuche den Schluss zu, dass die L1-vermittelte Neuritogenese u. a. auch tiber Lis1-

und Ndel-abhéangige Prozesse ausgelost wird.

Da in dieser Arbeit keine direkte Interaktion zwischen L1 und Lis1 bzw. Ndel nach-
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gewiesen werden konnte, sich aber dennoch Effekte bei der Neuritogenese zeigen,
scheinen andere Proteine die Interaktion zu vermitteln. DCX scheint nach den Er-
gebnissen der vorliegenden Arbeit diese Funktion nicht auszuiiben. Ein moéglicher
molekularer Vermittler ist hingegen Ran-binding protein M (RanBPM), ein Adap-
terprotein, welches Membranproteine mit intrazelluliren Signalwegen verkniipft.
RanBPM interagiert mit der GTPase Ran und dem GEF Sos!2°%2%%] Durch letztge-
nannte Interaktion wird der Ras/ERK Signalweg stimuliert!??>]. Cheng et al. wie-
sen durch yeast two-hybrid screens und pull-downs eine direkte Bindung der intra-
zelluldren Doméne von L1 an RanBPM nach. Sie untersuchten ferner den Einfluss
von RanBPM auf das L1-abhdngige Neuritenwachstum und zeigten, dass dominant-
negatives RanBPM eine leichte Reduktion der Neuritenldnge hervorruft. Weiterhin
wird durch dominant-negatives RanBPM die L1-vermittelte Aktivierung von ERK um
etwa die Hilfte reduziert!46!,

Neben L1 bindet RanBPM auch disrupted in schizophrenia 1 (DISC1), ein bei vie-
len Schizophreniepatienten defektes Protein?>!. DISC1 beeinflusst das Neuriten-
wachstum und ist an der Entwicklung des cerebralen Kortex beteiligt!!38-213] Es
bindet an verschiedene Zytoskelett-assoziierte Proteine, u.a. auch Lis1, Ndell und
Nde1[27.28,2001 1js1 und Ndel werden mit Hilfe von DISC1 in axonale Bereiche und
zum MTOC rekrutiert, wo sie das Auswachsen von Axonen bzw. die Kerntranslo-
kalisation beeinflussen?7!, Die subzellulire Lokalisation von DISC1 scheint diese
Funktion zu unterstiitzen. Immunfirbungen zeigten eine punktuelle Verteilung am
MTOC und in den Neuriten, die durch die bei Schizophrenie auftetende Mutation
des Proteins aufgelost wird. Diese Mutation verhindert auch die Bindung von DISC1
an Nde]1[2001,

Eine Interaktion von L1 und RanBPM konnte also neben der Aktivierung des be-
reits beschriebenen ERK-Signalweges auch {iber den DISC1-Lis1-Ndel-Komplex das

Neuritenwachstum regulieren. Die Ergebnisse von T. Schneegans und die vorlaufi-



5.1 L1 und Lis1 116

gen Daten dieser Arbeit zur L1-abhdngigen Neuritogenese nach Inhibition der Lis1-
Ndel-Bindung weisen in diese Richtung. Um dem weiter nachzugehen, wiren weite-
re Untersuchungen zur Auswirkung von DISC1 auf die L1-vermittelte Neuritogenese

notwendig.

Hinweise auf eine weitere Moglichkeit, wie L1 und Lis1 funktionell zusammenhé&n-
gen, ergeben sich aus einer Studie von Kholmanskikh et al.l'#3]. Bei der Untersu-
chung von Lis1-heterozygoten knock-out-Miusen (Lis1*/~) wurde ein reduzierter
Anteil an filamentosem Aktin (F-Aktin) in Neuronen und eine gestorte Zellmigration
beobachtet. In diesem Zusammenhang wurde auch eine im Vergleich zum Wildtyp
verdnderte Aktivitit der Rho-GTPasen Racl, Cdc42 und RhoA festgestellt. Racl und
Cdc42 zeigten in knock-out-Tieren eine geringere Aktivitat, wohingegen die Aktivi-
tat von RhoA erhoht war. Die Hemmung von RhoA mit Hilfe von Y-27632, einem
Inhibitor der RhoA nachgeschalteten Kinase p160ROCK, fiihrte zu einer Normalisie-
rung der Aktin-Polymerisation und der Zellmigration['43!. Ob diese Effekte auch die
L1-abhingige Neuritogenese beeinflussen, sollte in der vorliegenden Arbeit mit Hil-
fe von Neuritenwachstumsexperimenten an hippocampalen Neuronen untersucht
werden. Dabei sollten die Neurone mit den mutierten Lis1-Konstrukten transfiziert
werden. Die auf L1 ausgesaten Zellen sollten dann mit dem RhoA-Inhibitor behan-
delt und anschliel3end auf ihre Neuritogenese hin untersucht werden. Aus den oben
genannten Griinden konnte das Experiment jedoch nicht durchgefiihrt werden. So-
mit lasst sich iiber den Einfluss von RhoA auf die durch L1 und Lisl vermittelte
Neuritogenese keine Angabe machen. In weiteren Studien konnten Kholmanskikh
et al. zeigen, dass Lis1 tiber IQGAP1 an einen Komplex aus Mikrotubuli-Plus-Ende-
Proteinen (CLIP-170, Dynactin, Dynein) und an aktives Racl und Cdc42 bindet.
IQGAP1 liegt bei geringen Calciumkonzentrationen an Calmodulin gebunden vor,
erst nach Einstrom von Calciumionen wird es freigesetzt und kann an der Komplex-

bildung teilnehmen. Durch den Proteinkomplex wird das wachsende Plus-Ende der
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Mikrotubuli mit dem Aktinzytoskelett verbunden. Das Fehlen von Lis1, IQGAP1 oder
CLIP-170 fiihrt zu einer Destabilisierung des Komplexes, wodurch die lokale Aktivi-
tat von Racl und Cdc42 in der Vorderkante des Wachstumskegels oder der wandern-
den Zelle reduziert wird[*4, Das L1-vermittelte Neuritenwachstum geht mit einem
Calciumeinstrom in die Zelle einher[3°1, Auf diesem Wege kénnte es auch zur Bil-
dung des oben genannten Komplexes kommen, durch den die Neuritenwachstum

und Migration gefordert wird.

5.2 L1 und Rho-GTPasen

Rho-GTPasen sind wichtige Regulatoren des Aktinzytoskeletts. Da viele Funktionen
von L1 auf einer Reorganisation des Zytoskeletts beruhen, ist ein funktioneller Zu-
sammenhang zwischen L1 und den Rho-GTPasen wahrscheinlich. Daher untersuchte
S. Gensler im Labor von C. Dotti (Universitit Leuven) eine mogliche Interaktion. Er
konnte zeigen, dass L1 mit Racl und Cdc42 in den Wachstumskegeln hippocampaler
Neurone der Ratte co-lokalisiert ist, RhoA hingegen nicht. Ebenfalls konnten Racl
und Cdc42 mit Hilfe eines Antikorpers gegen L1 aus einer Wachstumskegelfrakti-
on aus hippocampalen Neuronen der Ratte mit L1 co-immunprézipitiert werden.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss
von L1 auf die Aktivitdt der Rho-GTPasen untersucht. Zunichst wurden Maushirn-
homogenate von L1-defizienten Tieren auf die Aktivititen von Racl und Cdc42 hin
untersucht und mit dem Wildtyp verglichen. Es ist denkbar, dass sich das Fehlen
von L1 und damit eines Neuritenwachstum-stimulierenden Faktors negativ auf die
Aktivitdt der genannten Rho-GTPasen auswirkt. Es zeigte sich jedoch, dass sich die
Aktivitdten von Racl und Cdc42 im knock-out-Gehirnhomogenat nicht vom Hirnho-
mogenat aus Wildtypen unterscheiden. Die Werte streuen sehr stark, woraus sich

im Durchschnitt dhnliche Aktivitdten in beiden Genotypen ergeben. Auch die Ge-
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samtmenge von Racl und Cdc42 im L1-knock-out-Gehirnhomogenat entspricht der
des Wildtypen. Es ist moglich, dass durch den Einsatz eines Gesamthirnhomoge-
nates eventuelle Unterschiede der Rho-GTPase-Aktivitit in einzelnen Hirnregionen
verdeckt werden. Je nach Hirnregion befinden sich die entsprechenden Zellen in
unterschiedlichen Phasen, z. B. Migration oder Synapsenbildung, und zeigen somit
auch unterschiedliche Aktivitdtsmuster der Rho-GTPasen. Die Bestimmung der Ak-
tivitdten in den einzelnen Hirnregionen konnte Aufschluss dariiber geben. Praktisch
ist dieser Ansatz jedoch schlecht umzusetzen, da wéahrend der Praparation der Hirn-
teile bereits die Hydrolyse des Rho-GTPase-gebundenen GTPs zu GDP beginnt und

die tatsdchliche Aktivitiat somit verfalscht wird.

Als weiterer Versuch zur Untersuchung des Einflusses von L1 auf die Funktion von
Racl und Cdc42 wurden Kleinhirnneurone mit einem L1-Antikorper (557) stimu-
liert. Der Antikérper bewirkt ein vermehrtes Neuritenwachstum!”]. Die Bestimmung
der Aktivitdten von Racl und Cdc42 erwies sich in diesem Modell jedoch als schwie-
rig, da die Mengen der aktiven Rho-GTPasen im Zelllysat relativ gering und dadurch
im Western-Blot am Rande der Detektionsgrenze waren. Im Falle der ermittelten
Racl-Aktivitit zeigt sich im Durchschnitt keine Anderung der Aktivitit nach L1-
Stimulation im Vergleich zur unspezifischen IgG-Kontrolle. Bei Cdc42 ergab das
einzige auswertbare Experiment eine hohere Aktivitdt nach L1-Stimulation.

Schmid et al. konnten in einem dhnlichen Experiment mit B35-Neuroblastom-Zellen
einen Anstieg der Racl-Aktivitdt nach Stimulation mit einem L1-spezifischen An-

tikdrper beobachten2>7]

. Zudem zeigten sie, dass der fiir das L1-stimulierte Neu-
ritenwachstum wichtige MAP-Kinase-Signalweg durch dominant-negatives Racl
gestort wird, nicht jedoch durch dominant-negatives Cdc42 oder RhoA. Eine Akti-
vierung von Racl ist in B35-Neuroblastom-Zellen also wichtig fiir das L1-vermittelte
Neuritenwachstum. Eine weitere in diesem Kontext interessante Studie wurde

von Payne et al. durchgefiihrt. Sie untersuchten die Morphologien von retinalen
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Ganglienzellen des Huhns, die sie u.a. auf L1 aussdten. Die Wachstumskegel der
Zellen auf L1-Substrat zeigten eine ficherartige Struktur mit weiten Lamellipo-
dien und eine insgesamt grofere Flache als die Zellen, die auf Laminin wuch-
sen?'4l, Die lamellenartigen Strukturen weisen auf eine vermehrte Aktivitit von
Racl hin. Zudem zeigten Schmid et al. einen Anstieg der PI3-Kinase-Aktivitdt nach
L1-Stimulation. PI3-Kinase ist ein Aktivator von Racl und Cdc42. Das PI3-Kinase-
Produkt Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) bindet an die PH-Doméne der
GEFs Tiam1, Sos und Vav[19%-225] ynd bewirkt so die Aktivierung der Rho-GTPasen.
Dass Vav-2 durch L1-Stimulation aktiviert wird, konnte in B35-Neuroblastom-Zellen

n[256] In Kleinhirnneuronen wurde ein dhnlicher Mechanis-

bereits gezeigt werde
mus des L1-Signalweges beobachtet.[”!] Durch Inhibition von Src-Kinase, PI3-
Kinase und MAP-Kinase (ERK) wurde die L1-abhingige Neuritogenese gehemmt.
Zudem zeigten Kleinhirnneurone, die auf L1 ausgesdt wurden, eine erhohte ERK-
Aktivitdt im Vergleich zu Zellen auf PLL als Kontrolle. Moglicherweise wird auch
in Kleinhirnneuronen eine erhéhte Racl-Aktivierung durch L1-Stimulation ausge-
16st. Dies konnte in dieser Arbeit aus den oben genannten Griinden leider nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Die in einem Fall verringerte Racl-Aktivitdt nach
L1-Stimulation der Kleinhirnneurone lésst sich eventuell auf Zellstress zuriickfiih-
ren, der meist zu einer Verringerung der Expression verschiedener Proteine fiihrt
und Apoptose auslosen kann. Ein Kontrollversuch zur Caspase-3-Aktivitat lieferte
jedoch keine Hinweise auf Apoptose.

Obwohl dominant-negatives Cdc42 sich nicht auf die Aktivierung des MAP-Kinase
Weges auswirkt!?°”! weisen die Daten von S. Gensler und C. Dotti dennoch auf
einen Zusammenhang von Cdc42 und L1 hin. Die Aktivitit von Cdc42 fiihrt zur
Ausbildung von Filopodien. Dies wurde in auf L1 wachsenden Wachstumskegeln
nicht verstirkt beobachtet!?1*. Cdc42 spielt jedoch eine Rolle bei der Exozytose,

die durch tetanus neurotoxin-insensitive vesicle associated membrane protein (TI-
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VAMP) vermittelt wird. TI-VAMP ist ein in Wachstumskegeln angereichertes Protein,
welches fiir Exozytose und Vesikeltransport wichtig ist[891. Alberts et al. konnten zei-
gen, dass TI-VAMP fiir das Neuritenwachstum in PC12-Zellen und in hippocampalen
Neuronen benétigt wird. TI-VAMP ist mit L1 in hippocampalen Neuronen und in
PC12-Zellen co-lokalisiert und beeinflusst zudem die L1-Lokalisation in der Plasma-
membran sowie die L1-vermittelte Adhision(*. Cdc42 reguliert den Transport von
TI-VAMP in die peripheren Bereiche des Wachstumskegels. Es scheint moglich, dass
Cdc42 durch die Stimulation von L1 aktiviert wird und dadurch die Bewegungsrich-
tung des Wachstumskegels gesteuert wird.

Um das Problem der geringen Proteinkonzentration im Kleinhirnneuronenlysat
zu umgehen, wurde die Analyse der Rho-GTPase-Aktivitit nach L1-Antikorper-
Stimulation auch mit N2a-Zellen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Racl-
Aktivitdt nach L1-Antikorper-Stimulation erh6ht war. Dies entspricht den Beob-
achtungen von Schmid et al. bei B35-Neuroblastom-Zellen[?>”!, Bei Cdc42 konnte
hingegen keine Anderung der Aktivitit durch den L1-Antikérper detektiert werden.
Hier konnten jedoch nur zwei Experimente ausgewertet werden. Bei Experimenten
mit Krebszellen muss beachtet werden, dass sie iiber ein anormales Wachstumsver-
halten verfiigen, in das auch die Rho-GTPasen involviert sind[71:248!, Eine verstirkte
Expression der Rho-GTPasen erleichtert einerseits die Detektion, wovon die vor-
liegende Arbeit profitierte, andererseits konnten die Effekte der L1-Stimulation
dadurch auch verdeckt werden. Dies konnte bei der hier ermittelten Cdc42-Aktivitat
der Fall sein. Der Einsatz von primér kultivierten Neuronen ist daher in jedem Falle
vorzuziehen.

Wie bereits erwahnt, spielt Cdc42 keine Rolle bei der durch L1 hervorgerufenen
Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges!2>”), Eine mogliche Rolle von Cdc42 beim
L1-Recycling, die wie oben beschrieben durch TI-VAMP vermittelt werden konnte,

liel3e sich durch Oberflachenbiotinylierungen oder Immunfluoreszenzfirbungen von
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L1 in Zellen, die mit dominant-negativem Cdc42 transfiziert wurden, untersuchen.
Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tiber die Cdc42-Aktivitat
nach L1-Antikorper-Stimulation weisen jedoch nicht eindeutig darauf hin, dass
Cdc42 durch L1 aktiviert wird. Um dies eindeutig bestimmen zu konnen, miissten

zunichst weitere Stimulations-Experimente durchgefiihrt werden.

Neben Racl und Cdc42 wurde auch der Einfluss von RhoA auf L1 und seine
Funktionen untersucht. RhoA ist u.a. in endo- und exozytotische Vorgéange invol-
viert(73.93.220] ‘Moore et al. konnten zeigen, dass durch die Hemmung von RhoA der
Rezeptor DCC vermehrt an die Zelloberfliche von Neuronen transportiert wird!97],
Zusatzlich fiihrt die Bindung des DCC-Liganden Netrin-1, einem fiir das Axonwachs-
tum wichtigen chemotaktischen Protein, zu einer Hemmung von RhoA. L1 fungiert
ebenfalls als Rezeptor. Die Bindung von Semaphorin3A, einem chemorepulsiven Mo-
lekiil, an L1 und die weiteren Rezeptorkomponenten Neuropilin-1 und Plexin fiihrt
zu einem Riickzug des Wachstumskegels®®. Nach Fournier et al. spielt Endozytose
dabei eine wichtige Rolle. Sie konnten zeigen, dass die Aufnahme von fluoreszenz-
markiertem Dextran in Hinterwurzelganglien nach Semaphorin3A-Zugabe stark
erhéht warl84,

Um zu untersuchen, ob die Oberfldchenlokalisation von L1 dhnlich wie die von DCC
RhoA-abhingig ist, wurde die Menge an L1 in der Plasmamembran von Kleinhirn-
neuronen nach Y-27632-Behandlung bestimmt. Zur Aktivierung von L1-abhingigen
Prozessen wurden die Zellen zudem mit dem L1-Antikorper 557 stimuliert. Dabei
zeigte sich zunéchst, dass sich nach der Stimulation mit dem L1-Antikérper weniger
L1 an der Zelloberflache befand. Die Behandlung mit dem RhoA-Inhibitor bewirkte
hingegen eine vermehrte Rekrutierung von L1 in die Zellmembran, dhnlich den
Beobachtungen von Moore et al. in Bezug auf DCC.

Der 557-Antikérper bewirkt die Aktivierung von L1-Signalkaskaden, die zum Aus-

wachsen von Neuriten fihren. Schmid et al. und Schaefer et al. untersuchten diesen
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Signalweg, der dem L1-vermittelten Neuritenwachstum zugrunde liegt, genauer. Die
Aktivierung von L1 durch spezifische Antikorper oder durch homophile Interaktion
mit weiteren L1-Molekiilen fiihrt demnach zur Dynamin-vermittelten, Clathrin-
abhingigen Endozytose von L1[254257] Dabei spielt die Aktivitit der Tyrosinkinase
pp60°~4"¢ eine wichtige Rolle. Die Hemmung von pp60¢~4"¢ fiihrt zu einer vermin-
derten Endozytose von L1 und reduziertem Neuritenwachstum!!27:257) Schaefer et
al. zeigten ferner, dass pp60°~*"¢ die intrazellulire Doméne von L1 phosphoryliert
und damit eine Bindung von L1 an den Clathrinadapter AP-2 unterbunden wird[>3J,
Die durch Dynamin und pp60¢~*"¢ regulierte Endozytose von L1 resultiert in einer
Signalkaskade, in die ausserdem die PI3-Kinase, MEK und ERK involviert sind und
die schlieRlich zum Neuritenwachstum fiihrt[171-254.2571 Durch die Endozytose wird
die Adhésion von L1 vermindert und somit ein Fortbewegen des Wachstumskegels
bzw. des Neuriten erleichtert.

Die Vorbehandlung mit dem RhoA-Inhibitor Y-27632 bewirkte nach der L1-Antikor-
per-Stimulation eine Zunahme der L1-Menge in der Plasmamembran von Kleinhirn-
neuronen. Diese Daten belegen einen Einfluss von RhoA auf das L1-Recycling. Die
Rolle von RhoA konnte dabei in der Reorganisation des Aktinnetzwerkes unterhalb
der Zellmembran liegen. Bei der Clathrin-unabhéingigen Endozytose ist die Funkti-
on von RhoA bereits untersucht worden. RhoA ist fiir die Phagozytose des Typs II
essentiell, indem es iiber die Aktivierung von ROCK den Arp2/3 Komplex an den
Ort der Phagozytose lenkt. Arp2/3 katalysiert dort die Bildung von Aktinfilamenten
und ist wichtig fiir die Aufnahme der Partikel!'82], Bei der Clathrin-abhingigen
Endozytose, iiber die auch L1 internalisiert wird!'37] ist die Funktion von RhoA
noch nicht genau geklart. Lamaze et al. zeigten, dass konstitutiv-aktives RhoA die
Endozytose des Transferrinrezeptors hemmt['>®]. Die RhoA-Hemmung in chromaf-
finen Zellen fiihrte zu einer Aufldsung der Aktinfasern und erhohter Exozytose!®4,

Aus weiteren Studien geht hervor, dass nicht der reine Abbau des Aktinnetzwerkes
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fiir die Exozytose wichtig ist, sondern eher eine Umorganisation der Aktinfilamente
stattfindet!1°9:206] Neben der Umorganisation des Zytoskeletts reguliert RhoA auch
durch Beeinflussung von Protein-Protein-Interaktionen die Endozytose. Bei der In-
ternalisierung des epidermal growth factor receptor (EGFR) verhindert durch RhoA
aktivierte ROCK die Bildung eines Proteinkomplexes, der fiir die EGFR-Endozytose
wichtig ist. Dies fiihrt zu einer verminderten Aufnahme des EGFR in die Zelle!'391,
Uber welchen Mechanismus RhoA die L1-Endozytose reguliert, bleibt noch zu kli-
ren. Dabei konnten beide Wege, die Reorganisation des Aktinnetzwerkes einerseits

und die (In-)Aktivierung weiterer Proteine andererseits, eine Rolle spielen.

Zusatzlich zur Oberflachenlokalisation von L1 wurde auch der Einfluss von RhoA
auf das L1-vermittelte Neuritenwachstum bzw. die Neuritogenese von Kleinhirnneu-
ronen untersucht. Dabei zeigte sich, dass RhoA das L1-abhidngige Neuritenwachs-
tum nicht beeinflusst. Allerdings ist die Neuritogenese nach Zugabe des Inhibitors
Y-27632 deutlich erhoht, wobei dieser Effekt sowohl auf PLL als auch auf L1-Fc
als Kultursubstrat zu beobachten ist. Eine Erkldrung fiir diesen Effekt beschreibt die
Arbeit von Bito et al.!?¥]. Sie charakterisierten den Einfluss von RhoA auf das Wachs-
tum von Kleinhirnneuronen, die auf Matrigel ausgesédt wurden. Matrigel ist eine aus
einem Maustumor extrahierte, die extrazelluldre Matrix nachbildende Proteinmi-
schung, deren Hauptbestandteile Laminin, Collagen IV, Entactin und Heparansulfat-
Proteoglykane sind. Zusatzlich sind einige Wachstumsfaktoren enthalten. Bei den
auf Matrigel ausgesaten Neuronen fiihrte konstitutiv-aktives RhoA zu einer redu-
zierten Anzahl von Neuriten, welche durch Zugabe von Y-27632 wieder normali-
siert werden konnte. Die Linge der Neuriten wurde weder durch das iiberaktive
RhoA noch durch den RhoA-Inhibitor beeinflusst. Eine genauere Beobachtung der
Anfangsphase des Neuritenwachstums ergab, dass die Behandlung mit Y-27632 die
Umwandlung eines Filopodiums in ein Axon forderte. Dies legt den Schluss nahe,

dass RhoA ein Regulator der Initiation des Neuritenwachstums ist. In dieser Arbeit
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wurde gezeigt, dass dies auch bei der L1-vermittelten Neuritogenese der Fall ist, der
Effekt jedoch nicht L1-spezifisch ist. Bito et al. zeigten ferner, dass die LIM-Kinase
durch ROCK aktiviert wird. Eine Inhibition der LIM-Kinase-Aktivitét fiihrte ebenfalls
zu einer erhéhten Anzahl von Neuriten!?¥l. Somit kénnte RhoA iiber ROCK und
LIM-Kinase die Aktivitdt von Cofilin (vgl.5.3 und 1.2.2) regulieren, was zu einer

Polarisierung der Zelle und schlief3lich zum Ausbilden von Neuriten fiihren konn-
tal91,129]

5.3 L1 und Cofilin

Cofilin wurde bereits in mehreren Studien als wichtiger Faktor fiir das Neuriten-
wachstum identifiziert!16-152.1841 " Als Modulator des Zytoskeletts kénnte Cofilin
auch das L1-vermittelte Neuritenwachstum und die Neuritogenese regulieren. Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit eine potentielle Interaktion der beiden Proteine

untersucht.

Zu diesem Zweck wurden zunédchst verschiedene Experimente zur Untersuchung
einer direkten Interaktion durchgefiihrt. Dabei konnte weder in vivo noch in vi-
tro eine Bindung von L1 an Cofilin nachgewiesen werden. Dies wurde durch
Co-Immunprazipitationen, pull-downs, crosslinking-Experimente und ELISA-Tests

gezeigt.

Unabhéngig von einer direkten Interaktion konnte Cofilin die Funktionen von L1
indirekt als downstream-Vermittler beeinflussen. Daher wurde die Expression und
die Phosphorylierung von Cofilin in L1-defizientem Maushirn untersucht. In Ge-
samthirnhomogenat zeigte sich weder bei der Expression noch bei der Phospho-
rylierung von Cofilin ein Unterschied zwischen L1-knock-out und Wildtyp. Auch in
den Wachstumskegeln, einem besonders wichtigen Ort fiir die L1 und die Cofilin-

Funktion, wurden keine Unterschiede in Expression und Phosphorylierung von Co-
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filin zwischen den Genotypen beobachtet. Zusétzlich wurden verschiedene Hirnbe-
reiche prapariert und untersucht, wobei sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
in Expression und Phosphorylierung von Cofilin zwischen L1-knock-out und Wildtyp
beobachten liel. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten weisen darauf hin,
dass die Abwesenheit von L1 keine Auswirkungen auf die Expression oder Aktivitét

von Cofilin im Mausgehirn hat.

Um zu untersuchen, ob eine durch L1 ausgel6ste Signalkaskade einen Einfluss auf
die Aktivitdt von Cofilin ausiibt, wurden Kleinhirnneurone mit dem monoklonalen
L1-Antikorper 557 stimuliert und die Phosphorylierung von Cofilin bestimmt. Es
zeigte sich, dass nach zweiminiitiger Stimulation eine deutliche Abnahme der Phos-
phorylierung vorlag, Cofilin also aktiviert wurde. Das gleiche Ergebnis ergab sich
nach einer Stimulation von Wachstumskegeln mit dem 557-Antikorper.

Der Wechsel zwischen phosphoryliertem und nichtphosphoryliertem Cofilin wird
durch verschiedene Stimuli beeinflusst. Dadurch kann die Aktivitdt von Cofilin
innerhalb der Zelle rdumlich und zeitlich kontrolliert werden. Auch spielt der
Zell- und Gewebetyp bei der Antwort auf extrazelluldre Signale eine Rolle. Fiir
verschiedene neuronale Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Faktoren, die das
Neuritenwachstum fordern, wie z.B. Wachstumsfaktoren, hohe cAMP- oder Calci-
umkonzentrationen, zu einer Dephosphorylierung von Cofilin fithren!!8311] Das
Neuritenwachstum hemmende Substanzen bewirken hingegen eine Phosphorylie-
rung/Inaktivierung des Proteins!'8>!. Die Dephosphorylierung von Cofilin kann auf
unterschiedlichen Wegen ausgelost werden. Die durch Wachstumsfaktoren hervor-
gerufene Dephosphorylierung von Cofilin wird durch die Aktivierung des MAP-
Kinase-Signalweges und der LIM-Kinase hervorgerufen. Zum anderen fiihrt der
Anstieg des lokalen Ca?*-Spiegels zur Aktivierung von Calcineurin und der SSH-
Phosphatase, welche Cofilin dephosphoryliert. Beide Prozesse, die Aktivierung des

MAP-Kinase-Signalweges und eine erhéhte Ca?*-Konzentration, wurden auch nach
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L1-Aktivierung beobachtet und kénnten somit den in der vorliegenden Arbeit be-
obachteten Effekt erkldren. Dafiir spricht auch, dass die LIM-Kinase-Aktivitidt nach
zweiminiitiger Stimulation mit dem L1-Antikorper ebenfalls reduziert war. Die-
ses Ergebnis konnte aufgrund von Detektionsproblemen mit den entsprechenden
Antikorpern jedoch nur zwei Mal gezeigt werden. Durch die Zugabe weiterer Inhibi-
toren, wie z. B. des Calcineurin-Inhibitors Cyclosporin A oder des Calciumchelators
BAPTA, konnte auch der Einfluss des Calciumeinstroms nach L1-Aktivierung auf
die Cofilin-Phosphorylierung tiberpriift werden. Zu erwarten ware ein Ausbleiben
der Dephosphorylierung nach L1-Antikorper-Stimulation, dies konnte im Rahmen
dieser Arbeit allerdings nicht mehr eingehend untersucht werden.

Weitere Regulatoren der Cofilin-Aktivitdt sind die Rho-GTPasen. Racl und Cdc42
konnen die LIM-Kinase iiber PAK aktivieren, Rho erreicht dies iiber die Aktivie-
rung von ROCK!®70-208,272] ‘11 konnte auch hier involviert sein, da es mit Racl und
Cdc42 interagiert. In Kleinhirnneuronen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
jedoch keine Aktivierung von Racl durch L1-Stimulation beobachtet werden, fiir
Cdc42 liegen keine ausreichenden Ergebnisse vor. In Neuroblastom-Zellen wurde
Racl durch die L1-Stimulation aktiviert. Ob sich dies in diesem Zellsystem auf die

Cofilin-Aktivitat auswirkt, miisste noch untersucht werden.

L1 beeinflusst die Aktivitdt von Cofilin in Kleinhirnneuronen. Da Cofilin beim Neu-
ritenwachstum eine wichtige Rolle spielt, wurde der Einfluss der Cofilinregulati-
on auf das L1-abhdngige Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen ermittelt. Die
Inhibition von Calcineurin durch Cyclosporin A fiihrte zu einer Reduktion des L1-
abhéngigen Neuritenwachstums. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von Lyons
et al. und Chang et al., die einen negativen Einfluss von Calcineurin-Inhibitoren auf

das Neuritenwachstum zeigten!40:174]

. Zusétzlich zu Cyclosporin A wurden Pepti-
de eingesetzt, die die Cofilin-regulierenden Enzyme hemmen. Dabei wurden nach

Aizawa et al. Peptide synthetisiert, die dem N-Terminus von Cofilin entsprechen, in-
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klusive des fiir die Aktivitat wichtigen Serin 3. Dieses Serin liegt in den Peptiden
entweder unphosphoryliert (Peptid ,,S3“) oder phosphoryliert vor (Peptid ,,pS3“).
Die beiden Peptide wirken als Kompetitoren fiir die LIM-Kinase (S3) bzw. SSH-
Phosphatase (pS3), da sie, im Uberschuss eingesetzt, die Enzyme blockieren und
somit in ihrer Funktion hemmen. Als Kontrolle wurde ein Peptid mit der reversen
S3-Sequenz eingesetzt, welches keinen Effekt auf die Cofilin-Aktivitat besafd (Pep-
tid ,,revS3“)[3], Die Peptide zeigten keinen Einfluss auf die durchschnittliche Neu-
ritenldnge auf PLL ausgesiter Kleinhirnneurone. Auf L1-Fc bewirkten sowohl das
S3- als auch das pS3-Peptid eine Reduktion der Neuritenldnge auf PLL-Niveau. Das
Kontrollpeptid hatte keinen Effekt. Dies ldsst den Schluss zu, dass die Regulation
von Cofilin fiir das L1-abhédngige Neuritenwachstum essentiell ist, und zwar so-
wohl die Inaktivierung durch die LIM-Kinase, als auch die Aktivierung durch die
SSH-Phosphatase. Eine Studie von Meberg und Bamburg unterstiitzt diese Vermu-
tung!!84, Sie untersuchten das Neuritenwachstum von kortikalen Neuronen, die
XAC, die Cofilin-Form in Xenopus, tiberexprimierten. Sie konnten ein erhéhtes Neu-
ritenwachstum feststellen. Eine konstitutiv-aktive Variante von XAC fiihrte jedoch
nicht zu einer weiteren Erhohung des Neuritenwachstums, sondern die Neuriten-
lange lag etwas unterhalb der mit dem wildtypischen XAC transfizierten Neurone.
Zudem konnten Meberg und Bamburg feststellen, dass etwa 75 % des rekombinant
exprimierten XAC in den Neuronen in phosphorylierter Form vorlag. Somit ist das
erhohte Neuritenwachstum nicht unbedingt auf eine vermehrte Aktivitit von Co-
filin zuriickzufiihren. Vielmehr ist das sogenannte Phosphocycling von Cofilin, also
der Wechsel zwischen phosphorylierter und nichtphosphorylierter Form, fiir seinen
Einfluss auf das Neuritenwachstum verantwortlich. Dies steht im Einklang mit den
Erkenntnissen iiber die stdndige Aktinpolymerisation und -Depolymerisation, die im
auswachsenden Neuriten stattfindet!'®”] (vgl. 1.1.4). Eine strenge Regulation der

(De-)Phosphorylierung von Cofilin wird dadurch erforderlich, die, wie in der vor-
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liegenden Arbeit gezeigt, bei einem Ausfall das Neuritenwachstum erheblich stéren

kann.

5.4 Neue L1-Interaktionspartner

Neben den bereits untersuchten L1-Interaktionspartnern Racl, Cdc42 und Cofilin
sollten in dieser Arbeit weitere potentielle Bindungspartner von L1, die die Regu-
lation des Zytoskeletts beeinflussen, identifiziert werden. Als Methode wurde die
Affinitatschromatographie gewahlt, wobei die intrazellulire Doméane von L1 als
Koderprotein diente. Die mit der Sdulenmatrix kovalent verkniipfte L1lizd wurde
mit verschiedenen Maushirnfraktionen inkubiert und die gebundenen Proteine an-
schlief3end per pH-shift eluiert.

Aus der zytosolischen Maushirnfraktion wurden einige Proteine, die an die Llizd
gebunden hatten, isoliert und mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert. Die
Anwesenheit von 14-3-3-Proteinen im Eluat zeigt an, dass die Chromatographie
erfolgreich verlief. 14-3-3 wurde bereits als spezifischer Bindungspartner der L1izd
identifiziert!226], Neben 14-3-3 fanden sich u. a. auch eEF2 und Dynamin im Eluat.

eEF2 ist ein Elongationsfaktor, der fiir die Translokation der sich bildenden Pro-
teinkette innerhalb des Ribosoms verantwortlich ist. Die Proteinsynthese der Zelle
findet nicht nur im Soma, sondern auch in Axonen und Dendriten statt, wo Bestand-
teile der Translationsmaschinerie nachgewiesen wurden!>®147-218] Djes erméglicht
den Neuriten, schnell auf verdnderte duldere Bedingungen zu reagieren. Die lokale
Proteinsynthese kann durch extrazelluldre Signalmolekiile aktiviert und somit z. B.
die Menge von Rezeptoren in der Plasmamembran reguliert werden, wie es fiir den
EphA2-Rezeptor in Komissuralneuronen des Huhns nachgewiesen wurdel®°!. Aus
diesem Grund wurde eEF2 als potentieller L1-Interaktionspartner ndher untersucht,

da L1 als Zelladhédsionsmolekiil und Rezeptor u. a. in die Axonwegfindung involviert
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1st.

Es wurden verschiedene Interaktionstests durchgefiihrt, um die in der Affinitatschro-
matographie nachgewiesene Bindung zu verifizieren. Co-Immunprézipitationen,
pull-downs und crosslinking-Versuche zeigten jedoch keine spezifische Interaktion
der L1izd mit eEF2. In vielen Fillen wurde eEF2 auch in den Negativkontrollansat-
zen gefunden, so dass die beobachtete Bindung an L1 eventuell unspezifisch sein
konnte.

Das zweite hinsichtlich der biologischen Funktionen von L1 interessante Protein,
welches im Eluat der Affinitdtschromatographie identifiziert wurde, ist Dynamin.
Dynamin ist eine Mikrotubuli-assoziierte GTPase, welche durch die Hydrolyse von
GTP mechanische Kréfte erzeugen kann. Dynamin ist besonders wichtig bei en-
dozytotischen Vorgédngen, da es die Abschniirung von Vesikeln aus der Membran
bewirkt!117:1191 " Dynamin ist auch an der Clathrin-abhingigen Endozytose von
L1 beteiligt. Somit ist eine direkte Interaktion der intrazelluliren Doméne von
L1 und Dynamin denkbar. Um dies weiter zu untersuchen, wurden auch hier Co-
Immunpréazipitationen, pull-downs und crosslinking-Versuche durchgefiihrt. Leider
konnte die bei der Affinitdtschromatographie beobachtete Interaktion nicht bestéatigt

werden.

Neben der zytosolischen Maushirnfraktion wurden auch eine solubilisierte Mem-
branfraktion und eine solubilisierte Wachstumskegel-angereicherte Maushirnfrakti-
on mit der immobilisierten L1lizd auf der Sédule inkubiert. In beiden Féllen war die
Proteinkonzentration im Eluat so gering, dass entweder keine massenspektrometri-
sche Analyse moglich war, oder keine Proteine im gefarbten SDS-Gel sichtbar waren.
Der Einsatz von mehr Ausgangsmaterial brachte dabei keinen Erfolg.

Aus diesem Grund wurde auf einen anderen experimentellen Ansatz zuriickgegrif-
fen. Mit Hilfe des crosslinkings mit Sulfo-SBED sollten auch transiente oder weniger

stabile Interaktionen der L1izd und ihren Bindungspartnern in einer solubilisierten,
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Wachstumskegel-angereicherten Fraktion untersucht werden. Als Kontrolle diente
hier ein Ansatz, der keine Llizd als Koder enthielt. Die Produkte des crosslinking-
Ansatzes wurden per SDS-PAGE untersucht. Die Silberfarbung zeigte jedoch kei-
nen Unterschied der Bandenmuster zwischen dem L1lizd-Ansatz und der Kontrolle.
Auch harschere Waschbedingungen und hohere Detergenzkonzentrationen dnder-
ten nichts an diesem Ergebnis. Daher wurden hier keine Banden per Massenspek-

trometrie untersucht.

Affinitatschromatographie und crosslinking sind zwei etablierte Methoden, um
Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen!83191,230,264,287] '1n djeser Arbeit wur-
de fiir diese Versuche die bakteriell exprimierte intrazellulire Doméane von L1
verwendet. Dies ermoglichte die Produktion groferer Mengen Protein in konstan-
ter Reinheit. Der Nachteil ist jedoch, dass posttranslationale Modifikationen, die
moglicherweise fiir eine Bindung der intrazelluliren Domédne an andere Proteine
notig sind, nicht durchgefiihrt werden. Eine Expression des Kdderproteins in einem
eukaryotischen Expressionssystem ware in diesem Fall eventuell giinstiger. Struktu-
relle Ursachen konnen ebenfalls dazu fiihren, dass keine spezifische Bindung an das
Koderprotein stattfindet. Im Falle der intrazelluldren Doméne von L1 ist dies jedoch
eher unwahrscheinlich, da sie rein rechnerisch keine besonderen Sekundéarstruk-
turelemente aufweist (Strukturvorhersage#”] nach http://fasta.bioch.virginia.edu,
http://bioserv.rpbs.jussieu.fr, http://www.imtech.res.in/cgibin/betatpred2). Zudem
spielt die Konzentration der eingesetzten Proteine eine wichtige Rolle. Um auch
schwéchere Bindungen zu detektieren, ist eine ausreichende Menge an Kéderprote-
in sowie Hirnfraktion notwendig. In dieser Arbeit wurden 8 mg L1lizd verwendet.
Die vollstindige Kopplung an die Sdulenmatrix wurde mit Hilfe des BCA-Testes
tiberpriift. Im Falle der zytosolischen Fraktion, die in der Regel einen relativ hohen
Proteingehalt aufweist, konnte das Verhéltnis Koder- zu Beuteprotein nicht hoch ge-

nug gewesen sein, um weitere spezifische Bindungen nachzuweisen. Bei Membran-
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und Wachstumskegelfraktion hingegen konnte der umgekehrte Effekt eingetreten
sein. Hier war der Proteingehalt der Hirnfraktionen eventuell zu gering, obwohl der
Versuch auch mit gréBeren Mengen an Hirnfraktion durchgefiihrt wurde.
Alternative Methoden zur Detektion von bisher unbekannten Protein-Protein-
Wechselwirkungen sind beispielsweise der yeast two-hybrid screen!”!, in vivo cross-
linking!?”11 oder die tandem affinity purification (TAP)!'07). Der yeast two-hybrid
screen wurde bereits mit der intrazellularen Doméne von L1 durchgefiihrt und
u.a. Ezrin als L1-Bindungspartner identifiziert!®®!, Bei dieser Methode werden die
Expressionsvektoren zweier Fusionsproteine in Hefezellen transformiert. Bei einer
Interaktion der Proteine erfolgt die Expression eines Reporterproteins, was durch
den Einsatz von Selektionsmedien oder durch einen Farbumschlag detektierbar
ist. Beim in vivo crosslinking werden Saugerzellen mit dem Expressionsvektor des
Koderproteins transfiziert und das Kulturmedium mit photoreaktiven Aminosiduren
versetzt. Diese werden bei der Expression in das Koderprotein eingebaut. Werden
die Zellen UV-Strahlung ausgesetzt, erfolgt eine kovalente Verkniipfung des Ko-
derproteins mit seinen Bindungspartnern. Die tandem affinity purification ist eine
weitere Methode zur Detektion von Interaktionen, die in vivo stattfinden. Dabei
wird das Koderprotein als TAP-Fusionsprotein in die Zellen transfiziert. Mit Hilfe
der TAP-Markierung lassen sich das Koderprotein und seine Bindungspartner aus
dem Zelllysat isolieren. Der TAP-Marker kann daraufhin enzymatisch gespalten wer-
den und die interagierenden Proteine werden mit hoher Spezifitit gewonnen. Der
Nachteil dieser Methode ist, dass transiente oder schwache Bindungen aufgrund der
hédufigen Waschschritte nicht nachgewiesen werden konnen.

Das in vivo crosslinking oder die tandem affinity purification stellen gute Alternativen
zum herkommlichen crosslinking oder zur Affinitdtschromatographie dar, die in die-
ser Arbeit angewandt wurden. Der Vorteil besteht darin, dass die Koéderproteine in

ihrem natiirlichen Zustand, also inklusive posttranslationalen Modifikationen und
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korrekter Faltung und Lokalisierung, vorkommen, und somit eine wesentlich hohere
Spezifitdt gegeben ist als beim Einsatz prokaryotisch exprimierter Proteine. Es wéi-
re daher sinnvoll, mit Hilfe dieser Methoden nach weiteren, bislang unbekannten

L1-Interaktionspartnern zu suchen.

Zusammenfassende Uberlegungen

Die Ubermittlung von extrazelluldren Signalen an das Zytoskelett ist eine wichtige
Funktion des Zelladhdsionsmolekiils I.1. Zuséatzlich zu einigen in diesem Zusammen-
hang bereits bekannten Proteinen konnten in der vorliegenden Arbeit weitere Mo-
lekiile identifiziert werden, die an diesem Prozess beteiligt sind. L1 beeinflusst mit
Hilfe der Rho-GTPasen und des Aktin-polymerisierenden Proteins Cofilin die Mor-
phologie von Neuronen. Durch die differenzierte Regulierbarkeit der Rho-GTPasen
und von Cofilin ermoglicht dies eine Feinabstimmung der verschiedenen intrazel-
luldaren Antworten auf die Aktivierung von L1. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden einige dieser ,,Antworten“ - Neuritogenese, Neuritenwachstum und Endo-
zytose - naher untersucht und die Beteiligung der Rho-GTPasen und von Cofilin
an diesen Prozessen analysiert. Die hier erlangten Daten liefern einen Beitrag zum
Verstdandnis der Funktion von L1 und somit auch zu seiner wichtigen Rolle in der

Entwicklung des Nervensystems.



6 Zusammenfassung

Das Protein L1 gehort zur Familie der neuralen Zelladhdsionsmolekiile, die neben ih-
rer Funktion als Adhésionsmolekiile auch als Signaltransduktoren wirken. Es spielt
eine wichtige Rolle bei der neuronalen Entwicklung, Migration, Neuritogenese, dem
Neuritenwachstum und der axonalen Wegfindung. Im Rahmen dieser Dissertation
sollten die zelluldaren Prozesse, die die L1-vermittelte Neuritogenese und das Neuri-
tenwachstum steuern, untersucht werden. Ziel der Arbeit war es, zu kldren, wie L1
die Dynamik des Zytoskeletts steuert und somit Einfluss auf Form und Funktion des
Neurons nimmt. In diesem Zusammenhang wurden Lisl, die Rho-GTPasen Racl,

Cdc42 und RhoA sowie Cofilin ndher untersucht.

Das Mikrotubuli-assoziierte Protein Lis1 ist an der L1-vermittelten Neuritogenese
beteiligt'?%%!. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der zu Grunde liegende
Mechanismus weiter aufgeklart werden. Aufgrund experimenteller Probleme war
dies jedoch nicht moglich. Es ergaben sich allerdings Hinweise, dass das Protein
Ndel, ein Interaktionspartner von Lis1, ebenfalls an der L1-vermittelten Neuritoge-
nese beteiligt ist. Zudem wurde gezeigt, dass sowohl Lis1 als auch Ndel und das
potentielle Adapterprotein DCX nicht direkt mit L1 interagieren. Der Einfluss von
Lis1 und Ndel auf die Neuritogenese muss also durch andere, bisher unbekannte

Proteine vermittelt werden.

Rho-GTPasen sind wichtige Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts. Durch Co-Immun-
prazipitationen und Immunfiarbungen konnte gezeigt werden, dass die Rho-GTPasen

Racl und Cdc42 mit L1 interagieren (S. Gensler/C. Dotti, Universitdt Leuven, pers.
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Mitteilung). Nach den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten wirkt sich ein
Fehlen von L1 im Mausgehirn nicht auf die Aktivitdt von Racl und Cdc42 aus. Auch
die Expression von Racl und Cdc42 in L1-defizientem Mausgehirn unterscheidet
sich nicht von der im Gehirn wildtypischer Mause.

Die Untersuchung der Racl- und Cdc42-Aktivitit in mit einem L1-Antikérper stimu-
lierten Kleinhirnneuronen und Neuroblastom-Zellen zeigte hingegen, dass Racl in
die L1-Signaltransduktion von Neuroblastom-Zellen, nicht aber in die von Kleinhirn-
neuronen involviert ist. Flir Ccd42 kann aufgrund der geringen Anzahl an Messwer-
ten diesbeziiglich keine Aussage getroffen werden.

Ferner konnte gezeigt werden, dass RhoA an der Regulation der Oberflachenlokali-
sation von L1 beteiligt ist. Durch Inhibition von RhoA wurde der Anteil von L1 an
der Zelloberfliche am Gesamt-L1-Gehalt erhoht. Zudem wirkte sich der Einsatz des
Inhibitors positiv, jedoch nicht spezifisch, auf die L1-abhingige Neuritogenese aus.
Diese Daten bestitigen eine Beteiligung der Rho-GTPasen RhoA und Racl an von L1

ausgelosten Signalwegen, die zu Neuritenwachstum und Neuritogenese fiihren.

Cofilin ist ein Aktin-depolymerisierendes Protein, welches essentiell fiir die Organi-
sation des Zytoskeletts ist. Da es wie L1 eine wichtige Rolle beim Neuritenwachstum
spielt, wurde eine potentielle Interaktion der beiden Proteine untersucht.

Eine Bindung von L1 an Cofilin konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausge-
schlossen werden. Eine Stimulation von L1 durch Zugabe eines monoklonalen L1-
Antikorpers, der das Neuritenwachstum fordert, bewirkte jedoch eine Aktivierung
von Cofilin. Zusétzlich fiihrte die Hemmung der Cofilin-Regulatoren LIM-Kinase und
SSH-Phosphatase durch Inhibitoren zu einem verringerten L1-abhingigen Neuriten-
wachstum. Daraus lasst sich schliefSen, dass fiir das L1-vermittelte Neuritenwachs-
tum ein streng regulierter Wechsel zwischen aktivem und inaktivem Cofilin essenti-

ell ist.

Dariiber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, neben den oben ge-



135

nannten Proteinen weitere Molekiile zu finden, die in die L1-abhéngige Neuritoge-
nese und das Neuritenwachstum involviert sind. Dabei wurden Affinitdtschromato-
graphien und Crosslinking-Experimente durchgefiihrt, {iber die jedoch keine spezifi-
schen Interaktionen bisher unbekannter Bindungspartner der intrazelluldren Doma-

ne von L1 nachzuweisen waren.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit eine Beteiligung
der Rho-GTPasen Racl und RhoA sowie des Aktin-assoziierten Proteins Cofilin an
der zum Neuritenwachstum fiihrenden L1-Signaltranduktion gezeigt werden konn-

te.



7 Summary

L1 belongs to the family of neural cell adhesion molecules, which, in addition to
their adhesive funcion, are engaged in signal transduction pathways. L1 plays an
important role in neuronal development, cell migration, neuritogenesis, neurite out-
growth and axon guidance. The aim of this study was to investigate cellular proces-
ses that regulate L1-mediated neuritogenesis and neurite outgrowth. This should
lead to a better understanding of how L1 induces morphological changes of neu-
rons. In this context, Lis1, the Rho GTPases Racl, Cdc42 and RhoA as well as Cofilin

where further examined.

The protein Lis1 is involved in L1-mediated neuritogenesis/?°”) and the present stu-
dy aimed at clarifying the underlying mechanisms. Due to experimental problems,
this unfortunately could not be accomplished. Preliminary data implicate a role of
Ndel, a binding partner of Lis1, in L1-mediated neuritogenesis. Ndel, as well as
Lis1 and the potential adaptor DCX do not bind to L1. Thus, the involvement of Lis1

and Ndel in L1 signaling must be mediated by different, so far unknown proteins.

Rho GTPases are important regulators of the actin cytoskeleton. Co-immunoprecipi-
tations and immunofluorescence studies revealed an interaction of L1 and the Rho
GTPases Racl and Cdc42 (S. Gensler/C. Dotti, University of Leuven, personal com-
munication). As shown in this thesis, loss of L1 does not affect Racl and Cdc42
activity in mouse brain homogenates. Aditionally, the expression levels of Racl and
Cdc42 in mouse brains of L1-deficient mice are not altered in comparison to wildty-

pe brains.
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Analysis of Racl and Cdc42 activity in L1-antibody-treated cerebellar neurons and
neuroblastoma cells revealed an involvement of Racl in L1 signaling in neuroblas-
toma cells but not in cerebellar neurons. Due to the limited number of data referring
to Cdc42 activity, no conclusions can be made regarding the participation of Cdc42
in L1 signal transduction.

Investigation of the localization of L1 at the cell surface revealed that RhoA is in-
volved in L1 endocytosis. Inhibition of RhoA resulted in an increase of surface L1
compared to untreated cells. In addition, the RhoA inhibitor enhanced L1-mediated
neuritogenesis, but in an unspecific manner.

Taken together, the presented data implicate participation of Rho GTPases RhoA and

Racl in L1 signal transduction that leads to neuritogenesis and neurite outgrowth.

Cofilin is an actin-depolymerizing protein which is essential for cytoskeletal reorga-
nization. Because it plays an important role in neurite outgrowth as L1, a potential
interaction of the two proteins should be investiagted in this study.

A direct interaction of L1 and Cofilin could be excluded by various binding assays.
However, stimulation with a monoclonal L1-antibody known to trigger neurite out-
growth lead to Cofilin activation. Additionally, interference with LIMK kinase and
SSH phosphatase function resulted in an impairment of L1-mediated neurite out-
growth. This implies that tight regulation of Cofilin activity is essential for L1-

mediated neurite outgrowth.

Furthermore, in the present study I searched for further L1-bindung partners as po-
tential mediators between L1 and the cytoskeleton. For this purpose, affinity chro-
matography and crosslinking experiments were performed, but no specific interac-

tions with the L1 intracellular domain could be detected.

In conclusion, this study showed a participation of the Rho GTPases Racl and RhoA

as well as the actin-associated protein Cofilin in L1 signaltransduction that leads to
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neurite outgrowth.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

AA Acrylamid

Ab Antikorper

Abb. Abbildung

ABTS 2,2’-Azinobis- (3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsédure)

ACC agenesis of corpus callosum

ADAM a disintegrin and metalloproteinase

ADF actin depolymerizing factor

Amp Ampicillin

ANOVA analysis of variance

AP-2 Activator protein 2

APC adenomatous polyposis coli tumor supressor protein

aPKC atypical protein kinase C

APS Ammoniumpersulfat

Arp2/3 actin-related protein-2/3

BAPTA-AM 1,2-bis-(0-Aminophenoxy)-ethan-N,N,N*,N "-tetraessigsdure, Tetraacetoxyme-
thylester

BCA 2,2 -Bichinolin-4,4 "-dicarbonséure

BIS N,N’-Methylenbisacrylamid

BSA bovine serum albumine

Cam Chloramphenicol

CAM cell adhesion molecules

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CD cluster of differentiation

Cek5 chicken embryo kinase 5

c¢DNS komplementére Desoxyribonukleinsdure

c-Doméne zentrale Doméne

CIN Chronophin
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CHAPS
ChL1
CHO
CLIP-170
CRIB
CsA

Cy

Da

DCC
DCX

dd H20
DMEM
DMSO
dn

DNS
DNase
DRF
DTT

EB1

E. coli
ECM
EDTA
EGF
eGFP
ELISA
ERK
ERM
euk.
F-Aktin
Fc

FCS
FGF
FGF-R
FN III
G-Aktin
GAP
GDI

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat

close homolog of L1
chinese hambster ovary
cytoplasmic linker protein 170

Cdc42/Rac-interactive binding domain

Cyclosporin A

Cyanin-Farbstoff

Dalton

deleted in colonrectal cancer
Doublecortin

destilliertes, deionisiertes Wasser
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
dominant-negativ
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
diaphanous-related formin
1,4-Dithiothreitol

Embryonaltag

End-binding protein 1

Escherichia coli

extracellular matrix
Ethylendiamin-tetra-Essigsdure
epidermal growth factor

enhanced green fluorescent protein
engyme-linked immunosorbent assay
extracellular signal-regulated kinase
Ezrin-Radixin-Moesin
eukaryotisch

Aktinfilamente

fragment crystalline

fetal calf serum

fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor
Fibronektin Typ III

globuldres Aktin

GTPase activating protein

guanine nucleotide-dissociation inhibitor
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GDP
GEF
GFAP
GSH
GST
GTP
GTP~S
GTPase
HBSS
HEPES
HIS
Hom.
HRP
HS
HSAS
IF

Ig

P
IPTG
IMAC
izd
Kan
ko

LB
LIM

MAG
MAP
MAPK
MASA
MATra

MEKK
MHC
mRNA
mDia
MLC
MS

Guanosindiphosphat

guanine nucleotide exchange factor

glial fibrillary acidic protein

Glutathion

Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphosphat
Guanosin-5’-(3-o-thio)-triphosphat
Guanosintriphosphatase

Hank’s buffered salt solution
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-piperzino)-ethansulfonsdure
6fach His-Markierung

Homogenat

horseradish peroxidase

horse serum

hydrocephalus due to the aqueduct of Sylvius
Immunfluoreszenz

Immunoglobulin

Immunprazipitation
Isopropyl-[3-L-thiogalaktosid
immobilized-metal affinity chromatography
intrazelluldre Doméne

Kanamycin

knock-out

Luria Bertani

von Lin1l, Isl-1 und Mec

Maus

Myelin associated glycoprotein

mitogen activated protein

mitogen activated protein kinase

mental retardation, aphasia, shuffling gait, adducted thumb

magnet-assisted transfection
monoklonal

MAPK kinase kinase

major histocompatibility complex
messenger Ribonukleinsdure
mammalian diaphanous

myosin light chain
Massenspektrometrie
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MTOC

MWCO
NC
NCAM
Ndel
Ndell
NILE
NGF
NHS
NMD
NMR
NP-40
NrCAM
NTA
Nud
OD

PAGE

PAK

PAR

PBS

PLCy

pc

pd
p-Domaéne
PFA

pH

PH

PI3 Kinase
PIP;

PLL

prok.

P/S

Ran
RanBPM
RBD

rel.

microtubule organizing center
Molekulargewicht

Molekulargewicht cut-off

Nitrocellulose

neuronal cell adhesion molecule

nuclear distribution protein NudE homolog 1
nuclear distribution protein NudE-like 1
nerve growth factor-inducible large external glycoprotein
nerve growth factor

N-Hydroxysuccinimid

neuronal migration disorder

nuclear magnetic resonance

Nonidet P-40

NgCAM related neuronal cell adhesion molecule
Nitrilotriessigsdure

nuclear distribution

optische Dichte

postnatal

Polyacrylamidgelelektrophorese
p21-activated protein kinase

polarity protein partitioning-defective
phosphate buffered salt solution
Phospholipase Cv

polyklonal

pull-down

periphere Doméne

Paraformaldehyd

negativ dekatischer Logarithmus der Protonenkonzentration
plextrin homology
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
Poly-L-Lysin

prokaryotisch

Penicillin/Streptomycin

Ras-related nuclear protein

Ran-binding protein M

Rho binding domain

relativ
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ROCK
RPMI

RT

SAGE
SCAR/WAVE
SDS

siRNA

Sos

SP1

src

SSH

Stim.
Sulfo-SBED

Tab.
TBS
TBST
TE
TEMED
TESK
TI-VAMP
Tris

8]

uv
Verd.
v/v
WASP
WB
w/Vv

wt

Rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase
Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

serial analysis of gene expression

WASP-family verprolin-homologous protein

sodium dodecyl sulfate

small interfering RNA

Son of sevenless

spastic paraparesis type 1

steroid receptor coactivator

Slingshot Phosphatase

Stimulation
Sulfosuccinimidyl-[2-6-(biotinamido)-2-(p-azidobenzamido)-

hexanoamido]ethyl-1,3’-dithiopropionat
Tabelle

tris buffered salt solution

tris buffered salt solution mit Tween 20
Tris/EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
testicular protein kinase

tetanus neurotoxin-insensitive vesicle associated membrane protein
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

unit (enzymatisch)

ultraviolett

Verdiinnung

Volumen pro Volumen

Wiskott-Aldrich syndrome protein
Westernblot

Gewicht pro Volumen

Wildtyp
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Aminosauren

Aminosiure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Glutaminsiure Glu E
Glutamin Gln Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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9.2 Sequenzen der rekombinant in E. coli exprimierten Proteine

L1cfi-His (mouse) Mw: 13,7 kDa
His-CFIKRSKGGKYSVKDKEDTQVDSEARPMKDETFGEYRSLESDNEEKAFGSSQPSLNG-

DIKPLGSDDSLADYGGSVDVQFNEDGSFIGQYSGKKEKEAAGGNDSSGATSPINPAVALE

NCAM140-His (rat) Mw: 14,2 kDa
His-DITCYFLNKCGLLMCIAVNLCGKAGPGAKGKDMEEGKAAFSKDESKEPIVEVRTEEER-

TPNHDGGKHTEPNETTPLTEPEKGPVETKSEPQESEAKPAPTEVKTVPNEATQTKENESKA

GST-Cofilin-1 (mouse) Mw: 35 kDa
GST-MASGVAVSDGVIKVFNDMKVRKSSTPEEVKKRKKAVLFCLSEDKKNIILEEGKEILVGD-

VGQTVDDPYTTFVKMLPDKDCRYALYDATYETKESKKEDLVFIFWAPENAPLKSKMIYASSK-
DAIKKKLTGIKHELQANCYEEVKDRCTLAEKLGGSAVISLEGKPL

GST-PAK1-CRIB (mouse) Mw: 35,8 kDa
GST-RSILPGDKTNKKKEKERPEISLPSDFEHTIHVGFDAVTGEFTGMPEQWARLLQTSNIT-

KSEQKKNPQAVLDVLEFYNSKKTSNSQK

GST-Rhotekin-RBD (mouse) Mw: 35,5 kDa
GST-ILEDLNMLYIRQMALSLEDTELQRKLDHEIRMRDGACKLLAACSQREQALEATKSLIV-

CNSRILSYMGELQRRKEAQVEEKTG
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9.3 Gefahrensymbole
O  Brandfordernd T  Giftig
C  Atzend T+ Sehr giftig
E  Explosionsgeféhrlich Xn Gesundheitsschadlich
F  Leichtentziindlich Xi  Reizend
F+ Hochentziindlich N  Umweltgefdhrlich

9.4 Gefahrstoffe

Die folgende Liste beinhaltet simtliche in der Arbeit verwendete Gefahrstoffe mit

ihren Risiko- und Sicherheitssitzen.

Gefahrstoff Gefahren-  R-Sdtze S-Sétze
symbol

2-Mercaptoethanol TN 22-24-34-51/53 26-36/37/39-45-61
2-Propanol E Xi 11-36-67 7-16-24-26
ABTS Xi 36/37/38 26-36
Acrylamide/Bis, 29:1 T 20/21-25-36/38-43-45-46- 53-9-20-23-26-36/37/39-

48/23/24/25-62 45-60
Ampicillin 42/43 23-26
Aprotinin Xn 22-42/43 22-24-36/37-45
APS O, Xn 8-22-36/37/38-42/43 22-24-26-37
BC-Assay Losung A Xi 36 26-36
BC-Assay Losung B Xn 21/22 1/2-36/37-45
Chloroform Xn 22-38-40-48-20/22 36/37
Coomassie Brilliant Blau 22-24/25
Dithiothreitol Xn 22-36/38 24/25
EDTA Xi 22-36/37/38 26-36
Essigsaure 100 % C 10-35 23.2-26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethanolamin C 20/21/22-34 (1/2)-26-36/37/39-45
Imidazol C 22-34 22-26-36/37/39-45
Kanamycinsulfat T 61 45-36/37/39
Methanol ET 11-23/24/25-39/23-24/25 7-16-36/37-45
Methylenblau Xn 22
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Tris Xi 36/38

TEMED EC 11-20/22-34
Toluidinblau

Natriumazid T+, N 28-32-50/53
Natriumcarbonat Xi 36
Natriumhydroxid C 35

Natriumselenit T+,N 23-28-31-43-51/53
Nonidet P-40 Xi 36/38
Paraformaldehyd Xn 20/22-36/37/38-40-43
Penicillin Xn 42/43

Phenol T 24/25-34
Salzsdure 37 % C 34-37

SDS Xn 21/22-36/37/38
Streptomycin Xn 22-61

L-Thyroxin

Triton X-100 Xi 36/37/38

Trypsin Xi 36/37/38-42
Wasserstoffperoxid 30 %  C 34

9.4.1 Risiko- und Sicherheitssatze

26
16-26-36/37/39-45
22-24/25
28.1-45-60-61
(2)-22-26
26-37/39-45
28-36/37-45-61
23

22-26-36/37
22-36/37

28.6-45
26-36/37/39-45
26-36/37
53-36/37/39-45
22-24/25

26-36
22-24-26-36/37
3-26-36/37/39-45

R-Satze

R 8 Feuergefahr bei Berithrung mit brennbaren Stoffen.
R 10 Entziindlich.

R11 Leichtentziindlich.

R 22 Gesundheitsschédlich beim Verschlucken.

R 24 Giftig bei Beriihrung mit der Haut.

R 25 Giftig beim Verschlucken.

R 28 Sehr giftig beim Verschlucken.

R31 Entwickelt bei Berithrung mit Saure giftige Gase.

R 32 Entwickelt bei Berithrung mit Saure sehr giftige Gase.
R 34 Verursacht Verdtzungen.

R 35 Verursacht schwere Veritzungen.

R 36 Reizt die Augen.

R 37 Reizt die Atmungsorgane.

R 38 Reizt die Haut.

R 40 Verdacht auf krebserzeugende Wirkung.

R 43 Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich.

R 45 Kann Krebs erzeugen.
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R 46 Kann vererbbare Schiaden verursachen.

R 48 Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei ldngerer Exposition.

R 61 Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

R 62 Kann moglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintréachtigen.

R 67 Déampfe konnen Schlifrigkeit und Benommenheit verursachen.

R 20/21 Gesundheitsschédlich beim Einatmen und bei Berithrung mit der Haut.

R 20/22 Gesundheitsschéddlich beim Einatmen und Verschlucken.

R 20/21/22 Gesundheitsschddlich beim Einatmen, Verschlucken und Berithrung mit
der Haut.

R 21/22 Gesundheitsschadlich bei Beriihrung mit der Haut und beim Verschlu-
cken.

R 23/24/25 Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut.

R 24/25 Giftig bei Berithrung mit der Haut und beim Verschlucken.

R 36/38 Reizt die Augen und die Haut.

R 36/37/38 Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut.

R 39/23 Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen.

R 42/43 Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt méglich.

R 48/23/24/25 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschdden bei langerer Exposition durch
Einatmen, Beriihrung mit der Haut und durch Verschlucken.

R 50/53 Sehr giftig fiir Wasserorganismen, kann in Gewéssern ldngerfristig schad-
liche Wirkungen haben.

R 51/53 Giftig fiir Wasserorganismen, kann in Gewéssern langerfristig schadliche
Wirkungen haben.

S-Satze

S2 Darf nicht in die Hédnde von Kindern gelangen.

S3 Kiihl aufbewahren.

S7 Behilter dicht geschlossen halten.

S9 Behailter an einem gut geliifteten Ort aufbewahren.

S16 Von Ziindquellen fernhalten — Nicht rauchen.

S 20 Bei der Arbeit nicht essen und trinken.

S22 Staub nicht einatmen.

S 23 Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen. (geeignete Bezeichnungen
vom Hersteller anzugeben)

S 23.2 Dampf nicht einatmen.

S 24 Beriihrung mit der Haut vermeiden.

S 26 Bei Berithrung mit den Augen griindlich mit Wasser abspiilen und Arzt
konsultieren.

S 28.1 Bei Beriithrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser.

S 36 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.
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S 37
S 45

S 53

S 60

S6l

S1/2

S 24/25

S 36/37

S 36/37/39

S 37/39

Geeignete Schutzhandschuhe tragen.
Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn moglich, die-

ses Etikett vorzeigen).
Exposition vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

— Nur fiir den berufsmaf3igen Verwender —.
Dieses Produkt und sein Behilter sind als geféhrlicher Abfall zu entsor-

gen.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen einho-

len/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen.

Unter Verschluss und fiir Kinder unzugénglich aufbewahren.

Berithrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.
Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutz-

brille/Gesichtsschutz tragen.
Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe wund Schutzbril-

le/Gesichtsschutz tragen.
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9.5 Publikationen

Tilling T*, Gensler S*, Martin M, Figge C, Dotti CG and Schachner M. The cell ad-
hesion molecule L1 supports axonogenesis by interaction with the GTPases Racl and

cdc42.

(*: Autoren trugen gleichermalen zu dieser Arbeit bei.) In Vorbereitung.

Figge C, Schachner M, Tilling T. L1 mediates neurite outgrowth in cerebellar neurons

via cofilin. In Vorbereitung.
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