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Einleitung

A. Einleitung

1. Vorbemerkungen

Das zentrale Nervensystem (ZNS) von Siugetieren enthilt mehr als 10 Neurone, die
untereinander eine Vielzahl synaptischer Verbindungen eingehen. Wihrend ein Motoneuron des
Rickenmarks ungefihr 10.000 Kontakte ausbildet, empfangen die Purkinje-Zellen des Kleinhirns
rund 150.000 Verkniipfungen verschiedenster Nervenzellen. Eine der gro3ten Herausforderungen
in der Neurobiologie ist das Verstindnis der molekularen Mechanismen, die zielgerichtetes
neuronales Wachstum und die Entwicklung spezifischer synaptischer Verbindungen im zentralen
und peripheren Nervensystem (PNS) ermdglichen. Diese hohe Spezifitit beruht sowohl auf
Aktivitits-abhingigen Verdnderungen synaptischer Verbindungen, die mit funktionellen
Anderungen neuronaler Schaltkreise zu kotrelieren scheinen, von denen angenommen wird, daB3
sie durch mit der kognitiven Funktion des Gehirns verbundene Mechanismen bewirkt werden
(Schubert, 1991), als auch auf Aktivitits-unabhiangigen Mechanismen. Dabei kommt wihrend der
Entwicklung, aber auch im gereiften Nervensystem im Rahmen von Regeneration und Lernen der
Zellerkennung und -kommunikation hochste Bedeutung zu. Neurone bilden wihrend der
Differenzierung Axone und Dendriten aus und gehen tber diese synaptische Verbindungen mit
anderen Neuronen, Zellen sensorischer Organe und Muskelzellen ein, wobei die Interaktion mit
verschiedenen Gliazellen fiir das Uberleben und die Funktion der Neuronen von ebenso groBer
Bedeutung ist. An diesen Interaktionen sind verschiedene Faktoren beteiligt, die sich gut am

Beispiel des Wachstumskegels verdeutlichen lassen.

2. Neuritenwachstum beeinflussende Faktoren

Der Wachstumskegel ist eine hochspezialisierte Struktur an der Spitze eines elongierten Axons, die
dafiir verantwortlich ist, das Axon an sein Ziel zu fithren, um die richtige synaptische Verbindung
zu etablieren. Er besteht aus beweglichen, fingerférmigen Filopodien mit sich zwischen ihnen
spannenden, ebenfalls beweglichen Lamellipodien. Mit diesen Strukturen tastet der
Wachstumskegel wihrend des Auswachsens permanent die Umgebung ab, reagiert dabei auf
unterschiedliche Signale und bestimmt so Richtung und Geschwindigkeit des Neuritenwachstums.
Dafiir exprimiert der Wachstumskegel Rezeptoren fiir die Molekiile der niheren und weiteren
Umgebung, die tber Ligand/Rezeptor-Interaktionen, durch Interaktionen mit dem Zytoskelett
oder verschiedene Formen der Signaltransduktion dessen Motilitit beeinflussen. Die das
Neuritenwachstum beeinflussenden Molekiile sind dabei entweder 16slich oder unl6slich und

wachstumsfordernd oder —hemmend, wobei dasselbe Molekiil unter verschiedenen Bedingungen,
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abhingig z.B. vom Bindungspartner, wachstumsférdernd oder —hemmend wirken kann und
verschiedene Molekiille sowohl in l6slicher, als auch in unléslicher Form wirken.
Diese das axonale Wachstum beeinflussenden Molekiile lassen sich in drei Hauptgruppen einteilen:
1. l6sliche trophische Faktoren und chemotrope Molekdle, die tber gréflere Distanzen einen
Einfluf} auf den Wachstumskegel austiben bzw. axonales Wachstum permissiv erst ermdglichen
oder als Apoptosefaktoren tiber den programmierten Zelltod regulierend auf verschiedene Prozesse

wirken bzw. die Apoptose verhindern.

2. Bestandteile der extrazelluliren Matrix wie Laminin, Fibronectin, Tenascin, Restrictin, Kollagen
und Thrombospondin, die ebenfalls fordernd oder hemmend auf das Neuritenwachstum

einwirken.
3. Molekile der Zelloberfliche

Im folgenden wird kurz auf 16sliche Molekiile und die extrazellulire Matrix eingegangen, bevor die

fir diese Arbeit wichtigen Molekile der Zelloberfliche beschrieben werden.
2.1. Losliche Wachstumsfaktoren

Nerve Growth Factor (NGF), Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Neurotrophin-3 und
andere Molekile bilden die Gruppe der Neurotrophine (Maisonpierre et al., 1990). Obwohl
Versuche in vitro zeigten, dall Axone von Spinalganglienzellen in Richtung eines NGF-Gradienten
wachsen (Gunderson und Barrett, 1980), scheint die eigentliche Funktion der I6slichen
Wachstumsfaktoren nicht die Initiation und Stimulation axonalen Wachstums zu sein, sondern eher
die Forderung der Zelldifferenzierung und die Verhinderung der Apoptose (Vogel und Davis,
1991). Molekile dieser Gruppe vermitteln ihre Signaltransduktion zumindest zum Teil ber
Rezeptoren der trk-Rezeptorfamilie, d.h. tiber Molekille mit zytoplasmatischer Tyrosinkinase-

Domine (Raffioni et al., 1993).
2.2. Molekiile der extrazelluliren Matrix

Die Molekiile der extrazelluliren Matrix wie Laminin, Fibronectin, Tenascin, Restrictin, Kollagene,
Proteoglykane, Phosphacan und Neurocan haben zum einen strukturbildende Aufgaben, indem sie
Teil eines unléslichen Gerusts bilden, zum anderen tbernehmen sie verschiedenste Funktionen in
der Vermittlung zielgerichteten Neuritenwachstums in Entwicklung und Regeneration (Juliano und
Haskill, 1993) und sind an der wichtigen Interaktion zwischen Neuronen und Glia in ZNS und
PNS beteiligt.

Auf Laminin, einem Molekil von kreuzférmiger Struktur, das aus drei Polypeptidketten besteht,

und Fibronectin wurden verschiedene funktionelle Domianen fir Zelladhasion und
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Neuritenwachstum identifiziert, fiir Fibronectin z.B. in der 10. FNIII-Domine das RGD-Motiv,
das an der Zelladhision beteiligt ist (Pierschbacher und Ruoslahti, 1984), fir Laminin die ES8-
Domine (Graf et al, 1987) sowie drei spezifische Dominen fir die Stimulation des
Neuritenwachstums (Liesei, 1991). Laminin ist auflerdem an der Formation synaptischer
Verbindungen beteiligt und wird im synaptischen Spalt gefunden (Nakic et al., 1996). Es ist eines
der in vitro am stirksten Neuritenwachstum stimulierenden Molekiile. Rezeptoren fiir Laminin und

Fibronectin, die deren Signale weitetleiten, sind die weiter unten beschriebenen Integrine.

Restrictin und Tenascin sind zwei verwandte Moleklle der extrazelluliren Matrix, die aus vier
verschiedenen strukturellen Finheiten aufgebaut sind. In verschiedenen Versuchen wurde gezeigt,
dal3 beide Proteine sowohl adhisive, als auch repulsive Wirkungen auf primire Neuronen haben
konnen (Pesheva et al, 1993; Spring et al, 1989). Fur Tenascin konnte eine Stimulation des
Neuritenwachstums nachgewiesen werden (Wehrle-Haller und Chiquet, 1993). Andererseits wurde
eine verringerte Expression von Tenascin an Stellen gefunden, an denen sich Nerveniste
verzweigen (Martini und Schachner, 1991). Beide Molekile interagieren mit Molekilen der
Zelloberfliche. Sowohl fiir Restrictin (Briimmendorf et al., 1993), als auch fiir Tenascin-R (Rathjen
et al,, 1991) wurde eine Interaktion mit F3/F11/Contactin, einem Mitglied der L1 Familie von

Zelladhasionsmolekiilen, nachgewiesen.

Heparin-bindende Proteoglykane der extrazelluliren Matrix kénnen mit zahlreichen anderen
Heparin-bindenden Molekilen wie Zellerkennungsmolekiilen, Zelloberflichenenzymen und
Wachstumsfaktoren interagieren und deren Bindung an Rezeptoren als Corezeptoren vermitteln
und so an der Signaltransduktion beteiligt sein (Klagsbrun und Baird, 1991). Die beiden
extrazelluliren Proteoglycane des Gehirns, Phosphacan und Neurocan, binden an neuronales
NCAM und NgCAM, zwei Molekiile aus der Ig-Superfamilie (Friedlinder et al., 1994; Milev et al.,
1994).

Molekiile der extrazelluliren Matrix iibernehmen also vielfiltige Aufgaben in der Formation und
Aufrechterhaltung des Nervensystems, leiten Neuritenwachstum, interagieren mit Molekiilen der

Zelloberfliche und vermitteln intrazellulire Signaltransduktion.
2.3. Molekiile der Zelloberfliche (Zelladhidsionsmolekiile)

Im Nervensystem unterscheidet man folgende Hauptklassen von Molekiilen der Zelloberfliche:
1. Cadherine

2. Integrine

3. Molekiile der Immunglobulin (Ig-) Superfamilie
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Zelladhidsionsmolekiile ibernehmen vielfaltige Funktionen in der Entwicklung des Nervensystems,
die Uber Interaktionen mit Molekiilen der extrazelluliren Matrix, 16slichen Faktoren und Molekiilen
an der Oberfliche anderer Zellen vermittelt werden. Dabei werden die Zelladhisionsmolekiile in
verschiedenen  zeitlichen wund Ortlichen Mustern exprimiert und beeinflussen  Gber
Neuritenwachstum, Zellmigration, -iiberleben und Synapsenformation die Entwicklung des reifen

Nervensystems.
2.3.1 Cadherine

Die Cadherine gehdren zu den Molekiilen der Zelloberfliche, die Neuritenwachstum stimulieren.
Diese schon in frithen Experimenten zu gewebsspezifischer Zellseparation gefundenen Molekiile
sind durch einen Ca®- abhingigen Mechanismus der Zelladhision und eine Trypsinresistenz in
Anwesenheit von Ca®" definiert und wurden urspriinglich nach ihrer vorherrschenden geweblichen
Expression in E-Cadherine (Epithel), P-Cadherine (Placenta) und die im Nervensystem am
hiufigsten exprimierten N-Cadherine eingeteilt, spiter kamen T-Cadherine und R-Cadherine
(Retina)  hinzu  (Takeichi, 1990). Mit Ausnahme des T-Cadherins, das tber
Glykosylphosphatidylinositol in der Membran verankert ist, sind Cadherine transmembrandse
Glykoproteine, die ein Molekulargewicht zwischen 120 und 140 kD haben, finf Cadherin-
spezifische extrazellulire Wiederholsequenzen (EC-1 bis EC-5) besitzen und eine ausgesprochene
Ubereinstimmung in der kurzen zytosolischen Domine zeigen, iiber die sie mit Cateninen
interagieren, welche sowohl mit den Actinfilamenten in Verbindung stehen, als auch die
Signaltransduktion vermitteln (Gumbiner, 1993). Die adhisive Funktion wird bei N-Cadherin tber
die HAV-Sequenz vermittelt, die sich in der EC-1-Domaine befindet. Cadherine werden wihrend
der Entwicklung unterschiedlich stark exprimiert und sind mit ihrer adhisiven Funktion an
Gewebsseparation, Morphogenese und Aufrechterhaltung der Gewebsstruktur —beteiligt.
Fir N-Cadherin konnte eine Stimulation des Neuritenwachstums gezeigt werden, wihrend

Antikorper gegen N-Cadherin hemmenden Einfluf3 hatten (Bixby und Zhang, 1990).
2.3.2 Integrine

Die heterodimeren, transmembrandsen Integrine scheinen die wichtigsten Rezeptoren zu sein, mit
denen Zellen Verbindungen mit der extrazelluliren Matrix eingehen, sie interagieren jedoch auch
mit transmembrandsen Glycoproteinen der Ig-Superfamilie. Sie werden, basierend auf den
unterschiedlichen «- und den gemeinsamen B3- Untereinheiten, in Familien eingeteilt (Bixby und
Harris, 1991), wobei im Nervensystem den Integrinen mit einer 3,-Untereinheit eine besondere
Bedeutung zukommt. Integrine sind, wie viele der anderen Zelladhasionsmolekiile auch, aus sich
wiederholenden, homologen Sequenzen aufgebaut. Diese bilden einen globuliren, Protease-

resistenten Kopf, der mit der Transmembrandomine uber einen Stiel verbunden ist.
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Mit ihrer extrazelluliren Domaine interagieren Integrine mit verschiedenen Molekilen der
extrazelluliren Matrix und erkennen dabei unterschiedliche Sequenzen wie die RGD-Sequenz des
Fibronectins, Vitronectins und anderer Adhisionsmolekiile sowie die DGEA-Sequenz des Typ I-
Kollagens und EILDV des Fibronectins. Dabei ist die Spezifitit gering, Integrine erkennen meist
mehrere Liganden, und Zellen exprimieren oft mehrere verschiedene Integrine. Integrine
interagieren aber auch mit Molekiilen der Ig-Superfamilie und vermitteln so Zell-Zell-Adhision,
was fiir L1 und den RGD-spezifischen Fibronectin-Rezeptor VILA-5 gezeigt wurde (Ruppert et al.,
1995). Integrine sind an das Zytoskelett gebunden. Wahrend fir Integrine in Fibroblasten und
Thrombozyten ausfiithrliche Untersuchungen vorliegen (Damsky und Werb, 1992), die zeigen, dal3
Integrine als Fokus fiir die Adhision von Zytoskelettkomponenten wie Actinin und Talin
fungieren, die die weitere Signaltransduktion vermitteln, ist tiber die Signaltransduktion in neuralen
Zellen noch wenig bekannt, der Einflu} von «f,-Integrinen auf das Neuritenwachstum weist aber

auf deren Bedeutung hin (Felsenfeld et al., 1994).

3. Die Ig-Superfamilie

Die Antikorper sind das urspringlich entdeckte Beispiel fiir Molekiile, die mehrere Ig-Dominen
enthalten (Edelmann, 1969). NCAM war das erste neurale Zelladhasionsmolekil dieser Familie, das
voll charakterisiert wurde (Hoffmann et al, 1982). Die Analyse der Proteinsequenz zeigte eine
evolutionire Verwandtschaft zwischen NCAM und Immunglobulinen (Hemperly et al., 1986), was
durch strukturelle Analyse bestirkt wurde (Thomsen et al., 1996). Derartige Beobachtungen bilden
die Grundlage der Hypothese, dal die Duplikation und Diversifikation von Genen, die fir eine
begrenzte Anzahl an Molekilen kodieren, zur Erschaffung groBler Familien gefithrt hat, die
Schlisselrollen im Immunsystem, der Entwicklung des Nervensystems und anderer Gewebe
spielen. Mit weit tiber 100 zugehorigen Molekiilen stellt die Ig-Superfamilie die gréf3te bekannte
Familie verwandter Molekille dar Im Gegensatz zu den Antigenerkennungsmolekiilen des
Immunsystems, die in paariger Form auftreten, kommen die Molekiile zur Zellerkennung nicht in
paariger Form vor und ermdglichen so zusitzliche Interaktionen durch Paarung von Dominen
zwischen den Molekiilen (Becker et al, 1989). Molekile der Ig-Superfamilie werden nach
Vorhandensein und Organisation ihrer Domanen, auf Grund ihrer Sequenzhomologien und ihrer
Verankerung in der Plasmamembran in verschiedene Familien eingeteilt (Brimmendorf und
Rathjen, 1996). Gemeinsames Motiv der Ig-Superfamilie ist die Ig-Domine. Diese besteht aus 70 —
110 Aminosauren, die zwei 3-Faltblattstrukturen bilden, die einen hydrophoben Kern einschliefen
und enthilt auBerdem meist zwei charakteristische Cysteinreste im Abstand von 55 — 75

Aminoséuren, die Gber Disulphidbricken die Struktur stabilisieren (Williams et al., 1989). 10 — 15
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Aminosauren C-terminal des ersten Cysteinrestes befindet sich ein Tryptophanrest, der ebenso wie
die Ubrigen aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin hochkonserviert ist.
Man unterscheidet verschiedene Arten von Ig-Dominen nach ihrer Homologie mit den variablen
oder konstanten Ig-Dominen der Immunglobuline und teilt sie in die Typen V, C1 und C2 ein
(Williams und Barclay, 1988). Vor kurzer Zeit wurde als weiterer Typ noch der I-Typ
vorgeschlagen, der sich durch Homologie mit dem Protein Telokin auszeichnet (Vaughan und
Bjorkman, 1996), zu dem auch einige Domanen der neuralen Zelladhisionsmolekiile NCAM und
L1 geh6ren wirden. Zellerkennungsmolekiile des Nervensystems enthalten Ig-Domiénen des Typs
V und C2 (Brimmendorf und Rathjen, 1994). Bei Molekiilen, die nur eine Ig-Domine enthalten
wie PO und Thyl sind diese vom Typ V, wihrend Molekiile mit mehreren Ig-Domanen oft sowohl
solche des Typs V, als auch C zeigen. Molekile der NCAM- sowie der L.1-Familie enthalten nur
Dominen des Typs C2. Ig-Dominen sind sowohl an homophilen, als auch heterophilen
Interaktionen beteiligt und erftllen so wichtige Funktionen in Zelladhidsion und Neuritenwachstum
(Lemmon et al. 1989; Horstkorte et al., 1993; Appel et al, 1993). Die meisten neuralen
Zellerkennungsmolekiile der Ig-Superfamilie enthalten aullerdem noch
Fibronectinsequenzen des Subtyps III (FNIII-Dominen) (Main et al, 1992). Diese, den Ig-
Dominen des Subtyps C2 sehr idhnlichen, Sequenzen, haben eine Linge von ungefihr 90
Aminosauren, bestehen ebenfalls aus zwei gegeniiberliegenden B-Faltblattstrukturen und enthalten
konservierte Tryptophan- und Tyrosinreste, werden aber nicht tiber Disulphidbriicken stabilisiert
und zeigen eine andere Topologie (Brimmenorf und Rathjen, 1993). Die FNIII-Domanen sind an
Interaktionen mit der extrazelluldren Matrix beteiligt (Ruoslahti und Pierschbacher, 1987) sowie an
der Beeinflussung des Neuritenwachstums (Appel et al., 1993). Ein weiterer Dominentyp, der
zusammen mit Ig-Dominen auftritt, wird von der epidermal growth factor-Sequenz (EGF-
Domine) gezeigt. EGF-Dominen bestehen aus 35 — 40 Aminosauren, enthalten sechs Cysteinreste
und sollen ebenfalls an der Beeinflussung neuronalen Wachstums beteiligt sein. So zeigten
Experimente mit Tenascin-R die EGF-Dominen des Molekils als verantwortlich fiir den
repulsiven Effekt des Molekiils auf Neurone und den neuronalen Wachstumskegel (Xiao et al.,
1996).

Die Ig-Superfamilie kann nach obigen Kiriterien in Familien untergliedert werden, von denen im
Nervensystem die L1-, NCAM- und DCC-Familien sowie die Semaphorine (Messerschmidt et al.,
1995), Myelin-associated Glycoprotein (MAG) (Arquint et al., 1987), PO (Greenfield et al., 1973),
die Familie der Molekile mit Tyrosin-Kinase Aktivitit (receptor-type protein tyrosine kinase,
RPTK) (Barbacid, 1995), die Familie der Molekiile mit Tyrosin-Phosphatase Aktivitit (protein
tyrosin phosphatase, PTP) (Walton und Dixon, 1993) und die Familie der Molekiile, die Leucin-
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reiche Wiederholungssequenzen enthalten (leucin rich repeats, LRR) (Keith und Gay, 1990) von

Bedeutung sind.

Von der gro3e Gruppe der neuralen, der Ig-Superfamilie angehérenden, Molekiile, enthalten die
Molekiile folgender drei Familien zusitzlich FNIII-Dominen.

1. Die L1-Familie
2. Die NCAM-Familie
3. Die DCC-Familie

Diese Arbeit beschiftigt sich mit Molekilen der L.1-Familie, so daf3 die anderen beiden Familien im

folgenden nur kurz beschrieben werden.

3.1. Die NCAM-Familie

Die Molekile der NCAM-Familie bestehen aus einer extrazelluliren Domine, die finf Ig-
Dominen gefolgt von zwei FNIII-Domainen enthalt, die entweder iiber Phosphatidylinositol in der
Zellmembran verankert (NCAM-120) oder durch ecine Transmembrandomine mit einer
cytosolischen Domine unterschiedlicher Grée verbunden ist (NCAM-140 bzw. NCAM-180).
Ein einziges Gen kodiert fir die Mitglieder dieser Familie. Durch alternatives Spleilen entstehen
die drei Hauptisoformen NCAM-120, NCAM-140 und NCAM-180 (Cunningham et al., 1987),
durch weitere, seltenere Spleilvorginge weitere 18 Isoformen (Santoni et al., 1989).
Eine durch alternatives Spleilen beeinflullite Sequenz ist das zehn Aminosiuren umfassende
VASE-Peptid in der vierten Ig-Domine von NCAM, das vor allem in NCAM-Isoformen der
reiferen Neurone, auller in Neuronen des olfaktorischen Traktes, die sich durch lebenslange
Regenerationsfahigkeit auszeichnen, exprimiert wird (Small und Akeson, 1990). Es fiihrt zu
stirkerer homophiler Affinitit der betroffenen Zellen, aber geringerer Steigerung des
Neuritenwachstums (Chen et al., 1994; Walsh et al., 1992). Die unterschiedliche Steigerung des
Neuritenwachstums wird durch verschiedene Bindungsfihigkeit an L1 und andere NCAM-
Molekille vermittelt (Lahrtz et al, 1997). An den NCAM-Isoformen werden noch
posttranslationelle Modifikationen vorgenommen. So werden Serin- und Threoninreste der
cytoplasmatischen Domaine phosphoryliert und Asparaginreste glykosyliert (Cunningham et al.,
1987). Wie viele neurale Zellerkennungsmolekiile kann NCAM das HNK-1 Kohlenhydrat-Epitop
tragen (Schachner und Martini, 1995), das Zelladhidsion férdert und an Laminin bindet (Keilhauer
et al, 1985). Ungewohnlich ist aber die Moglichkeit aller NCAM-Isoformen, Bindungen mit
Polysialinsidure (PSA) einzugehen, welche die adhisiven Funktionen des NCAM abschwicht,
wihrend der das Neuritenwachstum férdernde Effekt verstirkt wird (Schachner und Martini, 1995;

Rutishauser, 1993). Die Expression der verschieden gespleil3ten Isoformen von NCAM unterliegt
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einer Regulation, die von Zeit, Gewebe- und Zelltyp abhingt (Jorgensen, 1995), und deren

Bedeutung schon bei der unterschiedlichen Expression des VASE-Peptids angedeutet wurde.
3.2. Die DCC-Familie

Die Molekiile der DCC (deleted in colorectal cancer)-Familie von neuralen Zelladhdsionsmolekilen
enthalten eine extrazellulire Domine, die aus vier Ig-Dominen gefolgt von 6 FNIII-Dominen
besteht. DCC wird tberwiegend im Gehirn exprimiert und zeigte in Experimenten mit

PC12-Zellen eine Stimulation des Neuritenwachstums (Pierceall et al., 1994).

4. Die L1-Familie

4.1. Struktur und Expressionsmuster

Die Molekile der L1-Familie (Tab.1.) sind durch die extrazellulire L.1-Kassette charakterisiert, die
aus 6 Ig-Dominen gefolgt von vier FNIII-Domianen besteht (Holm et al., 1996), wobei die
Sequenziibereinstimmung zwischen den Molekiilen der L1-Familie in bezug auf die letzte FNIII-
Domine geringer ist als fir die tbrigen Dominen. Grofle Unterschiede zeigen sich in der
membrannahen Region proximal der L1-Kassette bei Molekiilen mit zytoplasmatischer Domaine.
Diese Region kann eine komplette fiinfte FNIII-Domine enthalten (.1, NrCAM), eine halbe
FNIII-Domine (CHL1, CALL) oder eine PAT-reiche Region (Neurofascin) (Holm et al., 1990).
Die LL1-Kassette mit folgender membrannaher Region ist entweder mit der Membran tber einen
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker verbunden oder sie besitzt eine Transmembrandomane
mit folgender zytoplasmatischer Domaine, wodurch zwei Subgruppen der L1-Familie definiert
werden (Tab.1.) (Brimmendorf und Rathjen, 1993). Wie in der NCAM-Familie kommt es auch in
der L1-Familie zur Expression verschiedener Isoformen der einzelnen Molekiile durch alternatives
Spleilen, wie z.B. der drei Isoformen von CALL durch alternatives Spleilen der extrazelluliren
Domine (Wei et al., 1998) oder zweier verschiedener Isoformen von L1, die durch alternatives
Spleilen eines der RSLE-Sequenz entsprechenden Teils der zytoplasmatischen Domine entstehen.
In der Subgruppe der tber GPI verankerten Molekiile konnten bisher keine alternativen
Spleilvorginge nachgewiesen werden. Die Molekiile der L1-Familie sind stark glykosyliert (bis zu
20% des Molekulargewichts) und exprimieren das HNK-1 Epitop (Schachner, 1989). Die meisten
Molekiile der IL1-Familie werden im zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert und sind
nicht auf Neuronen beschrinkt, auch Subgruppen von Gliazellen kénnen Molekiile der L1-Familie
exprimieren. Dabei werden zahlreiche neurale Zelladhisionsmolekile an der Zelloberfliche
koexprimiert, wobei auch mehrere Molekiile der L.1-Familie zusammen exprimiert werden kénnen.

Es ergibt sich ein zelltypspezifisches, zeitlich und ortlich reguliertes Expressionsmuster. L1,
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NrCAM und Neurofascin werden in der Maus von Motoneuronen in frithen foetalen Stadien (Tag

11-14) exprimiert (Moscoso und Sanes, 1995).

Ll1-Familie
Molekule mit Organismus Molekile mit GPI-Anker Organismus
Transmembrandomine (F3-Gruppe)
CALL/hCHI1 Mensch F3/F11/CNTN1 Maus/Huhn/
Mensch
CHI1 Maus
BIG-1/PANG Ratte/Maus

L.1/NILE Maus, Mensch/

Ratte BIG-2 Ratte
11 Zebrafisch TAG-1/Axonin-1/TAX-1 Ratte/Huhn/

Goldfisch Mensch
11.2 Zebrafisch
NrCAM/BRAVO Maus, Ratte

Mensch, Huhn
Neuroglian Drosophila

Grashiipfer

Manduca

Coenorhabditis
Neurofascin/ABGP Huhn, Maus/

Ratte

Tabelle 1. Einteilung der LL1-Familie

ABGP = ankyrin-binding glycoprotein, BIG = brain derived
immunoglobulin, CALL = cell adhesion L1-like molecule, CHLL1 = close
homolog of L1, CNTN = contactin, NgCAM = neuron-glia cell adhesion
molecule, NrCAM= NgCAM-related molecule, NILE = NGF inducible
large external glycoprotein, PANG = plasmocytoma-associated neuronal
glycoprotein, TAG = transiently expressed axonal surface glycoprotein,
TAX = humanes TAG-1/axonin-1

L1 wird bis ins Erwachsenenalter hinein exprimiert, wihrend NrCAM und Neurofascin zu
spiteren foetalen Stadien herabreguliert werden, wobei Neurofascin spiter wieder exprimiert wird.
NrCAM und Neurofascin werden auch von Zellen der Oligodendroglia exprimiert, wihrend L1 im
ZNS auf Neuronen beschrinkt ist, allerdings in Schwann-Zellen vor dem Beginn der
Myelinisierung bzw. unter Bedingungen der Regeneration vorkommt (Martini und Schachner,
1988). Dorsale Spinalganglienzellen exprimieren 1.1, NrCAM und Neurofascin in frithen foetalen

Stadien. Hier werden L1 und NrCAM bis ins Erwachsenenalter exprimiert, wihrend Neurofascin
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herabreguliert wird (Moscoso und Sanes, 1995). CHLL1 wird ebenfalls erstmals zu Beginn des
Neuritenwachstums wahrend der frithen Gehirnentwicklung exprimiert. Im Gegensatz zu L1 wird
es aber auch in Subpopulationen der Oligodendroglia des ZNS exprimiert (Hillenbrand et al.,
1999). Mehrere Molekiile der L1-Familie werden auch aullerhalb des Nervensystems exprimiert
(Brimmendorf und Rathjen, 1994). L1 ist in Zellen der hidmopoetischen Zellreihe und
proliferierenden epithelialen Zellen der intestinalen Krypten (Thor et al., 1987) sowie in den Zellen

mehrerer peripherer Tumoren nachweisbar.
4.2. Interaktionsmuster und Signaltransduktion

L1 als Prototyp der Molekiile der LL1-Familie ist an Zelladhisionsvorgingen und der Stimulation
von Neuritenwachstum beteiligt. Zur Erfillung dieser Aufgabe besitzt es die Fahigkeit der
homophilen Interaktion, die hochstwahrscheinlich eine signifikante Rolle bei der Formation von
Axon-Faszikeln spielt (Lemmon et al., 1989) sowie der heterophilen Interaktion, fiir die mehrere
mogliche Partner identifiziert wurden wie Tag-1, F3, DMI1-GRASP, Integrine («VB3, aV{31),
Neuracan und Phosphacan (Brimmendorf und Rathjen, 1994; Montgomery et al., 1996; Ruppert et
al., 1995).

Fir die homophile Interaktion nutzt das LL1-Molekiil mehrere Dominen, wobei die Funktionen der
Dominen bei Zelladhision und Stimulation des Neuritenwachstums tiberlappen, aber auch eine
gewisse regionale Spezialisierung zeigen. Dabei sind fiir das Neuritenwachstum mehr Dominen an
der Funktion beteiligt als fir die Zelladhision (Appel et al., 1993), und L1 ist immer zumindest ein
Teil des Rezeptorkomplexes (Appel et al., 1993). Fir die Stimulation des Neuritenwachstums
wurde auBlerdem eine beteiligte Region zwischen den FNIII-Dominen 2 und 3 identifiziert (Appel
et al., 1995). Die Fihigkeit auch 16slicher L1-Fragmente, Neuritenwachstum zu stimulieren, zeigte,
dal3 L1 second messenger Systeme aktivieren kann (von Bohlen und Halbach et al., 1992), wobei
noch nicht geklirt ist, wie die Bindung eines Liganden durch L1 intrazellulire Signale stimuliert.
Es wird vermutet, daf3 L1 als Molekil mit einer die Membran nur einmal durchquerenden
Transmembrandomine nur durch Dimerisierung bzw. Formation von Multi-Protein-Komplexen
mit weiteren transmembrandsen Molekilen (cis-Interaktion) intrazellulidre Signale erzeugen kann.
Als mogliche Bindungspartner wurden der FGF-Rezeptor, GPI-verankerte Molekile, DM1-
GRASP, Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen (RPTP) und L1 vorgeschlagen. Fur den FGF-
Rezeptor (FGFR) wurde eine L1-FGFR-Heterodimerisierung als initiales Signal der
Transduktionskaskade nach LL1-L1-Trans-Interaktion gefunden (Doherty und Walsh, 1996), wobei
die CAM-homologe Domine (CHD) zwischen den ersten beiden Ig-Dominen des FGFR mit der
FGFR-CHD-bindenden Sequenz der vierten FNIII-Domine des L1 interagiert. Dies fithrt zu der
Aktivierung der Tyrosinkinasedomine des FGFR, wodurch die Phospholipase C, (PLC)) aktiviert
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wird, die Phoshatidylinositol in Diacylglycerin (DAG) und Inositolphosphat spaltet. DAG fithrt zu
einer Steigerung des Calcium-Influxes in die Zelle, wodurch die Ca**/Calmodulin-Kinase II
aktiviert wird. Ein Modell fir die Initiation der Signaltransduktion von L1 ist auch die Formation
eines Heterodimers mit TAG-1/Axonin-1 oder F3/F11. F3 kann durch Assoziation mit der Non-
Rezeptor-Tyrosinkinase p59™" Verinderungen der Tyrosinphoshorylierung bisher ungeklirter
Molekiile hervorrufen (Cervello et al., 1996). Neben Tyrosinphosphorylierung durch Rezeptor- und
Non-Rezeptor-Protein-Tyrosinkinasen wurden auch Rezeptor- und Non-Rezeptor-Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (RPTP bzw. PTP) als Heterodimerisierungspartner identifiziert. So wurde
RPTPB als potentieller Bindungspartner von F3 (Peles et al, 1995) identifiziert, wihrend
Phosphacan, eine alternativ gesplei3te Form des RPTP@, mit .1 und NCAM interagieren kann
(Maurel et al., 1994). Mehrere Zelladhisionsmolekile kénnten durch Dephosphorylierung von
Tyrosinresten die Signaltransduktion beeinflussen, wobei die Substrate der Phosphatasen noch
weitgehend unbekannt sind und ihre Identifikation wichtige Hinweise auf die Bedeutung dieses
Transduktionsweges geben wird. Ein weiterer méglicher Kandidat fiir eine Heterodimerisierung
mit L1 ist DM1-GRASP (DeBernardo und Chang, 1996). Wahrscheinlich ist fiir I.1 auch die
Formation eines Homodimers in cis-Interaktion (Shapiro et al., 1995). Obwohl die meisten der
obigen Homo- und Heterodimerisierungsmuster noch nicht direkt demonstriert wurden, ergeben
sie plausible Modelle der Initiation der Signaltransduktion, wenn man beriicksichtigt, dal}
Dimerisierung ein bekannter Vorgang bei Molekilen der Ig-Superfamilie im Immunsystem ist

(Reth, 1992).

Die zytoplasmatische Domine von L1 ist Substrat mehrerer Kinasen und Phosphatasen. So
phosphoryliert die Serin-Kinase Casein Kinase II (CKII) den Serinrest Ser'*', der C-terminal der
alternativ spleilbaren RSLE-Sequenz liegt (Wong et al.,, 1995). Sie wird am stirksten im sich
entwickelnden Gehirn exprimiert (Girault et al. 1990). Die Serin/Threonin-Kinase p90™, die das in

der KRSK-Sequenz nahe der Transmembrandomine gelegene Ser''>

phosphoryliert, ist hiertiber
wahrscheinlich auch an der Stimulation des Neuritenwachstums beteiligt (Wong et al., 1990).
Auch wurde gezeigt, dal3 die cis-Interaktion zwischen L1 und NCAM, die tGber an Ll
N-glycosidisch ~ gebundene oligomannosidische =~ Glycane vermittelt wird und die das
Neuritenwachstum beeinflu3t, mit der Serin- und Tyrosinphosphorylierung der zytoplasmatischen
Domine von L1 verknipft ist (Heiland et al, 1998). Die Bedeutung und Regulation der
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domine von L1 ist allerdings noch weitgehend ungeklart,

ebenso die Frage, ob und inwieweit Second Messenger-Systeme umgekehrt zur Stimulation der

Z.elladhasionsmolekile fihren konnen.

Es sind noch weitere Interaktionen der zytoplasmatischen Domine von L1 bekannt, die an der
Stimulation des Neuritenwachstums beteiligt sind. L1 assoziiert direkt tber eine in der C-terminalen

11
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Hilfte der zytoplasmatischen Domine gelegene Aminosiuresequenz (NEDGSFIGQY) mit
Ankyrin, einem Spektrin-bindenden Protein (Davis und Bennett, 1994), so daB3 L1 iber seine
zytoplasmatische Domine mit einem Spectrin-Ankyrin-Netzwerk verbunden ist. Auch kann L1
Uber eine membrannahe Sequenz (KRSKGGK) mit Actin in Wechselwirkung treten (Dahlin-
Huppe et al., 1997). Da die Bindung extrazellulirer Liganden an 31-Integrine deren Bindung an das
Actin-Zytoskelett induziert (Felsenfeld et al., 1996), besteht die Méglichkeit, daf3 auch die Bindung
des L1 an das Zytoskelett iiber Bindung an extrazellulire Liganden reguliert wird und so das
Neuritenwachstum beeinfluB3t. Fir Neurofascin wurde gezeigt, dal3 Tyrosinphoshorylierung dessen
Bindungsfihigkeit fiir Ankyrin signifikant verringerte, so dal3 auch hier Regulationsméglichkeiten

zu sehen sind (Garver et al., 1990).

Es bestehen also viele bekannte Interaktionsmoglichkeiten, sowohl in der Homo- und
Heterodimerisierung von L1, als auch in der Signaltransduktion tber Second Messenger-Systeme,
die ihrerseits Einfluf3 auf die Aktivitit von 1.1 haben kénnen, und in der Interaktion mit dem
Zytoskelett, deren individuelle Bedeutung fir die Stimulation des Neuritenwachstums noch
Gegenstand der Forschung ist. Dabet sind insbesondere im Bereich der Funktion und Regulation

der Tyrosinkinasen und —phosphatasen noch viele Fragen ungeklart.

5. CHL1 und dessen humanes Ortholog CALL

CHLI (close homologue of L1) ist ein Molekiil aus der LL1-Familie von Zelladhisionsmolekiilen. Es
besteht aus 6 extrazelluliren Ig-Dominen vom C2-Typ, gefolgt von 4.5 FNIII-Dominen, einer
Transmembrandomine und der folgenden, C-terminalen zytoplasmatischen Domane (Holm et al.,
1996). Die unvollstindige finfte Ig-Domine unterscheidet es von den anderen Molekiilen der L1-
Familie. In der zweiten Ig-Domine enthilt CHL1 die RGD-Sequenz, die auch in L1 gefunden
wird, hier allerdings in der sechsten Ig-Domaine (Hlavin und Lemmon, 1991). In der sechsten Ig-
Domine enthilt CHL1 eine DGEA-Sequenz, die nicht in anderen Molekiilen der L1-Familie
gefunden wird. Die zytoplasmatische Domane ist in der gesamten L1-Familie hochkonserviert,
wobei CHL1 im Gegensatz zu den anderen Molekilen der LI1-Familie mit einer
Transmembrandomine nicht die RSLE-Sequenz enthilt, die wie oben beschrieben dort
Gegenstand  alternativen ~ Spleilens ist und nur in  Neuronen exprimiert wird.
CHL1 besitzt zahlreiche N- und O-glykosidisch gebundene Glykane. Es wurde gezeigt, dal N-
glykosidisch gebundene Kohlenhydrate ca. 20% des Molekulargewichts von CHL1 ausmachen.
AuBerdem trigt CHL1 das HNK-1-Kohlenhydrat. Wie L1 wird auch CHL1 erst zu Beginn des
Neuritenwachstums in der Gehirnentwicklung exprimiert. Es zeigt mit L1 iberlappende, aber auch
von L1 verschiedene Expressionsmuster. Im Gegensatz zu L1 wird es in gewissen Subpopulationen

von Astrozyten und Oligodendrozyten im ZNS exprimiert (Hillenbrand et al, 1999).
12
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CHL1 verstirkt weder homophile noch heterophile Adhasion mit L1, stimuliert aber das
Neuritenwachstum sowohl in I6slicher, als auch in substratgebundener Form (Hillenbrand et al.,
1999). In vitro-Versuche zeigten, daB CHL1 das Uberleben von Cerebellum- und
Hippocampuszellen durch Hemmung der Apoptose forderte (Chen et al,, 1999). Erst kirzlich
wurde gezeigt, dal CHL1 in der Ratte bei Regenerationsprozessen sowohl im peripheren
Nervensystem, als auch im zentralen Nervensystem von Neuronen vermehrt exprimiert wird

(Zhang et al., 2000; Chaisuksunt et al., 2000).

CALL, das ,,cell adhesion L1-like molecule®, ist das humane Ortholog von CHL1 (Wei et al., 1998).
Die Proteine sind zu 84% identisch, die zytoplasmatische Domine betreffend sogar zu 97%. Die
CALL-Struktur entspricht der des CHL1. Es gibt drei Isoformen, die durch alternatives Splei3en
der extrazelluliren Domine entstehen. Wie CHL1 wird CALL in allen Teilen des sich
entwickelnden Gehirns, dem Riickenmark und einigen peripheren Ganglien exprimiert und ist auch

im Erwachsenenalter nachweisbar.

6. Die Rolle von Molekiilen der L1-Familie in Krankheit

und bei der Regeneration

Die Molekile der L1-Familie bilden eine Untergruppe der groflen Ig-Superfamilie neuraler
Zelladhdsionsmolekile, die wichtig fur Zell-Zell-Interaktionen in der Entwicklung und
Regeneration des Nervensystems sind. Sie beeinflussen Migration, Neuritenwachstum und
-faszikulation, leiten den Wachstumskegel und beeinflussen dessen Motilitit und sind an der
Synapsenbildung beteiligt. Die Reaktion der Zellen ist abhingig vom zeitlichen und 6rtlichen
Kontext, in dem die Adhisionsmolekiile auftreten und stimuliert werden. Dabei reicht die
Reaktionsbreite von Inhibition bis zur starken Stimulation des Neuritenwachstums und so kann
dasselbe Molekiil, abhingig vom Kontext, verschiedene Effekte austiben. Andererseits ergibt sich
aus dem Zusammenwirken zahlreicher inhibitorischer und stimulierender Molekiile ein System zur
feinen Regulation von Wachstumsvorgingen in Entwicklung und Regeneration. Stérungen dieses
Systems konnen zu grofleren und subtileren Korrelaten im Nervensystem fithren. Mutationen im
humanen L1-Gen verursachen eine Reihe klinisch verwandter Erkrankungen, die unter dem
Namen CRASH-Syndrom (Corpus callosum Hypoplasie, geistige Retardierung, adduzierte
Daumen, spastische Paraplegie und Hydrocephalus) zusammengefalit werden. Geistige
Retardierung, bei einigen Fillen des CRASH-Syndroms die einzige klinische Manifestation, ist in
allen Fillen des CRASH-Syndroms vorhanden und reicht von leichter Retardierung bis zu

Intelligenzquotienten zwischen 20 und 50 (Fransen et al., 1996). CALL ist moglicherweise Ursache
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der geistigen Retardierung beim 3p-Syndrom und Syndromen mit Ringformation des Chromosom
3 (Angeloni et al, 1999). Anstrengungen werden unternommen, um Korrelationen zwischen
Polymorphismen des CALL-Gens und dem Intelligenzquotienten nachzuweisen (Angeloni et al.,
1999). Experimente mit Knock out-Miusen deuten darauf hin, dal eine Redundanz der
Regulationsmechanismen besteht, und die Funktion fehlender Molekiile zumindest teilweise durch
andere Molekiille kompensiert werden kann, wie sich am Beispiel der NCAM-defizienten Miuse
zeigte, die nur geringe phanotypische Unterschiede zu Wildtypmausen aufwiesen (Cremer et al,,
1994). Auch fiir Regenerationsprozesse ist das Zusammenspiel von Neuritenwachstum
stimulierenden sowie von Apoptose verhindernden Molekiilen einerseits und Wachstum
hemmenden und Apoptose induzierenden Molekiilen andererseits von Bedeutung. Wachstum
tordernde Molekile werden von Neuronen und Gliazellen exprimiert und scheinen in Phasen der
Entwicklung und Regeneration vorzuherrschen, wihrend sie danach in geringerem Ausmal}
nachweisbar sind (Chaisuksunt et al., 2000; Zhang et al., 2000). Im ZNS der Sdugetiere kommen
eine Reihe inhibitorischer Molekiile vor, die im peripheren Nervensystem sowie im ZNS der Fische
und Amphibien, wo es zu besserer Regeneration kommt, in viel geringerem Mal3e exprimiert
werden (Schwab et al, 1993). Dieses komplexe System, in dem es zu Interaktionen von
extrazelluliren Matrixmolekilen und loslichen Faktoren mit Molekulen der Zelloberfliche, die auch
untereinander ~ Wechselwirkungen  zeigen, und 2zu  Wechselwirkungen  verschiedener
Signaltransduktionswege (siche oben) kommt, reguliert, ob Regeneration geférdert wird oder nicht.
In diesem System gibt es zahlreiche therapeutische Ansatzpunkte, die in den nichsten Jahren
Gegenstand intensiver Forschung sein werden, um neuronale Regeneration auch im zentralen
Nervensystem zu ermdglichen, indem das Gleichgewicht aus inhibitorischen und stimulierenden
Faktoren  verschoben  wird. Die meisten Verletzungen des  Rickenmarks  mit
Querschnittssymptomatik sind beim Menschen kontusioneller Genese. Transsektionen machen
einen geringeren Anteil der Verletzungen aus. Experimente an Ratten zeigten, dal3 bei
gequetschtem Riickenmark der Tiere die Regeneration durch Applikation von FGF-Fibrin etwas
verbessert werden kann (Cheng et al., 19906), was auf die Moglichkeit der Verbesserung der

Regeneration durch Veranderung des obigen Gleichgewichtes deutet.

7. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war zum einen, ausgehend von der cDNA fir die Isoform II des
Zelladhisionsmolekiils CALL, des humanen orthologen Molekiils von CHL1, die Expression und
Aufreinigung eines Fusionsproteins (bestehend aus CALL und der F-Region des humanen IgG,)
und die Untersuchung des Einflusses des Fusionsproteins auf das Neuritenwachstum von

Cerebellumzellen der Maus in primirere Zellkultur. Auflerdem sollte das Molekil bei
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nachgewiesener biologischer Aktivitit fir Experimente zur Regeneration des Riickenmarks nach
Kontusionsverletzungen sowie fiir diverse weitere Experimente bereitgestellt werden.
Weiterhin wurde die Signaltransduktion von L1 mit Hilfe der 2-D Gelelektrophorese und
Westernblot mit dem Antiphosphotyrosin-Antikorper 4G10 untersucht. Untersucht wurde die

Stimulation von N2A-Zellen mit dem Anti-L1-Antikérper AK 557.B6.
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B. Material und Methoden

1. Plasmide
Plasmide Relevante Eigenschaften Referenz/Herkunft
pBlue-CAM(+) Cm', lacZo Stratagene
pBlueCAM-PCR 196 bp EcwRV-Sal-Fragment des PCR- diese Arbeit
Produktes zur Einfithrung einer splice-
donor-sequence und Bell-site an der
hCHL1- cDNA
pCMVSPORT-CALLII | 7.6 kb EwRI-NoA-Fragment mit hCHL1- M. Lerman
Isoform II-cDNA in pCMVSPORT
pEE14-Km modifizierter pEE14 von Celltech mit A. Nienaber
splice-acceptor-sequence und cDNA des F.
des humanen IgG,, Ap’, Km'
pEE14-hCHL1-Fc 3.5 kb Hindl11-Bell-Fragment aus pGem-7- |diese Arbeit
CALL-PCR in pEE14-Km tiber Hindl11-
BamH1
pGem7-ZF(+) Ap', lacZa Promega
pGem7-CALLII 5.7 kb EcwRI-Xhol-Fragment mit hCHL1- [ diese Arbeit
Isoform II-cDNA aus pPCMVSPORTCALL
in pGEM-7 ZF(+)
pGem7-CALLII-PCR | 3.5 kb EwRI-Xhol-Fragment der gesamten | diese Arbeit

die extrazellulire Domine codierenden
cDNA mit zusitzlicher splice-donor-
sequence und Be/l-site in pGem-7-CALL
uber Sa/l

Tabelle 2. Verwendete Plasmide mit relevanten Eigenschaften
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2. Bakterienstamme

E. coli-Stimme

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz/Herkunft

DHb5a F~, supE44, AlacU169, [®80lacZAM15], Hanahan, 1983
hsdR17, recAl, endAl, gyra90, thi-1, relAl,
(res”, mod"), deoR

NR 3704 dam” M. Kutsche, Hamburg

Tabelle 3. Verwendete E. co/-Stimme mit relevanten Eigenschaften

3. Eukaryontische Zellinien

Zellinie Relevante Eigenschaften Referenz/Herkunft

CHO-K1 Fibroblastentumorzellinie aus dem Ovar ATCC
des Hamsters (Chinese Hamster Ovary)
N2A Neuroblastomzellinie der Maus ICN

Tabelle 4. Verwendete Zellinien mit relevanten Eigenschaften

4. Medien, Zusitze, Puffer, Losungen, Oligonukleotide

4.1. Medien

4.1.1. Nahrmedien und Zusitze fiir die Bakterienkultur

LB: ,,Lutia Broth*
E. coli-Vollmedium pro 1000 ml 10 g  Bactotrypton
5g Yeast-Extract

5¢ NaCl

ad 1000 ml  H,O

Zusatze zu Nahrmedien:

- Agar zu Festmedien pro 1000 ml 15g Agar
- IPTG zu Festmedien pro 1000 ml 238 mg IPTG
- X-Gal-Medien pro 1000 ml 25mg  X-Gal
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- Antibiotika-Konzentrationen fur E. co/-Medien:

Substanz Abkirzung Konzentration
Ampicillin Ap 150 pg/ml
Chloramphenicol Cm 50 pg/ml
Kanamycin Km 25 pg/ml

Tabelle 5. Antibiotika als Zusatz zu Kulturmedien

4.1.2. Nahrmedien und Zusitze fir die eukaryontische Zellkultur

Alle Medien wurden nach Herstellung durch Filtrierung mit Millipore-Filtern der Porengrofle

0.22 um sterilisiert und fiir 48h bei 37°C inkubiert um die Sterilitit zu testen.

a) Medien und Zusitze fiir die Kultur von N2A-Zellen:
DMEM: »Dulbecco’s modifiziertes Fagle Medium®
DMEM-Pulver wurde von Gibco Life Technologies bezogen und nach Protokoll D
im Katalog von Gibco hergestellt (pH-Einstellung auf 7,2, Zugabe von NaHCO5)
Zusitze zu DMEM:

- FCS: foetales Kilberserum, hitzeinaktiviert
-P/S Penicillin/Streptomycin (Endkonzentration 100 units/ml Penicillin, 10 pg/ml
Streptomycin)

b) Medien und Zusitze fir die Kultur und Selektion von CHO-K1-Zellen:
GMEM-S: ,,Glasgow modifiziertes
Eagle Medium* pro 500 ml 400 ml H,O bidest, autoklaviert (H,O,,)
50 ml 10x GMEM ohne Glutamin von
Gibco
18,1 ml Natriumbikarbonat 7.5%
5ml 100x NEAA (non-essential
amino acids) von Gibco
5ml 100x G+A (Glutamat + Asparagin)
5ml 100 mM Natriumpyruvat von Gibco
10 ml 50x Nukleoside
5ml P/S (Penicillin + Streptomycin)
5000 units/ml
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Stamml6sungen fir GMEM-S:
- 100x Glutamat + Asparagin: 600 mg Glutamat

600 mg Asparagin
ad 100 ml H,O,,
- 50x Nukleoside: 35 mg Adenosin
35 mg Guanosin
35 mg Cytidin
35 mg Uridin
12 mg Thymidin
ad 100 ml H,O,,

Zusitze zu GMEM-S:

- FCS: foetales Kilberserum, hitzeinaktiviert
- dFCS foetales Kilberserum, dialysiert gegen 150 mM NaCl und hitzeinaktiviert
- MSX L-Methionin-Sulphoximin

Stamml6sung 100 mM 80 mg MSX

ad 44 ml GMEM-S

c) Medien und Zusitze fiir die Kultur von Cerebellumzellen der Maus
X1: serumfreies Medium zur
Kultur der Cerebellumzellen
pro 100ml: 10 ml 10x BME (Basales Eagle Medium)
von Gibco
1,5 ml Natriumbikarbonat 7.5%
1 ml P/S (Penicillin + Streptomycin)
5000 units/ml
2ml BSA 5%
100 ul Insulin (10 mg/ml)
100 pl 1-Thyroxin (4 pM)
200 pl Transferrin (50 mg/ml)
100 ul Aprotinin (27 TIU/ml)
300 pl Seleniumoxid (10 pM)
ad 100 ml H,O,
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4.2. Puffer und Losungen

4.2.1. Puffer und Lésungen fiir die Behandlung von DNA

TE-Puffer: DNA-Puffer 10 mM  Tris
1mM EDTA
pH 75

Puffer fir Plasmid-Isolierung, Gel-Extraktion, PCR-Aufreinioung:

Es wurden Produkte von Qiagen verwendet. Fur die Zusammensetzung der Puffer und Lésungen

siche die entsprechenden Handbticher.

Puffer fiir Restriktionsverdau, Ligation und die CIP (Calf Intestinal Phosphatase):

Es wurden jeweils die beigefiigten Puffer zu den Restriktionsenzymen der entsprechenden Firmen
(siche unter Enzyme) verwendet. Fur die Zusammensetzung siche entsprechende Handbiicher /

Protokolle.
4.2.2. Puffer und Loésungen fiir Agarosegele

TAE-Puffer: Elektrophoresepuffer fir Agarosegele

40 mM  Tris
10 mM  Na-Acetat
1mM EDTA

pH 7,8 (mit Eisessig)
BPB: Bromphenolblau-Glycerin
0,04%  Bromphenolblau
49,98%  Glycerin
49,98% TAE

4.2.3. Puffer und Losungen fiir Zellkultur, Transfektion und Proteinaufreinigung

a) Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

HBSS™: Hank’s balanced salts solution
ohne Ca*" und Mg™*
pro 1000 ml 400 mg KCl
60mg KH,PO,
8,0g NaCl

350 mg NaHCO,
48 mg Na,HPO,
1,0g  D-Glukose
ad11l H,0Oy
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T/E: Trypsin/EDTA in HBSS™ 0,2%
0,25%

PBS: Phospate Buffered Saline 150 mM
8,1 mM

1,74 mM

auf pH 7,4 einstellen mit

Trypsin
EDTA
NaCl
Na,HPO,
NaH,PO,
HCI

b) Puffer und Lésungen fiir die Calciumphosphat-Transfektion

2x HBS: pro 500 ml 8,18 ¢
595¢
0,2¢g

NaCl
Hepes (Sigma)
Na,HPO,

in 400 ml H,O l6sen und pH auf 7.05-7.10 mit NaOH einstellen

ad 500 ml

15% Glycerin in HBS: 15 ml
50 ml

ad 100 ml

2 M CaCl,

c) Puffer und Losungen fiir die Kultur von Cerebellumzellen

Digestionslésung: 800 mg

37 mg

99 mg
600 mg
35 mg

ad 100 ml

Trypsin/DNAse: 1%
0,05%

DNAse: 0,05%

H,O
Glycerin
2x HBS
H,O

NaCl
KCl
Na,HPO,
HEPES
NaHCO,
H,O4
Trypsin
DNAse

in Digestionslésung

DNAse

in Digestionslosung

4.2.4. Puffer, Lésungen und Zusammensetzung der Gele fiir die

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngelpuffer: 121g(1 M)
ad 100 ml

Tris
H,O dest (H,O,)
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Sammelgelpuffer:

10% SDS:

TEMED:
10% Ammoniumpersulfat (APS):

5x Probenpuffer:

Sammelgel (5%):

Trenngel:

121 (1M
ad 100 ml

10¢g
ad 100 ml

0,1g
ad 1 ml
2,5 ml
20 ml
8 ml
2ml
5ml

3,77 ml
320 ul
50 ul
830 ul

25 ul
5ul

3,92 ml
5,26 ml
140 ul
4,7 ml

70 wl
7wl

4.2.5. Losungen fiir Proteinfirbungen

a) Losungen fiir Coomassie-Farbung

Fixierungslésung C:
Farbel6sung A:

20%
0,2%

einstellen

konz.

pH 8,8 mit HCI
Tris

H,O,

pH 6,8 mit 1 M H,PO,
einstellen

SDS

H,O,

fertig von BIORAD

APS

H,O4

Sammelgelpuffer

Glycerin

10% SDS
B-Mercaptoethanol (3-ME)
H,O,

H,0,
Sammellpuffer

10% SDS
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung
(29 : 1), 30% (w/v)

APS

TEMED

H,0,

Trenngelpuffer

10% SDS
Actylamid/Bisactrylamid-Losung
(29 : 1), 30% (w/v)

APS

TEMED

Trichloressigsaure

Coomassie-Brilliant Blue R250
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Firbel6sung B:
Entfarber:

b) Losungen fiir die Silberfirbung

Fixierungslosung S:

Inkubationslosunge:

Versilberungslosung:

Entwicklungslésung S:

Stopl6sung:

Trocknungslésung:

20%
20%
10%

300 ml
100 ml

ad 11

75 ml
17¢

1,25 ml
05¢

ad 250 ml
05¢g

50 pl

ad 250 ml
75¢

50 pl

ad 300 ml
25¢

ad 250 ml
25 ml

ad 250 ml

in Ethanol
Eisessig
Ethanol
Eisessig

Ethanol

Eisesig

H,0,

Ethanol

Natriumacetat
Glutaraldehyd (25% w/v)
Na,5,0,x 5 H,0O

H,0,

AgNO,

Formaldehyd (37% w/v)
H,0,

Na,CO,

Formaldehyd (37% w/v)
H,O dest

Glycin

H,0,

Glycerin (87% w/v)
H,0,

4.2.6. Puffer und Lésungen fiir 2-D Gelelektrophorese und Western Blot

a) Puffer fiir Western Blot

TBS:

Blot Buffer:

Blockierungsl6sung:

150 mM
50 mM

6g

288 ¢

ad 21

g

ad 100ml

NaCl

Tris

pH 7,4 mit HCl einstellen
Tris

Glycin

H,O,

Magermilchpulver

H,O,
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Entwickler: fertig von Kodak GBX:  developer and replenisher,
cat.no.1900943

Fixierer: fertig von Kodak GBX:  fixer and replenisher,
cat.no.1901875

Film: Kodak scientific imaging film:  Biomax ML

b) Puffer und Losungen fiir 2-D Gelelektrophorese

Ripa-Lysierpuffer: 50 mM  Tris
150 mM  Na(Cl
2g NP40
1mM Na,P,0O,
1mM NaF
1mM EDTA
2mM  NaVO,
1 mM  Pefabloc

1 ug/ml  Aprotinin
1 ug/ml  Leupeptin
ad 200ml  H,O,

Reswelling Buffer: 8M Urea
65mM DTT
0,8%  Ampholyte
0,5%  Triton X-100

Equilibration Buffer: 36 g (6M) Urea
30 ml  Glycerin (87% w/v)
15ml (150 mM) 1M Tris pH8
100 mg (6,5mM) DTT
15ml (1%)  10% SDS
145ml  H,O,

einige Koérner  Bromphenolblau
4.2.7. Puffer fiir die Herstellung von Hirnhomogenat der Maus

Lysis-Puffer A: 20mM  Tris/Hcl pH 7,5
150mM  NaCl
1mM EDTA
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ImM EGTA
Protease-Inhibitor-Mix (Roche)
Lysis-Puffer B: 1% NP-40
in Lysis-Puffer A
4.3. Oligonukleotide
Name Linge | Sequenz (5"— 37) Verwendung
uni 17 GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung
rev 17 CAGGAAACAGTATGAC Sequenzierung
T3 20 AATTAACCCTCACTAAAGGG Sequenzierung
T7 22 GTAATACGACTCACTATAGGGC Sequenzierung
SP6 18 ATTTAGGTGACACTATAG Sequenzierung
CALL-BcS |51 ACGTCGACTGATCAACTTACCTGTAG Zur Einfihrung von
TGGAGATGTCATCATATAAACCAGC Bell und Sall und
splice donor in
hCHL1 durch PCR
CALL-5V |25 AACCTGAATGCAACTACCAAGTAC siche CALL-BcS
Tabelle 6. Verwendete Oligonukleotide
5. Chemikalien, Enzyme und Materialien
4G10 Upstate Biotech

Actylamid/Bisacrylamid-Losung (29 : 1), 30% (w/v)

Agar

Agarose
Ampholyte
Ampicillin
Aprotinin
Asparagin
Bactotrypton

10x BME (Basal Medium Eagle)
Bromphenolblau
BSA
Chloramphenicol

Serva

Gibco/Life Technologies
Gibco/Life Technologies

Pharmacia Biotech

Sigma
Sigma
Sigma
Difco
Gibco/Life Technologies

Biomol

Calbiochem

Sigma
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CIP, CIP-Pufter

Coomassie Brilliant Blue R250
DMEM, Pulver

DNA Ligase

DNAse

EDTA

Fetal Calf Serum (FCS)
Formaldehyd 37% (w/v)
Humanes IgG,

Glutamat

Glutaraldehyd 25% (w/v)

10x GMEM (Glasgow Modified Eagle Medium)
Hefeextrakt

HEPES

Insulin

IPTG

Kanamycin

Leupeptin

B-Mercaptoethanol

MSX (I-Methionin-Sulphoximin)
Natriumbicarbonat
Natriumpyruvat

NEAA (Non-Essential Amino Acids)
Nukleoside

Pefabloc

P/S (Penicillin/Streptomycin) 5000 units/ml
Protein A-Sepharose
QIAquick-Gel-Extraction Kit
Qiagen Maxi Kit

Qiagen Mini Kit

PCR Purification kit
Restriktionsenzyme und Puffer
Seleniumdioxid

Tag-Polymerase

Boehringer Mannheim
Sigma

Gibco/Life Technologies
Boehringer Mannheim
Gibco/Life Technologies
Sigma

Gibco/Life Technologies
Serva

Sigma

Sigma

Serva

Gibco/Life Technologies
Gibco/Life Technologies
Sigma

Serva

Gibco/Life Technologies
Sigma
Boehringer-Mannheim
Sigma

Sigma

Gibco/Life Technologies
Gibco/Life Technologies
Gibco/Life Technologies
Sigma
Boehringer-Mannheim
Sigma

Pharmacia Biotech
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

AGS, Boehringer, BRL
Sigma

Boehringer Mannheim
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TEMED Biorad

-Thyroxin Sigma

Toluidinblau Sigma

Transferrin Boehringer Mannheim
Trypanblau Sigma

Trypsin Gibco/Life Technologies
X-Gal Sigma

alle anderen Chemikalien Merck

6. Mikrobiologische Methoden

6.1. Bakterienanzucht

Fir die Anzucht einer E. cw/-Kultur werden 5ml LB-Medium in einem Reagenzglas mit einer
Einzelkolonie angeimpft. Die Inkubation erfolgt tiber Nacht (ii/N) im Roller bei 37°C. Fir groBere

Ansitze werden je nach Bedarf 100-250 ml LB-Medium mit einer stationdren Vorkultur im

. . 1 _ 1 . . .o .. . o . . .
Verhiltnis AOO % 000 beimpft und im Luftschiittler 4/N bei 37°C bebriitet. Die Inkubation

von Bakterienausstrichen auf Festmedien erfolgt bei 37°C im Brutschrank.
6.2. Messung der optischen Dichte (oD)

Durch Messung der optischen Dichte bei 580 nm kann das Wachstum einer Bakterienkultur von E.
coli verfolgt werden. Als Referenz dient das unbeimpfte Medium. Eine oD,y von 0,1 entspricht

einem Titer von ca. 2 x 10" E. coli /ml.

7. DNA-Techniken

7.1. Isolierung, Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung von DNA

7.1.1. Plasmid-Isolierung mit Qiagen-Siulen

Die QIAGEN-Sdulen enthalten modifiziertes Silicagel (PartikelgroBle ca. 0,1 mm) mit hoher
Oberflichenladungsdichte. Dieses ermdglicht eine maximale Nukleinsdureadsorption und ein
spezifisches Eluieren der doppelstringigen Plasmid-DNA im Kochsalzgradienten. Nach einem
alkalischen Aufschluf3 der Zellen wird das Lysat auf die Siule gegeben und gereinigt. Zuletzt wird
die Plasmid-DNA eluiert und mit Isopropanol/Ethanol gefillt. Fir die Zusammensetzung der
einzelnen Puffer und eine Beschreibung der Handhabung der Siulen siche die entsprechenden

Handbuchetr.
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7.1.2. Ethanolfillung von DNA
. % 0 Volumen einer 5 M NaCl-Losung zur DNA-L6sung geben

¢ das 2,5 fache Volumen an 96% Ethanol zugeben und grindlich mischen
* 30-60 min. bei —20°C inkubieren

* 10 min. bei 13.000 rpm zentrifugieren

* Pellet in 70% Ethanol waschen

* Uberstand quantitativ entfernen

* Pellet fur 10 min. bei 65°C trocknen

* DNA in 10 mM Ttis, TE oder Wasser aufnehmen

7.1.3. Reinigung von DNA durch Phenolextraktion

Mit Proteinen verunreinigte DNA-L6sungen kénnen durch Phenolextraktion aufgereinigt werden.

Fir die Calciumphoshat-Transfektion wird besonders reine DNA benétigt.

¢ die DNA-L6sung wird mit dem halben Volumen an Phenol versetzt
* Losung vortexen und 3 min. bei 13.000 rpm zentrifugieren
* mit der wilirigen Phase die Phenolisierung gegebenenfalls wiederholen

¢ Ethanol-Fillung durchfithren
7.1.4. DNA-Aufreinigung mit dem PCR-Purification Kit

Das PCR-Purification Kit von Qiagen nutzt das Prinzip der Siulen zur Plasmid-Isolierung. Es
ermdglicht eine Aufreinigung von PCR-Produkten, die gréBer als 100 Basenpaare (bp) sind, sowie
eine Konzentrierung von DNA oder Umpufferung bei Restriktionsverdau mit Enzymen, die
inkompatible Puffer benotigen. Es stellt somit eine Alternative zur Ethanol-Fillung dar. Fur die
Zusammensetzung der einzelnen Puffer und eine Beschreibung der Handhabung des

PCR-Purification Kit sieche die entsprechenden Handbticher.
7.1.5. Isolierung von DNA-Fragmenten mit dem QIAquick-Gel-Extraction Kit

Mit dem QIAquick-Gel-Extraction Kit konnen, basierend auf dem Prinzip der Sdulen zur Plasmid-
Isolierung, DNA-Fragmente nach einem Restriktionsverdau direkt aus dem Agarosegel der
Agarosegelelektrophorese isoliert werden, um im Ligationsansatz den Anteil der unerwiinschten
Ligationen zu verringern. Fir die Zusammensetzung der einzelnen Puffer und eine Beschreibung

der Handhabung des QIAquick-Gel-Extraction Kit sieche die entsprechenden Handbticher.
7.1.6. Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Konzentration der DNA-L6sungen ist fir den Einsatz einer angemessenen

DNA-Menge bei Ligationen und besonders fiir die Transfektion notig. Die Konzentration kann
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durch Messen der Absorption bei 260 nm festgestellt werden. Eine DNA-Losung mit der
optischen Dichte 1 hat eine Konzentration von 50 pg/ml. Oligonukleotide haben einen
Entsprechungsfaktor von 33 pg/ml, der aber je nach Basenzusammensetzung variieren kann. Die
Verunreinigung der DNA mit Protein kann durch Messung des Absorptionsverhiltnisses
A260/A280 bestimmt werden, da Proteinverunreinigungen bei 280 nm absotbieren. Fir reine

Einzelstrang-DNA ist das Verhiltnis 1,8, fir reine Doppelstrang-DNA 2,0.
7.2. Klonierungstechniken (Sambrook et al., 1989)

7.2.1. Restriktionsspaltung

Fir eine Restriktionsspaltung werden 0,3-1 pg DNA in TE-Puffer oder H,O eingesetzt. Geeignete
Reaktionsbedingungen ~ werden durch  Zugabe entsprechender 10fach  konzentrierter
Restriktionspuffer hergestellt. Im Normalfall wird 1 pug A-DNA in einer Stunde von einer
Enzymeinheit (Unit) gespalten. Es mul3 darauf geachtet werden, dal3 die Glycerinkonzentration im
Reaktionsansatz unter 5% liegt, damit es nicht zum Verlust der Hydrolyseaktivitit kommt. Da die
Glycerinkonzentration im Lagerungspuffer der Enzyme 50% betrigt, sollte der Anteil an
Restriktionsenzym im Reaktionsgemisch unter 10% liegen. Ansitze mit 2 oder mehr
Restriktionsenzymen werden in der Regel gleichzeitig durchgefiihrt, wenn die Enzyme im selben
Reaktionspuffer arbeiten. Ansonsten wird zwischen den Spaltungen der Reaktionspuffer durch
Ethanolfillung oder Anwendung des PCR-Purification Kit gewechselt. Ein zu spaltender Ansatz
witd 1-2 h bei optimaler Temperatur fir das jeweilige Enzym (meistens 37°C) inkubiert.
AnschlieBend werden die Enzyme fir 10 min. bei 65°C inaktiviert. Nach Beendigung der

Restriktionsspaltung steht der Ansatz fir Klonierungen zur Verfiigung oder kann nach einer

Zugabe von J; Volumen einer Bromphenolblaul6sung auf ein Agarosegel aufgetragen werden.
7.2.2. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von DNA-Molektlen. Agarose dient als
Matrix, in der DNA-Molekille in einem elektrischen Feld wegen der negativ geladenen
Phosphatgruppen im Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA zur Anode wandern. Die
Wanderungsgeschwindigkeit wird durch die Molekiilgrofle, die Konformation der DNA, die
angelegte Gleichspannung und die Agarosekonzentration beeinfluflt. Lineare, doppelstringige
DNA-Fragmente bewegen sich im Agarosegel umgekehrt proportional zum dekadischen
Logarithmus ihres Molekulargewichtes. Fir die Auftrennung von DNA-Fragmenten wird eine 0,8-
2,5%ige Agaroselosung (abhingig von dem Molekulargewichtsbereich, in dem eine effektive
Auftrennung erfolgen soll) in TAE-Puffer aufgekocht. Nach Abkiihlung auf 60°C wird die Agarose

in die vorbereitete Gelkammer gefilllt. Ein Taschenformer wird eingesetzt, der nach dem
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vollstindigen Auspolymerisieren des Gels wieder entfernt wird. AnschlieBend wird das Gel mit
TAE-Puffer tberschichtet. Die DNA-Proben werden direkt in die Geltaschen pipettiert. Die
angelegte Spannung und die Laufzeit sind von den gewtlnschten Trenneffekten abhingig, in der

Regel jedoch 70-150 V fiir 72 bis 1 h. Die Stromstirke sollte unter 100 mA liegen.
7.2.3. Auswertung der Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegele werden nach dem Elektrophoteselauf mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) fir 30 min.
gefirbt und im UV-Durchlicht (302 nm) photografiert. Durch den Vergleich mit der Linge
bekannter DNA-Fragmente (angegeben in Basenpaaren (bp)) kann die Linge von unbekannten
DNA-Fragmenten bestimmt werden. In der Regel wird die 1 kb-DNA-Leiter von BRL benutzt,
um eine Eichkurve zu erstellen, mit deren Hilfe die GroB3e unbekannter DNA-Fragmente ermittelt
werden kann. Fur DNA-Fragmente, deren Linge 20 kb dberschreitet, ist die
Agarosegelelektrophorese im konstanten Spannungsfeld zur Groenbestimung nicht geeignet. Fir

deren GréBenbestimung kann die PEGE (Pulsfeldgelelektrophorese) verwendet werden.
7.2.4. Behandlung mit der alkalischen Phosphatase CIP (Calf Intestinal Phoshatase)

Durch die Behandlung linearer Vektor-DNA mit der CIP werden die 5-Phosphatgruppen
abgespalten. Da die T4-DNA-Ligase nur 5-Phosphatenden mit 3>~-OH-Enden verkniipfen kann,
wird durch die Behandlung gespaltener Vektor-DNA mit CIP die Religierung des Vektors in der

Ligationsreaktion vermieden. Somit steigt der Anteil rekombinanter Plasmide im Ansatz.

e ca. 10 pl Vektor-DNA mit geeignetem Restriktionsenzym spalten, Inaktivierung des Enzyms

¢ linearisierte Vektor-DNA 2x mit je 2,5 u CIP fiir je 30 min. in CIP-Puffer inkubieren

¢ CIP durch Inkubation bei 70°C fir 15 min. inaktivieren und durch Phenolextraktion,
Anwendung des PCR-Purification Kit oder Agarosegelelektrophorese abtrennen

Danach steht die DNA fiir Klonierungen zur Verfiigung.
7.2.5. Ligation von DNA-Fragmenten mit der T4-DNA-Ligase

Durch Restriktion gewonnene DNA-Fragmente, die durch die Ligasereaktion miteinander
verkniipft werden sollen, werden in einem geeigneten Verhiltnis miteinander vermischt. Bei der
Ligation eines Vektors mit einer Insert-DNA sollte das molare Verhiltnis 1:2 bis 1:3 betragen. In
einem kleinen Reaktionsvolumen mit hoher DNA-Konzentration lauft die Ligase-Reaktion am

besten ab.

* es wird aufgereinigte DNA (PCR-Purifikation Kit, Ethanolféillung oder Gelextraktion) verwendet
¢ die Salzkonzentration wird mit 10fachem Ligationspuffer eingestellt
* Zugabe eines entsprechenden Volumens ATP (10 mM in H,O mit NaOH neutralisiert)

— eine ATP-Konzentration von 1mM bevorzugt die Verkniipfung von tiberstehenden Enden
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— bei Ligationen mit glatten Enden sollte die ATP-Konzentration 0,1 mM nicht tiberschreiten
* Zugabe von T4-DNA-Ligase

— fiir eine Ligation uiberstehender Enden reichen 0,1 u aus

— fir glatte Enden wird 1 u eingesetzt
e fiir die Inkubation ergeben sich folgende Méglichkeiten

—1/N bei 17°C

— 3-4 h bei Zimmertemperatur

— /N in einer mit 30°C warmem H,O geftillten Thermoskanne bei 4°C

Das Ligationsgemisch kann direkt zur Transformation verwendet werden.
7.2.6 Transformation

E. coli besitzt kein natiirliches Transformationssystem. Durch die Calciumchloridmethode, die
wahrscheinlich auf der Inaktivierung membrangebundener Nukleasen, der Komplexierung
negativer Ladungen und der Erhohung der Zellpermeabilitit beruht, wird es E. e/ ermdglicht,
Plasmid-DNA  passiv  aufzunchmen.  Durch  die = Verwendung  plasmidkodierter
Antibiotikaresistenzen ist es trotz der relativ niedrigen Rate von 10" E. c/i-Transformanden pro pg
DNA (dies entspricht einer Transformationsrate von 107, d.h. jede 100.000. Zelle nimmt das

Plasmid auf) moglich, Klone zu isolieren, die das entsprechende Plasmid aufgenommen haben.
a) Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

* eine Stationdrkultur des zu transformierenden Stammes wird 1:50 in LB verdinnt und bis zu einer
optischen Dichte von 0,5 angezogen

* die Zellen werden fiir 5 min. bei 6.000 rpm und 0°C zentrifugiert

¢ das Pellet wird im halben Ausgangsvolumen kaltem CaCl, (50 mM) resuspendiert

* Inkubation bei 0°C fiir 30 min.

* 5 min. bei 5.000 rpm und 2-4°C zentrifugieren

« das Pellet wird in /{odes Ausgangsvolumens CaCl, (50mM) aufgenommen und

in 100 pl Portionen zur Transformation verwendet oder bei —20°C eingefroren
b) Transformation

* zu 100 yul der kompetenten E. coli wird der Ligationsansatz (10-50 ul) gegeben und gemischt
* 30 min. bei 0°C und anschlieBend 2 min. im Wasserbad bei 42°C inkubieren

* Ansatz auf 1ml mit LB auffillen

* Inkubation des Transformationsansatzes fiir mindestens 30 min. bei 37°C

* Zentrifugation und Aufnahme des Pellets im Ricklauf
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» auf entsprechende Selektionsplatten (Festmedium LB) ausstreichen und /N bei 37°C

im Brutschrank inkubieren
c) Charakterisierung rekombinanter Plasmide

Eine Vorselektion geschieht durch die Kultur der Bakterien in antibiotikahaltigen Medien nach der
Transformation, wobei die Antibiotika nach den Resistenzen gewihlt werden, fir die die
erwiinschten  Plasmide kodieren. AufBlerdem besteht die Moglichkeit, durch einen
Restriktionsverdau des Ligationsansatzes vor der Transformation mit einem Enzym, das nur den
religierten, nicht aber den rekombinanten Vektor schneidet, die Effizienz zu erhéhen, da
linearisierte Plasmid-DNA um einige Zehnerpotenzen schlechter transformierbar ist. Bei der
Klonierung von DNA in pBlue und pGem wird durch Insertion der Fremd-DNA in die multiple
Klonierungsstelle des Vektors das lacZa-Gen zerstort, das fir eine funktionsfahige 3-Galactosidase
in speziellen E. ¢o/-Stimmen wie DH5x notwendig ist. Durch die Inaktivierung des lacZa-Gens
unterbleibt in rekombinanten Klonen die Umsetzung von X-Gal, so dafl Kolonien dieser Klone auf
X-Gal-haltigem Medium weil3 bleiben, wihrend die Kolonien nicht-rekombinanter Klone blau
gefirbt sind. Plasmid-tragende E. co/i-Zellen, die durch Selektion identifiziert worden sind, mussen
weiter charakterisiert werden. Dazu wird eine Plasmidisolierung durchgefiihrt und die gewonnene
Plasmid-DNA  einer Restriktionsanalyse —unterzogen. Durch Verdau mit geeigneten
Restriktionsenzymen 1d6t sich feststellen, ob die Ligation gelungen ist. Bei kurzen DNA-

Fragmenten ist eventuell eine Sequenzierung notwendig.
7.2.7. Sequenzierung von DNA

Es wurde das ABI PRISM System von Perkin Elmer verwendet, das auf der zyklischen
fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Sequenzierung von DNA basiert. Es handelt sich hierbei um eine
Adaption der Didesoxy-Sequenzierung nach Sanger et al. (1977). Hierbei werden, ausgehend von
einem Oligonukleotid-Primer, mit Hilfe der AmpliTaq DNA-Polymerase, einer Mutante der Taq-
Polymerase, nach Art der PCR Kopien neusynthetisiert, die dem Matrizenstrang komplementar
sind (Sears et al. 1992). Bei dieser enzymatischen Neusynthese werden neben den vier
Desoxynukleotiden auch Fluoreszein-markierte Didesoxynukleotide (ddNTP) in die wachsende
DNA-Kette eingebaut, die bei Anregung mit einem Argon-Laser eine jeweils charakteristische
Fluoreszenz zeigen. Der Einbau eines ddNTP bewirkt einen Kettenabbruch, da der Polymerase
keine OH-Gruppe an der 3’-Position des Pentoseringes zur Verfiigung steht. Die Auswertung
geschieht im Polyacrylamidgel mit Hilfe einer Photodiode, die sich auf Hoéhe des Argon-Lasers

befindet und die charakteristische Fluoreszenzemission der passierenden DNA-Molekiile mif3t.
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Die Rohdaten wurden in dieser Arbeit mit der DNA Sequence Analysis Software von Perkin Elmer

ausgewertet.
7.2.8. Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der exponentiellen Amplifikation von definierten DNA-Bereichen. Sie basiert auf
einer enzymatischen Duplikation einer DNA-Sequenz durch eine hitzestabile Polymerase, z.B. Taq-
Polymerase. Nach der Hitzedenaturierung der DNA koénnen sich zwei Oligonukleotide, die Primer,
die jeweils komplementar zu dem (+)-Strang des einen Endes bzw. zu dem (-)-Strang des anderen
Endes des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes sind, bei der anschlieBenden Abkiihlung des
Ansatzes an die DNA-Matrize anlagern. Die Polymerase erstellt durch Primer-Extension eine
Kopie der DNA-Matrize. Danach erfolgt durch eine erneute Hitzedenaturierung eine Trennung der
neu synthetisierten Stringe und der Zyklus beginnt von vorn. Durch dreifig- bis vierzigfaches
Wiederholen dieses Zyklus erreicht man eine vieltausendfache Amplifikation des definierten DNA-
Bereiches. Die Erhitzung und Abkthlung tbernehmen hierbei vollautomatische Gerite.
Durch Modifikationen der Primer lassen sich Manipulationen der DNA durchfiihren, wie die
Erzeugung von Mutationen oder die Einfiihrung neuer Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme. Die

in dieser Arbeit durchgefiihrten PCR-Experimente wurden nach folgendem Protokoll
durchgefihrt:

Komponenten des Reaktionsansatzes:

Matrizen-DNA (1:100 verdinnte DNA aus 0,5 pl
Plasmid-Isolierung)
Primer 1 (5 pmol/pl) 2ul
Primer 2 (5 pmol/pl) 2ul
dNTP’s (jeweils 5 mM) 2ul
PCR-Puffer (10x von Gibco) 3ul
Mg(l, (15 mM) 3ul
H,O 17 ul
Taqg-Polymerase (5u/ul) 0,5 ul

Der Ansatz wurde in einem Thermocycler nach folgendem Protokoll behandelt:
1. 94°C  fiir 1:30 min.

2. 94°C  fiir 0:45 min.

3. 55°C  fiir 1:00 min.

4. 72°C  fir 0:45 min

5. Fortfahren bei 2. und 29x Wiederholung dieses Zyklus
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8. Techniken der eukaryontischen Zellkultur (Lee, 1991)

8.1. Vorbemerkungen

Die eukaryontischen Zellen in dieser Arbeit wurden unter sterilen Bedingungen bei 37°C, 100%
relativer Luftfeuchtigkeit und 5% Kohlendioxidspannung in dem fiir die entsprechende Zellinie
angemessenen Medium kultiviert, d.h. CHO-K1 Zellen in GMEM, N2A-Zellen in DMEM und
Zerebellum-Zellen in X1, jeweils mit wechselnden Zusitzen. Die verwendeten Zellinien wurden
samtlich als Monolayer in Kulturflaschen verschiedener Grof3e kultiviert. Die verwendeten Medien,
Zusitze und Losungen wurden vor Verwendung mit Millipore-Filtern der Gréfle 0,22 pum
sterilisiert und vor Verwendung 48 h bei 37°C inkubiert, um die Sterilitit zu testen. Alle
Manipulationen an offenen Medien und Losungen wurden unter einer sterilen Arbeitsbank

vorgenommen.
8.2. Passagieren von Zellen

Zellen werden fast bis zur Konfluenz kultiviert. Das Passagieren dient dem Aufteilen der Zellen
einer Kulturflasche auf mehrere, eventuell groBlere Flaschen. Dabei sollte das Produkt des

Verhiltnisses der Grundfliche der Ausgangsflasche zur Zielflasche und dem Anteil der

transferierten Zellen an der Gesamtzahl der Zellen der Ausgangsflasche w_ ¥ betragen.

¢ das gesamte Medium der zu passagierenden Kultur wird abgezogen

¢ die verbliebenen, adhirenten Zellen werden zweimal mit HBSS™ gewaschen

. Uberschichtung der Zellen mit der geringsten moglichen Menge T/E und Inkubation fiir 2 min
bei 37°C.

¢ die Zellen werden durch Schlagen der Flaschenkante an die Arbeitsbank von der Grundfliche
abgel6st

* Zugabe von ca. 7 ml des verwendeten Mediums und Zentrifugation bei 1000 rpm ftir 5 min.

* das Medium wird abgezogen und das Pellet in 10 ml Medium resuspendiert.

* je nach gewtiinschter Verdiinnung wird die Suspension auf entsprechende Flaschen mit

vorgewarmtem Medium verteilt
8.3. Bestimmung der Zellzahl in einer Zellkultur

Die Zellzahl kann mit der verbesserten Neubauer-Kammer bestimmt werden. Die Zellen werden
wie bei der Passage abgel6st und in Medium verdiinnt. Zur Bestimmung des Anteils der lebenden
Zellen kénnen zu 25 pl der Suspension 25 pl Trypanblau zugegeben werden, welches die nicht

lebenden Zellen anfirbt. Die Suspension wird in die Zahlkammer gegeben und die Zellzahl in je 4
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der ausgezeichneten Quadrate (die jeweils aus 16 Quadraten bestehen) bei 100facher VergroB3erung

bestimmt. Die Konzentration der Suspension ergibt sich als:

Zellen/ml = durchschnittliche Zellzahl pro Quadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*

9. Stabile Calciumphosphattransfektion (CaPO,-Transfektion)

und Produktion von Proteinen in CHO-K1-Zellen

9.1. Vorbemerkungen

Die Transfektion dient der Finfiihrung von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die CaPO,-Transfektion verwendet (Chen und Okayama, 1987), um eine
stabile Expression des neu konstruierten Fusionsproteins in CHO-Zellen zu erreichen. Die CaPO -
Transfektion ist besonders geeignet, da sie die Aufnahme mehrerer Kopien der gewiinschten DNA
pro Zelle erlaubt und somit eine vermehrte Expression mit erthohter Ausbeute des gewtinschten
Proteins ermdglicht. Bei der Transfektion wird durch vorsichtiges Mischen einer CaCl,
enthaltenden DNA-L6sung mit einer mit HEPES gepufferten Losung ein Prazipitat aus CaPO,
und DNA gebildet, das an die Oberfliche der Zellen adhiriert. Abhidngig von der verwendeten
Zellinie nehmen bis zu 10% der Zellen das Prazipitat auf. Die Selektion der erfolgreich
transfizierten Zellen erfolgte in dieser Arbeit durch das weiter unten beschriebene Glutamin-

Synthetase-Amplifikations-System.
9.2. Transfektion

Hier wird die CaPO,-Transfektion von CHO-K1-Zellen beschrieben, wie sie in dieser Arbeit
verwendet wurde. Die Konzentration der DNA, die Anzahl der ausplattierten Zellen und die
Inkubationszeit sind fir dieses Experiment optimiert und koénnen fiir andere Zellinien oder

Konstrukte abweichen.

a) Vorbereitungen
* ein Kryotube CHO-K1-Zellen auftauen und in eine T*-Flasche tiberfithren
* bei 90% Konfluenz Zellen X, in T">-Flaschen passagieren

* 2-3 Tage wachsen lassen bis zu 50-80% Konfluenz (die Zellen sollten vor der Transfektion
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nie 100% Konfluenz erreichen)

* Zellen Y passagieren und bis zu 50% Konfluenz wachsen lassen

b) 0. Tag (24h vor der Transfektion)

* Zellen in Kulturschalen von 9 cm Durchmesser passagieren: ca. 0,5 x 10° Zellen pro Schale

* Zellen 20-22 h kultivieren; sie sollten sich zur Transfektion in der Phase des exponentiellen
Wachstums befinden und gleichmiBig auf die Kulturschale verteilt sein

c) 1. Tag (Transfektion)

* Stamml6sungen: 2x HBS, 2M CaCl,, 15% Glycerol, H,O,,; auf Raumtemperatur, Medien auf 37°C
vorwairmen

¢ in einem sterilen Eppendorf-Cup ansetzen: 62 ul 2M Ca(l,

15 pg DNA
ad 500 pl H,O4

¢ als Negativ-Kontrolle wird eine Mock-Transfektion ohne DNA durchgefiihrt, als
Positiv-Kontrolle kann eine Transfektion mit DNA aus einer erfolgreichen Transfektion
durchgefiihrt werden

¢ das DNA-CaCl,-Gemisch wird tropfenweise auf 500 ul 2x HBS gegeben, wihrend mit einer
Pasteurpipette das Gemisch aufgeschdumt wird, wobei sich ein Prizipitat bildet

¢ das Gemisch wird fiir 5-10 s gevortext

¢ das Prizipitat wird 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert

¢ die Zellen werden 1x mit serumfreiem GMEM-S gewaschen und dann 3 ml serumfreies
GMEMS-S auf die Zellen gegeben

¢ das Prizipitat wird unter leichtem Schwenken der Kulturschale tropfenweise auf die Zellen
gegeben

* die behandelten Kultuten werden 3,5 — 4 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert

¢ das Prizipitat-Gemisch wird abgezogen

* Zugabe von 3 ml 15% Glycerol in HBS und Inkubation bei Raumtemperatur fiir weniger
als 1 min.

* 10 ml serumfreies GMEM-S zugeben und sofort wieder abziehen

* 10 ml GMEM-S + 10% dFCS zugeben

* Inkubation fir 24 h bei 37°C, dann Beginn der Selektion

9.3. Selektion stabiler Klone mit dem

Glutamin-Synthetase-Amplifikations-System
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Die Selektion stabiler Klone wurde in dieser Arbeit mit dem Glutamin-Synthetase-Amplifikations-
System erreicht (Cockett et al., 1990). Dabei wird die zu exprimierende cDNA in die multiple
Klonierungsstelle des Vektors pEE14 (Bebbington, 1991; Simmons, 1993) kloniert, so daf} sie
durch den Promoter-Enhancer des humanen Cytomagalievirus (CMV) exprimiert wird. In dieser
Arbeit wurde allerdings ein modifizierter pEE14 verwendet, der aullerdem fur das Fragment
crystallizable (F) eines humanen IgG, kodierende genomische DNA enthielt. Das Plasmid pEE14
enthilt aullerdem ein fir die Glutamin-Synthetase kodierendes Gen, das als dominanter
Selektionsmarker in CHO-K1-Zellen verwendet werden kann. Die Glutamin-Synthetase, die in
Zellen, die das gewtinschte Plasmid enthalten, exprimiert wird, verleiht diesen Zellen bei
Kultivierung in glutaminfreiem Selektionsmedium eine Resistenz gegen den Glutamin-Synthetase-
Inhibitor I-Methionin-Sulfoximin (MSX). Durch Kultivierung der Zellen in Medien mit steigender
MSX-Konzentration konnen Klone mit einer maximalen Zahl an Kopien der gewtlinschten DNA

selektioniert werden.

Die Selektion beginnt 24 h nach der Transfektion mit dem Abziehen des Mediums und der Zugabe
des Selektionsmediums (GMEM-S + 10% dFCS + 25 uM MSX).

* nach 3-4 Tagen und dann alle 4-5 Tage Wechsel des Selektionsmediums
¢ nach ca. 2 Wochen Vergleich der Koloniezahl auf den Kulturschalen mit der Mocktransfektion,
die 1-5 Kolonien zeigen sollten, mit den Kulturschalen der Transfektion, in denen 20-30
Kolonien erkennbar sein sollten
* bei Erreichen einer GroB3e von 2 mm (ca. 300 Zellen) konnen die Zellen mit Hilfe von
Klonierungsringen in eine Kulturschale (Durchmesser 1 cm) Gberfihrt werden:
— markieren der unter dem Mikroskop identifizierten Kolonien an der Aul3enseite der
Kulturschale (pro Konstrukt sollten 25-30 Kolonien kultiviert werden)
— die Kulturschalen werden 2x mit HBSS™ gewaschen
— ein Klonierungsring, dessen Offnung mit mittelgradig viskosem Silikon beschichtet
wurde, wird auf eine Kolonie gesetzt
— Zugabe von 10 ul 37°C warmem T/E in den Klonierungsring und Inkubation fiir 2 min
— Mit 60 ul GMEM-S + 10% dFCS die Zellen resuspendieren und in eine Kulturschale
(1 cm Durchmesser) tberfiihren und bei 37°C inkubieren
* nach 24 h Ersatz des Mediums durch Selektionsmedium und Kultivierung bis zur
Konfluenz
¢ das Selektionsmedium wird abgezogen, 2 ml zugegeben und bis zur Gelbfirbung des
Mediums kultiviert
* der Uberstand wird abgezogen und durch proteinbiochemische Methoden (siehe dort)
diejenigen Klone identifiziert, die das gewiinschte Protein exprimieren
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* die positiven Zellen werden in eine T*-Kulturflasche passagiert und in
GMEM-S + 10% dFCS kultiviert
* nach 24 h Wechsel des Mediums zu Selektionsmedium

* Aufzucht der Kultur und Einfrieren von Zellen fiir spitere Experimente
9.4. Produktion von Proteinen in CHO-K1-Zellen

Zur Produktion des Fusionsproteins werden die selektionierten CHO-KI1-Zellen in
Selektionsmedium kultiviert und passagiert, bis eine Menge von 20 T'”-Kulturflaschen erreicht ist.
Da die Aufreinigung mit Protein A erfolgt, das unselektiv an IgG bindet (siche Methoden der
Proteinbiochemie), muf3 die Produktion in Medium durchgefiihrt werden, das nur sehr geringe

Mengen von IgG enthilt:

* bei Erreichen von 20 T'”-Kulturflaschen wihrend des Passagierens (/4) Wechsel des Mediums
zu GMEM-S ohne FCS

¢ Kultivierung der Zellen bis zur Gelbfirbung des Mediums

* Medium abziehen und fir 15 min. bei 5.000 rpm zentrifugieren

* Uberstand abziehen und fiir 15 min. bei 5.000 rpm zentrifugieren

* Lagerung bei 4°C bis zur Aufreinigung tiber Protein A-Sepharose (siche Proteinbiochemie)

10. Techniken der Proteinbiochemie

10.1. Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA-System

Die BCA-Methode dient der Bestimmung der Eiwei3konzentration einer Losung. Sie beruht auf
einer Kombination der Reaktion von Kupfer(I)-Ionen und Peptidbindungen in einer alkalischen
Lésung, die zur Bildung eines Komplexes fithrt, der bei 546 nm absorbiert (Methode nach Biuret),
mit der Ermittlung von Cuproionen anhand von Bichinchoninsiure (BCA), wodurch ein
Absorptionsmaximum bei 562 nm entsteht. Die Analyse kann in einem Bereich zwischen 1 und
2000 pg/ml verwendet werden. In dieser Arbeit wurde der BCA-200 Protein Assay Kit von Pierce

verwendet. Fiir die Handhabung siehe entsprechende Handbiicher.
10.2. Aceton-Fillung

Die Acetonfillung dient der Aufreinigung von Proteinlésungen bzw. dem Pufferwechsel. In dieser
Arbeit diente sie dem Wechsel von Ripa-Lysierpuffer zum Reswelling-Buffer fir die
2-D Gelelektrophorese.
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* Zugabe von Aceton zu der zu fillenden Losung im Verhaltnis Losung : Aceton von 1:7
* Inkubation bei —20°C u/N

* Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 15 min. bei 4°C

¢ Uberstand abnehmen und Pellet fiir 5 — 10 min. trocknen

* Pellets im gewiinschten Puffer aufnehmen
10.3. Aufreinigung von F -gekoppelten Fusionsproteinen mit Protein A

10.3.1. Vorbemerkungen

In dieser Arbeit wurde zur Aufreinigung des Fusionsproteins die Affinititschromatographie mit
Protein A angewendet (Ey et al., 1978). Bei der Affinititschromatographie wird das aufzureinigende
Molekiil spezifisch und reversibel an ein komplementir bindendes Molekiil (Ligand) gebunden, das
kovalent an einen unl6slichen Hilfsstoff (Matrix) gebunden ist. Die Loésung wird unter
Bedingungen appliziert, die die Bindung an den immobilisierten Liganden férdern. Nach Waschen
zur Entfernung der unerwiinschten Molekiile werden die experimentellen Bedingungen gedndert,
um die Elution des aufzureinigenden Molekiils zu fordern. In dieser Arbeit wurde Protein A-
Sepharose CL-4B von Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Dabei ist die Matrix Sepharose
CL-4B, d.h. geperlte 4%ige Agarose, die nur geringe unspezifische Adsorption zeigt und durch die
perlformige Struktur gute FlieBeigenschaften hat. Daran gebunden ist der Ligand Protein A. Protein
A ist ein Oberflichenmolekil des humanpathogenen Bakteriums Staphylokokkus aureus, das stark
und spezifisch an den F_-Teil des IgG mehrerer Sdugetierarten, insbesondere des humanen IgG,
bindet, wobei die Antigenbindungsstellen frei bleiben. Es bindet den grofiten Teil des IgG,, fast das
gesamte IgG,, IgG,,, 1gG; und etwas IgM. Daher ist es fiir die Aufreinigung des in dieser Arbeit

produzierten, den F -Teil von humanem IgG, enthaltenden, Fusionsproteins geeignet.
10.3.2. Prizipitation von F -enthaltenden Fusionsproteinen mit Protein A-Sepharose

Die Protein A-Sepharose-Prizipitation dient der Aufreinigung kleiner Mengen von
Zellkulturiiberstand fiir die Verwendung in SDS-PAGE. Beginn am Vorabend der Prizipitation
mit der Vorbereitung von 50% Protein A-Sepharose CL-4B:

* benotigte Menge Protein A-Sepharose-Pulver in PBS (je 100 mg pro 10ml) bei 4°C t/N
aufschwaimmen

* 5 min. bei 3.000 rpm zentrifugieren

* Pellet in dem Pellet entsprechendem Volumen PBS aufnehmen
Prazipitation:

* 10 pl 50% Protein A-Sepharose zu 2 ml Zellkulturiiberstand geben und /N bei 4°C schwenken

* 5 min. bei 6.000 rpm zentrifugieren
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* Pellet in 1ml einer Losung von 0,1 M Tris (pH 8,0), 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA aufnehmen
* 5 min. bei 6.000 rpm zentrifugieren

* Pellet mit 1 ml 25 mM Tris (pH 6,8) waschen

* Pellet in 20 pl Probenpuffer fiir SDS-PAGE aufnehmen und 5 min. bei 100°C kochen

Suspension kann jetzt fiir SDS-PAGE verwendet werden
10.3.3. Aufreinigung groBerer Mengen von Uberstand mit Protein A-Sepharose

Zur Aufreinigung groBerer Mengen von Uberstand werden mit Protein A-Sepharose gefiillte
Sdulen verwendet. Der Vorgang des Beladens der Siulen und des Eluierens des Proteins wird mit
dem ECONO System von Biorad gesteuert. Eine Pumpe ermdglicht die stufenlose Verstellung der
Tropfgeschwindigkeit, ein Photometer die grobe Konzentrationsbestimmung des Eluates. Dabei
hat 1 cm Séulenbettvolumen die Kapazitit ca. 20 mg Protein zu binden. 1 cm Siulenbettvolumen

erfordert dabei den Einsatz von 300 mg Protein A-Sepharose
a) Vorbereiten der Saule

* 300 mg Protein A-Sepharose in 10 ml PBS aufschwemmen und /N bei 4°C schwenken
* Sepharose fiir 30 min. sedimentieren lassen, Uberstand abziehen und erneut 10 ml PBS zugeben

¢ dies 3x wiederholen und dann Suspension in die Siule fiilllen und sedimentieren lassen
b) Aufreinigung des Proteins

* Zellkulturtiberstand (siche 9.4.) mit einer Geschwindigkeit von 0,25 ml/h auf die Protein A-
Sepharosesiule geben

* Siule 2x mit dem 20fachen Siulenbettvolumen waschen bei 0,5 ml/h bis sich die Anzeige
des Photometers nicht mehr verindert (Festsetzung dieses Wertes als Ausgangswert)

* Beginn der Elution mit 100 mM Natriumacetat (pH 4,0) bei 0,5 ml/h

¢ je 7 ml des Eluates in 1 ml 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) auffangen

* pH des Eluates mit Hilfe von Indikatorpapier messen und auf 7,4 mit HCI
und NaOH einstellen

* Elution fortsetzen bis Anzeige des Photometers wieder den Ausgangswert erreicht hat

* Dialyse des Eluates gegen 4 1 PBS pH 7,4

* Konzentrierung des Eluates mit Zentrifugenfiltern

* Bestimmung der Konzentration mit dem BCA-System
10.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)

10.4.1. Vorbemerkungen

39



Material und Methoden

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Die Methode
basiert auf der Bindung des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) an die durch
Hitzebehandlung denaturierten Proteine. Dabei ist die Zahl der angelagerten SDS-Molekiile dem
Molekulargewicht der Polypeptide proportional, was die Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht im elektrischen Feld ermoglicht, wobei die Ladung der Aminosiurereste der
Polypeptide wegen der starken negativen Ladung der SDS-Molekiile vernachlissigt werden kann.
Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgt durch Vergleich der Laufstrecke in Polyacrylamid mit
der Laufstrecke bekannter Proteine. In dieser Arbeit wurde die Benchmark Protein Ladder, bzw.

die Benchmark Prestained Protein Ladder von Gibco verwendet.
10.4.2. Durchfithrung
a) Vorbereiten der Gele

* Gelkammern nach Herstellerangaben vorbereiten (in dieser Arbeit wurde das
Miniprotean System von BioRad verwendet)
* Trenngelpuffer ansetzen und direkt in die Gelkammer (in dieser Arbeit ca.5 ml
Trenngelpuffer pro Gel) pipettieren sowie mit H,O tiberschichten
* Polymerisation fir 0,5 - 1 h abwarten
* Sammelgelpuffer ansetzen und direkt in die Gelkammer pipettieren (in dieser Arbeit
ca. 1 ml pro Gel) sowie einsetzen eines Kamms zur Taschenbildung bzw. freilassen eines 0,5 cm
breiten Saumes fir die 2-D Gelelektrophorese
* Polymerisation fiir 0,5 - 1 h abwarten

* Gelhalter in die Laufkammer einsetzen und Kompartimente mit SDS-Laufpuffer ftllen
b) Vorbereiten der Proben und Durchfithrung der Elektrophorese

¢ zu je 20 pl Probe werden 5 pl Probenpuffer gegeben

* Inkubation fur 2 min. im Wasserbad bei 100°C

* Zentrifugation fiir 2 min. bei 10.000 rpm

* Kamm aus den Gelen entfernen und Proben sowie Molekulargewichtsmarker mit einer
Hamiltonpipette in die Geltaschen pipettieren

* Elektrophorese mit 20 mA je angeschlossenem Gel starten, bis die Lauffront
das Trenngel erreicht, dann erhéhen auf 25 mA

* Elektrophorese je nach erwtnschter Auftrennung fir 0,5 — 2 h fortsetzen

* Gelhalterung 16sen und Gel mit Coomassie- oder Silberfirbung anfirben oder fur

Western Blot verwenden

10.5. Anfirben von Polyacrylamidgelen
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10.5.1. Coomassiefiarbung (Diezel et al., 1972)

* Proteingel fiir 20 min. in der Fixierungslosung C inkubieren
* Firbelosung A und B 1 : 1 mischen und das Gel fiir 1 h darin firben
* Gel kurz mit Wasser abspiilen

¢ ca. 1 h in Entfirbel6sung C inkubieren, Losung eventuell wechseln
10.5.2. Silberfirbung (Morrisey, 1981)

* Proteingel fiir 30 min. in Fixierungslésung S inkubieren

* Gel fur 30 min. in Inkubationslésung schwenken

* 3x fir je 5 min. in H,O, waschen

* Gel fiir 20 min. in Versilberungslosung inkubieren

e fur 1 min. in Entwicklunslésung S entfirben, dann Losung abziehen, erneut
Entwicklungslosung S zugeben und schwenken, bis angemessene Entwicklung
erreicht ist (3 — 7 min.)

* Reaktion mit der Stopplosung fir 10 min. inkubieren

* 3x fir je 5 min. in H,O, waschen

* Inkubation in der Trocknungslésung fiir 30 min.

* bei Raumtemperatur trocknen
10.6. Western Blot (Towbin et al., 1979; Schneppenheim et al., 1991)

10.6.1. Vorbemerkungen

Der Western Blot dient der Identifikation spezifischer Antigene durch monoklonale oder
polyklonale Antikérper. Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE werden sie
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran iiberfiihrt, an deren Oberfliche sie gebunden
werden, wo sie fiir Reaktionen mit Antikorpern zur Verfiigung stehen. Alle tbrigen Bindungsstellen
der Membran werden durch eine Blockierungslosung, in dieser Arbeit 2-4%ige Milchpulverlésung,
blockiert. Nach Applikation des ersten Antikérpers wird die Membran gewaschen und die Antigen-
Antikorperkomplexe werden mit Hilfe der horseradish peroxidase (HRPO) identifiziert, die an den
sekundiren Anti-IgG-Antikérper gebunden ist. Hierzu wird der Blot erneut gewaschen und dann
mit einer Luminol und p-Iodophenol enthaltenden Losung benetzt. Die HRPO oxidiert Luminol,
wobei blaues Licht emittiert wird. Die Lichtemission wird durch p-Iodophenol verstirkt. Das Licht
tirbt einen Film, nach dessen Entwicklung die Lage der Antigen-Antikérperkomplexe bestimmt
werden kann. In dieser Arbeit wurde der Western Blot zum einen verwendet, um das produzierte
Fusionsprotein zu identifizieren, zum anderen bei dem Versuch, die Tyrosinphosphorylierung in

N2A-Zellen nach Stimulation mit hCHI.1-Fc nachzuweisen.
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10.6.2. Durchfithrung

a) Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran
Zunichst Durchfithrung einer SDS-PAGE unter Verwendung einer Prestained Protein Ladder.
* Equilibrierung des Polyacrylamidgels fir 30 min. in Blot Buffer bei Raumtemperatur
* Zusammenbau der Transferkassette (sollte unter Uberschichtung mit Blot Buffer geschehen, um
Einschlul3 von Luftblasen zu vermeiden)
Schichtung von der Kathode zur Anode:
— Schwamm
— Tilterpapier (Whatman), in dieser Arbeit 10 cm x 8 cm
— Polyacrylamidgel
— Nitrozellulosemembran, in dieser Arbeit 8 cm x 6,5 cm (sollte vorher fiir 15 min. in
Blot Buffer equilibriert werden)
— Tilterpapier (Whatman)
— Schwamm
* VerschluB3 der Transferkassette, Einfiihren in die Blot-Kammer und Uberschichten mit
Blot Buffer
* Elektrophoretischer Transfer der Proteine auf die Membran durch Anlegen einer Spannung von
60 —100V fiir 1 — 2 h oder von 14 V /N jeweils bei 4°C
* Transferkassette 6ffnen und Membran zur Antikérperapplikation entfernen, evtl. auf das Gel zur
Einschitzung der Transfereffizienz Coomassie- oder Silberfarbung anwenden
b) Proteindetektion und —visualisation durch Antikérperapplikation
* Membran mit Blockierungspuffer (ca. 10 — 15 ml) iberschichten und fir 30 — 60
min. bei RT unter konstantem Schiitteln inkubieren
* Blockierungspuffer abziehen und 1. Antikérper in entsprechender Verdinnung
in Blockierungspuffer zugeben sowie fiir 60 min. bei RT unter konstantem
Schwenken inkubieren
* Membran 5x mit 20 ml TBS fiir je 5 min. waschen
* Zugabe des 2. Antikorpers in entsprechender Verdiinnung in Blockierungspuffer und Inkubation
bei 4°C ii/N unter konstantem Schwenken
* Membran 5x mit 20 ml TBS fiir je 5 min. waschen
* Zugabe von je 2 ml frisch zubereitetem Luminol-Reagens und Inkubation fiir 1-2 min.
* Membran mit Plastikfolie bedecken und Verwendung des Filmpapiers in Dunkelheit
unter Rotlicht fiir verschiedene Zeitraume

* Entwicklung des Films mit den entsprechenden Reagenzien
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10.7. Priaparation von Hirnhomogenat

Fir den Western Blot zur Identifikation des produzierten Fusionsproteins wurde Hirnhomogenat

der Maus benétigt.

* mechanische Homogenisierung von 10 g Gehirn mit 20 ml Lysis-Puffer A

* Zentrifugation fiir 10 min. bei 4°C bei 1000 g

* erneute Zentrifugation des Uberstands fiir 1 h bei 4°C bei 100.000 g. Der erhaltene
Uberstand bildet die 16sliche Fraktion

* Resuspension der Pellets der 1000 g-Zentrifugation in 10 ml Lysis-Puffer B und
Solubilisierung bei 4°C /N

* Zentrifugation fiir 1 h bei 4°C bei 100.000 g. Der Uberstand bildet die Membranfraktion

* Lagerung der Fraktionen bis zur Verwendung bei —20°C
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11. Primarzellkultur von Kornerzellen aus dem Cerebellum der

Maus (Schnitzer und Schachner, 1981; Keilhauer et al., 1985)

11.1. Vorbemerkungen

Die Aktivitit des produzierten Fusionsproteins wurde durch Neuritenwachstumsexperimente mit
Kornerzellen aus den Cerebella 5-7 Tage alter Miuse des Typs C57 black bestimmt. Diese Methode
wurde von Keilhauer et al. (1985) beschrieben und in zahlreichen Versuchen zur Bestimmung der
Funktion neuraler Zelladhasionsmolekiile in verschiedenen Variationen verwendet. Es werden
hierzu die Cerebella der Miuse pripariert, die einzelnen Zellen durch Behandlung mit Trypsin und
Pipettieren mit Pipetten absteigenden Durchmessers voneinander separiert, in X1-Medium
aufgenommen und dann in Kulturschalen gegeben, die vorher jeweils entweder mit PLL und dem
zu testenden Protein oder PLL allein beschichtet wurden. In einigen Experimenten wurde das zu
testende Protein zwei Stunden nach dem Ausplattieren der Zellen hinzugegeben, um auch die
Aktivitit des Proteins in Losung zu testen ohne dabei die initiale Adhdsion der Zellen zu stéren.
Nach 24 h wurden die Zellen mit Glutaraldehyd fixiert, mit Toluidinblau angefirbt und dann im
Phasenkontrastmikroskop betrachtet bzw. ihre Neuritenlinge mit Hilfe des KS400-Systems der
Firma Zeiss bestimmt. Als Kontrolle wurden jeweils PLL allein bzw. F. von humanem IgG;, allein
verwendet, das unter Verwendung des ImmunoPure F,, Preparation Kit von Pierce aus humanem

IgG, hergestellt wurde.
11.2. Beschichtung von Coverslips und 96-well-plates

In dieser Arbeit wurden fir die Experimente coverslips von 11 mm Durchmesser sowie

96-well-plates verwendet.

Fir Experimente mit beschichteten Coverslips:

* 48 h vor dem Experiment Coverslips mit 0,025% Poly-L-Lysin (PLL) fir 24 h bei 4°C inkubieren
* 3x mit H,0,, waschen

e fiir 24 h bei 4°C mit dem entsprechenden Protein der gewiinschten Konzentration inkubieren

* 2x mit HBSS™, dann 1x mit X1 waschen

Fir Experimente mit l6slichem Protein:

* 24 h vor dem Experiment Coverslips mit 0,025% Poly-L-Lysin (PLL) fir 24 h bei 4°C inkubieren

* 2x mit H,0,,, 1x mit X1 waschen
11.3. Priparation von Kornerzellen aus dem Cerebellum der Maus

In dieser Arbeit wurden 5-7 Tage alte (P5 — P7) Miuse des Typs C57B6/] verwendet. Pro Versuch

werden 3 — 5 Cerebella benotigt.
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* Entnahme der Cerebella mit sterilen Instrumenten (Vor Entnahme wird der abgetrennte Kopf
kurz mit 70% Ethanol desinfiziert)

¢ die Cerebella werden in 4°C kaltem HBSS™ aufgenommen

* Entfernung der Meningen und des Plexus choroideus

* jedes Cerebellum wird in drei Teile geschnitten und trocken in ein Réhrchen tberfihrt

* Zugabe von }; ml Trypsin/DNAse pro Cerebellum und Inkubation fiir 15 min. bei
Raumtemperatur

* Uberstand abziehen und 3x mit 5 ml X1 waschen

* Zugabe von /5 ml DNAse pro Cerebellum

* Separation der Kornerzellen durch Pipettieren mit Pasteurpipetten von abnehmendem
Innendurchmesser (ca. 5 — 7 Passagen pro Pipette)

¢ auf 10 ml mit X1 auffillen

* Zentrifugation bei 100 g fiir 10 min. bei 4°C

* Kérnerzellen in 2-5 ml X1 aufnehmen

* Bestimmung der Konzentration der lebenden Zellen durch Trypanblaufirbung und Auszihlen

mit der verbesserten Neubauerkammer
11.4. Bestimmung des Neuritenwachstums
a) Kultivierung

Fir die Bestimmung des Neuritenwachstums wurden 5.000 — 20.000 Kérnerzellen pro Well auf
einem 96-well-plate in je 100 pl X1 ausplattiert, nachdem die Wells 3x gewaschen wurden (siche
11.2)). Es wurden verschiedene Konzentrationen von hCHL1-Fc getestet. Als Negativkontrolle
wurde F_ von humanem IgG, verwendet, das jeweils in denselben Konzentrationen wie hCHIL1-Fc
aufgetragen wurde. In einem weiteren Experiment wurde der Effekt von hCHLI1-Fc mit dem

anderer Zelladhisionsmolekiile verglichen.

Die Koérnerzellen wurden fiir 24 h bei 37°C, 5% CO, und 100% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Nach 24 h:

* Zugabe von 10 yul Glutaraldehyd (25% w/v) pro Well (100 pl) und Inkubation fiir 15 min. bei
Raumtemperatur

* 3x vorsichtig mit PBS waschen

¢ Zugabe von je 50 pl Toluidinblaul6sung und Inkubation fir 15 min. bei Raumtemperatur

* 3 — 5x mit H,0O,, waschen und fiir 24 h bei Raumtemperatur trocknen
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b) Auswertung

Die Neuritenlinge wurde im Phasenkontrastmikroskop (IKONTRON) bei 320facher VergroB3erung
mit dem KS400-System der Firma Zeiss bestimmt. Es wurde jeweils die Summe der Lingen aller
Neuriten eines Neurons bestimmt, wobei nur Neurone berticksichtigt wurden, deren Perikarya und
Neuriten keinen Kontakt zu Perikarya oder Neuriten anderer Neurone hatten. Pro Kulturschale
wurden 50 Neurone in vorher ausgewihlten Gesichtsfeldern vermessen. Je Versuchsbedingung
wurden in verschiedenen Experimenten 3-4 Kulturschalen ausgewertet und die durchschnittliche
Gesamtlinge aller Neuriten eines Neurons mit der jeweiligen Kontrolle verglichen. Dazu wurde der
Mann Whitney U-Test (Clauss und Ebner, 1977) verwendet, da sich die Standardabweichung von

Experiment und Kontrolle zu sehr unterschieden.

12. 2-D-gelelektrophoretische Auftrennung von Zellysaten
stimulierter N2A-Zellen (Gorg et al., 1985; Gorg et al., 1988)

12.1. Vorbemerkungen

Die 2-D Gelelektrophorese ist eine in zunehmenden Malle verwendete Methode zur Analyse
komplexer Proteinlésungen, die aus Zellen, Geweben oder anderen biologischen Materialien
extrahiert wurden. Diese Technik trennt die Proteine unter Verwendung zweier unterschiedlicher
Eigenschaften der Proteine. Im ersten Schritt, der ersten Dimension, werden die Proteine durch
isoelektrische Fokussierung (IEF) nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt, wihrend der
zweite Schritt, die SDS-PAGE, eine weitere Auftrennung nach Molekulargewicht bringt. Jeder
Punkt auf dem resultierenden 2-dimensionalen Gel entspricht dann einer einzelnen Proteinspezies,
wobei tausende verschiedener Proteine aufgetrennt und Unterschiede in der Menge bestimmt
werden kénnen. Wihrend in der urspringlichen Methode, beschrieben von O’Farrell (1975) und
Klose (1975), die Auftrennung in der ersten Dimension durch Ampholyte enthaltende
Polyacrylamidgele erreicht wurde, deren Ampholyte im elektrischen Feld einen pH-Gradienten
erzeugten, wurde in dieser Arbeit das Multiphor II Elektrophorese System mit Immobiline Dry
Stripes verwendet, dessen Auftrennung in der ersten Dimension auf immobilisierten pH-
Gradienten beruht. In dieser Arbeit sollten die der Signaltransduktion des Zelladhisionsmolekiils
L1 zugrundeliegenden Mechanismen weiter erforscht werden. Dazu wurden Neuroblastomzellen
einer Miusezellinie (N2A) mit dem Antikorper AK 557.B6 stimuliert, einem in Kaninchen
hergestellten Antikorper, der sich in fritheren Experimenten (Appel et al., 1995) als effektiv in der

Stimulation der durch L1 vermittelten Signaltransduktion erwiesen hatte. Die stimulierten Zellen
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wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Stimulation lysiert und das Lysat in der 2-D
Gelelektrophorese verwendet. Die resultierenden Polyacrylamidgele wurden entweder mit der
Silberfirbung angefirbt oder im Western Blot mit dem Antiphosphotyrosin-Antikérper 4G10

verwendet und das Ergebnis mit der jeweiligen Kontrolle verglichen.
12.2. Kultivierung der N2A-Zellen (Rathjen und Rutishauser, 1984)

* 3 Tage vor dem Experiment ausplattieren von je 1,4 x 10° N2A-Zellen in
DMEM + 5% FCS + P/S in Kulturschalen (50 mm Durchmesser)

* zwei Stunden vor der Stimulation Medium absaugen und je 2 ml DMEM ohne FCS und ohne
P/S zugeben (die Zellen sollten 60-80% Konfluenz erreicht haben)

12.3. Stimulation und Lyse der Zellen

* Inkubation der Zellen mit AK 557.B6 bzw. IgG vom Kaninchen der Konzentration 200 pg/ml in
einem Volumen von 2 ml DMEM ohne FCS und P/S fiir 1 min. bis 3 h bei 37°C

* mit 2 ml eiskaltem PBS pro Schale waschen

* Zugabe von 400 pl Ripa-Lysierpuffer und Schwenken der Kulturschalen bei 4°C fiir 60 min.

¢ lysierte Zellen mit Hilfe eines Polishmans abschaben und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Cup tiberfithren

* Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 5 min. bei 4°C und Uberstand abnehmen

* BCA-Proteinbestimmung des Uberstandes (es werden im folgenden jeweils gleiche
Proteinmengen der stimulierten Zellen und der Kontrolle eingesetzt)

* Acetonfillung des Proteinlysats und aufnehmen des Pellets in 150 ul Reswelling-Buffer
12.4. Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Fir die 1. Dimension wurden Immobiline Dry Stripes mit einer Linge von 7 cm und einem
pH-Gradienten von 3 — 10 bzw. 4 — 7 von Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Es wurden
identische Mengen Protein aufgetragen, im allgemeinen 400 — 500 pg.
e Streifen mit je150 ul Protein-Pufferl6sung beladen:
— Lo6sung in der Reswelling-Chamber vorlegen und Streifen mit der Gelseite nach
unten luftblasenfrei auflegen
— mit Paraffinél uberschichten
— bei Raumtemperatur ti/N inkubieren
* am nichsten Morgen Lautkammer auf 17°C vorkiihlen, 8 ml Paraffinél auf die Kihlfliche geben,
Rahmen auf die Platte setzen und mit 10 ml Paraffinol iberschichten, Stripe-aligner luftblasenfrei
aufsetzen

* Streifen mit der Gelseite nach oben auf dem Aligner ausrichten, saure Seite zur Anode
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* Elektrodenstripes (11 cm Linge) mit je 0,5 ml H,O,, befeuchten, leicht abtupfen und so auf die
Streifen legen, daf3 die AuBlenkannten der Elektrodenstreifen soweit wie moglich auseinander-,
aber noch komplett auf dem Gel aufliegen

* BElektroden auflegen und festdriicken

* Kammer mit Paraffin6l tberschichten und isolelektrische Fokussierung starten:

Phase 1 200 Vo 2mA  5W 0:01 h

Phase 2 3500V, 2mA  5W 1:30 h

2mA  5W 3:00 h

gradient

Phase 3 3500 V,_
(V gadien: Dedeutet hier, da3 die Spannung in der angegebenen Zeit vom vorherigen auf den
angegebenen Wert ansteigt)

Nach der Fokussierung kénnen die Streifen bei —20°C gelagert oder direkt in der zweiten

Dimension eingesetzt werden.
12.5. SDS-PAGE (2. Dimension)

Die 2. Dimension entspricht einer eindimensionalen SDS-PAGE unter Verwendung des Streifens

der isoelektrischen Fokussierung:

* Equilibrierung der Streifen durch zweimaliges, leichtes Schiitteln in je 12,5 ml
Equilibrierungspuffer bei Raumtemperatur fir 10 min.

* 1 mm starkes 10%iges Trenngel mit schmalem 5%jigem Sammelgel giel3en

* Proteinmarker (prestained) auf 5 mm breite Streifen Whatman-Papier pipettieren

* Streifen aus der isoelektrischen Fokussierung mit Hilfe eines Spacers luftblasenfrei auf
dem Sammelgel plazieren

* Markerstreifen neben den Streifen plazieren und mit 0,5%iger Agarose (in Sammelgelpuffer)
fixieren

* Proteine bei 80 V in das Gel einlaufen lassen, dann ca. 60 min. bei 140 V laufen lassen

(blaue Bromphenolblaubande soll das untere Ende des Gels erreichen)
12.6. Western Blot und Silberfirbung

Zur Auswertung der Stimulationsexperimente wurden die Proteingele alternativ mit der
Silberfarbung angefirbt oder im Western Blot verwendet. Fiir Silberfirbung und Western Blot
siche Methoden der Proteinbiochemie. Der Western Blot wurde fir 2 h bei 65 V bei 4°C
durchgefiihrt. Als primarer Antikorper wurde der monoklonale Anti-Phosphotyrosin-Antikorper
4G10 von Upstate Biotech in einer Verdinnung von 1 : 4000 verwendet. Als sekundirer
Antikorper wurde ein HRP-konjugierter Anti-Mouse-IgG-Antikérper von Santa Cruz in einer

Verdiinnung von 1 : 20.000 verwendet. Blockiert wurde mit 2% Milchpulver.
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C. Ergebnisse

1. Konstruktion des fiir das Fusionsprotein hCHL1-Fc kodierenden

Plasmids

1.1. Ausgangslage und Ziel

Die fiir das humane Zelladhasionsmolekiil CHL1 kodierende cDNA wurde freundlicherweise von
M. I Lerman in Form des Plasmids pCMVSPORT-CALLII bereitgestellt. Das Plasmid
pCMVSPORT-CALLII enthilt die gesamte kodierende cDNA sowie Teile der 5- und 3™
untranslatierten Regionen. Fir die Klonierungen mufite die Transmembrandomine identifiziert
werden, um ein ausschlieBliches Klonieren der extrazelluliren Domine zu ermdglichen.
Die fiir die Transmembrandomane kodierende cDNA wurde mit Hilfe des Hydrophobicity-Plot
nach Kyte und Doolittle sowie anschliessendem Vergleich der Sequenz mit der fir das CHL1 der
Maus kodierenden ¢cDNA lokalisiert und befindet sich zwischen den Basenpaaren (bp) 3240 und
3299 bezogen auf das Startcodon. Weiterhin wurde das Plasmid pEE14-Km verwendet. Es handelt
sich um einen modifizierten pEE14 (Celltech), der zusitzlich ein Kanamycin-Resistenzgen sowie
eine BamHI-Schnittstelle gefolgt von einer Splice-Acceptor-Sequenz und der fiir den F -Teil eines
humanen IgG, kodierenden genomischen DNA enthilt, die aus dem Vektor pIG1l stammen
(Vektor und Splice-Acceptor-Sequenz wurden von Simmons (1993) beschrieben). Ziel war die
Subklonierung  der  fir die  extrazellulire = Domine  kodierenden cDNA  aus
pCMV-SPORT-CALLII in den eukaryontischen Expressionsvektor pEE14. Soweit nicht anders
angegeben wurden die Klonierungen mit Hilfe des E. co/-Stammes DH5a durchgefithrt und die

Selektion tiber die AB-Resistenz des jeweiligen Zielvektors erreicht.
1.2. Klonierungsstrategie (Abb. 1., 2.)

1. Zunichst wurde ein 5744 bp-EwRI-Xhol-Fragment aus pCMVSPORT-CALLII in pGEM-
7ZF(+) kloniert. Es enthielt die gesamte kodierende cDNA sowie einen kleinen Teil der 5'- und
den Grofteil der 3-untranslatierten Region. Durch diesen Schritt wurde die Einfithrung einer
neuen Hindlll-Schnittstelle in der 5-untranslatierten Region sowie der Verlust der Hindlll-
Schnittstelle in der  3-untranslatierten Region erreicht. Das resultierende Plasmid ist

pGEM7-CALLII

2. Da sich am 3-Ende der fir die extrazellulire Domine kodierenden DNA keine geeignete
Schnittstelle befindet, muf3te diese iiber eine PCR eingefiihrt werden. Es wurde eine PCR an
pCMVSPORT-CALLII unter Verwendung der Primer CALL-BcS und CALL-5'V nach dem
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unter Material und Methoden angegebenen Protokoll durchgefiihrt. Die Primer dieser PCR
ermoglichen die Amplifikation einer Sequenz, die bei bp 2943 beginnt und sich tber die
EcwRV-Schnittstelle an bp 3062 bis zum Beginn der fur die Transmembrandomine
kodierenden Basenpaare erstreckt. Durch CALL-BcS wurden eine Bel-, gefolgt von einer Sa/l-
Schnittstelle und einer Splice-Donor-Sequence (ACAGGTAAGT) an das Ende angefiigt.

. Das PCR-Produkt wurde dann als 198 bp EwRV-Sal-Fragment in pBlue-CAM(+) kloniert,
der dann mit den Primern uni und rev sequenziert wurde, um durch die PCR induzierte

Mutationen auszuschlie3en.

. Nach  Amplifikation wurde das PCR-Produkt in pBlue-PCR als 198 bp
EcwRV-Sall-Fragment tber EwRV-Xhol in pGEM-CALLII kloniert. Dies war durch die
Ubereinstimmung ~ des  Schnittmusters von Szl  und Xk  moglich, deren
Erkennungssequenzen sich nur am Rand unterscheiden. Die zu ligierenden Fragmente wurden
jeweils aus dem Agarosegel eluiert und das Produkt der Ligation vor der Transformation
mit Xhol gespalten, da hierdurch der eventuell religierte pGEM-CALLII linearisiert und somit
die Transformation verhindert wiirde, wihrend das erwiinschte Produkt pGEM7-CALLII-PCR

bei der Ligation die X/ol-Schnittstelle verlor und somit nicht gespalten wiirde.

. Da fir die folgende Ligation die Verwendung des Restriktionsenzyms Be/ll notig war, dessen
Erkennungssequenz in DHb5« methyliert ist, wurde pGEM7-CALLII-PCR dann in den
E. coli-Stamm NR 3704 umtransformiert, da dieser die Schnittstelle von Bcll nicht methyliert

und somit Plasmid-DNA liefert, die mit Bel verdaut werden kann.

. Das fir die extrazellulire Domine des humanen CHL1 kodierende HindlII-Bel-
Fragment (3566 bp) wurde aus dem Agarosegel eluiert und tiber HindIII-BamHI in pEE14-Km
kloniert, wobei Bel und BamHI wiederum durch einander entsprechende Schnittmuster die

Ligation erméglichen. Das resultierende Plasmid ist pEE14-hCHL1-Fc.
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Abbildung 1a.  Klonierungsstrategie fiir pEE14-hCHL1-Fc.
Die Plasmide sind zur Steigerung der Ubersichtlichkeit linearisiert dargestellt. Es sind jeweils die
singuliren Schnittstellen sowie die Gibrigen dargestellt, soweit sie verwendet wurden. Die mit

einem Punkt markierten Schnittstellen wurden fiir Klonierung oder Kontrollverdau verwendet.
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Abbildung 2. Plasmidkarte von pEE14-hCHL1-Fc

Es sind die singuliren sowie die fiir Kontrollverdaus verwendeten Schnittstellen
dargestellt. Amp = Ampicillin-Resistenzgen,

GS = Glutamin-Synthetase-Gen

2. Produktion des Fusionsproteins in CHO-K1-Zellen

2.1. Vorbemerkungen

Das resultierende Plasmid wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, zur CaPO,-
Transfektion von CHO-K1-Zellen verwendet. Als Positivkontrolle wurde pEE14-L1 verwendet,
ein entsprechendes Plasmid zur Expression von LL1-Fc, das sich in vorherigen Experimenten (Chen
et al,, 1999) als geeignet zur Transfektion in CHO-K1 erwiesen hatte. Als Negativkontrolle wurde
ein entsprechender Transfektionsansatz ohne Plasmid verwendet. Es ergaben sich pro Petrischale
ca. 2-3 Kolonien bei der Negativkontrolle sowie jeweils 15-20 bei der Positivkontrolle und bei
pEE14-hCHL1-Fc, von denen 20 zur Kultivierung in 1 cm Kulturschalen tGberfihrt wurden. Der
Uberstand wurde spiter abgezogen und mit Protein A-Sepharose aufgereinigt. Eine SDS-PAGE
wurde durchgefithrt, um die hCHLI1-Fc produzierenden Klone zu identifizieren und ihre

Produktivitit zu bestimmen (Abb.3.).
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Abbildung 3. Auswahl des produktivsten Klons

Dargestellt ist die SDS-PAGE des Uberstandes von acht, hCHL1-Fc produzierenden, Klonen.
Der hCHL1-Fc am stirksten exprimierende Klon wurde zur Produktion des Fusionsproteins
kultiviert. Die Banden im mittleren Molekulargewichtsbereich entsprechen Immunglobulinen
(Ig), die in FCS enthalten sind, welches spiter zur Kultivierung des am stirksten produzierenden
Klons nicht mehr verwendet wurde.

Im Uberstand der produktivsten Klone wurde iiber Western Blot und Anwendung von Anti-
CHL1-Antik6érpern sicher das humane CHL1-Protein identifiziert. Nach Kultivierung dieses Klons
erbrachte die Aufreinigung von 500 ml Zellkulturiiberstand mit Protein A-Sepharose eine Ausbeute
von 3 mg hCHL1-Fc.

2.2. Charakterisierung des gereinigten Fusionsproteins
2.2.1 Nachweis des aufgereinigten Fusionsproteins hCHL1-Fc durch SDS-PAGE

Das aufgereinigte Fusionsprotein hCHLI1-Fc wurde zur Identifikation in der SDS-PAGE
verwendet. Dabei wurde die SDS-PAGE sowohl unter reduzierenden Bedingungen, d.h. mit -
Mercaptoethanol enthaltendem Probenpuffer, als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen
durchgefithrt. Es wurden jeweils 5 ug des Proteins aufgetragen und eine SDS-PAGE durchgefiihrt.
Als Standard wurde der Benchmark Molecular Weight Marker von Gibco verwendet. Das Ergebnis
ist in Abb.4. dargestellt.
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Abbildung 4. SDS-PAGE von hCHL1-Fc unter reduzierenden und nicht-
reduzierenden Bedingungen. Als Standard wurde der Benchmark
Molecular Weight Marker von Gibco verwendet.

Es ergab sich jeweils eine einzige Bande, die sich unter reduzierenden Bedingungen ungefihr bei
220 kDa befand, wihrend sie sich unter nicht reduzierenden Bedingungen deutlich tiber der 220
kDa Bande des Standards befand. Die beobachtete Grof3e des Fusionsproteins unter reduzierenden
Bedingungen liegt damit tber der aus der Aminosiuresequenz berechneten Gré3e von 150 kDa,
was sich durch dessen posttranslationelle Modifikation, v.a. Glykosylierung, in eukaryontischen
Zellen erklaren 1af3t. Da jeweils nur eine Bande zu sehen ist, kann man davon ausgehen, daf3 das

Fusionsprotein bis zur Homogenitit gereinigt werden konnte.
2.2.2. Nachweis des Fusionsproteins hCHL1-Fc im Western Blot

Zur Sicherung der Identitit des Fusionsproteins wurde ein Western Blot mit Antikérperfarbung
unter Verwendung eines Anti-CHL1-Antikérpers (Kaninchen-Anti-Maus-CHLI, bereitgestellt von
M. Richter, Hamburg) durchgefiihrt. Dazu wurde eine SDS-PAGE von 15 ug der
Membranfraktion eines Hirnhomogenats von 6 Tage alten C57 black Mausen und von 200 ng des
Fusionsproteins hCHL1-Fc durchgefithrt. Das Elektrophoresegel wurde im Western Blot

verwendet und mit dem oben erwihnten Antikérper angefarbt (Abb.5.).
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Abbildung 5. Westernblot und Anfirbung mit einem Kaninchen-Anti-
Maus-CHL1-Antik6rper der Membranfraktion eines Homogenates des
Gebhirns von C57 Black bzw. von hCHIL.1-Fc.

Dabei zeigte sich, dal3 tatsichlich ein hCHL1-Fc Fusionsprotein isoliert werden konnte, das mit
dem CHL1-Antikorper spezifisch reagierte. Im Hirnhomogenat der Maus zeigten sich drei Banden,
die schon von Holm et al. (1996) beschrieben wurden. Diese hielten die grofite Bande fiir
membrangebundes und die beiden ibrigen Banden fiir proteolytisch gespaltenes Protein. Fir
hCHIL1-Fc ergab sich nur eine Bande, was durch die rekombinante Form des Fusionsproteins und

die Sekretion in den Uberstand sowie die unterschiedliche Struktur zu erkliren ist.

3. Neuritenwachstumsexperimente

3.1. Vorbemerkungen

Das produzierte und aufgereinigte Protein konnte jetzt in verschiedenen Experimenten verwendet
werden. Es sollte der Einflul von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum, die
Konzentrationsabhingigkeit seiner Wirkung sowie die Wirkung von hCHL1-Fc im Vergleich mit
anderen Zelladhidsionsmolekilen bestimmt werden. Dazu wurden, wie unter Material und
Methoden beschrieben, die Cerebella von 5 — 7 Tage alten Miusen vom Stamm C57 black
prapariert, die Zellen durch Trypsin und Pipettieren separiert und in X1-Medium aufgenommen.
Die Zellen wurden in einem Volumen von jeweils 100 ul in 96-well-plates (Schalendurchmesser je 5
mm) gegeben. Dabei wurden zunichst verschiedene Mengen verwendet, wobei sich eine optimale
Zellzahl von 8.000 pro Kulturschale ergab. Kleinere Mengen verringerten das Neuritenwachstum
sowohl der mit hCHI.1-Fc stimulierten als auch der nicht stimulierten Neurone teilweise seht stark,

wihrend gréfere Mengen zwar das Wachstum nicht beeintrichtigten, aber durch die zunehmende
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Zelldichte die Haufigkeit der Bertihrung von Neuriten erhohten, was den Anteil der auswertbaren
Neuriten verringerte. Die folgenden Versuchsergebnisse wurden also simtlich bei einer Zelldichte
von 8.000 Neuronen pro Kulturschale ermittelt. Die Zellen wurden 24 h in X1-Medium kultiviert,
wobei die Kulturschalen jeweils mit verschiedenen Konzentrationen an hCHILI1-Fc, F, von
humanem IgG,, L1-Fc, Laminin oder nur PLL beschichtet wurden. Im Experiment zum Vergleich
der Wirkung von hCHL1-Fc in 16slicher Form bzw. in beschichteter Form wurde die l6sliche Form
2 h nach dem Ausplattieren der Neurone zugegeben, um den Adhisionsprozel3 der Zellen nicht zu
storen. Nach 24 h wurden die Zellen mit Glutaraldehyd fixiert, mit Toluidinblau angefirbt und
dann bei 400 facher VergroB3erung im Phasenkontrastmikroskop betrachtet, bzw. mit dem KS400-
System der Firma Zeiss die Neuritenlingen bestimmt. Dabei wurde jeweils die Summe aller
Neuriten eines Neurons ermittelt. Es wurden nur Neurone berticksichtigt, die keinen Kontakt zu
anderen Neuronen hatten. Pro Kulturschale wurden die Summen der Neuritenlingen von je 50
Neuronen aus einer Sequenz vorherbestimmter und fir alle Kulturschalen gleicher Blickfelder
bestimmt. In den ersten Experimenten zur Bestimmung der biologischen Aktivitit von hCHL1-Fc
wurden je 4 Kulturschalen pro Proteinkonzentration und Versuchsbedingung ausgewertet, also
insgesamt je 200 Neurone, wihrend fiir die folgenden zur niheren Charakterisierung bestimmten
Experimente je 3 Kulturschalen, also insgesamt je 150 Neurone ausgewertet wurden.
Da die Standardabweichungen der Gruppe der stimulierten Neuronen und die der Kontrollgruppe
sich stark unterschieden, wurde zur Ermittlung der Signifikanz des Unterschiedes zwischen den
Gruppen nicht der t-Test, sondern der Mann Whitney U-Test (Clauss und Ebner, 1977) verwendet,
wobei ein p von 0.05 als signifikant, ein p von 0.01 als hochsignifikant und ein p von 0.001 als

héchstsignifikant definiert wurden.

3.2. Ergebnisse

3.2.1. Der Einflu3 von hCHLI1-Fc auf das Neuritenwachstum

In mit hCHL1-Fc beschichteten Kulturschalen wachsende Neurone zeigten im Mittel eine
Neuritengesamtlinge von 2-2.5x derjenigen der in mit F. von humanem IgG, bzw. in nur mit PLL
beschichteten Kulturschalen wachsenden Neuronen (Abb.6., 7. und 8.). Die Standardabweichungen
der Mittelwerte fielen bei den Gruppen der mit hCHL1-Fc stimulierten Neuronen in den Bereich
2.0 — 4.0 pm, wihrend sie bei den unstimulierten Neuronen in den Bereich 0.5 bis 2.0 pm fielen.
Die Gruppe der in mit hCHIL1-Fc beschichteten Kulturschalen wachsenden Neuronen unterschied
sich dabei bei jeder Proteinkonzentration héchstsignifikant von den anderen beiden Gruppen,
wihrend sich zwischen PLL und F. kein signifikanter Unterschied ergab. Die in Abb.9.

dargestellten ~ reprisentativen ~ Ausschnitte  aus  den  Kulturschalen — bei  einer
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Beschichtungskonzentration von 5 pg/ml des Fusionsproteins hCHL1-Fc bzw. F_ zeigen dabei

exemplarisch das verbesserte Neuritenwachstum von auf in mit hCHLI1-Fc beschichteten

Kulturschalen wachsenden Kleinhirnneuronen gegentiber solchen, die auf F_ als Substrat wuchsen.

Es wurden zur Sicherung der biologischen Aktivitit wegen der Wichtigkeit der mit hCHI1-Fc

geplanten weiteren Experimente drei unabhingige Experimente mit jeweils unterschiedlichen

Zellpraparationen und Medien sowie Kontrollen durchgefiihrt (Abb.6., 7. und 8.).
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Abbildung 6. Der Einfluf3 von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum, Experiment 1.

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten Neutitenlinge von je

200 Kleinhirnneuronen nach Kultivierung der Zellen auf dem entsprechenden Substrat fiir 24 h.

k.

*ok,

Mittelwert unterscheidet sich héchstsignifikant (p<0.001) vom

Mittelwert der Kontrolle

Mittelwert unterscheidet sich hochsignifikant (p<<0.01) vom

Mittelwert der Kontrolle

Mittelwert unterscheidet sich signifikant (p<0.05) vom

Mittelwert der Kontrolle
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Abbildung 7. Der Einflu3 von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum, Experiment 2.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten Neutitenlinge von je
200 Kleinhirnneuronen nach Kultivierung der Zellen auf dem entsprechenden Substrat fiir 24 h.
R R* F wurden wie in voriger Abbildung verwendet.
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Abbildung 8.  Der Einfluf3 von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum, Experiment 3.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten Neuritenlinge
von je 200 Kleinhirnneuronen nach Kultivierung der Zellenauf dem entsprechenden
Substrat fiir 24 h. *** ** * wurden wie in voriger Abbildung verwendet.
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Abbildung 9. Der Einflul von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum, Experiment 3.
Dargestellt sind zwei repriasentative Ausschnitte aus den jeweiligen Kulturschalen, wobei die
obere mit einer Konzentration von 5 pg/ml mit hCHL1-Fc beschichtet wurde, die untere mit Fe
von humanem IgG1 derselben Konzentration. Dargestellt ist die mikroskopische Sicht im
Phasenkontrastmikroskop bei einer Vergréerung von 320x.
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Es zeigte sich also, da3 Neurone, die auf mit dem humanen CHL1 beschichteten Kulturschalen
wuchsen, im Schnitt etwa doppelt so lange Neuriten ausbildeten wie solche, die nur auf PLL oder
PLL und F_kultiviert worden waren. Der Unterschied ist dabei hochstsignifikant und demonstriert,

da3 das humane CHI.1 das Neuritenwachstum fordern kann.

3.2.2. Konzentrationsabhingigkeit der hCHL1-Fc vermittelten

Stimulation des Neuritenwachstums

In weiteren Experimenten wurde der Einflul3 der Konzentration der Beschichtungslésung auf das
Ausmal3 der Verstirkung des Neuritenwachstums bestimmt. Es wurden Proteinkonzentrationen
von 0.01 pg/ml bis 10 pg/ml verwendet sowie eine Kontrolle, bei der Neurone in Kulturschalen
kultiviert wurden, die nur mit PLL beschichtet waren. Das tibrige Verfahren unterschied sich nicht

von den obigen Experimenten. Das Ergebnis ist in Abb.10. dargestellt.
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Abbildung 10.  Der Einflufl der Proteinkonzentration auf das Ausmaf} der Verstirkung des
Neuritenwachstums.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten Neutitenlinge von je
150 Kleinhirnneuronen nach Kultivierung der Zellen auf dem entsprechenden Substrat fiir 24 h.
**: - Mittelwert unterscheidet sich héchstsignifikant (p<<0.001) vom

Mittelwert der Kontrolle
*: Mittelwert unterscheidet sich hochsignifikant (p<0.01) vom

Mittelwert der Kontrolle
*:  Mittelwert unterscheidet sich signifikant (p<<0.05) vom

Mittelwert der Kontrolle

Es ergab sich, dal hCHL1-Fc in Konzentrationen, die groBer oder gleich 1 pg/ml waren, das

Neuritenwachstum um den Faktor 2 — 2.5 verstirkte, wihrend dieser Wert unterhalb von 1 pg/ml
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auf unter 2 sank und bei 0.01 pg/ml auf einen Wert von 1.33, wobei sich auch hier der Mittelwert
hochstsignifikant von dem der Kontrolle unterschied. Dies zeigt, dal3 der Einflul3 des humanen

CHL1 auf das Neuritenwachstum konzentrationsabhingig ist.

3.3.3. Vergleich der Wirksamkeit von hCHL1-Fc in 16slicher und

beschichteter Form

Zur Verwendung in spiteren Experimenten in vivo sollte auch die Wirksamkeit des
Fusionsproteins in 16slicher Form gezeigt werden. Der Vergleich der Wirksamkeit von hCHI1-Fc
in l6slicher und beschichteter Form wurde bei einer Konzentration von je 1 pg/ml durchgefiihre,
wobei als Kontrolle F, von humanem IgG, der entsprechenden Konzentration in loslicher bzw.
beschichteter Form verwendet wurde. Die 16sliche Form wurde 2 h nach dem Ausplattieren der
Zellen in Form einer Losung von 1 mg/ml hCHL1-Fc in HBSS™ zugegeben. Das tbrige Verfahren

unterschied sich nicht von dem der obigen Experimente. Das Ergebnis ist in Abb.11. dargestellt.
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Abbildung 11. Vergleich des Einflusses von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum in 16slicher
und beschichteter Form.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten Neuritenlinge von je
150 Kleinhirnneuronen nach Kultivierung der Zellen auf dem entsprechenden Substrat fiir 24 h.
*k: Mittelwert unterscheidet sich héchstsignifikant (p<0.001) vom

Mittelwert der Kontrolle
*F: Mittelwert unterscheidet sich hochsignifikant (p<0.01) vom

Mittelwert der Kontrolle
*:  Mittelwert unterscheidet sich signifikant (p<0.05) vom

Mittelwert der Kontrolle.
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Es ergab sich eine signifikant geringere Verstirkung des Neuritenwachstums durch die 16sliche

Form, wobei beide Formen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle das Neuritenwachstum

héchstsignifikant verstirkten. Der Unterschied war aber nur gering und bestitigte die Wirksamkeit

von hCHI.1-Fc auch in 16slicher Form.

3.3.4. Vergleich der Wirksamkeit von hCHLI1-Fc mit der Wirksamkeit

anderer Molekiile

Der Einflul von hCHL1-Fc auf das Neuritenwachstum wurde mit dem des neuralen

Zelladhidsionsmolekiis L1, das ebenfalls in Form eines Fusionsproteins aus der extrazelluliren

Domine des Molekiils und dem F. von humanem IgG, vorlag, und des Matrixproteins Laminin

verglichen, die beide dokumentierten Einfluf3 auf das Neuritenwachstum haben. Dabei wurden, um

jeweils maximale Stimulation des Neuritenwachstums zu erreichen, hCHL1-Fc und L1-Fc in einer

Konzentration von je 10 pg/ml und Laminin in einer Konzentration von 20 pg/ml zur

Beschichtung der Kulturschalen verwendet. Als Kontrolle wurden in diesem Experiment

Cerebellumzellen verwendet, die in Kulturschalen kultiviert wurden, die mit PLL allein beschichtet

wurden. Das Ergebnis ist in Abb.12. dargestellt.
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Abbildung 12.  Vergleich des Effekts von Laminin, I.1-Fc und hCHL1-Fc auf das
Neuritenwachstum. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gesamtneuritenlinge von je 150
Kleinhirnneuronen und die jeweilige Standardabweichung des Mittelwertes nach Kultivierung der
Zellen auf dem entsprechenden Substrat fiir 24 h, wobei die verwendeten Konzentrationen der
Beschichtungslosungen fir Laminin 20 pg/ml, fur L1-Fc und hCHL1-Fc je 10 pg/ml betrugen.
Als Kontrolle dienten Kulturschalen, die nur mit PLL beschichtet waren.

*F*: - Mittelwert unterscheidet sich héchstsignifikant (p<<0.001) vom

Mittelwert der Kontrolle

**: Mittelwert unterscheidet sich hochsignifikant (p<0.01) vom

Mittelwert der Kontrolle

*:  Mittelwert unterscheidet sich signifikant (p<0.05) vom

Mittelwert der Kontrolle
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Es ergab sich, das die Verstirkung des Neuritenwachstums durch Laminin hochstsignifikant gro3er
war als die durch LL1-Fc bzw. hCHL1-Fc, wihrend letzteres das Neuritenwachstum nur minimal,
doch signifikant mehr verstirkte als L1-Fc. Alle Molekiile verstirkten das Neuritenwachstum

hochstsignifikant im Vergleich mit der Kontrolle.

4. Ergebnisse der Stimulation von N2A-Zellen mit AK 557.B6

4.1. Vorbemerkungen

Wie unter Material und Methoden beschrieben wurden N2A-Zellen mit dem monoklonalen Anti-
L1-Antikérper AK 557.B6 stimuliert, die Zellen nach verschiedenen Zeitspannen lysiert und das
Lysat 2-D-elektrophoretisch aufgetrennt und mit der Silberfarbung angefarbt bzw. im Western Blot
unter Verwendung des Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers 4G10 verwendet, wobei als Kontrolle
jeweils IgG des Kaninchens diente. Das Ziel war Molekiile, die wiahrend der Signaltransduktion des
Zelladhidsionsmolekils 1.1 von Tyrosinkinasen phosphoryliert werden, in der 2-dimensionalen
Elektrophorese zu identifizieren und anschlieend ihre Sequenz zu bestimmen. Dabei variierte die
aufgetragene Proteinmenge von 200-800 ug, wobei zunichst Immobiline Dry Stripes des pH-
Bereichs 3 — 10 mit linearem Gradienten und spiter des pH-Bereichs 4 — 7 mit linearem
Gradienten verwendet wurden. Die Zeitspanne zwischen Stimulation und Lyse wurde von

1 min. — 4 h variiert.

4.2. Ergebnisse

Es ergaben sich unter keiner Versuchsbedingung reproduzierbare Unterschiede zwischen
stimulierten Zellen und Kontrolle. Dabei wurde jeweils die zur Stimulation verwendete
Antikérperkonzentration zwischen 100 — 300 pg/ml variiert, wobei in verschiedenen Experimenten
die Lyse der Zellen mit Ripa-Puffer 1 min, 5 min, 7,5 min, 15 min. sowie 1 h, 2 h und 4 h nach der
Stimulation durchgefiihrt wurde. Dabei konnten weder in der Silberfirbung noch im Western Blot
unter Verwendung des Antikérpers 4G10 reproduzierbare Unterschiede festgestellt werden.
Reprisentative Ergebnisse eines Experiments mit Lyse der N2A-Zellen 5 min. nach der Stimulation
und 2-D Elektrophorese im Bereich pH 3 — 10 sind in Abb.13. in Form der Silberfirbung und in
Abb.14. in Form des Western Blots dargestellt.
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\bbildung 13. Silberfithung der 2-D Gelelekrrophorese im Bereich pH 3 - 10 der Lysare von

N2A-Zellen 5 mune nach Snmulanon mair AK 557 B6. Es wurden je 40 pg der Lysare der
soimubiemen Zellen und der Konrmlle autgerragen
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Abbildung 14.  Western Blot der 2-D Gelelektmophorese im Bererch pH 3 - 10 der Lysate von

N2A-Zellen 5 mun. nach Snmulanon mae AK 557 B6 und Anfidhung mat 4G 10. Es wurden e
400 pg der Lysare der snmubierten Zellen und der Konteolle aufgermgen.




Diskussion

D. Diskussion

1. Stimulation des Neuritenwachstums durch hCHL1-Fc

In dieser Arbeit sollte die Funktion des Zelladhisionsmolekiils CALL, des humanen Orthologs von
CHLI, untersucht und die Grundlage fir Regenerationsversuche bei Riickenmarkskontusionen
geschaffen werden. Zur Untersuchung der Funktionen von Zelladhisionsmolekilen stehen

verschiedene Methoden zur Verfiigung.

Zum einen kann die Funktion verschiedener Molekile indirekt tber die Untersuchung von
Krankheitszustinden, die durch Mutationen bzw. totalen Funktionsverlust des entsprechenden
Molekils bewirkt werden, untersucht werden. Dazu kénnen natirliche genetische Erkrankungen
wie z.B. das CRASH-Syndrom oder aber kiinstlich erzeugte Mutationen oder Deletionen in Knock-
out-Tieren dienen. Die Tiere kénnen hinsichtlich Morphologie und Funktionalitit untersucht
werden, wobei Probleme der eindeutigen Zuordnung von Funktionen und Molekilen auftreten

kénnen, da Funktionen teilweise von anderen Molekiilen ibernommen werden.

Eine weitere Méglichkeit, die Funktion von Zelladhisionsmolekiilen zu charakterisieren, bilden
Neuritenwachstumsexperimente. Dabei besteht die Méglichkeit, das Molekil aus nativen Zellen
aufzureinigen und das Verhalten verschiedener Zellpopulationen in Zellkultur mit
substratgebundenem Protein zu untersuchen. Probleme ergeben sich dabei aus der Méglichkeit der
Denaturierung bzw. Verinderung der Struktur der membrangebundenen Molekiile wihrend der
Aufreinigung und des Beschichtens der Kulturschalen. Auflerdem ist die Dichte der
substratgebundenen Molekile meist kiinstlich hoch und die Orientierung nicht definiert (Walsh
und Doherty, 1996). Dies kann teilweise durch Verwendung von rekombinanten Fusionsproteinen
aus der extrazelluliren Domine des Molekiils und dem F_ von IgG verhindert werden, was in
dieser Arbeit fiir das humane Ortholog von CHLI1 durchgefithrt wurde. Die Expression in
eukaryontischen Zellen, die das Protein in den Uberstand sezernieren, ermdglicht eine weniger
denaturierende Aufreinigung und dadurch eine bessere Erhaltung der Struktur. Durch die Fusion
mit F_ entstehen Fusionsprotein-Dimere, die die cis-Clusterung an der Zelloberfliche imitieren,
welche fiir die Funktion der Molekiile und die Signaltransduktion von Bedeutung zu sein scheint
(Reth, 1992). Diese chimiren Proteine kann man entweder substratgebunden oder in 16slicher
Form verwenden. In Zellkultur koénnen auch andere Funktionen von Adhisionsmolekiilen
untersucht werden wie der Einfluf3 auf die Adhision von Zellen oder auf das Zelluberleben (Appel
et al., 1993; Chen et al., 1999).
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Um die Funktion weiter zu charakterisieren gibt es zum einen die Moglichkeit,
Neuritenwachstumsexperimente mit Primirzellen durchzufiihren, die aus Tieren gewonnen
wutrden, die Mutationen oder Deletionen in dem zu untersuchenden Molekil aufweisen. Alternativ
konnen diese Experimente auch, statt mit der substratgebundenen Form des Molekiils, mit Zellen,
die mit der DNA des Molekiils transfiziert wurden und es in physiologischen oder gréfleren
Konzentrationen an ihrer Oberfliche exprimieren, durchgefiihrt werden, um deren Einfluf auf das
Neuritenwachstum verschiedener Zellpopulationen, die auf einem Rasen der transfizierten Zellen
kultiviert werden, zu untersuchen. Dies bietet den Vorteil gegeniiber der Untersuchung in
substratgebundener Form, daf3 auch die physiologische Verankerung der Molekiile in der Membran
und deren Orientierung an der Oberfliche berticksichtigt werden (Rutishauser, 1993).
Diese Neuritenwachstumsexperimente kénnen auch mit spezifischen Antikérpern gegen das zu
untersuchende Molekiil durchgefiihrt werden, womit die Spezifitit der Interaktionen weiter
charakterisiert werden kann. So konnte in Antikérperstudien die heterophile Interaktion von L1
dokumentiert werden (Bixby et al., 1988; Williams et al., 1995). Spezifische Antikérper kénnen auch
fir Experimente in vivo verwendet werden. Durch Hemmung der Funktion der
Zelladhidsionsmolekiile durch Antikérper oder F, wihrend der Entwicklung koénnen eventuell
Verinderungen in der Morphologie nachgewiesen werden. So konnte z.B. durch die Applikation
von Antikérpern gegen NgCAM im sich entwickelnden Riickenmark des Huhns eine

Defaszikulierung der kommissuralen Neuriten bewirkt werden (Brimmendorf und Rathjen, 1995).

Eine weitere Moglichkeit, die Funktion von Proteinen in vivo zu testen besteht in
Regenerationsversuchen. Dabei koénnen periphere oder zentrale Nervenbahnen kinstlich
durchtrennt oder gequetscht werden, um dann durch Applikation des zu testenden
Adhisionsmolekiils in 16slicher Form, z.B. als Fusionsprotein, dessen Einflu} auf die Regeneration
zu testen, wie dies fir FGF von Cheng et al. (1996) durchgefithrt wurde. Hier wurde nach
Durchtrennung des Riickenmarks FGF appliziert und zum einen die funktionelle Regeneration,

zum anderen morphologische Verinderungen bestimmt.

In dieser Arbeit sollte die Funktion des humanen Orthologs des neuralen Zelladhidsionsmolekiils
CHL1 charakterisiert werden. Hierzu wurde zunichst ein fiir ein Fusionsprotein aus dem F_ von
humanem IgG, und der extrazelluliren Domine des humanen Orthologs von CHL1 kodierendes
Plasmid konstruiert, das dann nach CaPO -Transfektion zur Expression und Sekretion des Proteins
in eukaryontischen CHO-Zellen fiihrte. Das Protein wurde iiber Protein A-Sepharose zur weiteren
Verwendung aufgereinigt. Da das Medium fiir die Produktion des Proteins kein Serum enthielt, war
es moglich, ein rekombinantes Protein von hoher Reinheit zu produzieren, um mdégliche Effekte
von Verunreinigungen zu minimieren. So ergaben sich in der Coomassie-Firbung auch keine
weiteren Banden neben einer bei ca. 220 kDa unter reduzierenden Bedingungen. Die im Vergleich
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zum auf der Basis der Sequenz von hCHLI-Fc kalkulierten Molekulargewicht von 150,0 kDa
bestehende Differenz erklirt sich durch die Glykosylierung des Molekiils, was schon fiir das CHL1
der Maus gezeigt wurde. (Holm et al., 1996). Fir die Produktion des Proteins wurde ein
eukaryontisches Expressionssystem gewahlt. In prokaryontischen Expressionssystemen kénnen nur
kleine Dominen exprimiert werden, denen die posttranslationellen Modifikationen fehlen, die in
der Interaktion der Zelladhisionsmolekile aber von Bedeutung sind, wie z.B. das HNK-1-Epitop
in der cis-Interaktion von L1 und NCAM (Schachner und Marini, 1995), das erst durch
Glykosylierung gebunden wird. Die Expression in eukaryontischen Zellen ermdglicht eine korrekte
Glykosylierung sowie Faltung in die richtige Tertidrstruktur des Molekils und erhoht die
Ubereinstimmung zwischen nativem und rekombinantem Protein. Es entstanden dimere Proteine,
was sich an der hoéhermolekularen Bande unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigte.
Die dimeren Fusionsproteine wurden in dieser Arbeit zur Untersuchung der Funktion des
humanen Orthologs von CHL1 verwendet. Als System wurde die Kultur von Primirzellen aus dem
Cerebellum von infantilen Madusen gewihlt, denen das Fusionsprotein in l6slicher und
substratgebundener Form angeboten wurde, um dessen EinfluB3 auf das Neuritenwachstum zu
untersuchen. Die in dieser Arbeit verwendete Cerebellum-Zellkultur (modifiziert nach Keilhauer et
al., 1985) erwies sich schon in mehreren anderen Arbeiten als anwendbar (Appel et al., 1993; Chen
et al.,, 1999). Um den Einfluf3 auf das Neuritenwachstum unabhingig von der Adhasion der Zellen
zu bestimmen, die eine Voraussetzung des Neuritenwachstums darstell, wurden die
Fusionsproteine und die Kontrollproteine jeweils auf Poly-L-Lysin absorbiert, da Poly-L-Lysin ein
hochpotentes Substrat fir die Adhdsion von Kulturzellen ist und somit eventuelle Unterschiede der
Adhision der Cerebellumzellen an hCHLI1-Fc bzw. die Kontrollproteine, die sich durch
verschiedene Zelldichten wiederum auf das Neutitenwachstum auswirken wiirden, nicht auftreten
konnten (Appel et al., 1993). Als optimale Zellzahl pro Kulturschale (0.5 cm Durchmesser) fir
Neuritenwachstumsexperimente wurde in dieser Arbeit 8000 ermittelt. Bei geringeren Zellzahlen
nahm das Neuritenwachstum sowohl unter dem Einflu der Kontrollproteine, als auch von
hCHL1-Fc so stark ab, dafl Unterschiede nicht mehr feststellbar waren, wihrend es bei gréfleren
Zellzahlen zunehmend zu Bertihrungen der Neuriten, besonders unter dem Einflul von hCHL1-
Fc, kam. Da andere Neuriten bertihrende Neuriten nicht ausgewertet wurden, verfilschte dies
zunechmend das Ergebnis zu Gunsten der Kontrolle, da deren Neuriten kiirzer waren und es so
seltener zu Bertthrungen kam. Dies zeigte sich auch bei der fir die Messungen benutzten Dichte
von 8.000 Zellen, so dal3 auch hier die Differenz zwischen dem Einfluf3 der Kontrolle und hCHL1-

Fc im Ergebnis dieser Arbeit als eher unterschitzt betrachtet werden mul3.

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dal3 das humane Ortholog von CHL1 das Neuritenwachstum

von Cerebellumzellen signifikant stimuliert. Es stimuliert das Neuritenwachstum sowohl in
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l6slicher, als auch in substratgebundener Form, in substratgebundener Form etwas stirker als in
l6slicher Form. Der Effekt ist konzentrationsabhingig mit geringerem Effekt bei Konzentrationen
unter 1 pg/ml und maximalem Effekt bei 1 — 10 pug/ml. Die Stimulation des Neutitenwachstums
wurde schon fiir mehrere Molekiile der I.1-Familie nachgewiesen. So wurde eine Stimulation des
Neuritenwachstums verschiedener Zellpopulationen fiir L1 in substratgebundener (Appel et al.,
1993) und in Form eines l6slichen Fusionsproteins (Chen et al., 1999) und fir das CHL1 der Maus,
ebenfalls in substratgebundener und 16slicher Form (Hillenbrand et al., 1999) sowie in Form eines
16slichen Fusionsproteins (Chen et al., 1999) und als Molekil an der Oberfliche von mit CHL1
transfizierten Zellen (Hillenbrand et al, 1999) gezeigt. Das Ausmal} der Steigerung des
Neuritenwachstums lag dabei im Bereich des Ergebnisses dieser Arbeit, was auch im
Vergleichsexperiment in dieser Arbeit gezeigt wurde, in dem die humanen Orthologe von L1 und
CHL1 das Neuritenwachstum vergleichbar steigerten, wahrend Laminin zu stirkerem Wachstum
fihrte. Dieser Unterschied wurde fiir das homologe Protein von L1 der Maus in aufgereinigter
Form und Laminin schon von Appel et al. (1993) gezeigt und spricht fiir die Validitdt dieser
Ergebnisse. Die Versuche dieser Arbeit zeigen, da3 das Neuritenwachstum auf immobilisiertem
hCHL1-Fc konzentrationsabhingig ist. Ein Schwellenwert scheint dabei nicht zu existieren, schon
geringe Konzentrationen von hCHL1-Fc stimulieren das Neuritenwachstum, allerdings signifikant
weniger als groflere. Die Abnahme der Stimulation deutete sich schon bei der Untersuchung der
Funktion des CHL1 der Maus an (Chen et al, 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Funktion des humanen Orthologs von CHIL1 aber bei noch geringeren Konzentrationen
untersucht und auch hier eine abnehmende Stimulation gezeigt. In der Arbeit von Chen et al.
(1999) wurde ein Maximum der Stimulation des Neuritenwachstums durch CHL1 bei einer
Konzentration von 1 pg/ml gefunden. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir das humane Ortholog
von CHLI gezeigt, dal3 es auch in héheren Konzentrationen das Neuritenwachstum entsprechend
stimulierte. Einige der Versuche zeigten zwar einen Abfall der Stimulation bei 2 pg/ml, bei der
Betrachtung der Gesamtheit der Versuche scheint dies aber eher Ausdruck der statistischen
Variabilitit  als eines hemmenden Einflusses hoherer Konzentrationen zu  sein.
Fir andere Zelladhisionsmolekile wurden verschiedene Arten der Konzentrationsabhingigkeit
gefunden. Wihrend fir F11 ein Schwellenwert, aber keine Konzentrationsabhingigkeit
nachgewiesen werden konnte, wurde fir NCAM ein Schwellenwert gefunden mit einer
Konzentrationsabhingigkeit in Form einer Exponentialfunktion (Hoffmann und Edelmann, 1983)
und fiir N-Cadherin eine lineare Konzentrationsabhangigkeit. Auch der Einfluf3 von Laminin auf
das Neuritenwachstum zeigte sich als wenig abhingig von der Konzentration (Buettner und

Pittmann, 1991).
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In dieser Arbeit zeigte das humane Ortholog von CHL1 eine Konzentrationsabhingigkeit, die am
ehesten linearer Natur bis zu einem Maximalwert ist. Von fritheren Autoren wurde vermutet, dal3
Molekile mit konzentrationsabhingigem Effekt eine instruktive Funktion fir das
Neuritenwachstum  haben konnten, wihrend die Funktion von Molekilen ohne

Konzentrationsabhingigkeit eher permissiver Natur sei (Buettner und Pittmann, 1991).

Da hCHLI1-Fc in Versuchen zur Regeneration im Riickenmark in vivo verwendet werden sollte,
war es wichtig, auch die Funktion des Proteins in 16slicher Form zu bestimmen. In dieser Arbeit
stimulierte hCHLI1-Fc sowohl substratgebunden, als auch in l6slicher, dimerer Form das
Neuritenwachstum. Dies wurde auch fiir das CHLL1 der Maus als Fusionsprotein in dimerer Form
gezeigt (Chen et al., 1999). Auch hier stimulierte die 16sliche Form das Neuritenwachstum weniger
als die substratgebundene, was auch damit zusammenhingen kénnte, da3 die 16sliche Form erst 2 h
nach dem Ausplattieren der Zellen zugegeben wurde, um eine Beeintrichtigung der Adhision zu
verhindern. Natltliche 16sliche Isoformen von Molekilen der Ll1-Familie, die das
Neuritenwachstum  stimulieren, wurden fur TAG-1/Axonin-1 (Futley et al, 1990),
F3/F11/Contactin (Gennarini et al., 1989) und das CHL1 der Maus (Hillenbrand et al., 1999)
beschrieben. Losliche monomere Isoformen von L1 stimulierten hingegen das Neuritenwachstum
nicht, wihrend es in dimerer Form eines Fusionsproteins zu einer Stimulation fiithrte (Doherty et
al,, 1995). Mit hCHL1-Fc stand nun ein l6sliches Molekil zur Verfiigung, dessen Einflu3 auf das
Neuritenwachstum nachgewiesen ist. Ziel war seine Verwendung in Regenerationsversuchen bei

Rickenmarksverletzungen.

Rickenmarksverletzungen sind Gegenstand intensiver Forschung. Beim Menschen handelt es sich
bei Riickenmarksverletzungen meist um Kontusionen und in geringerem Anteil um Transsektionen
mit totalem Querschnittssyndrom. Im Gegensatz zum peripheren Nervensystem kommt es im
zentralen Nervensystem aber nur zu geringer neuraler Regeneration. Die Ursachen hierfiir lassen
sich in drei Bereiche aufteilen: der Zelltod der verletzten und umliegender Neurone, die Unfahigkeit
differenzierter Neurone Neuritenwachstum zu initiileren und aufrechtzuerhalten und eine
Umgebung, in der restriktive gegentiber permissiven Faktoren tberwiegen (Behar et al., 2000), die
alle therapeutische Ansatzpunkte bieten. Ein Ansatzpunkt liegt in der Verhinderung des Zelltods.
Wenn dies erreicht werden kann, kénnten embryonale Stammzellen transplantiert werden, um
verlorene Neurone zu ersetzen (McDonald et al., 1999). Potentielle Molekiile hierfiir sind L.1 und
CHLI, fir die in vitro ein hemmender Einflul3 auf Apoptose nachgewiesen wurde (Chen et al.,
1999). Ein weiterer Ansatzpunkt ist die restriktive Umgebung, die eine Regeneration verhindert und
zur Bildung einer gliosen Narbe fiihrt. Wie in der Finleitung beschrieben lassen sich die Faktoren
der Umgebung in 16sliche Faktoren mit Fernwirkung, Molekiile der extrazelluliren Matrix sowie
Molekille an der Zelloberfliche einteilen. Eine Moglichkeit, umfassend in dieses System
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einzugreifen, besteht in der Zell- und Gewebstransplantation. So wurden bisher periphere Nerven,
Schwannzellen und embryonale Stammzellen mit einigem Erfolg transplantiert (McDonald et al.,
1999). AuBlerdem kann auch in einzelne Systeme regulierend eingegriffen werden. So wurde gezeigt,
dal3 Myelin zentraler Neurone hemmenden Einflul auf die Regeneration hat. Es konnte durch
Applikation von Antikérpern gegen zentrales Myelin eine geringe Verbesserung der Regeneration
erzielt werden (Tatagiba et al, 1997), insbesondere wurden Myelin-Associated-Glycoprotein
MAG) (Fawcett und Asher, 1999) und Nogo-A (Chen et al., 2000), zwei Zelladhasionsmolekiile,
als regenerationshemmende Molekiile identifiziert. Weitere in vitro als hemmende Signale
identifizierte Molekiile sind Semaphorin 3a (Pasterkamp et al., 1999), EphB3 (Miranda et al., 1999)
und Molekile der extrazelluliren Matrix wie Phosphacan, Versican, Brevican, Neurocan und
Tenascin-R (Fawcett und Asher, 1999). Diese bieten potentielle Ansatzpunkte der Verbesserung
der Regeneration. Einen weiteren Ansatzpunkt bilden die das Neuritenwachstum stimulierenden
Molekiile. Diese konnten die Regeneration im zentralen Nervensystem steigern, indem sie die
Apoptose verhindern, molekulare Mechanismen des Wachstums stimulieren, und als leitende
Strukturen des gerichteten Neuritenwachstums wirken. Dies deutete sich fiir den FGF-Rezeptor an
(Cheng et al, 1996). Mit dem zunehmenden Verstindnis der Signaltransduktion im
Wachstumskegel bietet auch diese Ansatzpunkte, indem dort regulierend eingegriffen wird.
hCHLI1-Fc wird in einem Regenerationsmodell am gequetschten Riickenmark der Ratte getestet,
das durch funktionelle und morphologische Untersuchungen FEinsicht in dessen Einflul3 auf die
Regeneration im Riickenmark bringen soll. So koénnte hCHL1-Fc einmal einen Faktor in der
Behandlung von Ruckenmarksverletzungen beim Menschen darstellen, die wie oben beschrieben
auch meist kontusioneller Natur sind, wenn die Vielzahl der die Regeneration beeinflussenden
Faktoren ausreichend verstanden sind. Zur Zeit der Einreichung dieser Arbeit lagen die Ergebnisse
der Regenerationsexperimente allerdings noch nicht vor. Auch wenn in den letzten Jahren viele
ermutigende Ergebnisse veroffentlicht wurden, wird noch intensive Forschung notig sein, um eine
routinemiflige Verbesserung der Regeneration beim Menschen zu erreichen. So ist nicht nur
axonales Wachstum, sondern auch ein Wachstum entlang der richtigen Strukturen und eine
Erkennung der richtigen Zielzellen und —strukturen mit der Formation funktionierender Synapsen
fir eine angemessene Reinnervation notig. Bis dahin wird der Standard der Therapie weiterhin auf
zwei Sdulen ruhen, zum einen auf der Verhinderung weiterer Zellschidigung durch hochdosierte
Corticosteroidapplikation und der operativen Stabilisierung der Wirbelsiule und Dekompression
des Riickenmarks, zum anderen auf der Rehabilitation mit Optimierung der verbliebenen Funktion

und der Reduktion der auftretenden Probleme.
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2. Untersuchung der Signaltransduktion von L1 mit

der 2-D Polyacrylamidgelelektrophorese (2-D PAGE)

In dieser Arbeit wurde die Signaltransduktion von L1 mit der 2-D Polyacralamidgelelektrophorese
untersucht.

Die 2-D PAGE ist eine Technik, die, erstmals von O’Farrell 1975 beschrieben, hochste
Auflésungen fiir Proteinanalysen bereitstellt und deswegen eine Zentralstellung in den sogenannten
Proteomics, einem den Genomics entsprechenden Ansatz der globalen Analyse der Genexpression
auf Proteinebene, einnimmt. Das Proteom stellt die Gesamtheit der vom Genow einer Zelle
exprimierten Profeine dar. Die 2-D PAGE wird heute fiir verschiedene Fragestellungen verwendet.
So kénnen komplexe Proteingemische in ihre einzelnen Polypeptidkomponenten aufgetrennt und
Proteinexpressionsmuster in Zellen von Geweben in verschiedenen Zustinden verglichen werden,
z.B. normales Gewebe mit demselben Gewebe in tumordser Entartung oder ein Gewebstyp
wihrend der Entwicklung mit dem differenzierten Zustand. Aullerdem bietet die 2-D PAGE die
Moglichkeit, unter definierten Bedingungen die Antwort einer Zellpopulation auf zu untersuchende
Molekiile auf Proteinebene zu untersuchen, da die Expression der Proteine sowohl quantitativ, als
auch qualitativ untersucht werden kann, wobei wie in dieser Arbeit die Moglichkeit besteht, z.B.
Zelloberflichenmolekiile durch Antikérper spezifisch zu stimulieren, um die Signaltransduktion zu
untersuchen. Zur Identifikation und Charakterisierung der Proteine, die hierbei eventuell neu
auftreten oder deren Expression sich quantitativ dndert, stehen verschiedene Techniken zur
Verfigung wie Peptid-Sequenzierung durch Edman-Degradierung (Bauw et al., 1989),
Massenspektroskopie (Schevchenko et al., 1997) und Western Blot. Proteomprofile verschiedener
Labore zeigten, daf} nur ein Teil der Gene des Genoms in einem bestimmten Zelltyp exprimiert
wird (Celis et al., 1998), so dal3 einzelne Zellen wahrscheinlich nicht mehr als 6000 primire
Translationsprodukte zu einem bestimmten Zeitpunkt exprimieren, von denen 80-90% Produkte
von house-keeping Genen darstellen, die in verschiedener Ausprigung in den meisten Zellen
exprimiert werden (Celis et al., 1998). Die 2-D PAGE beriicksichtigt auch posttranslationelle
Modifikationen wie Glykosylierung und Phosphorylierung. Auflerdem koénnen die Effekte von
Serin- und Tyrosinkinasen nachgewiesen werden, da diese durch Phosphorylierung und

Dephosphorylierung den isoelektrischen Punkt des untersuchten Molekiils verindern.

Ein Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der intrazelluliren Signaltransduktion von L1. Es
sollten insbesondere mogliche Effekte von Tyrosinkinasen und —phosphatasen durch Verwendung
des Anti-Phosphotyrosin-Antikérpers 4G10 im Western Blot des 2-D-Gels untersucht werden.
Wie in der Einleitung gezeigt wurde, sind fiir die Signaltransduktion von L1 zahlreiche mogliche

Wege beschriecben und fur einige deren Bedeutung bewiesen worden. Auch
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Tyrosinphosphorylierung und —dephosphorylierung wurden vorgeschlagen. Es wurde gezeigt, dal3
L1 selbst an mehreren Stellen der zytoplasmatischen Domine an Tyrosinresten phosphoryliert wird
(Heiland et al., 1998). AuBlerdem scheinen Rezeptor- und Non-Rezeptor-Tyrosinkinasen an der
Signaltransduktion von Zelladhisionsmolekiilen beteiligt zu sein (Beggs et al., 1994). So wurde Src
mit der Funktion von L1 in Verbindung gebracht. Es ist allerdings nicht klar, an welcher Stelle und
zu welchem Zeitpunkt diese Kinasen aktiv sind. Neben Tyrosinkinasen miissen an der Regulation
auch Phosphatasen beteiligt sein. Es wurden auch hier Rezeptor- und Non-Rezeptor-Tyrosin-
Phosphatasen beschrieben, deren Funktion noch nicht genau untersucht wurde. In dieser Arbeit
sollte nun mit Hilfe der 2-D PAGE und dem Antikérper 4G10 dieser mogliche
Signaltransduktionsweg von L1 charakterisiert werden. Es konnten allerdings keine
reproduzierbaren Unterschiede im Tyrosinphosphorylierungsmuster zwischen stimulierten N2A-
Zellen und den Zellen der Kontrolle gefunden werden. Dies kann mehrere Griinde haben.
Zum einen koénnte die Tyrosinphosphorylierung keine Rolle in der Signaltransduktion von L1
spielen. Dies ist bei der Fulle der Experimente, die einen EinfluB der Tyrosinphosphorylierung
implizieren aber unwahrscheinlich. Méglich ist auBlerdem eine fehlende Stimulierung der N2A-
Zellen durch den verwendeten Antikérper AK 557.B6. Auch dies ist unwahrscheinlich, da AK
557.B6 in friheren Experimenten spezifisch mit L1 reagierte und Neuritenwachstum stimulierte, zu
einer Steigerung der Expression von Inositolphosphaten fithrte und die intrazellulire Ca™'-
Konzentration erhohte (Appel et al., 1995). Ausgeschlossen ist aber nicht, dal3 hier nur einer von
mehreren moglichen Signaltransduktionswegen stimuliert wurde, da AK 557.B6 spezifisch
zwischen der zweiten und dritten FNIII-Domine bindet und andere Wege eventuell durch
unterschiedliche Interaktionen von L1 stimuliert werden. Wahrscheinlicher ist allerdings, dal3 die
Ursache des fehlenden Nachweises eines Unterschieds im Proteinexpressionsmuster zwischen
stimulierten Zellen und Kontrollzellen in der 2-D PAGE zu suchen ist. Der Nachweis von
Polypeptiden kann aus unterschiedichen Griinden in der 2-D PAGE fehlschlagen. So werden
einige Proteine durch den Lysierpuffer nicht ausreichend gelost und kénnen so nicht detektiert
werden. Andere Proteine haben einen isoelektrischen Punkt, der auBlerhalb des pH-Bereichs des
verwendeten Streifens fur die isoelektrische Fokussierung liegt. Proteine mit zu hohem oder
niedrigen Molekulargewicht wandern nicht ins Polyacrylamidgel und bleiben deswegen
unbertcksichtigt. Deswegen wurde auch in dieser Arbeit L1, das mit seinem hohen
Molekulargewicht nicht berticksichtigt wird, nicht detektiert, obwohl eine Verinderung der
Tyrosinphosphorylierung der zytoplasmatischen Domine zu erwarten war. Einige Proteine
prazipitieren auch und verstreichen so anstatt einen Spot zu bilden. Auch liegt die Menge einiger
Proteine einfach unter der Detektionsgrenze der verwendeten Nachweismethode. SchlieBlich

wurden von verschiedenen Gruppen Probleme mit den vorgefertigten Streifen fiir die isoelektrische
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Fokussierung, die zu Streifen und Prizipitaten fihrten, beschrieben (Righetti und Bossi, 1997), was
auch in dieser Arbeit auffiel. Die Ursache des fehlenden Nachweises in dieser Arbeit ist letztlich
ungeklirt. Obwohl noch nicht viele Ergebnisse dieser neuen Technik im Bereich der Neurobiologie
vorliegen (fiir Beispiele siche Fountoulakis et al., 1999; Lubec et al., 1999), wird sie noch weitere

Einblicke in die Signaltransduktion neuraler Zelladhiasonsmolekdle bringen.

Zusammen mit anderen Ansitzen wird eine Aufklirung der Signaltransduktion der neuralen
Zelladhdsionsmolekiile weitere therapeutische Ansatzpunkte liefern wie dies schon in der
Diskussion der Ergebnisse der Neuritenwachstumsexperimente angedeutet wurde. Eventuell wird
man durch Eingriffe in die Signaltransduktion die Regeneration bei Riickenmarksverletzungen
verbessern kénnen. Zu bedenken ist bei allen Ansitzen zur Steigerung der Regeneration, daf3 schon
ein Rest von 10% funktionierender Neuronen im Rickenmark oft das aufrechte Gehen, eventuell
mit Gehbhilfen, ermoglicht, und so auch geringe Steigerungen der Regeneration zu groflen Effekten

fir den betroffenen Patienten fihren konnen.
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E. Zusammenfassung

Das humane orthologe Molekil von CHL1 (hCHL1) ist ein kiirzlich entdecktes Molekil aus der
L1-Familie von Zelladhisionsmolekilen. Die Molekiile dieser Teilfamilie der Ig-Superfamilie sind
an zahlreichen Vorgingen in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Funktion des zentralen
und peripheren Nervensystems beteiligt. In dieser Arbeit sollte ein Fusionsprotein aus der
extrazelluliren Domine von hCHL1 und dem F_ von IgG, hergestellt werden, um mit diesem in
Neuritenwachstumsexperimenten die Funktion von hCHLI1 zu untersuchen. Hierzu wurde
zunichst ein fur das Fusionsprotein hCHL1-Fc kodierendes Plasmid konstruiert, das durch CaPO -
Transfektion in CHO-K1-Zellen eingefiihrt wurde. In diesem eukaryontischen Expressionssystem
wurde das Fusionsprotein in dimerer Form in den Uberstand sezerniert und konnte iiber Protein
A-Sepharose aufgereinigt werden. Nachdem dessen Identitit im Western Blot gesichert war, wurde
es zu Neuritenwachstumsexperimenten in der Cerebellum-Zellkultur verwendet. Es wurde gezeigt,
dal3 hCHL1-Fc das Neuritenwachstum von Cerebellumzellen der Maus sowohl substratgebunden,
als auch in loslicher Form konzentrationsabhingig in dhnlichem Malle wie 1.1 und Laminin
stimuliert. Nach Sicherung der Funktion wird hCHL1-Fc nun in Experimenten zur Regeneration
bei Riickenmarksverletzungen durch Kontusion an Ratten verwendet und wird so moglicherweise

eine Teilfunktion in der Therapie von Rickenmarksverletzungen einnehmen kénnen.

1.1 ist ein weiteres Molekil der 1.1-Familie, dessen Funktion schon niher charakterisiert wurde.
Seine Signaltransduktion ist Gegenstand intensiver Forschung. Zahlreiche potentielle
Transduktionswege wurden beschrieben. In dieser Arbeit sollte der noch weitgehend unbekannte
Einflu von Tyrosinkinasen und —phosphatasen untersucht werden. Dazu wurden N2A-Zellen
kultiviert, mit dem Anti-L1-Antikérper AK 557.B6 stimuliert, der in friheren Experimenten
erfolgreich Neuritenwachstum und Ca*"-Influx stimulierte, und schlieBlich lysiert. Das Lysat wurde
durch 2-D Polyacralamidgelelektrophorese aufgetrennt und mit der Silberfirbung angefirbt bzw.
im Western Blot mit dem Anti-Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 verwendet, um Unterschiede
zwischen den stimulierten Zellen und der Kontrolle festzustellen. In dieser Arbeit konnten keine
reproduzierbaren Unterschiede zwischen stimulierten Zellen und Kontrolle gefunden werden, was

den Einfluf} von Tyrosinkinasen und —phosphatasen aber keineswegs unwahrscheinlich macht.
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