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1. EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Entwicklung des Nervensystems hidngt von einer Vielzahl ineinandergreifender
Prozesse ab, die die Entstehung und Ausbildung der morphologischen Struktur des
Gewebes und, damit verbunden, dessen Funktionalitit regulieren. Zu diesen Prozessen
zdhlen die Induktion, die Differenzierung und das Uberleben neuraler Vorliuferzellen, die
Wegfindung von Neuronen zu einem Bestimmungsort, sowie die Entstehung neuraler
Kontakte (Purves und Lichtman, 1983, Goodman und Shatz, 1993, Edelman, 1986). Im
adulten Nervensystem findet ein kontinuierlicher Neubildungsprozess von Gliazellen und,
in bestimmten Gehirnregionen, von Nervenzellen statt, die in das umliegende Gewebe
wandern und dort integriert werden miissen (fiir eine Ubersicht: Gould and Gross 2002).
Dariiber hinaus sind erwachsene Neuronen befédhigt, synaptische Kontakte
umzustrukturieren und die Stirke von Synapsen zu verdndern. Dieser Prozess wird als
,synaptische Plastizitdt bezeichnet (im Uberblick: Garner et al., 2002) und von

Verinderungen in der Genexpression begleitet (im Uberblick: Klann und Dever, 2004).

Grundlegend fiir diese Prozesse ist die Fahigkeit der Neuronen und ihrer auswachsenden
Fortsiatze und Dendriten, Kontakte mit anderen Neuronen und Gliazellen sowie mit der
extrazelluliren Matrix (EZM) auszubilden (Kater und Rehder, 1995, Gordon-Weeks und
Fischer, 2000). Eine Vielzahl dieser Kontakte wird von integralen Membranproteinen
vermittelt, die als Zelladhdsionsmolekiile (cell adhesion molecules, CAMs) bezeichnet
werden. Sie werden aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft in Integrine (Hynes, 1992,
Reichardt und Tomaselli, 1991), Cadherine (Kemler und Ozawa, 1989, Takeichi, 1991),
Glykoproteine der EZM (Sanes, 1989, Reichardt und Tomaselli, 1991) und die
Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) (Williams und Barcley, 1988, Briimmendorf et al.,
1993) unterteilt.
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1.1 Neurale Zelladhisionsmolekiile der Immunglobulin-
Superfamilie

Die Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) umfasst eine Gruppe von Molekiilen, die nach
ihrer extrazellularen Struktur mit mindestens einer Immunglobulin (Ig)-verwandten
Domine benannt wird. Die IgSF wiederum wird nach der Zahl der Ig-verwandten
Doménen, dem Vorhandensein und der Anzahl von Fibronektin-Typ-III-verwandten
Wiederholungen (FN-III), der Art der Molekiilbindung an die Zellmembran und dem
Vorhandensein katalytischer Doménen in verschiedene Untergruppen unterteilt. Neben der
Gruppe der adhidsionsvermittelnden Molekiile unterscheidet man die Rezeptor-
Phosphotyrosinphosphatasen (RPTP) und die Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Die
extrazelluldre Doméne der neuralen Zelladhédsionsmolekiile (auch Zellerkennungsmolekiile
genannt) variiert von einer Immunglobulineinheit, wie in PO, bis hin zu sechs N-terminal
angeordneten Immunglobulinwiederholungen in L1 (L1) und dem close homologue of L1
(CHL1). Diese Einheiten sind meist mit aneinander gereihten Fibronektin-Typ-III-
Wiederholungen kombiniert, wie in NCAM, L1 und CHL1 (siehe Abb. 1). Die neuralen
Zelladhdsionsmolekiile sind entweder iiber eine Transmembrandomine oder iiber einen
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker an die Zellmembran gekoppelt. Durch
alternatives Spleissen eines primédren Transkriptes entstehen drei Hauptisoformen von
NCAM (Cunningham et al., 1987), von denen die 120 kDa-Isoform GPI-verankert
vorliegt. Die beiden Isoformen hoheren Molekulargewichtes (140 kDa und 180 kDa) sind
mit einer Transmembrandoméine ausgestattet und unterscheiden sich durch einen 261-
Aminosdure-Einschub in der intrazelluliren Doméne (Abb. 1). Alle Mitglieder der IgSF
verfiigen iiber eine grofe Zahl an Glykosylierungsstellen in der extrazelluldren Doméne.
NCAM, L1 und CHLI sind mit HNK-1-Kohlenhydrat-Epitopen dekoriert, die sulfatierte
Glucoronsdure enthalten. Ein Kohlenhydrat, das bisher nur auf NCAM nachgewiesen
wurde, ist das «-2,8-gekoppelte Polysialinsdure (polysialic acid, PSA)-Kohlenhydrat.
Menge und Verteilung des extrazellulir an NCAM gekoppelten PSAs beeinflusst die
adhidsiven und  Neuritenwachstum  fordernden  Eigenschaften des  neuralen

Zelladhiasionsmolekiils.
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C Ig-verwandte NH, NH,

Domdne

Fibronektin 1l
! Domdane

o Glykosylierung

O GP-Anker NH,  NH, NH,
NH, NH,
CN "
|
NCAM120 '
PO S-MAG LMAG NCAMT140 L1 CHL1
NCAM180

Abb. 1: Ubersicht iiber repriisentative Zelladhiisionsmolekiile der Immunglobulin-Superfamilie

(modifiziert nach Bormann, 2001).

Zelladhédsionsmolekiile der IgSF Superfamilie. Zusitzlich zu den Ig-Doménen konnen noch mehrere FN-III-
Dominen vorliegen. Die Verkniipfung mit der Zellmembran erfolgt iiber eine Transmembrandoméne, wie z.

B. in NCAM 140 und NCAM 180, oder durch einen GPI-Anker, wie in NCAM 120.
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1.2 Das Zelladhiasionsmolekiil 1.1

1.2.1 Die L1 Familie

Das Zelladhésionsmolekiil L1 (Moos et al., 1988) gehort zur sog. L1-Unterfamilie der
IgSF-Molekiile aus Wirbeltieren. Zu dieser Gruppe zédhlen weiterhin CHL1 (Holm et al.,
1996), das neuroglial cell adhesion molecule-related molecule (NrCAM) aus Huhn
(Grumet et al., 1991) und Neurofascin (Volkmer et al., 1992). In wirbellosen Tieren sind
noch zwei Ll-verwandte Molekiile entdeckt worden: Neuroglian aus Drosophila und
Tractin aus Blutegel (Bieber et al., 1989 und Huang et al., 1997). Eine Ubersicht geben
Briimmendorf und Rathjen, (1996) sowie Hortsch, (1996). Die L1-Familie umfasst u. a.
das Ratten-Homolog von L1, das nerve growth factor-inducible large external
glycoprotein (NILE) (Prince et al., 1991) und die Zebrafisch Homologen L1.1 und L1.2
(Tongiorgi et al., 1995).

1.2.2 Struktur und Funktion

Das Zelladhdsionsmolekiil L1 wurde Anfang der 1980er Jahre im zentralen Nervensystem
(ZNS) der Maus identifiziert (Rathjen und Schachner, 1984). L1 fordert die Migration von
Nervenzellen sowie das Auswachsen und die Biindelung von Neuriten. AuBerdem
unterstiitzt L1 die Regeneration von Axonen, das Uberleben von Nervenzellen und die
Mpyelinisierung von Schwann’schen Zellen in vitro. Dariiber hinaus spielt L1 bei
synaptischer Plastizitit eine Rolle. Mutationen im L1-Gen des Menschen fiihren zu einer
Reihe von Defekten wihrend der Entwicklung des Zentralnervensystems und erzeugen
eine neurologische Krankheit, die nach den hochvariabel auftretenden Krankheitsbildern
mit der Bezeichnung CRASH-Syndrom bezeichnet wird: corpus callosum hypoplasia,
mental retardation, adducted thumbs, spastic paraplegia und hydocephalus (Fransen et al.,
1995). Zu den Symptomen zdhlen angewinkelte Daumen, eine Hypoplasie des corpus
callosum und/oder des Corticospinaltraktes, Hydro- oder Makrozephalus, eine Hypoplasie
des vermis cerebelli und eine geistige Unterentwicklung (Willems et al., 1987). Das

CRASH-Syndrom wird mit verschiedenen L1-Mutationen in Verbindung gebracht, wobei

11
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zurzeit 134 pathogene Mutationen identifiziert worden sind. Die Mutationen des
menschlichen L1-Gens, das auf dem X-Chromosom in der Region q28 liegt, betreffen alle
Ig- und FN-III-Dominen sowie den zytoplasmatischen Bereich des Proteins (Van Camp et
al., 1996). L1-knock out (ko-) Miuse zeigen dhnliche Defekte wie die CRASH-Patienten
und tragen wesentlich zur Untersuchung und Aufkldarung der L1-Funktionen bei. L1
besteht extrazellular aus sechs Ig-verwandten Doménen, gefolgt von fiinf FN-III-
Domiinen, einer Transmembrandomine und einem 114 AS umfassenden, phylogenetisch
hoch konservierten zytoplasmatischen Rest (Abb. 1). Der extrazelluldre Teil vermittelt
Wechselwirkungen mit L1 (homophile Interaktion) oder anderen
Zelloberflaichenmolekiilen (heterophile Interaktion), wéhrend die intrazelluldire Domine
signalvermittelnd und regulatorisch wirkt. Von L1 existieren zwei Isoformen, die durch
alternatives Spleissen eines einzigen Gens entstehen: eine neuronale Isoform und eine
kiirzere nicht-neuronale Isoform (z. B. Thor et al., 1987). Die neuronale Isoform enthilt die
gesamte kodierende Sequenz von 28 Exons, wihrend der nicht-neuronalen Isoform die
Exons 2 und 27 fehlen. Es konnte gezeigt werden, dass das Exon 27, das ein Tyrosin-
basierendes Sortiermotiv (YRSL) innerhalb der zytoplasmatischen Domine kodiert, fiir die
clathrinvermittelte Endozytose notwendig ist (Kamiguchi et al., 1998). Neben dem 200
kDa groBen full-length 1.1 konnten 16sliche 180, 140 und 50 kDa-Fragmente (Lindner et
al., 1983, Rathjen and Schachner, 1984) sowie ein 30 kDa groBBes membranassoziiertes
Fragment (Gutwein et al., 2000, Mechtersheimer et al., 2001) identifiziert werden. Diese
Fragmente entstehen durch proteolytische Prozessierung von L1 voller Lange, ein Vorgang

von regulatorischer Bedeutung fiir die funktionellen Eigenschaften von L1.

1.2.3 Expression und Entwicklung

Die Expression von L1 beginnt wihrend der frithen neuralen Entwicklung. L1 wird im
zentralen Nervensystem (ZNS) von den meisten postmitotischen Zellen, hauptsichlich auf
unmyelinisierten Axonen, exprimiert (Bartsch et al., 1989, Lindner et al., 1983). Gliazellen
des ZNS exprimieren weder wihrend der Embryonalentwicklung, noch nach der Geburt
oder bei Lision L1 (Bartsch et al., 1989, Jucker et al., 1996, Mohajeri et al., 1996). In vivo-
und in vitro-Experimente zeigten, dass L1 sowohl im sich entwickelnden als auch im

adulten Nervensystem wichtige Funktionen ausiibt. So storen z. B. Antikorper gegen L1

12
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die Migration von Kornerzellen in Kleinhirnexplantaten der Maus (Lindner et al., 1983)
und die Biindelung von Neuriten in vitro und von Axonen in vivo (z. B. Fischer et al.,
1986, Rathjen et al., 1987). SchlieBlich fordert L1, z. B. als gereinigtes Protein, auf der
Zelloberfliche von Schwann’schen Zellen oder auf der Zelloberfliche von Astrozyten aus
transgenen Méusen das Wachstum von Neuriten (z. B. Appel et al., 1993, Mohajeri et al.,
1996, Seilheimer und Schachner, 1988). Im ladierten peripheren Nervensystem (PNS) ist
die Expression von L1 erhoht (Martini und Schachner, 1988) und konnte fiir die
Regeneration von lddierten Nerven von Bedeutung sein. L1 spielt dariiber hinaus eine
Rolle bei Lernen und Gedéachtnis (Rose, 1995) und bei synaptischer Plastizitit (z. B. Liithi
et al., 1994 und 1996).

1.2.4 Homo- und heterophile Adhision der extrazelluliren Doméne

Wihrend der Entwicklung des Nervensystems steuern die adhiisiven Eigenschaften von L1
das Neuritenwachstum, die Wegfindung und die Biindelung der Neuriten (fiir eine
Ubersicht: Briimmendorf et al., 1998, Kamiguchi und Lemmon, 1997). Die adhisiven
(oder abstoBenden) FEigenschaften von L1 werden von der extrazelluliren Doméne
vermittelt. Diese bindet cis oder trans sowohl homophil an L1 als auch heterophil an
andere Ig-CAMs (fiir eine Ubersicht: Grumet und Sakurai, 1996), z. B. an das GPI-
verankerte Contactin/F3/F11 (Briimmendorf et al., 1993) oder an das transiently expressed
axonal glycoprotein-1 (TAG-1/axonin-1) (Kuhn et al., 1991, Malhotra et al., 1998), an
DM1-GRASP (DeBernardo und Chang, 1996), an Laminin (Grumet et al., 1993) und an
CD24/nectradrin (Kadmon et al., 1995, Sammar et al., 1997). Neben solchen homo- oder
heterophilen Wechselwirkungen werden auch verstirkende oder inhibierende Effekte auf
die homophile L1-L1-Interaktion infolge einer heterophilen NCAM-LI1-Interaktion
diskutiert (Horstkorte et al. 1993, Kadmon et al., 1990, Kristiansen et al., 1999). Dariiber
hinaus wurde eine Bindung von L1 an Integrine (Montgomery et al., 1996) und Rezeptor-
Phosphotyrosinphosphatasen nachgewiesen (Friedlander et al., 1994). Aus dem
extrazelluldiren Bereich von full-length L1 entstehen durch proteolytische Prozessierung
I6sliche Fragmente von 180, 140 und 50 kDa. Dieser Vorgang spielt eine wichtige

regulatorische Rolle bei der integrin- und fibronektinvermittelten Zelladhédsion und
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Zellmigration (Beer et al., 1999, Gutwein et al., 2000, Mechtersheimer et al., 2001) oder
durch den Abbruch der homophilen L1-vermittelter Adhésion (Nayeem et al., 1999).

1.2.5 Signaltransduktion: regulatorische Mechanismen der intra-
zelluliren Doméne

Verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden werden infolge der extrazelluldren
Interaktionen aktiviert. Sie werden von der intrazelluldren (IZ) Domine iibermittelt. Die
IZ-Domine enthidlt vier Phosphorylierungsstellen fiir Serin-Kinasen, zwei Tyrosinreste
(von denen einer in vitro von pp60~™ phosphoryliert wird), eine Actin-Bindungsstelle,
eine AP-2- oder Ezrin-Bindungsstelle und eine Ankyrin-Bindungsstelle, deren
Phosphorylierungszustand die Interaktion von L1 mit dem Actinzytoskelett reguliert (Abb.
2).

Plasmamemlbran

Actin-Stressfasermn

1152 S P20rsk

1176 Y
AP-2 oder Ezrin
alternatives Spleissen
1181 ? Ck2
S
1204 § ERK?2
1224 S
Ankyrin
1229 unbekannte Kinase
1248 S ERK?2
OH

Abb. 2: Bindungs- und Phosphorylierungsstellen in der intrazelluliiren Doméne von L1 (modifiziert

nach Kenwrick et al., 2000).

Schematisch dargestellt sind die verschiedenen Serin- und Tyrosinphosphorylierungsstellen der

intrazelluldren Doméne von L1 und, soweit bekannt, die Kinasen, die diese Reste phosphorylieren. Die
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Bindungsmotive sowie die bindenden Proteine und die alternative Spleifistelle sind mit Doppelpfeilen

markiert.

Die Serin-/Threonin-Kinase ribosomal S kinase (p90™), eine Komponente der mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalkaskade, phosphoryliert L1, prizipitiert mit L1
und reguliert moglicherweise das L1-abhéngige Neuritenwachstum (Wong et al., 1996).
Auch ein Einfluss der nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase pp60“~™° (Src) auf das
Neuritenwachstum konnte belegt werden, da das Ll-abhingige Neuritenwachstum Src-
negativer Neuronen beeintrichtigt ist (Ignelzi et al., 1994). Ng-CAM wird von der chicken
embryo kinase 5 (Cek5/EphB2), einer Rezeptor-Tyrosinkinase der Eph-Kinase Familie
phosphoryliert (Zisch et al., 1997). Auch die Serin-/Threoninkinase Casein kinase 11 (CK
IT) phosphoryliert die neuronale und nicht-neuronale Isoform von L1 und konnte

zusammen mit L1 koimmunprizipitiert werden (Wong et al., 1996).

Ausgelost durch das Clustern der extrazelluliren Doménen von L1 durch anti-L1-
Antikorper konnte eine Signalkaskade ermittelt werden, die zur Aktivierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK, auch: extracellular signal regulated kinase, ERK1 und
ERK2) fiihrt. Dieser Signaltransduktionsweg involviert die GTPase Dynamin, pp60°™",
Phoshatidylinositol 3 (PI3)-Kinase und die GTPase p21™. Fiir die Aktivierung dieser
Signalkaskade ist die pp60°™“- und dynaminabhingige Endozytose von L1 notwendig
(Schmid et al., 2000), (Abb. 3). Weiterhin konnten die Autoren zeigen, dass die spezifische
Inhibition der MAPK das L1-abhingige Neuritenwachstum von Kleinhirnneuronen auf L1-
Substrat hemmt. Zusammengenommen ergibt sich ein Modell, dass das komplexe
Zusammenspiel von extrazellulirer Aktivierung und intrazellulirer Regulierung
verdeutlicht: pp60°*“-Kinase reguliert die dynaminvermittelte Endozytose von L1 als
Voraussetzung fiir das MAPK-abhingige Neuritenwachstum auf L1-Substrat. Dariiber
hinaus wird L1 nach extrazellulirer Stimulation von ERK 2 phosphoryliert und
koprizipitiert mit ERK 2 (interessanterweise bevorzugt mit endozytiertem L1) und mit der
Serin-/Threonin-Kinase Raf-1 (Schaefer et al., 1999), ein weiterer Hinweis auf die

regulatorischen Mechanismen infolge der extrazelluldaren Aktivierung.
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|

Rac1

@ —— Lamellipodia

PD98059 —— MEK

|

ERK

|

Neuritenwachstum
Genexpression

Abb. 3: Der L1-vermttelte Signaltransduktionsweg (modifiziert nach Schmid et al., 2000).

Nach Aktivierung der extrazelluldren Doméne von L1 wird die dynamin- und Src-abhédngige Endozytose von
L1 aktiviert. Es folgt schrittweise die Aktivierung von PI3K, Racl, MEK und MAPK (ERK 1 und 2). Da der
MEK-Inhibitor PD98059 das Neuritenwachstum inhibiert, ist diese Signalkaskade fiir das Neuritenwachstum
notwendig. Es wird vorgeschlagen, dass die Rac-Aktivierung in Wachstumskegeln zu Verdnderungen des
Zytoskeletts und der Bildung von Lamellipodia fiihrt. Weiterhin konnte die MAPK-Aktivierung
Transkriptionsfaktoren aktivieren, die die Expression von Genen, die fiir das Neuritenwachstum erforderlich

sind, auslosen.

Eine weitere wichtige Funktion der IZ-Domine von L1 ist die Regulation der Endozytose,
des intrazelluldren Transports und der Zelloberfldchenverteilung von L1. Vor der RSLE-
Sequenz in der neuronalen Isoform von L1 befindet sich ein Tyrosinrest (Y1176). Die
gesamte Sequenz YRSLE bildet ein tyrosinbasiertes Sortiermotiv fiir die Endozytose von
L1 mittels clathriniiberzogener Vesikel (Kamiguchi et al., 1998). Diese Sequenz stellt in

vitro eine Bindungsstelle fiir die p2-Kette des clathrinassoziierten AP-2-Komplexes dar.
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Dariiber hinaus unterbinden Mutationen des Tyrosinrestes Y1176 oder die Deletion des
RSLE-Motives die AP-2-Interaktion mit L1 und infolge dessen die clathrinvermittelte
Endozytose von L1. In dorsal root ganglion (DRG-) Neuronen, die auf L1-Fc Substrat
wachsen, findet die clathrinvermittelte Endozytose von L1 bevorzugt auf der Riickseite
von Wachstumskegeln statt, was eine lokale Regulation der L1-Endozytose und, verkniipft
mit dessen Wiederverwertung an anderen Orten der Zelloberfliche, an der Beweglichkeit
der Wachstumskegel vermuten ldsst (Kamiguchi und Lemmon, 2000b). Kamiguchi und
Yoshihara (2001) konnten zeigen, dass eine Hemmung der L1-Endozytose durch AP-2-
Antikorper zu einer verringerten Wanderungsgeschwindigkeit von Wachstumskegeln auf
L1 fiihrt. AuBBerdem ist die neuronale Isoform von L1 weniger adhisiv, weil die duflerst
schnelle Endozytose von L1 zu einer kiirzeren Verweildauer des Molekiils auf der
Zelloberflidche fithrt (Long et al., 2001). Der Phosphorylierungszustand von Y1176
entscheidet iiber die AP-2-Bindung und damit iiber die clathrinvermittelte Endozytose von
L1: Y1176 wird in vivo phosphoryliert; in vitro findet diese Phosphorylierung durch
pp60*“-Kinase statt. Das AP-2-Adaptormolekiil bindet jedoch an das dephosphorylierte
Bindungsmotiv, das von einem spezifischen Antikorper an Stellen von Zell-Zell-Kontakten
und an endozytierten Vesikeln nachgewiesen wird (Schaefer et al., 2002). Der
Phosphorylierungszustand der YRSLE-Sequenz reguliert also die Endozytose und die
damit verbundene Signaltransduktion in der Zelle. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass Ezrin, ein Mitglied der Ezrin-, Radixin- und Moesin- (ERM-) Familie an die YRSLE-
Sequenz von L1 bindet. Diese Interaktion konnte an der Koordination der axonalen

Morphogenese beteiligt sein (Dickson et al., 2002).

Ein gemeinsames Merkmal der Mitglieder der L1-Familie ist deren Fihigkeit, mit dem
Actinzytoskelett iiber das Ankyrin-Adaptorprotein zu interagieren (Davis und Bennet,
1993 und Hortsch, 2000). Die Funktion von Zelladhdsionsmolekiilen, sowohl bei der
Adhision als auch bei Bewegungsprozessen, hingt direkt von der Interaktion mit dem
Zytoskelett ab (z. B. Gil et al., 2003, Bennett und Chen, 2001). Diese Interaktion wird
durch die Kopplung des Ankyrin-Adaptor-Proteins einerseits an das Actinzytoskelett und
andererseits an das (S)FIGQY-Motiv von L1 vermittelt (Davis and Bennett, 1993 und
1994, Hortsch, 2000). Dabei ist der Tyrosinrest dieses Motivs notwendig. Sowohl die

Phosphorylierung, als auch die Mutation des Tyrosinrestes innerhalb der Bindungssequenz
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inhibiert die Ankyrinbindung von L1 (Garver et al., 1997, Zhan et al., 1998, Hortsch et al.,
1998). Die S1224L-Mutation in der (S)FIGQY-Sequenz reduziert zwar die
Ankyrinbindung, beeinflusst jedoch nicht die Endozytose von L1. Dagegen verstérkt die
Y 1229H-Mutation die Endozytose von L1 (Needham et al., 2001), was regulierende
Eigenschaften des (S)FIGQY-Motives auf L1-vermittelte Signalkaskaden vermuten ldsst.
Interessanterweise zeigen Ankyrin-B-ko-Miuse einen dhnlichen Phénotyp wie L1-ko-
Maiuse (Scotland et al., 1998). Moglicherweise trigt die Kopplung von L1 an das
Zytoskelett zur Stabilisierung des Zelladhdsionsmolekiils in der Zellmembran bei. L1
kolokalisiert mit filamentosem Actin in den Filopodia und Lamellipodia von
Wachstumskegeln (Letourneau und Shattuck, 1989). Das Sequenzmotiv, das fiir die
Bindung von Actin-Stressfasern notig ist, ist in der Nidhe der p90rsk- (Serin-)
Phosphorylierungsstelle lokalisiert, was einen Zusammenhang zwischen L1-abhingigem
Neuritenwachstum und dem Actinzytoskelett vermuten lasst (Dahlin-Huppe et al., 1997).
Eine weitere (gekoppelte) Signalkaskade, die mit dem CAM-aktivierten Neuritenwachstum
einhergeht, fiihrt zu Verinderungen des intrazelluliren pH-Wertes und der Ca®'-
Konzentration (Doherty und Walsh, 1996). Da das CAM-induzierte Neuritenwachstum
von Kinase-Inhibitoren oder Kalziumkanal-Antagonisten inhibiert wird (Williams et al.,
1992), vermutet man, dass Zelladhidsionsmolekiile sekundidre Botenstoffe aktivieren. Die
Beteiligung des FGF-Rezeptors an diesem Vorgang wird kontrovers diskutiert: einerseits
vermutet man, dass der FGF-Rezeptor (in cis) iiber eine extrazellulire Bindungsstelle an
cis-gekoppelte Zelladhdsionsmolekiile bindet, dann autophosphoryliert und den
Phosholipase C (PLCy)-Weg aktiviert (Williams et al., 1994a,b, Doherty et al., 1996,
Doherty und Walsh, 1996, Brittis et al., 1996, Walsh und Doherty, 1997, Saffell et al.,
1997, Lom et al., 1998, Meiri et al., 1998, Kolkova et al., 2000, Rgnn et al., 2000). Da eine
direkte Bindung zwischen L1 und dem FGF-Rezeptor bisher nicht nachgewiesen wurde,
konnen die bisherigen Daten auch alternativ durch eine Konvergenz der aktivierten
Signalkaskaden von L1 und dem FGF-Rezeptor nach einer extrazelluldren Stimulation

erklirt werden (Fiir eine Ubersicht: Kamiguchi und Lemmon, 2000a).
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1.2.6 Die GFAP-L1-Maus: Lernen und Gedichtnis, Genexpression

Da L1 das Neuritenwachstum fordert, wurde untersucht, ob die Expression von L1 in
Astrozyten deren (im Zusammenhang mit Myelin) wachstumsinhibierenden Eigenschaften

(Schwab et al., 1993, Schachner et al., 1994) iiberwinden kann.

Fiir diese Untersuchung wurden Méuse erzeugt, die ektopisch die neuronale Isoform von
L1 in (normalerweise L1-negativen) differenzierten Astrozyten exprimierten. Die Tiere
wurden nach der Lokalisation der L1-kodierenden cDNA im Exon 1 des glial fibrillary
acidic proteins GFAP-L1-Miduse genannt. Tatsdchlich konnte an Kryoschnitten der
lasionierten optischen Nerven dieser Tiere ein deutlich verstirktes Neuritenwachstum
nachgewiesen werden (Mohajeri et al., 1996). Neben seinen adhisionsvermittelten
Eigenschaften hat L1 auch einen Einfluss auf die synaptische Plastizitit. Darunter versteht
man die eine Reihe synaptischer Veridnderungen, die natiirlicherweise mit Lernvorgéngen
einhergehen: Neubildung und Umverteilung synaptischer Kontakte, die morphologische
Modulation eines synaptischen Kontaktes z. B. durch Regulation der lokalen
Proteinsynthese und eine anhaltende Verdnderung der synaptischen Transmission (Murase
und Schumann, 1999). Der Einfluss von L1 auf die synaptische Plastizitdt konnte durch
eine Reihe von Experimenten belegt werden. Die hippocampale Langzeitpotenzierung
(long term potentiation, LTP) wird durch funktionsunterbindende Antikorper gegen L1 in
der CAl-Region auf Hippocampusschnitten und in L1-ko-Méusen, die Defekte in der
Biindelung von Axonen und dem Verteilungsmuster von Moosfasern aufweisen, reduziert
(Liithi et al., 1994). Die Expression von L1-mRNA kultivierter DRG-Neuronen wird durch
Impulse niedriger Frequenz beeinflusst (Itoh et al., 1995 und 1997). Dariiber hinaus konnte
auch eine Beteiligung von L1 an der Gedichtniskonsolidierung von frisch geschliipften
Hiihnern nachgewiesen werden (Scholey et al., 1995). Im Zusammenhang mit synaptischer
Plastizitit, Lernen und Gedichtnis wurden weitere Experimente mit der GFAP-L1-Maus
durchgefiihrt, um den Einfluss der LI1-Expression in differenzierten Gliazellen zu
untersuchen. Interessanterweise wurde einerseits eine signifikante Reduktion der LTP in
der CA1- Region beobachtet (Liithi et al., 1996), andererseits zeigten die GFAP-L1-Méuse
ein deutlich verbessertes rdumliches Lernverhalten im Morris Water Maze-Test im

Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe (Wolfer et al., 1998). Eine wichtige Folge
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synaptischer Plastizitit sind Anderungen der lokalen Genexpression in der Synapse (fiir
eine Ubersicht: Klann und Dever, 2004). Neuere Daten belegen, dass (im Zusammenhang
mit Zellbeweglichkeit und -Invasion) der L1-aktivierte MAPK-Signaltransduktionsweg die
Genexpression beeinflusst (Silletti et al., 2004). Dariiber hinaus sind mehrere
Schliisselproteine  des L1-vermittelten Signaltransduktionsweges auch an der
translationalen Regulation der synaptischen Proteinexpression beteiligt (Klann und Dever,
2004). Um weitere Proteine zu identifizieren, deren Expression, im Zusammenhang mit
synaptischer Plastizitédt, von L1 reguliert werden, wurden die GFAP-L1-Miuse und eine
Wildtyp-Kontrollgruppe dem Morris Water Maze Test unterzogen, da dieser Test das
rdaumliche Lernvermogen der GFAP-L1-Tiere deutlich verbessert (Wolfer et al., 1998).
Anschlieend wurden die Hippocampi (eine Hirnregion, deren besondere Bedeutung fiir
Lern- und Gedichtnisprozesse bekannt ist) dieser Tiere entfernt und mit Hilfe der serial
analysis of gene expression (SAGE) -Technologie (Velculescu et al., 1995) die
Genexpression vieler tausend mRNA-Transkripte gleichzeitig semi-quantitativ erfasst. Die
Analyse wurde von der Fa. LION bioscience (Heidelberg, Deutschland) mit Hilfe der
ARAKIS-DNA-Sequenzierungstechnologie und der BioSCOUT-Software der Fa. LION
analysiert. Mehrere Tausend in GFAP-L1- und Wildtyp-Gewebe differentiell exprimierter
Gene und expressed sequence Tags (ESTs) konnten so identifiziert werden. Tabelle 1 zeigt

einen kleinen Ausschnitt aus dieser Liste.

Protein Haufigkeit und Verhiltnis (L1:Wt)
14-3-3-Zeta 17:1

beta-III-spektrin 3:8

DNA-binding protein NF1-A 6:0

Cortactin 1:6

Eph-Rezeptor A4 5:0

Dynein 6:0

membrane-associated guanylate kinase 0:7

Actin 113:107
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GAPDH 104:100

Tab. 1: Auszug aus der Liste von Genen, die in GFAP-L1-Tieren und Wildtyp-Kontrolltieren nach

dem Morris Water Maze Test unterschiedlich exprimiert wurden.

Aufgelistet ist eine Auswahl von Genen, die mit verschiedener Haufigkeit in den Hippocampi der GFAP-L1-
Miuse (L1) und der Wildtyp-Kontrollgruppe (Wt) nachgewiesen wurden. Sowohl die Anzahl der
Héaufigkeiten als auch das Verhiltnis der Hiufigkeiten wurden semi-quantitativ erhoben. Als Kontrolle
wurden sog. housekeeping Gene verwendet, die in allen Geweben gleich stark exprimiert werden (hier
exemplarisch ausgewihlt Actin und GAPDH). (Aus: ,,Modellregion Rhein-Neckar Dreieck: Untersuchungen

von Expressionsprofilen zur Aufkliarung des Mechanismus der Regeneration von Nervenzellen®, 2002).
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1.3 Das Zytoskelettprotein Cortactin

Das multifunktionelle Protein Cortactin wurde vor mehr als zehn Jahren als Src-Substrat
entdeckt (Wu et al, 1993). Humanes, Nagetier- und Affen-Cortactin haben eine
konservierte molekulare Struktur und eine hohe Sequenzhomologie (Wu et al., 1993, Zhan
et al., 1993, Schuuring et al., 1993, Ohako Y. und Takai, 1998). EMSI, das humane
Analogon von Cortactin, ist auf dem Chromosom 11q13 lokalisiert. Cortactin besteht N-
terminal aus ca. 90 Aminosiduren, die einen hohen Anteil saurer Reste enthalten, die sog.
N-terminal acidic (NTA) Region. Innerhalb der NTA-Region ist ein konserviertes
tryptophanhaltiges DDW-Motiv enthalten, das den actin-related protein (ARP)2/3-
Komplex bindet (Higgs und Pollard, 2001, Weed et al., 2000). Es folgen 6,5
Wiederholungen aus 37 AS und eine 50-AS-Region, die eine grofle Zahl von Prolin-,
Serin- und Threoninresten enthélt. Cortactin endet C-terminal mit der SH3-Doméne (Abb.

4).

®

I M@:

Tandemwiederholungen -

PDZ-Proteine

Der ARP2/3-Komplex, ein Nukleator der Actinpolymerisation, bindet an das DDW-Motiv innerhalb der

Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur von Cortactin.

NTA-Region. Es folgen 6,5 Tandemwiederholungen (TW), die vierte TW bindet filamentdses Actin. Die
helikale/prolinreiche Domine enthilt Phosphorylierungsstellen fiir Serin-/Threonin-Kinasen und Src-Kinase.

Die C-terminale SH3-Domiine kann mit Dynamin 2, PDZ-Proteinen oder N-WASP interagieren.

Cortactin wird in nahezu allen Geweben der Maus exprimiert (Miglarese et al., 1994,
Yundrui et al., 1998). Wihrend Cortactin auf mRNA-Ebene im Gehirn stark exprimiert ist,

wurde kein Cortactin in der Milz oder im Skelett-Muskel nachgewiesen. Die subzellulédre
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Verteilung von Cortactin ldsst auf eine Beteiligung bei der Reorganisation des Actin-
zytoskeletts schlieBen. In humanem Gewebe wurde Cortactin verstdrkt an der apikalen
Oberfliche polarisierter Epithelzellen nachgewiesen. Dariiber hinaus war es in neuronalen
Wachstumskegeln und dendritischen Dornen kultivierter Ratten-Hippocampusneuronen
und platelet-derived growth factor- (PDGF-) und epidermal growth factor- (EGF-)
induzierten Podosomen und Lamellipodia angereichert (Du et al., 1998, Kinnunen et al.,
1998, Mizutani et al, 2002, Wu und Parsons, 1993). Mit Immunogold-
Elektronenspektroskopie konnte die Lokalisation von Cortactin in den dendritischen
Dornen des erwachsenen Hippocampus zugeordnet werden: wéhrend der GroBteil im
Zentrum der dendritischen Dornen akkumuliert war, befand sich nur eine Subfraktion in
direkter Nihe der postsynaptischen Dichte (PSD). Es wurde vorgeschlagen, dass, neben
der zytoskelettalen Reorganisation der dendritischen Dornen, ein kleiner synaptischer Pool
des Proteins, moglicherweise als Folge synaptischer Aktivitit, die PSD modifiziert (Racz
und Weinberg, 2004). Eine Anderung der subzelluliren Verteilung aus dem Zytoplasma an
die Zellperipherie in Bereiche aktiver Actinreorganisation fand nach Wachstumsfaktor-
induktion, Zelladhision, bakterieller Invasion oder mechanischem Stress statt (Ozawa et
al., 1995, Weed et al., 1998, Cantarelli et al., 2000, Lopez et al., 2001, Birukov et al., 2002,
Di Ciano et al., 2002). Neben diesen zellform- oder zellmobilititsdndernden Faktoren
filhrte die synaptische Stimulation und NMDA-Rezeptor-Aktivierung zu einer schnellen
Umverteilung von Cortactin aus dendritischen Dornen von Ratten-Hippocampusneuronen
in den dendritischen Schaft, ein Reorganisationsvorgang, der moglicherweise bei
Entwicklung und der spiten Phase der Langzeitpotenzierung von Bedeutung ist (Hering
und Sheng, 2003). Da in Karzinomen eine Cortactiniiberexpression nachgewiesen wurde,
vermutet man eine Beteiligung von Cortactin bei der Gewebeinvasion dieser Tumoren
(Bowden et al., 1999, Lagarkova et al., 2000, Li et al.,, 2001). Cortactin ist ein
multifunktionelles Protein, das an Prozessen beteiligt ist, denen eine schnelle
Reorganisation des kortikalen Zytoskeletts zugrunde liegt, wie Zellwanderung (Liu et al.,
1999, Huang et al., 1998, Huang et al., 2003), Zelladhésion (Vuori und Ruoslathi, 1995),
Endozytose (Schafer, 2002, Cao et al., 2003, Lynch et al., 2003, Sauvonnet et al., 2005),
Vesikel-Transport (Kaksonen et al., 2000), Lamellipodiabildung (Vidal et al., 2002),
Neuritenwachstum (Martinez et al., 2003) oder synaptische Plastizitit (Hering und Sheng

2003, Racz und Weinberg, 2004). Bei diesen Prozessen wirkt Cortactin als Adaptorprotein
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und interagiert mit Bestandteilen verschiedener Signaltransduktionswege. Diese
Funktionen werden durch die einzelnen Doméinen des Proteins ausgeiibt und durch
extrazellulire Stimuli ausgelost. Der Arp2/3-Komplex, ein Katalysator der
Actinpolymerisation, bindet iiber das N-terminal lokalisierte DDW-Motiv (Weed et al.,
2000, Uruno et al., 2001). Filamentoses Actin bindet an die vierte Tandemwiederholung.
Die Actinpolymerisation wurde in vitro von N-WASP und WASP aktiviert. Ein denkbarer
Regulationsprozess beruht auf dem Phosphorylierungszustand der helikalen/prolinreichen
Doméne: ERK phosphoryliert Serin (S405 und S418), setzt die intramolekular gebundene
SH3-Doméne von Cortactin frei, und der (N-)WASP-Komplex kann mit der SH3-Doméne
von Cortactin interagieren. Die Phosphorylierung der Tyrosinreste Y421, Y466 und Y482
durch die Src-Kinase verursacht eine sterische Hinderung und unterbricht die (N-)WASP-
Interaktion (Martinez-Quiles et al., 2004). Diese Theorie wird durch frithere Ergebnisse
bestétigt: die F-Actin-Polymerisation wurde durch die Src-vermittelte Phosphorylierung
vermindert (Hung et al., 1997). Weiterhin haben die Src-Phosphorylierungsstellen Y421,
Y466 und Y482 einen Einfluss auf die Zellmobilitit (Huang et al., 1998, Liu et al., 1999).
Auch die nicht-Rezeptortyrosinkinase Fyn phosphoryliert Y421, Y466 und Y482 und
beeinflusste die Zellbeweglichkeit von Melanomzellen (Huang et al., 2003). Zudem ist die
GTPase Racl an der Phosphorylierung der Tyrosinreste Y421 und Y466 beteiligt (Head et
al., 2003). Zu den Transmembranrezeptorvermittelten Stimuli, die die Phosphorylierung
beeinflussen, gehort (neben der FGF-1-Aktivierung) auch die Aktivierung des
Zelladhdsionsmolekiils ICAM, das mit phosphoryliertem Cortactin aus den Zell-Lysaten
von Endothelzellen koprizipitierte (Durieu-Trautmann et al., 1994, Tilghman und Hoover,
2002a). Als Adaptorprotein bindet Cortactin mit der SH3-Doméne auch Proteine der
postsynaptischen Dichte, z. B. das Cortactin binding Protein (CBP90), das ausschlielich
im Gehirn exprimiert wird (Ohoka und Takai, 1998). Die SH3-Doméine bindet weiterhin
Proteine, die an der rezeptorvermittelten Endozytose beteiligt sind, nimlich die GTPase
Dynamin und das Cortactin-CD2-associated Protein (CD2AP) (Lynch et al., 2003).
Zusammen mit Arp2/3 und CD2AP vermittelt Cortactin zwischen der (EGF-aktivierten)
Endozytose und dem Actinzytoskelett (Lynch et al., 2003). Cortactin und Dynamin
regulieren die Abschniirung clathriniiberzogener Partikel (Cao et al., 2003). Ein kiirzlich

erschienener Artikel beschreibt den FEinfluss von Cortactin  sowohl auf die
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clathrinabhingige Endozytose, als auch auf die clathrinunabhéingige Endozytose unter

Beteiligung von Dynamin (Sauvonnet et al., 2005).
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2 Ziel der Arbeit

Nachdem GFAP-L1-Miuse, die die neuronale Isoform von L1 ektopisch in Astrozyten
exprimierten, den Morris Water Maze-Test absolviert hatten, zeigten die GFAP-L1-Miuse
im Vergleich zur wt-Kontrollgruppe ein verbessertes Lernvermogen. Darauthin wurde die
Genexpression in Hippocampi transgener und wildtypischer Méause auf mRNA-Ebene mit
Hilfe der SAGE-Technologie analysiert. Das zytoskelettale Protein Cortactin war als
Ergebnis der SAGE-Analyse in der transgenen Maus im Verhiltnis zur wt-Kontrolle
deutlich herunterreguliert. Es wird natiirlicherweise im Gehirn stark exprimiert. Cortactin
ist in eine Vielzahl von Prozessen involviert, an denen auch L1 beteiligt ist, etwa
Adhision, Zellbewegung, Endozytose, Neuritenwachstum oder synaptische Plastizitit. All
diese Prozesse sind mit einer schnellen Reorganisation des Actinzytoskeletts verbunden.
Cortactin ~ kann  durch  extrazelluldire =~ Stimuli  (unter  Beteiligung  von
Transmembranrezeptoren oder des Ig-verwandten Molekiils ICAM) aktiviert werden.
Viele Komponenten des L1-vermittelten Signaltransduktionsweges sind auch an der

Regulation von cortactinabhingigen Prozessen beteiligt.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, basierend auf dem Ergebnis der SAGE-Analyse, eine
direkte oder indirekte Interaktion von L1 wund Cortactin immunhistochemisch,
zellbiologisch oder biochemisch zu iiberpriifen. Die mogliche Beteiligung von Cortactin an
der biologischen Funktion von L1 sollte durch Neuritenwachstumsexperimente untersucht

werden.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Samtliche Chemikalien wurden in p.A. Qualitdt von folgenden Firmen bezogen: Invitrogen
(Groningen, Niederlande), Macherey & Nagel (Diiren, Deutschland), Merck (Darmstadt,
Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen,
Deutschland). Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main,
Deutschland) und Molekulargewichtsstandards von Invitrogen bezogen. DNA-
Aufreinigungskits wurden von Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland) und
Qiagen (Hilden, Deutschland) gekauft. Plasmide und molekularbiologische Reagenzien
wurden von den Firmen Amersham Bioscience, Clontech (Heidelberg, Deutschland),
Invitrogen, Promega (Mannheim, Deutschland), Qiagen, Roche (Mannheim) und
Stratagene (Amsterdam, Niederlande) erhalten. Oligonukleotide wurden bei Metabion
(Miinchen, Deutschland) bestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide und
Plasmide sind im Anhang aufgefiihrt. Zellkulturmaterialien wurden von den Firmen
Greiner Bio-One (Solingen, Deutschland), Nunc (Roskilde, Danemark), Gibco (Karlsruhe,
Deutschland) und PAA (Colbe, Deutschland) bezogen.
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3.2 Losungen und Puffer

(in alphabetischer Reihenfolge)

BCA-Reagenz A 1 % (w/v) Bicinchoninsiure Dinatriumsalz
(BCA-Test) 1,7 % (w/v) Na,COs x H,O

0,16 % (w/v) Natriumtartrat

0,4 % (w/v) NaOH

0,95 % (w/v) NaHCOs, pH 11,25

BCA-Reagenz B 4 % (w/v) CuSO4x 5 H,O
(BCA-Test)
5 x SDS Probenpuffer 312,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
(SDS-PAGE) 10 % (w/v) SDS

50 % (v/v) Glycerin

25 % (v/v) -Mercaptoethanol

0,05 % Bromphenolblau

Blockierungspuffer 3 % (w/v) Milchpulver in TBS

(Western Blot) 0,05 % Tween-20

Blockierungspuffer fiir Cortactin-P- 3 % TOP BLOCK (Sigma) in TBS

Y421 0,05 % Tween-20
(Western Blot)
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Blockierungspuffer

(Immunzytochemie)

100 x BSA

(Molekularbiologie)

Carragen

(Immunhistochemie)

DNA-Probenpuffer (5x)

(DNA-Gelelektrophorese)

Elutionspuffer QF

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit)

Equilibrierungspuffer QBT

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit)

Gelsolubilisierungspuffer QG

(Qiagen, Gel Extraction Kit)

3 % (w/v) BSA in PBS 11

10 mg/ml BSA in H,O

0,5 % (w/v) Carragen in PBS 11

0,2 % NaNj3

50 % (w/v) Glycerol in TAE-Puffer

100 mg Orange G

50 mM Tris-HCI, pH 8,5
1,25 M NaCl

15 % (v/v) Isopropanol

50 mM MOPS, pH 7
750 mM NaCl
15 % (v/v) Isopropanol

0,15 % (w/v) Triton® X-100

guanidinhydrochloridhaltiger Puffer
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dNTP-Stock-Losung 25 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(PCR)

Elutionspuffer QF 50 mM Tris-HCl, pH 8,5

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 1,25 M NaCl

15 % (v/v) Isopropanol
Equilibrierungspuffer QBT 50 mM MOPS, pH 7
(Qiagen, Plasmid Maxi Kit) 750 mM NaCl

15 % (v/v) Isopropanol

Ethidiumbromid Lésung 10 pg/ml Ethidiumbromid in 1 x TAE-Puffer
(DNA Gele)
Fixierlosung 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS II

(Immunzytochemie, Immunhistochemie)

L929-Lysepuffer 60 mM Tris-HCI, pH 6,8
(Zell-Lyse) 10 % (v/v) Glycerol
0,5 % (v/v) Mercaptoethanol

0,1 % (w/v) DNAse, frisch zugegeben

Laufpuffer 25 mM Tris

(SDS-PAGE) 192 mM Glycin

0,05 % (w/v) SDS
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Losung I

(GFX™ Plasmidisolation)

Losung I1

(GFX™ Plasmidisolation)

Losung 111

(GFX™ Plasmidisolation)

Lysierpuffer P2

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit)

Natriumcitrat

(Immunhistochemie)

Neutralisationspuffer P3

(Qiagen, Plasmid Maxi Kit)

10 x PCR-Puffer

100 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

400 pg/ml RNAse

190 mM NaOH

1 % SDS

chaotroper Acetatpuffer

200 mM NaOH

1 % SDS

0,01 M Natriumcitrat, pH 9

3 mM Kaliumacetat, pH 5,5

200 mM Tris-HCI, pH 8.8
100 mM KCl

100 mM (NH,),SOy

20 mM MgSO,

1 % (v/v) Triton® X-100

1 mg/ml BSA
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PBS 11 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4
(Immunzytochemie) 136 mM NaCl

10 mM Na,HPO,

2,7 mM KCI
Permeabilisierungspuffer 3 % BSA in PBS 11
(Immunzytochemie) 0,1 % oder 0,2 % (v/v) Triton® X-100

50 x Protease Inhibitor Stock-Losung 1 Tablette auf 1 ml H,O

(COMPLETE®, EDTA free)

Puffer fiir Antikorperverdiinnung 3% BSA in PBS II
(Immunzytochemie)

Puffer fiir Antikorperverdiinnung 5 % Milchpulver in TBST

MTBST 0,05 % (v/v) Tween-20

(Western Blot)

Puffer fiir die Cortactin-P-Y421- 3 % TOP-BLOCK (Sigma) in TBST
Antikorperverdiinnung TBTBST 0,05 % (v/v) Tween-20

(Western Blot)
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RIPA -Puffer

(Zell-Lyse)

SDS-Polyacrylamid-
sammelgel (4 %)
(SDS-PAGE)

SDS-Polyacrylamid-
sammelgel (5 %)
(SDS-PAGE)

50 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

1 mM Na,P,07 x 10 H,O

1 % (w/v) Nonidet P-40

1 mM EGTA"

0,1 mM PMSF’

1 mM NaF'

2 mM Na;VOy

1 x Complete® Inhibitor Lbsung*

“frisch vor Gebrauch zugeben

256 ul 1 M Tris-HCI, pH 6,8
3,15 deionisiertes Wasser

31 ul 30 % (w/v) Acrylamid
4 ul TEMED

40 ul 10 % (w/v) SDS

20 ul 10 % (w/v) APS

256 ul 1 M Tris-HCI, pH 6,8
3,15 ml deionisiertes Wasser
531 pul 30 % (w/v) Acrylamid
4 ul TEMED

40 ul 10 % (w/v) SDS

20 ul

10 % (w/v) APS
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SDS-Polyacrylamidtrenngel (8 %)

(SDS-PAGE)

SDS-Polyacrylamidtrenngel (10 %)
(SDS-PAGE)

Strip-Losung

(Proteinbiochemie)

T4 DNA Ligationspuffer, 2x
(Roche, Rapid Ligation Kit)
TAE

(DNA-Gele)

TBS

(Proteinbiochemie)
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2,63 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,8
2,45 ml deionisiertes Wasser
1,87 ml 30 % (w/v) Acrylamid
3,5 ul TEMED

70 ul 10 % (w/v) SDS

35 ul 10 % (w/v) APS

2,63 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,8
1,96 ml deionisiertes Wasser
2,35 ml 30 % (w/v) Acrylamid
3,5 ul TEMED

70 ul 10 % (w/v) SDS

35 ul 10 % (w/v) APS

0,5 M NaCl

0,5 M Essigsdure

keine Herstellerangaben

40 mM Tris-Acetat, pH 8,0

2 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NacCl
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TBST

(Proteinbiochemie)

TN

(Proteinbiochemie)

Transferpuffer

(Western Blot)

Waschpuffer PE

(Qiagen, Gel Extraction Kit)

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

0,05 % (v/v) Tween-20

25 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

0% -1 % (v/v) Triton® X-100 "
1 mM EDTA"

1 mM EGTA"

1 mM NaF'

1 mM Na3VO4*

1 x Complete® Inhibitor Lbsung*

“frisch vor Gebrauch zugeben

25 mM Tris
192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

enthilt 80 % Ethanol
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3.3 Naihrmedien

Die Ndhrmedien wurden autoklaviert, Antibiotika wurden nach Abkiihlen auf unter 50 °C

zugegeben.
LB-Medium 10 g/l Trypton, pH 7,4

5 g/l Hefeextrakt

10 g/1 NaCl
LB-Amp.-Medium 100 mg/1 Ampicillin in LB-Medium
LB-Kan.-Medium 25 mg/l Kanamycin in LB-Medium
LB-Amp.-Platten 20 g/l Agar in LB-Medium

100 mg/l Ampicillin
LB-Kan.-Platten 20 g/l Agar in LB-Medium

25 mg/l Kanamycin
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3.4 Bakterienstamm und Zell-Linien

Escherichia Coli DH50

Neuroblastom2A (N2A)

L929

L929-11

Kompetente Zellen, F~ ®80lacZAM15(lacZY A-argF)
U169, recAl endAl hsdR17 (ry my") phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAl A (Invitrogen).

Maus-Neuroblastomzell-Linie, etabliert von einem

spontanen Tumor eines Albino A Méusestammes.

Fibroblasten-Zell-Linie, abgeleitet von einer médnnlichen

C3H/An-Maus.

L.929-Zell-Linie, die stabil mit der neuronalen Isoform von

L1 transfiziert ist.
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3.5 Zellkulturlosungen und -Medien

Die Zellkulturmedien wurden von PAA inklusive 4,5 g/l Glukose gekauft und mit den u. a.

Zusitzen verwendet:

N2A-Kulturmedium Dulbecco’s MEM (DMEM)
10 % (w/v) fotales Kilberserum (FCS)
100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin
4 mM L-Glutamin

1 mM Pyruvat

L929-Kulturmedium Dulbecco’s MEM (DMEM)
10 % (w/v) fotales Kilberserum (FCS)
100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin

4 mM L-Glutamin

L929-L1-Kulturmedium Dulbecco’s MEM (DMEM)
10 % (v/v) fotales Kilberserum (FCS)
100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin
4 mM L-Glutamin

0,3 mg/ml Geneticin (G418)

Versen Gibco BRL
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3.6 Molekulargewichtsstandards

1 kb DNA Leiter

(Life Technologies)

Benchmark™ Proteinleiter

(Life Technologies)

Fiir die Bestimmung des Molekulargewichts (14 Banden
zwischen 0,2-10 kBp) wurde ein Agarosegel mit 12 ul
Marker pro Tasche beladen.

SDS-Gele wurden mit 20 pl des Molekulargewichts-
standards pro Tasche beladen (10 Banden von ~10 kDa-
190 kDa).
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3.7 Vektoren

PJL6

PJL12

pEGFP-C1-CortactinASH3

pEGFP-C1

pEGFP-C6

pEGFP-C12
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Retroviraler Expressionsvektor MGIN, der fiir GFP-
Cortactinfusionsprotein kodiert, Ampicillin (Amp.)-
Resistenz. (Ein Geschenk von Jiali Liu/Xi Zhan,
Holland Laboratory, Rockville).

Retroviraler Expressionsvektor MGIN, der fiir GFP-
CortacinF421/466/482-Fusionsprotein (enthilt
Mutationen in den Src-Phosphorylierungsstellen)
kodiert, Amp.-Resistenz. (Zur Verfiigung gestellt von
Jiali Liu/Xi Zhan, Holland Laboratory, Rockville).

Vektor, dessen GFP- und CortactinASH3-(Cortactin,
dessen SH3-Bindungsstelle deletiert ist) kodierende
Sequenzen durch 98 Bp getrennt sind, Kanamycin-
/Neomycin-(Kan.-/Neo.-)Resistenz. (Zur Verfiigung
gestellt von H. Rauvala, (Neuroscience Center and

Department of Biosciences, University of Helsinki).

Klonierungsvektor zur Expression N-terminal GFP-
fusionierter Proteine in Sdugetier-Zellen, Kan.-/ Neo.-

Resistenz (Clontech).

Vektor fiir die Expression von GFP-Cortacinfusions-

protein in Sdugetierzellen, Kan.-/Neo.-Resistenz.

Expressionsvektor fiir GFP-CortacinF421/466/482-
Fusionsprotein in Sdugetierzellen (enthélt Cortactin mit
Mutationen in den Src-Phoshorylierungsstellen

Y421/466/482), Kan.-/Neo.-Resistenz.
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pEGFP-CASH3

Vektor fiir die Expression von GFP-CortactinASH3-
Fusionsprotein (enthélt Cortactin, dessen SH3-

Bindungsstelle deletiert ist.), Kan.-/Neo.-Resistenz.
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3.8 Antikorper

3.8.1 Primére Antikorper

IB: Immunoblot, IHC:

Immunzytochemie

anti-#Catenin

anti-Cortactin (4F11)

anti-Cortactin-P-Y421
(421B)

anti-EGFP

anti-GAPDH (6C5)
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Immunhistochemie, IP:  Immunprazipitation, IZC:

Polyklonaler Antikérper aus Kaninchen (Santa Cruz), (ein
Geschenk von Gaby Rune, Universitétsklinikum Eppendorf,
Hamburg).

IZC: 1:500 (3 % BSA in PBS 1II)

Monoklonaler Antikorper aus Maus, gerichtet gegen ein

Epitop in der Actinbindungsdomine (Upstate).
IB: 1:1000, 1 pg/ml (3-5 % MPBST)

IHC: 1:250 (0,5 % Carragen in PBS II)

IZC: 1:50 3 % BSA in PBS I) IP: 5 ug

Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, gerichtet gegen
Cortactin-P-Y421 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
und produziert im Labor von Scott Weed, University of

Colorado Health Sciences Center, Colorado).
IB: 1:5000 (3 % TBTBST)

Polyklonaler Antikorper aus Ziege, gerichtet gegen das GFP-
Epitop (Rockland).

IB: 1:1000 (5 % MTBST)

Monoklonaler Antikorper aus Maus, gerichtet gegen GAPDH

aus Skelettmuskel (Chemicon).

IB: 1:2000 (3 % MTBST)
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anti-L.1 (pab al.1)

anti-L1 (555)

anti-NCAM (2B2)

anti-NCAM (1B1)

anti-NCAM (D3)

anti-Phosphotyrosin (P-

Tyr-100)

anti-Tubulin

Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen. Gerichtet gegen L1-

Fc-Fusionsprotein. (Produziert im Labor von M. Schachner).
IB: 1:80000 (0,5 pg/ml in 3-5 % MTBST)

1ZC: 1:500 (7 pg/ml in 3 % BSA in PBS 1I)

IHC: 1:50 (3,7 pg/ml affinitidtsgereinigter pab al.1 in

0,5 % Carragen in PBS II)

Monoklonaler Antikorper aus Ratte, gerichtet gegen eine
extrazelluldre Doméne von L1 (hergestellt im Labor von M.

Schachner).
1ZC: 1:500 (3,8 pg/ml in Zellkulturmedium)
IP: 4 ug (N2A-Lysat), 10 ug (Gesamthirnhomogenat)

Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, gerichtet gegen

NCAM-Fc (hergestellt im Labor von M. Schachner).
IB: 1:30000 (0,5 pg/ml in 5 % MTBST)

Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, gerichtet gegen

NCAM-Fc (hergestellt im Labor von M. Schachner).
IB: 1:15000 (0,5 pg/mlin 5 % MTBST)

Monoklonaler Antikorper aus Maus, gerichtet gegen das Exon

18 der intrazelluldren Doméne von NCAM 180.
IP: 4 ug (N2A-Lysat), 10 ug (Gesamthirnhomogenat)

Monoklonaler Antikdrper aus Maus, gerichtet gegen

Gesamtphosphotyrosin (Cell Signalling).
IB: 1:2000 (2 % MTBST)

Monoklonaler Antikorper aus Maus (Developmental Studies

Hybridoma Bank, University of Iowa).

IZC: 1:20 (3% BSA in PBS II)
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3.8.2 Sekundire Antikorper

Alle Zweitantikorper wurden von Dianova (Hamburg, Deutschland) gekauft.
Meerettich-Peroxidase gekoppelte Antikérper wurden im Western Blot in einer 1:10000-

Verdiinnung eingesetzt.

Fir die Immunzytochemie und Immunhistochemie wurden Cy2-, Cy3- und Cy5-

gekoppelte Zweitantikorper in 1:100-(IZC) und 1:200-(IHC) Verdiinnung verwendet.
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4 Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Modifizierung von DNA

4.1.1.1 Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

(Sambrook et al., 1989). Die DNA wurde in H,O mit der zweifachen benotigten Menge
des entsprechenden Restriktionsenzyms, dem zugehorigen Puffer und BSA gemischt und 2

h bei 37 °C inkubiert.

4.1.1.2 Dephosphorylierung von DNA

(Shrimp alkaline phosphatase (SAP), Roche). 1 ul (50 ng) DNA, 1 ul SAP und 1 ul 10 x
Dephosphorylierungspuffer wurden mit HO auf 10 ul Endvolumen aufgefiillt und 15 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die SAP 15 min bei 65 °C hitzeinaktiviert.

4.1.1.3 Ligation von DNA-Fragmenten

(Rapid Ligation Kit, Roche). 10 ul des hitzeinaktivierten Dephosphorylierungsansatzes
wurden mit 150 ng Fragment (Vektor- zu Fragmentverhilnis = 1:3), 1 ul T4 Polymerase
und 10 x Ligationspuffer mit H,O auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefiillt und 10 min bei
RT inkubiert. Der Ligationsansatz wurde ohne weitere Reinigung direkt fiir die

Transformation verwendet.

4.1.1.4 DNA-Modifikation mittels ortsspezifischer Mutagenese

Die Deletion eines 98 Bp groflen Fragmentes aus Vektor-DNA (pEGFP-CI-
CortactinASH3) wurde nach dem Herstellerprotokoll des QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kits der Fa. Promega durchgefiihrt. Die Primerauswahl erfolgte nach den dort

angegeben Kriterien wie folgt: die verwendeten Primer enthielten die Deletion etwa in der
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Primermitte. Die Linge der Primer betrug 45 Bp mit einer Schmelztemperatur von 80 °C
und hoher. Fiir die PCR wurden 1 pl (25 ng) pEGFP-C1-CortactinASH3, 1,25 ul (125 ng)
Oligonukleotid 1 (CdelSH3fw) und 1,25 pl (125 ng) Oligonukleotid 2 (CdelSH3rev), 1 ul
25 mM Nukleotide (ANTPs), 5 ul 10 x Pfu-turbo-PCR-Puffer (Promega) und 1 pl Pfu-
turbo-Polymerase (Promega) mit H,O auf 50 ul Reaktionsvolumen aufgefiillt. Fiir die

Mutagenese wurden folgende Temperatur- und Zeiteinstellungen programmiert:

1. Start: Denaturierung 94 °C 30 sec

2. Denaturierung 94 °C 30 sec

3. Anlagerung 60 °C 1 min

4. Synthese 68 °C 6 min (1 min/kb)
5. Kiihlung 4°C fortlaufend

Die Zahl der Zyklen (Schritt, 2-4) wurde auf 17 eingestellt. Zum Restriktionsverdau der
methylierten Vorlage-DNA wurde 1 ul Dpnl direkt dem PCR-Reaktionsansatz zugegeben
und bei 37 °C 1 h inkubiert. AnschlieBend wurden je 1 ul und 3ul des Reaktionsansatzes in
DHS5a-Zellen transformiert. Einzelne Kolonien wurden gepickt und 5 ml LB-Kan.-
Medium angeimpft. Die Plasmide wurden isoliert und durch Restriktionsverdau und

Sequenzierung iiberpriift.

4.1.2 Plasmidisolsierung aus E. Coli DHS5o

Fiir Plasidisolationen in kleinem Mafstab wurde 5 ml LB-Amp.-Medium (100 pg/ml
Ampicillin) oder 5ml LB-Kan.-Medium (25 pg/ml Kanamycin) mit einer einzelnen
Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C konstant geschiittelt. Aus 2 ml der Kultur
wurden die Zellen durch zentrifugieren pelletiert (I min, 12000 rpm, RT). Die
Plasmidisolation erfolgte mit dem GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham
Bioscience). Die DNA wurde mit 60 ul 10 mM Tris (ph 8) von den Siulen eluiert und
abschlieend zentrifugiert (12000 rpm, 1 min, RT). Fiir Plasmidisolierungen in groem
Malstab wurden 100 ml LB-Amp.-Medium (100 pg/ml Ampicillin) oder 5 ml LB-Kan.-
Medium (25 pg/ml Kanamycin) mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei
37 °C konstant geschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (10 min 6000
x g, RT). Die Plasmidisolation erfolgte nach dem Herstellerprotokoll des
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Plasmidisolationskits (Plasmid Maxi Kit, Qiagen). Die DNA wurde in 200 pl 10 mM Tris
(pH 8) aufgenommen und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der abschlieenden

Zentrifugation (1 min 12000 rpm, RT) wurde die Konzentration photometrisch bestimmt.

4.1.3 Agarosegelelektrophorese

Fiir die qualitative und quantitative Analyse von DNA wurde ein Agarosegel (1 % Agarose
in TAE-Puffer) mit DNA, gemischt mit 5 x DNA-Probenpuffer, beladen und bei konstanter
Spannung (5 V/cm Gelldnge) in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer (BioRad),
bedeckt mit TAE-Puffer, aufgetrennt, bis die orange OrangeG-Bande den Rand des Geles
erreichte. Fiir die GroBenbestimmung wurde die 1 kb DNA-Leiter (Life Technologies)
aufgetragen; fiir die Konzentrationsbestimmung wurde zusitzlich die SmartLadder
(Eurogentec) verwendet. Nach der Elektrophorese wurde das Gel zum Farben der
aufgetrennten Fragmente 20 min in ein Ethidiumbromidbad gelegt und anschliefend

fotografiert (E.A.S.Y. Dokumentationssystem, Herolab, Wiesloch, Deutschland).

4.1.4 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Fiir die Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das
ethidiumbromidgetfirbte Gel mit UV-Licht bestrahlt und die ausgewihlte Bande mit einem
Skalpell ausgeschnitten.

4.1.5 Reinigung von DNA-Fragmenten

(Gel Extraction Kit, Qiagen). Die Elution des DNA-Fragmentes aus dem Agarosegel
erfolgte nach dem Herstellerprotokoll des Gelextraktionskits. Fiir die DNA-Isolierung
wurde eine Sdule fiir 10 ul Elutionsvolumen verwendet (PCR MinElute Purification Kit,
Qiagen). Die DNA wurde mit 10 ul deionisiertem und sterilem H»>O von der Séule eluiert
und die Konzentration mit einem Molekulargewichtsstandard (SmartLadder, Eurogentec)

bestimmt.
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4.1.6 Transformation von Bakterien

(Sambrook et al., 1989). Zu 100 ul E. Coli DH5a wurden auf Eis 50-100 ng DNA oder 1-5
pl Ligationsansatz gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 2 min Hitzeschock bei 42
°C und anschlieBender zweiminiitiger Inkubation auf Eis wurden 900 pul LB-Medium
zugegeben und 1 h bei 37° C langsam geschiittelt. Die Zellen wurden 2 min bei 1000 x g
zentrifugiert und der Uberstand bis auf 100 ul dekantiert. Die Zellen wurden resuspendiert
und zu 9/10 und 1/10 auf 37 °C warme LB-Platten mit den entsprechenden
Antibiotikazusitzen plattiert. Die Platten wurden iiber Nacht (ii. N.) bei 37 °C inkubiert.

4.1.7 Reinheitsanalyse und Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte mit einem Spektrometer der Fa.
Amersham-Pharmacia. Fiir die photometrische Messung wurde isolierte DNA 1:50 auf ein
Volumen von 50 pl mit dem Elutionsmittel verdiinnt in eine 50 ul Kiivette pipettiert. Die
Absorption wurde bei 260 nm (A260), 280 nm (A280) und 320 nm gemessen. Sofern die
Absorption bei 260 nm zwischen 0,1 und 0,6 fiir eine zuverldssige
Konzentrationsbestimmung lag, konnte aus dem Verhiltnis von Ajep/Azgp zwischen 1,8
und 2 auf eine ausreichende Reinheit der Probe geschlossen werden. Fiir die
Konzentrationbestimmung sehr kleiner Mengen DNA wurde ein
Molekulargewichtsstandard verwendet (SmartLadder, Eurogentec, 14 Banden von 0,2
kBp-10 kBp/20-100 ng pro Bande). Dafiir wurde eine Agarosegelelektrophorese mit 5 ul
Marker und 1 pul DNA pro Tasche durchgefiihrt und die Konzentration durch Vergleich der

Bandenintensitidten von Molekulargewichtsstandard und Fragment-DNA bestimmt.

4.1.8 DNA-Sequenzanalyse

DNA-Sequenzanalysen wurde von der Sequenzierungseinrichtung des ZMNH
durchgefiihrt. Hierfiir wurden ca. 600 ng DNA mit 7 ul H,O verdiinnt und 1 pl Primer (10
pM) zugegeben.
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4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen (BCA-Test)

(Ausubel, 1996). Die Gesamtproteinmenge einer Probe wurde mit einer frisch angesetzten
Losung (BCA-Reagenz B: BCA-Reagenz A im Verhiltnis 1:50) des BCA Kits (PIERCE)
bestimmt. 200 pl der Losung wurden mit je 10 ul proteinhaltiger Probe in Mikrotiter-
Platten vermischt. Als Konzentrationsstandard wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe von
100 pg/ml-2 mg/ml zeitgleich mit den Proben angesetzt. Die Losungen wurden bei 37 °C
30 min inkubiert, auf RT abgekiihlt und die Extinktion bei 568 nm photometrisch

bestimmt.

4.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970). Fiir die Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt. Die Proteinkonzentration der Proben wurde
mit dem BCA-Test bestimmt, die Proteine zum Denaturieren mit SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. Fiir das verwendete Elektrophorese-system (Mini-
Protean III, BioRad) wurden je nach Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins
vollstiandig polymerisierte Gele mit einem Acrylamidgehalt von 8-10 % w/v (Trenngel, 4,5
cm Hohe, 1 mm Dicke) bzw. 4-5 % (Sammelgel, 0,8 cm Hohe, 1 mm Dicke, 15-Taschen-
Kamm) frisch hergestellt. Die Kammer wurde nach Herstellerangaben aufgebaut und die
Taschen mit 20 pl bis 25 ul des denaturierten Proteins, zusammen mit einem
Molekulargewichtsstandard (Benchmark™ Proteinleiter, Life Technologies) beladen. Freie
Taschen wurden mit SDS-Probenpuffer beladen. Die Protein-Auftrennung erfolgte unter
schrittweiser Erhohung der Spannung von 80 V auf 200 V, bis die Bromphenolblaulinie

das Ende des Gels erreichte. Die Gele wurden anschlieBend im Western Blot eingesetzt.
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4.2.3 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-
membranen (Western Blot)

(Towbin et al., 1979). Fiir den Transfer von Proteinen aus dem SDS-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran (Protran Nitrozellulose BA, 45 um, Schleicher & Schiill) wurde
ein Mini Transblot-Apparat (Biorad) verwendet. Nach 5-miniitigem Equilibrieren des
SDS-PAGE Gels in Transferpuffer wurde das Blot-Sandwich nach Herstellerangaben
aufgebaut. Der elektrophoretische Protein-Transfer wurde bei konstanter Spannung (80 V,
3 h) bei 4 °C in vorgekiihltem Transferpuffer durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die

Membranen entpackt und mit TBST gewaschen.

4.2.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-
membranenen

(Ausubel, 1996). Fir den immunologischen Nachweis wurden die gewaschenen
Membranen ii. N. bei 4 °C oder 1 h bei RT in Blockierungspuffer inkubiert, 2 h bei 4 °C
oder ii. N. bei 4 °C mit dem primiren Antikorper in geeigneter Verdiinnung in MTBST
versetzt und 8 x 3 min mit TBST gewaschen. AnschlieBend wurde der HRP-markierte
Sekundérantikorper 1 h bei RT in MTBST zugegeben und durch acht weitere TBST-
Waschungen entfernt. Die immunreaktiven Banden wurden mittels verstédrkter

Chemolumineszenz sichtbar gemacht.

4.2.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch verstirkte
Chemolumineszenz

Die Membran wurde 3 min lang mit der Chemolumineszenzlosung Super Signal West
Dura extended Duration (PIERCE) inkubiert. Nach Entfernen der Chemolumineszens-
16sung wurde die Membran in Klarsichtfolie gebettet und die Signale durch Exposition von

Rontgenfilmen sichtbar gemacht.

50



4. METHODEN

4.2.6 Praparation von Protein aus Zell-Lysat

4.2.6.1 Herstellung von Gesamtzell-Lysat

L929-Fibroblasten wurden in 6 cm-Petrischalen bis zu 70-90 % Konfluenz kultiviert. Die
Zell-Lyse erfolgte auf Eis nach 3maligem Waschen mit HBSS. 300 ul L929-Lyse-Puffer
wurden direkt auf die Zellen gegeben und 3 min bei RT inkubiert. Das Lysat wurde
gesammelt, in fliissigem Stickstoff eingefroren, aufgetaut, 2 x 30 sec bei 4 °C sonifiziert
und 5 min auf 95 °C erhitzt. Die unloslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation (1
min bei 14000 rpm) und der Uberstand bei -20 °C fiir die Verwendung im Western Blot
gelagert.

4.2.6.2 Detergensloslicher Anteil des Zell-Lysates

Zellen wurden in 6 cm-Petrischalen bis zu 70 % Konfluenz kultiviert. Die Zell-Lyse
erfolgte auf Eis, nachdem die Zellen mit serum- und antibiotikafreiem Kulturmedium
gewaschen wurden. 750 ul RIPA-Puffer wurde zu den Zellen gegeben und unter leichtem
Schwenken 1 h bei 4 °C inkubiert. Das Lysat wurde gesammelt und unlosliche
Bestandteile durch Zentrifugation entfernt (10 min, 12000 rpm, 4 °C). Der Uberstand
wurde abgetrennt und fiir den Western Blot mit SDS-Probenpuffer 5 min 95 °C erhitzt
oder fiir die Immunprézipitation in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte

bei -20 °C.

4.2.7 Fraktionierte Praparation von Zellbestandteilen aus Maus-
Gehirnhomogenat

Ein Gesamthirn einer 6 Tage alten Maus (6/JBL) (prépariert von F. Brendel) wurde auf Eis
in 5 ml TN-Puffer (ohne Triton X) homogenisiert. Kerne und Zelltriimmer wurden 12 min
lang in einer Eppendorfzentrifuge bei 1000 x g, 4 °C abgetrennt (1000 x g-Pellet). Der
Zytosol und Membranen enthaltende Uberstand wurde in einer Ultrazentrifuge (Beckmann
L-70) 1 h lang bei 100000 x g, 4 °C in die Roh-Membranfraktion (100000 x g-Pellet) und
die (im Uberstand enthaltenen) zytosolischen Proteine aufgetrennt. Der 100000 x g-

Uberstand wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren. Detergenslosliche Proteine wurden
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mit TN (1 % Triton X) aus den resuspendierten 1000 x g- und 100000 x g-Pellets unter
langsamen Routieren (ii. N., 4 °C) gelost. Die Triton X-unloslichen Bestandteile wurden
durch erneute Zentrifugation bei 4 °C (Kern- und Zelltrimmerfraktion: 10 min 1000 x g,
Roh-Membranfraktion: 1 h 100000 x g) abgetrennt und bei -20 °C gelagert. Die Triton X-
loslichen Uberstinde wurden mit TN bis zu einer Konzentration von 0,5 % (w/v) verdiinnt

und fiir die Immunprizipitation verwendet.

4.2.8 Immunprizipitation

4.2.8.1 N2A-Zell-Lysat und Gesamthirnhomogenat

Die Gesamtproteinkonzentration der detergensloslichen Fraktionen von N2A-Zell-Lysaten
oder Gehirnfraktionen (1000 x g- und 100000 x g-Fraktionen) wurde mit dem BCA-Test
bestimmt. 500 pg oder 1000 pg (N2A-Lysat oder Gehirnfraktion) wurden je
Immunprizipitation verwendet. Fir NCAM-Prizipitationen wurden der D3-Antikorper
(sieche 3.8.1) oder Maus-IgG (als Negativkontrolle) und ProteinA/G-gekoppelte
Sepharosebeads verwendet. Fiir L1-Prizipitationen wurde der 555-Antikorper (siehe 3.8.1)
oder Ratten-IgG (als Negativkontrolle) und Protein G-gekoppelte Sepharosebeads
eingesetzt. Die Sepharosebeads wurden 4 x mit 1 ml Puffer (TBST fiir N2A-Lysat oder TN
fiir Gehirnfraktionen) gewaschen und resuspendiert. Zu den detergensloslichen Fraktionen
wurden bei langsamer Rotation 30 pl (N2A-Lysat) oder 60 upl (Gehirnfraktion)
Sepharosebeads (3 h bei 4 °C) gegeben und anschlieend wieder abgetrennt (5 min, 3000
rpm, 4 °C), um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. AnschlieBend wurde 4 pg
(N2A-Lysat) oder 10 ug (Gehirnfraktion) primirer Antikorper zugegeben und die Proben
. N. bei 4 °C rotiert. Die Prézipitation erfolgte durch Zusatz von 30 ul (N2A-Lysat) oder
100 ul (Gehirnfraktion) gewaschenen Sepharosebeads (3 h, 4 °C, langsame Rotation). Die
Beads wurden abgetrennt (5 min, 3000 rpm, 4 °C) und 3 x mit TBST inkl. Inhibitoren
(N2A-Lysat) oder TN (0,5 % Triton X) inkl. Inhibitoren (Gehirnfraktion) gewaschen. Die
Proteine wurden mit 30 pl 2 x SDS Probenpuffer 5 min bei 95 °C von den Beads eluiert.
Der Uberstand aus der Immunprizipitation wurde mit 5 x SDS-Probenpuffer 5 min bei 95

°C erhitzt. Alle Proben wurden im Western Blot untersucht.
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4.2.8.2 Gesamtzell-Lysat von 1.929-1.1-Fibroblasten und 1.929-wt-
Fibroblasten

Die Gesamtproteinkonzentration des Gesamtzell-Lysates wurde mit dem BCA-Test
bestimmt. 500 pg Gesamtprotein wurden je Immunprizipitation verwendet. Fiir die
Cortactinprizipitation wurden der anti-Cortactin-Antikérper 4F11 (siehe 3.8.1) und
ProteinA-gekoppelte  magnetische Beads (Dynal) verwendet, die mit einer
magnetverbundenen Halterung von der Fliissigkeit abgetrennt werden konnten. Die
magnetischen Beads wurden 2 x mit 1 ml TBST gewaschen und anschlieend in TBST
resuspendiert. Das Zell-Lysat wurde 3 h bei RT mit 30 ul Beads von unspezifisch
bindenden Proteinen gereinigt. 5 ug Antikorper wurden 30 min bei RT unter langsamer
Rotation an 30 ul Beads gekoppelt. Die gekoppelten Beads wurden 3mal mit 1 ml TBST
gewaschen und zu dem vorgereinigten Zell-Lysat gegeben. Die Prizipitation wurde ii. N.
unter langsamer Rotation bei 4 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Beads
abgetrennt und 3 x mit 1 ml TBST incl. Inhibitoren (siche RIPA-Puffer) bei 4 °C
gewaschen. Die Proteine wurden mit 40 pl 2 x SDS Probenpuffer 5 min bei 95 °C von den
Beads eluiert und die Beads anschlieBend durch Zentrifugation (10 sec 14000 rpm)

abgetrennt. Alle Proben wurden im Western Blot untersucht.
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4.3 Zellkulturtechniken

4.3.1 Zellkultur von Zell-Linien

4.3.1.1 Kultur von Neuroblastom2A (N2A)-Zellen

N2A-Zellen wurden in 12 ml N2A-Kulturmedium in 75 cm>-Flaschen (Nunc) oder in 5 ml
N2A-Kulturmedium in 6 cm-Petrischalen (Nunc) bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei etwa 60-70 % Konfluenz wurden die Zellen aus den 75
cm’-Flaschen passagiert. Nach dem Entfernen des Mediums wurden die Zellen 1 x mit 10
ml HBSS (37 °C) gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 ml Versen abgelost und in 10 ml
Zellkulturmedium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (200 x g, 5
min, RT) und das Pellet in 10 ml N2A-Kulturmedium resuspendiert und fiir die weitere
Kultur 1:3 geteilt. Fiir Antikorperstimulationen wurden 5,7 x 10* Zellen in 6 cm-
Petrischalen bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert. Zur Vorbereitung fiir die
Stimulation wurde das Medium zweimal gegen 2 ml serum- und antibiotikafreies N2A-
Kulturmedium (37 °C) ausgetauscht und weitere 6 h kultiviert. Fiir die Immunzytochemie
wurden 1,5 x 10* Zellen auf PLL-beschichtete Objekttriger in 1 ml N2A-Medium pro 2,3
cm-Petrischale ausgesit und 24 h kultiviert. Fiir Kontrollexperimente wurde das N2A-

Medium ii. N. gegen 1 ml OPTIMEM (Life technologies) ausgetauscht.

4.3.1.2 Kultur von 1.929-1.1-Fibroblasten und 1.929-wt-Fibroblasten

L.929-Zellen und stabil mit der neuronalen Isoform von L1 transfizierte L.929-1.1-Zellen
wurden in 12 ml des entsprechenden Zellmediums bis zu einer Konfluenz von 90 % in 75
cm’-Flaschen (Nunc) bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Fiir die weitere Kultivierung wurden die Zellen mit 2 ml Versen abgelost, in 10 ml L929-
Kulturmedium resuspendiert und 1:5 aufgeteilt. Fiir die Immunzytochemie wurden 10’
Zellen auf PLL-beschichtete Deckglédser in 2 ml L929- bzw. 1.929-L1-Kulturmedium gesit
und ii. N. kultiviert. Zum Vorbereiten der transienten Transfektion wurde 1 ml L929-
Zellsuspension pro 6 cm-Petrischale in 5 ml antibiotikafreiem L929-Kulturmedium

ausgesit und i. N. bis zu einer Zelldichte von 90 % kultiviert. Fiir die L1-Stimulation
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wurden 1,8 x 10* Zellen in 6 cm-Petrischalen in 5 ml L.929-Kulturmedium ausgesit. Nach
3 h waren die Zellen adhiriert, und das Kulturmedium wurde zweimal gegen 5 ml
Stimulationsmedium (DMEM incl. 0,5 % FCS und 2 mM L-Glutamin) ausgetauscht.

Danach wurden die Zellen weitere 48 h kultiviert.

4.3.1.3 Transiente Transfektion von 1.929-Zellen

(Lipofectamin Plus Anleitung, Life Technologies). Fiir die transiente Transfektion von
1L.929-Zellen wurde der Lipofectamin Plus Kit (Life Technologies) verwendet. Das
Kulturmedium der antibiotikafrei kultivierten Zellen wurde zweimal gegen 2 ml serum-
und antibiotikafreies Kulturmedium ausgetauscht. Fiir eine Transfektion wurde 6 ug DNA
(EGFP-Fusionsprotein-cDNA oder EGFP-C1), 12 ul PLUS und 18 ul Lipofectamin nach
Herstellerangaben eingesetzt. Nach 3 h wurde das Transfektionsmedium auf die
Kulturmediumzusammensetzung aufgefiillt. Die Zellen wurden weitere 24 h kultiviert und
die Proteinexpression der lebenden Zellen fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. Fiir die

Uberpriifung im Western Blot wurde das Gesamtzell-Lysat verwendet.
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4.4 Immunzytochemische Methoden

4.4.1 Poly-L-Lysin-Beschichtung von Deckglisern

11 mm-Deckglédser wurden fiir 30 min mit HCI (12 %) gereinigt. AnschlieBend wurden die
Deckgliser 2 x 10 min mit sterilem Wasser und 2 x 15 min mit Ethanol (100 %)
gewaschen. Die Deckgliser wurden einzeln auf Alufolie ausgelegt und bei 180 °C
getrocknet. Nach dem Abkiihlen auf RT wurden die Objekttrdager ii. N. bei 4 °C mit einer
0,025 %igen Poly-L-Lysin (PLL)-Losung unter leichtem Schwenken beschichtet.
AnschlieBend wurde iiberschiissiges PLL. 3 x 5 min mit sterilem Wasser entfernt. Die
Objekttriger wurden einzeln auf Alufolie ausgelegt und unter der Reinraumbank 2 h lang
getrocknet. Die Lagerung erfolgte steril bei 4 °C. Vor Gebrauch wurden die beschichteten

Objekttrager 15 min unter UV-Licht sterilisiert.

4.4.2 Doppelimmunfluoreszenzfiarbungen

4.4.2.1 Hippocampusneuronen

Dissoziierte Hippocampusneuronen wurden von G. Dityateva aus den Hippocampi 1 bis 3
Tage alter Méause pripariert (Brewer et al., 1993, Lochter et al., 1991). Die Neuronen
wurden mit einer Dichte von 10’ Zellen/mm? auf PLL-Beschichtung ausgesiit und 2 Tage
kultiviert. Fiir die Immunfluoreszenzfirbung wurde das Kulturmedium vorsichtig entfernt
und anti-L1-Antikorper 555 (siehe 3.8.1), verdiinnt in 150 pl Kulturmedium (37 °C),
zugegeben. Die lebenden Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit 10 min inkubiert und das Medium anschlieend vorsichtig entfernt. Die
Zellen wurden 4 x mit 150 pl Kulturmedium (37 °C) gewaschen und mit 150 pl
Sekundirantikorper (Cy5 anti-Ratte), verdiinnt in Kulturmedium (37 °C), weitere 15 min
bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Alle weiteren
Arbeitsschritte  wurden unter Vermeidung direkter Lichteinstrahlung und bei RT
durchgefiihrt. Das Medium wurde abpipettiert und 4 x mit 150 pl Kulturmedium

gewaschen. Die Zellen wurden 15 min bei RT mit Fixierlosung inkubiert, die anschliefend
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durch 4 Waschschritte (5 min, 3 ml PBS II) griindlich entfernt wurde. Mit BSA-haltiger
Permeabilisierungslosung (0,1 % Triton X) wurde 15 min blockiert und permeabilisiert,
bevor 30 pl Cortactin-Antikorper 4F11 oder als Kontrolle B-Catenin- oder Tubulin-
Antikorper (siehe 3.8.1), verdiinnt in Blockierungspuffer, auf die Zellen gegeben wurde.
Nach 60 min wurde der Antikorper entfernt und die Zellen 3 x 5 min mit PBS II
gewaschen. Der entsprechende Sekundirantikorper wurde (in geeigneter Verdiinnung)
aufgetragen, nach 45 min abgenommen und durch vier fiinfminiitige Waschschritte
entfernt. Nach 5 min Nachfixierung (2 % Paraformaldehyd (PA) in PBS II) und einem
weiteren S-miniitigem Waschschritt mit PBS II wurden die Zellen mit Aqua-Poly/Mount
(Polyscience) eingebettet und bei 4 °C gelagert. Die Untersuchung der Préiparate erfolgte
an einem Laser-Scanning-Mikroskop der Fa. Leica mit Hilfe der Zeiss LSM Image
Browser Software. Fiir die Koimmunfluoreszenzfiarbung an Hippocampusneuronen wurden

drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt.

4.4.2.2 1.929- und L929-L.1-Fibroblasten

L.929- und L929-L1 Zellen wurden auf PLL-beschichteten Objekttragern kultiviert. Die
Objekttriger wurden auf Parafilm gelegt und mit Primirantikérper pab o-L1 (3.8.1) in
L.929-Kulturmedium (37 °C) 10 min, 1 h oder, 2 h bei konstanter Luftfeuchtigkeit bei 37
°C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Der anti-L1-Antikorper wurde
entfernt und die Zellen 1 x 1 min und 3 x sehr kurz mit Kulturmedium gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen 15 min mit Fixierlosung behandelt und 4 x 5 min mit PBS
IT gewaschen. Die Zellen wurden 10 min mit Blockierungslosung inkubiert, bevor der
Sekundirantikorper Cy2-anti-Kaninchen (zum Markieren und Sittigen extrazelluldrer
Bindungsstellen) 30 min lang aufgetragen wurde. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden
unter Ausschluss direkter Lichteinstrahlung durchgefiihrt. Es wurde 4 x 5 min mit PBS II
gewaschen, 5 min mit, 2 % PA in PBS II fixiert, 3 x 5 min mit PBS II gewaschen und mit
Permeabilisierungslosung (0,2 % Triton X) 15 min lang inkubiert. Der in
Blockierungslosung verdiinnte anti-Cortactin-Antikorper 4F11 (3.8.1) wurde 1 h lang
aufgetragen, durch 4 x 5 min waschen entfernt und das Pridparat anschlieBend mit einer
Mischung der Sekunddrantikorper Cy3-anti-Maus und Cy5-anti-Kaninchen in
Blockierungslosung 30 min lang inkubiert. Nach 5 min Nachfixierung mit 2 % PA in PBS
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IT und 1 x 5 min waschen mit PBS II wurden die Priparate mit Aqua-Poly/Mount Medium

(Polyscience) eingedeckelt und bei 4 °C gelagert.

4.4.2.3 Neuroblastom2A Zellen (N2A)

Die Koimmunfluoreszenzfirbung an N2A-Zellen wurde mit derselben Methode
durchgefiihrt, die fiir L929- und L.929-L1-Zellen beschrieben wurde. Als Kontrolle wurde
die Farbung an OPTIMEM-kultivierten N2A-Zellen durchgefiihrt. Dafiir wurde der
primire Antikorper anti-L1 (3.8.1) in 37 °C warmen OPTIMEM verdiinnt.

4.4.3 Antikorperstimulation von N2A-Zellen

Fir die Stimulation von N2A-Zellen wurden die Zellen, wie in 4.3.1.1 beschrieben,
vorbereitet. Die Zellen wurden mit anti-L1-Antikorper, anti-NCAM-Antikorper (2B2)
(3.8.1) oder PBS (als Kontrolle) 10 min, 1 h oder 2h lang bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit stimuliert (200 ug polyklonaler Antikorper je ml Medium ohne
Serum und Antibiotika). Fiir die Stimulation wurden die Zellen auf Styropor gestellt, das
Kulturmedium vorsichtig entfernt und 2 ml Stimulationsmedium (37 °C) zugegeben. Die
Stimulation wurde auf Eis gestoppt, das Stimulationsmedium entfernt und die Zellen 1 x
mit serum- und antibiotikafreiem Medium (4 °C) gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 750 pl RIPA-Puffer (4 °C) 1 h lang auf Eis bei 4 °C lysiert und der
detergenslosliche Anteil des Zell-Lysates fiir die Proteinbestimmung, den Western Blot

und die Koimmunprézipitation prépariert.

4.4.4 L1-Stimulation von L1929-L1-Fibroblasten und 1929-wt-
Fibroblasten

Fiir die Antikérperstimulation wurden die Zellen, wie in 4.3.1.2 beschrieben, vorbereitet.
Das Stimulationsmedium wurde gegen 2 ml Stimulationsmedium incl. 200 pg anti-L1-
Antikorper/ml Medium ausgetauscht und die Zellen 10 min bei 37 °C, 5 % CO; und 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Reaktion wurde auf Eis gestoppt und das

Gesamtzell-Lysat hergestellt.
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4.4.5 Neuritenwachstum und Neuritogenese von Hippocampusneuronen

Alle Préparationen von Hippocampusneuronen wurden von G. Dityateva und Dr. A.
Dityatev angefertigt und in Fixierlosung zur Verfiigung gestellt. Hierzu wurden
dissoziierte Hippocampusneuronen aus den Gehirnen 1 bis 3 Tage alter Miuse pripariert
und mit 1,5 pug DNA/100 ul Elektroporationslosung (Nucleofector, AMAXA)
elektroporiert. Die transfizierten Neuronen wurden auf PLL/Substrat-beschichteten
,,chamberslides* (Nunc) ausgesit. Als Substratbeschichtung wurden die Fusionsproteine
L1-Fc und NCAM-Fc verwendet, als Negativkontrolle PLL und als Positivkontrolle
Laminin. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit
wurden die Zellen mit Kulturmedium gewaschen und in Fixierlosung inkubiert. Die
Fixierlosung wurde abpipettiert und die Kammern sowie der Kammerklebstoff von den
Objekttraigern entfernt. Die Prdparate wurden 2 x mit PBS II gewaschen und mit
Polymount (Polyscience) eingebettet. Die Untersuchung erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss) und die Prdparate wurden iiber die
angeschlossene Digitalkamera und das zugehorige Computerprogramm (Zeiss)

fotografiert.

Fiir die Analyse des Neuritenwachstums wurden jeweils die Neuriten einer transfizierten
Zelle mit einer Lange groBer als der Zelldurchmesser, die keinen Neuritenkontakt hatten,
gemessen. Ein Experiment mit einer Transfektionseffizienz von ca. 30 % wurde
ausgewertet. Die Gesamtneuritenldnge wurde aus den mittleren Gesamtneuritenldngen von
2-3 Wells (16-40 Zellen pro Well) ermittelt. Fiir die Quantifizierung der Neuritogenese
und der Neuritenzahl wurden alle tranfizierten Zellen ausgewertet. Nicht ausgewertet
wurden jedoch Zellen, die Zellkorperkontakt mit Nachbarzellen hatten, die groer als der
Zelldurchmesser waren oder ein Neuritenkontakt durch einen Neuriten bestand, dessen
Linge den Zelldurchmesser nicht iiberschritt. Fiir die Quantifizierung der Neuritogenese
oder der Neuritenzahl wurden zwei Experimente mit einer Transfektionseffizienz von 30
% und ca. 5-10 % analysiert. Pro Beschichtung wurden 50-200 Zellen ausgwertet. Die
Prozentzahl der Zellen mit Neuriten oder die Neuritenzahl einer Zelle wurde aus den

Mittelwerten von 7-8 Wells ermittelt.

59



4. METHODEN

4.5 Immunhistochemie

25 um dicke Kryoschnitte von 4 % PA-fixierten Gesamthirnen 5 Tage alter Miuse (P 5)
(freundlicherweise prépariert von Dr. G. Loers) und adulter Méuse (C57BL6/J) (zur
Verfiigung gestellt von Dr. A. Irintchev) wurden 30 min bei 37 °C getrocknet,
anschliefend 30 min in Natriumcitrat bei 80 °C von unspezifischen Antigenen gereinigt
und danach 15 min mit PBS II gewaschen. Nach 1 h NZS- (normales Ziegenserum)
Blockierung wurden die Schnitte 48 h bei 4 °C mit affinitdtsgereinigtem anti-L1-
Antikorper und anti-Cortactin-Antikorper (3.8.1) inkubiert, 3 x mit PBS II gewaschen und
2 h mit den entsprechenden Sekundirantikorpern behandelt. Nach drei PBS II-
Waschungen wurden die Zellkerne 15 min mit Bisbenzimid gefirbt, mit PBS II gewaschen
und in Einbettmedium eingebettet. Die Fluoreszenz wurde mit einer Digitalkamera an
einem Mikroskop (Axiophot, Zeiss), ausgestattet mit den entsprechenden Filtern, bei

verschiedenen Vergroflerungen aufgenommen.
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S Ergebnisse

5.1 Untersuchung der Lokalisation von L1 und Cortactin

Um Informationen iiber eine direkte oder indirekte Interaktion von L1 und Cortactin zu
erhalten, wurden verschiedene Experimente zur L1-abhdngigen subzelluliren Verteilung
von Cortactin und L1 durchgefiihrt, eine entwicklungsabhidngige Verdnderung der
Expressionsprofile beider Proteine untersucht und die Kolokalisation beider Proteine

tiberpriift.

5.1.1 Doppelimmunfluoreszenzfirbungen an Primirkulturen von
Hippocampusneuronen

Um einen Hinweis auf eine direkte Interaktion zwischen L1 und Cortactin zu erhalten,
wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung (4.4.2.1) an kultivierten
Hippocampusneuronen (2 DIV) durchgefiihrt. Fiir dieses sog. Cocappingexperiment
wurden lebende Hippocampusneuronen mit L1-Antikorper und
fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem Sekundérantikorper inkubiert. Durch die
Antikorperverkniipfung der extrazelluliren Doménen wird das zuvor homogen in der
Plasmamembran verteilte Transmembranmolekiil L1 in sog. Clustern konzentriert (Abb.
5). Proteine, die mit der intrazelluliren Doméne von L1 interagieren, folgen dieser
Umverteilung und kolokalisieren mit L1 in den Clustern. Dort lassen sich diese

intrazelluldren Bindungspartner durch Immunfluoreszenz nachweisen.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Cocappingexperimentes.

Die extrazelluldaren Dominen des homogen in der Zellmembran verteilten Transmembranmolekiils werden
durch den Erstantikorper verkniipft. Dadurch wird das Transmembranmolekiil in der Zellmembran umverteilt
und in sog. Clustern angereichert. Die Zugabe von fluoreszenzfarbstoffmarkiertem Sekundérantikdrper
verstiarkt diesen Effekt. Proteine, die an die intrazellulire Domine des Transmembranmolekiils binden,

folgen dieser Umverteilung, so dass es zu einer Kolokalisation der Bindungspartner in den Clustern kommt.

In Abb. 6 sind repridsentative  Aufnahmen von LI- und Cortactin-
doppelimmunfluoreszenzfirbungen  dargestellt. Die Inkubation von lebenden
Hippocampusneuronen mit LI1-Antikorper und fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem
Zweitantikorper fiihrte zu einer perlenschnurartigen Anhdufung von L1 in Clustern entlang
der Neuriten (Abb. 6, D). Auch Cortactin zeigt hierbei Akkumulationen entlang der
Neuriten. Etwa 70 % der L1-Cluster iiberlagerten mit den cortactinhaltigen Bereichen
(Abb. 9). Auch in den Wachstumskegeln der Hippocampusneuronen wurde Cortactin
nachgewiesen (Abb. 7, A). Eine Kolokalisation von L1 und Cortactin konnte nicht
tiberpriift werden, da L1 in den Wachstumskegeln bei der verwendeten Firbe- und
Aufnahmetechnik nicht nachweisbar war. Auffillig ist jedoch eine starke Akkumulation

und Kolokalisation von L1 und Cortactin im ,,Nacken* der Wachstumskegel.

Als Kontrolle wurde eine Fluoreszenzfirbung mit Cortactin-Antikorper ohne Zugabe des
L1-Antikorpers durchgefiihrt. In dieser Kontrolle war Cortactin sehr inhomogen entlang
der Neuriten verteilt. Oft waren clusterartige Anhdufungen zu beobachten, wie in Abb. 6,

A dargestellt. Das Cocappingexperiment wiirde jedoch nur dann auf eine mogliche direkte
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Interaktion von L1 und Cortactin hindeuten, wenn sich die Cortactinverteilung infolge des

L1-Clusterings dnderte.
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Abb. 6: Cortactinimmunfluoreszenzfirbung und L1- und Cortactindoppelfirbungen an
Hippocampusneuronen.

An zwei Tage kultivierten Hippocampusneuronen wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfiarbung mit L1
(grin) und Cortactin (rot) durchgefiihrt (C-E). Als Kontrolle diente eine Cortactinimmunfirbung ohne
gleichzeitige L1-Farbung (A). Cortactin lag in der Einfachfdarbung in inhomogener, clusterdhnlicher
Verteilung entlang der Neuriten vor (Pfeilspitzen in A). In der Doppelimmunfluoreszenzfarbung war L1
entlang der Neuriten in sog. Clustern in perlenschnurartiger Weise akkumuliert (Pfeile in D). Auch Cortactin
war in clusterdhnlicher Verteilung entlang der Neuriten akkumuliert (Pfeile in C). Die LI1-Cluster

iiberlagerten mit den cortactinhaltigen Bereichen (Pfeile in E). B: Differentielle Interferenzkontrastaufnahme

zu A. (Skalierung: 8 um).
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Abb. 7: Expression von Cortactin in den Wachstumskegeln von Hippocampusneuronen.

Cortactin (rot) und L1 (griin). Cortactin wird in den Wachstumskegeln von 2 Tage kultivierten
Hippocampusneuronen exprimiert (A). Auffillig ist die Akkumulation und Kolokalisation von L1 und
Cortactin im ,,Nacken* des Wachstumskegels (A). B: Differentielle Interferenzkontrastaufnahme zu A.

(Skalierung: 8 um).

Um zu untersuchen, ob die Kolokalisation von L1 und Cortactin in den LI-haltigen
Regionen eine Folge des L1-Clusterings war oder durch zufillige Uberlagerungen der eng
beieinander liegenden L1- und cortactinhaltigen Regionen verursacht wurde, wurden zwei

weitere Kontrollen verwendet.

Zum einen wurde eine Immunfirbung gegen S-Tubulin durchgefithrt. In der
Fluoreszenzeinfachfirbung war das Zytoskelettprotein Tubulin homogen iiber die Neuriten
verteilt. In der Koimmunfluoreszenzfarbung hatte die Umverteilung von L1 in L1-haltige
Regionen keinen Einfluss auf die Tubulinverteilung (Abb. 8, F-H). Eine besser geeignete
Kontrolle als der Antikorper gegen das wegen des Einbaus in Mikrotubuli zum Teil nicht
mobile Tubulin war der zum anderen verwendete Antikorper gegen S-Catenin. S-Catenin
bindet intrazelluldr an das Transmembranmolekiill N-Cadherin. Da bislang keine L1-
Cadherin- oder L1-Catenin-Interaktionen bekannt sind, sollte die S-Cateninverteilung

deshalb von einer L1-Umverteilung nicht beeinflusst werden.

In der Fluoreszenzeinfachfirbung zeigte die Verteilung von S-Catenin eine inhomogene

Verteilung entlang der Neuriten, die, ebenso wie die Cortactinfarbung (Abb. 6, A), oft ein
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clusterartiges Erscheinungsbild aufwies (Abb. 8, A). In der Doppelimmunfluoreszenz-

farbung tiberlagerten etwa 70 % der L1-Cluster mit f-cateninhaltigen Regionen (Abb. 9).

Abb. 8: Doppelimmunfluoreszenzfirbung an primir kultivierten Hippocampusneuronen (2 DIV).

An zwei Tage kultivierten Hippocampusneuronen wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit L1

(griin) und S-Catenin (rot) durchgefiihrt (C-E). Als Kontrolle diente eine Immunfirbung fiir S-Catenin (A).
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Als weitere Kontrolle wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfirbung mit Antikérpern gegen L1 (griin) und das
Zytoskelettprotein Tubulin (rot) angefertigt (Abb. F-H). Catenin liegt (wie Cortactin in Abb. 6, A) in der
Einfachfirbung in inhomogener, clusterdhnlicher Verteilung entlang der Neuriten vor (Pfeilspitzen in A). In
der Koimmunfluoreszenzfirbung ist L1 in perlenschnurartiger Weise entlang der Neuriten akkumuliert
(Pfeile in D). Auch Catenin ist in clusterdhnlicher Verteilung entlang der Neuriten angeordnet (Pfeile in C).
Die L1-Cluster iiberlagern mit den cateninhaltigen Bereichen (Pfeile in E). B: Differentielle

Interferenzkontrastaufnahme zu A. (Skalierung: 8 pm).

Um zu tiberpriifen, ob sich der prozentuale Anteil der Kolokalisation von L1-Clustern mit
cortactinhaltigen Regionen von der Cateninkontrolle unterschied, wurde die Zahl der L1-
Cluster gezdhlt, die mit cortactin- oder cateninhaltigen Regionen iiberlagerten (Abb. 9).
Als ,iberlagernd* wurde jeder L1-Cluster gezihlt, der eine teilweise oder vollstindige
Uberlagerung mit der Cortactin- bzw. Cateninfirbung zeigte. Wihrend die L1-Cluster
meist eine einheitliche GroBBe und Firbungsintensitidt aufwiesen, waren die cortactin- oder
cateninhaltigen Regionen meist sehr viel kleiner und von unregelmifBiger Struktur und
variierender Firbungsintensitit. Beim Zihlen der Uberlagerungen wurde der Grad der
Uberlappung eines L1-Clusters mit der cortactin- oder cateninhaltigen Region und die

Intensitit der Uberlagerung nicht bewertet.
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Abb. 9: Anteil von L1-Clustern, die in der Doppelimmunfluoreszenzfirbung mit cortactin- oder
cateninhaltigen Bereichen iiberlagern, an der Gesamtzahl der L1-Cluster.

Die L1-Cluster, die in der Doppelimmunfluoreszenzfirbung mit cortactinhaltigen Regionen iiberlagerten,
wurden in  drei  unabhingigen  Experimenten  gezdhlt. Als  Kontrolle  wurde  eine
Doppelimmunfluoreszenzfirbung mit L1 und B-Catenin durchgefiihrt. Fiir das Auszihlen an Uberlagerungen
von L1-Clustern mit cortactin- oder cateninhaltigen Bereichen wurde ein Cluster als ein abgeschlossenes, L1-
immunopositives Areal definiert. Wihrend die L1-Cluster meist eine einheitliche Grofe und
Farbungsintensitidt aufwiesen, waren die Cortactin- und Cateninregionen sehr viel kleiner und von
unregelmiBiger Struktur und Firbungsintensitit. Als Uberlagerung wurde jeder L1-Cluster gezihlt, der eine
teilweise oder vollstindige Uberlagerung mit der Cortactin- bzw. Cateninfirbung zeigte. Der prozentuale
Anteil an Uberlappung eines L1-Clusters mit cortactin- oder cateninhaltigen Bereichen oder die Intensititen
der Uberlagerung wurden nicht bewertet. Die Zahl der L1-Cluster, die mit cortactinhaltigen Regionen
iiberlagerten, unterschied sich nicht von der Zahl der L1-Cluster, die in einem Kontrollexperiment mit f-

cateninhaltigen Regionen iiberlagerten.

Da die Cortactinimmunfirbung ohne L1-Capping bereits eine clusterdhnliche, inhomogene
Cortactinverteilung aufwies, konnte nicht bewertet werden, ob die Uberlagerungen von L1
mit Cortactin in der Doppelimmunfluoreszenzfirbung eine Folge des L1-Clusterings
waren. Eine geeignete Negativkontrolle stand nicht zur Verfiigung, da dieser Effekt auch
bei der f-Cateninkontrolle auftrat. Zudem unterschieden sich die Prozentzahlen von L1-
Clustern, die in der Koimmunfluoreszenzfarbung mit cortactinhaltigen Regionen
iiberlagerten, nicht von denen des f-Cateninkontrollexperimentes. Wegen dieser

methodischen Schwierigkeiten konnte das Cocappingexperiment nicht verwendet werden,
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um eine Aussage iiber eine mogliche direkte Interaktion zwischen L1 und Cortactin zu

treffen.

Als  Ergebnis kann  zusammengefasst werden, dass LI-Cluster in der
Doppelimmunfluoreszenzfarbung zu etwa 70 % mit cortactinhaltigen oder [-catenin-
haltigen Bereichen kolokalisiert sind. AuBlerdem ist Cortactin in den Wachstumskegeln

von 2 Tage kultivierten Hippocampusneuronen lokalisiert.

5.1.2 Lokalisation von CAM-L1 und Cortactin im Hippocampus von P 5
Maus und adulter Maus

Es wurde bereits gezeigt, dass die Primérkulturen von Hippocampusneuronen L1- und
Cortactin-positiv waren und dass Cortactin in den Wachstumskegeln dieser Primérkulturen
deutlich angereichert war (siehe 5.1.1). Die Neuriten 2 Tage lang kultivierter
Hippocampusneuronen sind jedoch noch nicht in Axone und Dendriten ausdifferenziert.
Um die Verteilung und Lokalisation beider Proteine genauer zu untersuchen, wurden die
Expressionsprofile von L1 und Cortactin in 25 um diinnen Kryoschnitten von Hippocampi
5 Tage alter (P 5-) und adulter C57BL6/J-Méuse immunhistochemisch auf Cortactin und
L1 untersucht (Abb. 10). Da sich das ZNS von P 5-Tieren noch in der Entwicklung
befindet, wihrend die Zellen im adulten Tier vollstindig ausdifferenziert sind, kann ein
Unterschied in der entwicklungsabhingigen Verteilung beider Proteine moglicherweise
Hinweise auf die Funktion oder Wechselwirkung beider Proteine vermitteln. L1 und
Cortactin sind im 5 Tage alten und adulten Hippocampus inhomogen verteilt. In der
adulten Maus ist L1 in den axonreichen, dendritenfreien Arealen des Hippocampus
(alveus, fimbria hippocampi) und des GroBhirns, wie etwa corpus callosum, akkumuliert.
L1 wird in axon- und dendritenreichen Regionen von CA1 (stratum radiatum und oriens)
und im stratum lucidum von CA3 nur schwach exprimiert. Das stratum lacunosum-
moleculare und stratum oriens und stratum radiatum in der CA3-Region sind stark L1-
positiv (Abb. 10, A). Cortactin wird im Hippocampus in den gleichen Schichten wie L1
exprimiert, aber die Intensitdtsverteilung ist eine andere: die strata radiatum und oriens
sind stark Cortactin-positiv, das stratum lacunosum-moleculare und der alveus sind
dagegen Cortactin-negativ. In der CA3-Region sind die Moosfasern im stratum lucidum

Cortactin-positiv und nahezu L1-negativ (Abb. 10, A, C, E, G). Dariiber hinaus enthalten
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die Somata der Kornerzellen des Gyrus dentatus und die Somata der Pyramidenzellschicht
Cortactin, aber nicht L1 (Abb. 10, E). Cortactin und L1 werden im stratum oriens von CA3
und in der Fimbria mit jeweils getrennten Intensitdtsmaxima exprimiert (Abb. 10, E). L1
und Cortactin kolokalisieren in nahezu allen Schichten des Hippocampus sehr schwach, die
deutlichste Kolokalisation ist im stratum oriens zu sehen (Abb. 10, E, I). Eine ausgeprigte
Gleichverteilung beider Proteine wird hingegen im angrenzenden Thalamus (Abb. 10, E)

beobachtet.

Im Hippocampus der P 5-Maus befinden sich die Zellschichten noch in der Entwicklung.
Wie auch im adulten Hippocampus werden Cortactin und L1 in allen Regionen des P 5-
Hippocampus mit verschiedenen Intensititen exprimiert (Abb. 10, B, D, F, H). Die
Expressionsprofile in friih postnatalem und adultem Hippocampus unterscheiden sich
jedoch deutlich, besonders auffillig in der CA3-Region (Abb. 10, F, G, H). In den P 5-
Mausen ist das stratum oriens von CA3 Cortactin-positiv und nahezu L1-negativ, das
stratum lucidum dagegen Cortactin-negativ und L1-positiv. Auch das stratum radiatum von
CA3 enthilt Cortactin. Die Fimbria enthilt ausschlieBlich L1, und die Somata der
Pyramidenzellen enthalten Cortactin. Die Zellschichten von CA1l und der Gyrus dentatus
sind in der P 5-Maus noch nicht vollstindig ausgebildet (im Vergleich Abb. 10, E, F).
Auffillig ist die rdumliche Abgrenzung der L1-Expression von der Cortactinexpression in
der CAl-Region. Wihrend im adulten Hippocampus eine schwache Kolokalisation beider
Proteine im stratum oriens von CAl und CA3 vorliegt (Abb. 10, E, G, I) ist im P 5-
Hippocampus keine Kolokalisation beider Proteine zu sehen (Abb. 10, F, H).

Die Expressionsprofile von L1 und Cortactin dndern sich wihrend der Entwicklung. Davon
sind sowohl axon- als auch dendritenreichen Bereiche betroffen. Die verschiedenen
Zellschichten enthalten, abhédngig von der Region, iiberwiegend L1 oder Cortactin. Eine
Kolokalisation beider Proteine liegt, unabhingig vom jeweiligen Expressionsprofil, nur

schwach ausgeprigt oder gar nicht vor.
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Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis von L1- und Cortactin in Hippocampi 5 Tage alter und

adulter wt-Miuse.

In der adulten Maus (A, C, E, G, I) wird L1 (griin) iiberwiegend in axonreichen Strukturen exprimiert
(stratum oriens, radiatum, lacunosum-moleculare, alveus und fimbria hippocampi) und Cortactin (rot)
iiberwiegend in dendritenreichen Regionen. Die axonhaltigen, dendritenfreien Regionen wie fimbria
hippocampi und alveus enthalten kein Cortactin (C, E, I). Eine Ausnahme bilden die axonhaltigen
Moosfasern des stratum lucidum in CA3, die stark Cortactin-immunreaktiv sind (C, E, G). Die

Expressionsprofile von L1 und Cortactin unterscheiden sich im P 5-Hippocampus (B, D, F, H) deutlich von
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denen der adulten Maus, besonders in der CA3-Region (H): das stratum oriens ist Cortactin-positiv und L1-
negativ, das stratum lucidum ist L1-positiv. Im angrenzenden stratum radiatum folgt ein cortactinhaltiger
Bereich. Beide Proteine kolokalisieren schwach im stratum oriens der CA1-Region des adulten Hippocampus
(gelb, I) oder gar nicht im P 5-Hippocampus (F). cx: cortex; cc: corpus callosum; th: fimbria hippocampi; g:
Gyrus dentatus; Im: stratum lacunosum-moleculare; sl: stratum lucidum; o: stratum oriens; p:
Pyramidenzellschicht; r: stratum radiatum; T: Thalamus; Pfeilspitzen: alveus. Skalierung in E und F: 250 pym;

Skaliverung in H (fiir G, H, I) 25 pm.

5.1.3 Subzellulire Lokalisation von LL1 und Cortactin in L1-stimulierten
1.929-1.1-Fibroblasten und N2A-Zellen

In verschiedenen Experimenten wurde gezeigt, dass Prozesse, die mit einer schnellen
Reorganisation des Actinzytoskeletts verbunden sind, eine Umverteilung von Cortactin aus
dem Zytoplasma an die Zellperipherie in Bereiche aktiver Actinreorganisation induzieren
(Ozawa et al., 1995, Weed et al., 1998, Cantarelli et al., 2000, Lopez et al., 2001, Birukov
et al., 2002, D1 Ciano et al., 2002). Weiterhin wurde die Koprizipitation des Ig-verwandten
Molekiils ICAM mit phosphoryliertem Cortactin infolge einer Stimulation von ICAM
(Tilghman und Hoover, 2002a) vermutlich durch den Transport von Cortactin aus dem

Zytoplasma an die Zellmembran ermoglicht.

Um zu untersuchen, ob die extrazelluldre Aktivierung von L1 die Umverteilung von
Cortactin aus dem Zytoplasma an die Zellmembran verursacht, wurden 1.929-L.1-Zellen,
die stabil mit der neuronalen Isoform von L1 transfiziert waren, erst mit polyklonalem L1-
Antikorper stimuliert und daraufthin immunzytochemisch untersucht. Als Kontrolle wurden
L929-Zellen verwendet, die die nicht-neuronale Isoform von L1 in geringer Menge
exprimieren (Abb. 11). Der durch L1-Antikorper aktivierte Signaltransduktionsweg von L1
beinhaltet in Neuroblastomzellen die Endozytose von L1 (Schmid et al., 2000). Da die
nicht-neuronale Isoform von L1 jedoch nicht endozytiert wird, waren die L.929-wt-Zellen

als Kontrolle geeignet.
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Abb. 11: L1-Expression von L1 in 1.929-L.1 und L.929-wt-Zellen.

Fir den Western Blot wurden gleiche Proteinmengen aus Zell-Lysaten von L.929-L1 und L929-Zellen
eingesetzt. Zusitzlich wurde die gleichmiBige Beladung des Geles durch GAPDH iiberpriift. Die mit der
neuronalen Isoform von L1 transfizierten 1.929-L.1-Zellen exprimieren iiber ca. 20 Passagen (P) hinweg
gleich bleibende Mengen von L1. Die L929-Zellen exprimieren geringe Mengen der nicht-neuronalen

Isoform von L1.

In der immunzytochemischen Firbung wurden intrazelluldres und extrazelluldres L1
unterschieden, indem lebende Zellen erst mit L1-Antikorper stimuliert und anschlieBend
fixiert wurden. Dann wurden hintereinander zwei (mit verschiedenen Farbstoffen
gekoppelte) Zweitantikorper eingesetzt: der erste vor der Permeabilisierung (fiir die
Markierung und Séttigung von Bindungsstellen von extrazelluldirem LI1-Antikorper) und
der zweite nach der Permeabilisierung (Markierung von intrazellulirem L1). In den
folgenden Abbildungen 12 und 13 wird der Ubersichtlichkeit halber nur intrazellulires L1
dargestellt.

Nach 1 h L1-Aktivierung wird L1 von 1.929-L.1-Zellen deutlich endozytiert (Abb. 12, B),
wihrend in L.929-Zellen (Negativkontrolle) keine Endozytose von L1 stattfindet (Abb. 12,
C). Als weitere Kontrolle wurden 1.929-L1-Zellen auf Eis stimuliert. Auch unter diesen
Bedingungen wurde keine Endozytose beobachtet (nicht dargestellt). Der Vergleich von
1 h stimulierten 1.929-L1-Zellen mit 10 min stimulierten 1.929-L1-Zellen und 1 h LI-
stimulierten 1.929-Zellen zeigt jedoch keine Umverteilung von Cortactin aus dem
Zytoplasma heraus an die Zellmembran (Abb. 12, A, B, C). Endozytiertes L1 kolokalisiert
nach 1 h nicht mit zytoplasmatischem Cortactin. Auch die Verlingerung der
Stimulationszeit auf 2 h bewirkt keine Kolokalisation beider Proteine in den L1-haltigen
Endosomen (Abb. 12, E und F). An der Zellmembran {iiberlagern L1 und Cortactin nur
partiell und unabhingig von der Endozytose von L1 (Abb. 12, B, C, E, F).

72



5. ERGEBNISSE

L929-wt, 1h alL1

L929-L1, 10 min aL1 L929-L1, 1h al1
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Abb. 12: Immunzytochemische L1- und Cortactindoppelfirbung von L1-stimulierten 1.929-L.1-Zellen.

L929-L1-Fibroblasten wurden 10 min (A), 1 h (B) oder 2 h (E, F) mit polyklonalem L1-Antikdrper
stimuliert. Cortactin (rot) und intrazelluldres L1 (griin) wurden durch Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die
Bilder wurden auf halber Zellhohe der ca. 7 um hohen Zellen aufgenommen. Die Firbung von
intrazelluldarem L1 ist nach 10 min Stimulationszeit sehr viel schwicher als nach 1 h. Cortactin wird weder
nach 10 min, noch nach 1 h oder 2 h aus dem Zytoplasma heraus an die Zellmembran umverteilt. Nach 1 h
und 2 h L1-Stimulation wird eine starke intrazelluldre L1-Farbung sichtbar (B, E, F), die in L929-Zellen (C)
nicht zu beobachten ist. Weder nach 1 h und auch nicht nach 2 h Antikorperstimulation kolokalisieren
intrazelluldres L1 und zytoplasmatisches Cortactin (Pfeile in E; F). In der Zellperipherie tiberlagern L1 und

Cortactin schwach in Bereichen hoher Cortactindichte (B, C, E, F). D: Phasenkontrastaufnahme zu A.

Die Stimulation von L1 verursacht wahrscheinlich die Endozytose von L1 (ein
Endosomenmarker wurde in dieser Arbeit nicht verwendet), aber keine Umverteilung von
Cortactin aus dem Zytoplasma an die Zellperipherie und keine intrazelluldre
Kolokalisation beider Proteine. Moglicherweise verfiigen (nicht-neuronale) 1.929-
Fibroblasten jedoch nicht iiber die notige Maschinerie zur Aktivierung des L1-abhidngigen
Signaltransduktionsweges und der durch diesen verursachten Effekte. Deshalb wurde das
Stimulationsexperiment in analoger Weise an Neuroblastom2A (N2A)-Zellen

durchgefiihrt, die endogen L1 exprimieren (Abb. 13). Als Negativkontrolle wurde statt des

73



5. ERGEBNISSE

Stimulationsantikorpers Kaninchen-IgG verwendet. Weder nach 10 min (nicht dargestellt),
noch nach 1 h (Abb. 13, A) oder nach 2 h Stimulation (Abb. 13, B) wurde eine
Umverteilung von Cortactin beobachtet, das homogen im Zytoplasma verteilt ist. Auch die
Endozytose von L1 wurde nicht in vergleichbar deutlicher Weise wie in 1L.929-L.1-Zellen
aktiviert. Eine Anderung der Stimulationsbedingung auf serumfreies OPTIMEM-Medium,
dessen Verwendung in den Fibroblasten-Zellen die Endozytose unterdriickte, hatte weder
einen Einfluss auf die Cortactinverteilung, noch konnte die Endozytose von L1 induziert
werden (Abb. 13, E). Eine Uberlagerung von L1 und Cortactin ist an der Zellperipherie
deutlich zu sehen (Abb. A, B, E). In den Neuriten der N2A-Zellen und an der basalen
Zelloberflache tiberlagern L1 und Cortactin nicht (Abb. 13, F).

1 hal1 2 h ol

10 pm

2 holi

Abb. 13: Immunzytochemische L1- und Cortactindoppelfirbung von L1-stimulierten N2A-Zellen.
N2A-Zellen wurden 10 min (nicht dargestellt), 1 h (A, E) oder 2 h mit L1-Antikdrper stimuliert (B). Als

Negativkontrolle wurde IgG eingesetzt (D). Die Bilder wurden auf halber Zellhthe aufgenommen, mit
Ausnahme der Aufnahme der basalen Zelloberfldche (F). Intrazelluldres L1 (griin) und Cortactin (rot) wurden
immunzytochemisch markiert. Die L1- und die Cortactinfarbung iberlagern (gelb) nach 1 h und 2 h stark an
der Zellmembran (dicke Pfeilkopfe, B, E). Im Vergleich zur IgG-Kontrolle verursacht die L1-Stimulation
keine Umverteilung von Cortactin an die Zellmembran. Obwohl in wenigen Zellen intrazelluldres L1 im
Zytoplasma vorliegt (B, diinne Pfeilkopfe), zeigt sich kein punktférmiges Muster der intrazelluldren L1-
Fiarbung (wie bei L929-L1-Zellen, Abb. 12, B, E, F). An der basalen Zelloberfliche ist L1 in punktformiger

Verteilung akkumuliert und iiberlagert nicht mit Cortactin (F, diinne Pfeilkdpfe). Neuroblastomzellen bilden
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in Kultur Neuriten. Auch in den Neuriten liegen L1 und Cortactin deutlich getrennt vor. (F, Pfeilspitzen). C:

Phasenkontrastaufnahme zu F.

Die L1-Aktivierung fiihrte in den verwendeten Zell-Linien 1.929-L.1, L929-wt und N2A
nicht zu einer Anderung der subzellulidren Verteilung von Cortactin aus dem Zytoplasma
heraus an die Zellperipherie. L1-haltige Endosomen waren in Fibroblasten-Zellen nicht mit
zytoplasmatischem Cortactin kolokalisiert. Eine Umverteilung von Cortactin an bestimmte
Dominen der Zellmembran und/oder eine direkte (oder indirekte) Interaktion mit L1
infolge der L1-Aktivierung konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, zumal sich an der
Zellmembran von N2A-Zellen eine Uberlagerung der Firbungen fiir Cortactin und

intrazelluldres L1 zeigt.
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5.2 Untersuchung einer direkten Interaktion von L1 und
Cortactin

Bei der Untersuchung der gewebespezifischen Expression von L1 und Cortactin im
Hippocampus wurde eine starke Kolokalisation von L1 und Cortactin im angrenzenden
Thalamus der 5 Tage alten und der adulten Maus gezeigt (Abb. 10, E, F). Dariiber hinaus
ist eine starke Expression von L1 im sich entwickelnden ZNS (Bartsch et al., 1989,
Lindner et al., 1983) und eine starke Expression von Cortactin im adulten Gehirn
(Miglarese et al., 1994, Yundrui et al., 1998) bereits aus fritheren Veroffentlichungen
bekannt. Auch in den Experimenten zur L1-abhingigen Cortactinverteilung in N2A-Zellen
konnte eine deutliche Kolokalisation beider Proteine an der Zellmembran nachgewiesen
werden (Abb. 13, A, B, E). AuBBerdem wurde eine direkte Interaktion des Ig-verwandten
Transmembranmolekiils ICAM (in Abhingigkeit von der ICAM-Aktivierung) mit
Cortactin durch Koimmunprizipitationen nachgewiesen (Durieu-Trautmann et al., 1994,
Tilghman und Hoover, 2002a). Ob die in 5.1 gezeigten Kolokalisationen von L1 und
Cortactin durch eine direkte Interaktion der intrazelluliren Domidne von L1 mit
zytoplasmatischem Cortactin als Folge einer L1-Stimulation verursacht werden, wurde in

den folgenden Experimenten durch Koimmunprizipitationsexerimente untersucht.

5.2.1 Koimmunprazipitationen aus den detergensloslichen Membran-
fraktionen des Gesamthirns einer P 6-Maus

Um zu untersuchen, ob L1 und Cortactin direkt (oder indirekt iiber ein Adaptormolekiil) in
Abhingigkeit von L1 interagieren, wurden fiir die Koimmunprézipitationsexperimente
Membranfraktionen aus dem Gesamthirn einer 6 Tage alten Maus hergestellt. In diesem
Alter befindet sich das ZNS in einem frithen Entwicklungsstadium; viele Neuronen sind
nicht differenziert, Neuriten wachsen aus, Zellen migrieren, biindeln Axone oder bilden
synaptische Kontakte. Diese Prozesse werden u. a. von den adhésiven Eigenschaften von
L1 vermittelt, so dass das frithe Entwicklungsstadium des ZNS ein geeignetes Modell fiir
Untersuchungen einer L1-abhingigen Interaktion von L1 und Cortactin darstellt. Das
Transmembranmolekiil L1 ist vorwiegend in der Zellmembran verankert, und auch eine

Subfraktion von Cortactin ist an der Zellmembran angereichert. Um die
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Membranbestandteile des Gehirns zu isolieren und enthaltene Proteine anzureichern,
wurden zwei verschiedene Membranfraktionen aus einem P 6-Gesamthirn isoliert (die
experimentelle Durchfiihrung ist unter 4.2.7 im Methodenteil beschrieben). Die 100000 x
g-Fraktion enthélt Zellmembranen und assoziierte Proteine. Da die 1000 x g-Fraktion, die
Zellmembranen zytoplasmatischer Kompartimente enthilt, ebenfalls mit L1 angereichert
ist (personliche Information von G. Loers, unveroffentlichte Daten), wurde auch diese
Fraktion fiir eine Koimmunprézipitation verwendet. Die Triton X-10slichen Proteine
wurden aus beiden Membranfraktionen isoliert und L1 aus diesen Fraktionen prézipitiert.
Als Kontrolle wurde IgG verwendet oder mit einem NCAM 180-spezifischen Antikorper
prazipitiert, da NCAM mit Cortactin aus Zell-Lysaten von Pankreas-f-Tumorzellen
koimmunprézipitiert werden konnte (Cavallaro et al., 2001). Fiir die Prézipitationen
wurden jeweils gleiche Mengen an Gesamtprotein verwendet. Die Proteinprizipitation
wurde mit einem Immunoblot auf L1 oder NCAM iiberpriift. Zusétzlich wurde kontrolliert,
ob die jeweils fiir die Immunprizipitation (IP) eingesetzte Fraktion (Input) L1- oder
NCAM-positiv war (Abb. 14, A und 15, A). AnschlieBend wurde eine mogliche
Koprizipitation von Cortactin im Immunoblot untersucht. Zusétzlich wurde kontrolliert, ob

der verwendete Input Cortactin-positiv war (Abb. 14, B und 15, B).
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Abb. 14 Immunoblots von L1- und NCAM 180-Prizipitationen aus der Triton X-loslichen 1000 x g-
Fraktion (Maus, P6, Gesamthirn).

L1 und NCAM 180 wurden aus der Triton X-16slichen 1000 x g-Fraktion prizipitiert. Fiir die Immunoblots
wurden polyklonaler anti-L1- oder anti-NCAM-Antikorper verwendet. Die prizipitierten Proteine L1
(Pfeilspitzen) und NCAM 180 (Pfeil) wurden im Immunoblot nachgewiesen (A). Zusitzlich wurde der Input
auf L1 oder NCAM iiberpriift. L1 war in der Triton X-16slichen 1000 x g-Fraktion deutlich angereichert,
wihrend vergleichsweise wenig NCAM enthalten war. Entsprechend wurde wenig NCAM, aber relativ viel
L1 immunprizipitiert. Bei Verwendung des entsprechenden IgGs als Negativ-Kontrolle wurde keine
unspezifische Prézipitation von NCAM oder L1 beobachtet. Cortactin koprizipitierte aus den Triton X-
1oslichen 1000 x g-Fraktionen nicht mit L1 oder NCAM, obwohl der verwendete Input stark Cortactin-

positiv war (B).

Die Triton X-16sliche 1000 x g-Fraktion enthélt sowohl L1 als auch (in sehr viel geringerer
Menge) NCAM. L1 oder NCAM wurden aus dieser Fraktion prizipitiert. Die IgG-
Kontrolle prizipitierte keine unspezifisch bindenden Proteine (Abb. 14, A). In der Triton
X-loslichen 1000 x g-Fraktionen ist auch Cortactin stark angereichert, koprézipitiert jedoch

nicht mit L1 oder NCAM (Abb. 14, B).
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Abb. 15: Immunoblots von L1- und NCAM 180-Prizipitationen aus der Triton X-loslichen 100000 x g-

Fraktion (Maus, P6, Gesamthirn).

L1 und NCAM wurden aus der Triton X-16slichen 100000 x g-Fraktion immunprizipitiert und der Erfolg der
IP durch einen Immunoblot (fiir die Immunoblots wurden polyklonaler anti-L1- oder anti-NCAM-Antikorper
verwendet) kontrolliert (A, Pfeil: NCAM 180, Pfeilspitzen: L1). Zusitzlich wurde der Input auf L1 oder
NCAM iiberpriift. L1 und NCAM sind in der Triton X-l6slichen 100000 x g-Fraktion deutlich angereichert.
Beide Proteine wurden aus diesen Fraktionen immunprizipitiert (A). Die IgG-Kontrolle prizipierte kein
unspezifisch bindendes Protein. Cortactin wurde aus den Triton X-16slichen 100000 x g-Fraktionen weder

mit L1 noch mit NCAM 180 koprizipitiert, obwohl der verwendete Input stark Cortactin-positiv war (B).

In der Triton X-l6slichen 100000 x g-Zellmembranfraktion wurden L1 und NCAM
nachgewiesen, und sowohl L1 als auch NCAM wurden aus dieser Fraktion prizipitiert. Die
IgG-Kontrolle prizipitierte keine unspezifisch bindenden Proteine (Abb. 15, A). Obwohl in
der Triton X-loslichen 1000 x g-Fraktionen eine hohe Konzentration von Cortactin
nachgewiesen wurde, konnte es nicht mit L1 oder NCAM koprizipitiert werden (Abb. 15,
B).

Das Ergebnis dieser Experimente ist, dass L1 und NCAM sowohl in der 1000 x g- als auch
der 100000 x g-Fraktion vorhanden sind, wobei eine vergleichsweise geringe Menge

NCAM in der Triton X-16slichen 1000 x g-Fraktion nachgewiesen wurde. Cortactin war
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sowohl in der Triton X-16slichen 1000 x g- als auch in der 100000 x g-Fraktion in hoher
Konzentration nachweisbar. Obwohl L1 und NCAM prizipitiert wurden, und eine
Subfraktion des Zytoskelettproteins Cortactin offensichtlich membranassoziiert vorliegt,
konnte eine direkte Interaktion von NCAM und Cortactin oder von L1 mit Cortactin in den

durchgefiihrten Koimmunprézipitationen nicht nachgewiesen werden.

5.2.2 Koimmunprizipitationen aus den Zell-Lysaten L1-stimulierter
N2A-Zellen

Zusitzlich zu den Triton X-16slichen Membranfraktionen aus dem Gesamthirn der 6 Tage
alten Maus wurden die Zell-Lysate L1-stimulierter N2A-Zellen fiir die Uberpriifung einer
direkten Interaktion von L1 und Cortactin verwendet, da eine direkte Interaktion des (Ig-
verwandten) Transmembranmolekiils ICAM mit Cortactin erst durch eine ICAM-
Stimulation induziert wurde (Tilgham und Hoover, 2002a). Wegen der bekannten
Koprizipitation von Cortactin mit NCAM aus S-Tumorzellen (Cavallaro et al., 2001)
wurde das Experiment parallel in analoger Weise mit NCAM durchgefiihrt. N2A-Zellen,
die endogen alle drei NCAM-Isoformen exprimieren, wurden fiir diese Kontrolle mit
polyklonalem NCAM-Antikorper stimuliert und NCAM 180 aus dem Zell-Lysat diesen
Zellen prazipitiert. Als weitere Kontrolle wurden nicht-stimulierte Zellen fiir die IP
verwendet. Die IP von L1 oder NCAM 180 wurde durch einen Immunoblot kontrolliert
und eine Cortactinkoprizipitation durch einen weiteren Immunoblot iiberpriift (Abb. 16).
Die in Abb. 16 gezeigte Koprizipitation von NCAM und Cortactin konnte in insgesamt
fiinf weiteren Experimenten nicht reproduziert werden. In keinem dieser Experimente

koprizipitierte L.1 mit Cortactin.
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Abb. 16: Immunoblots von L1- oder NCAM 180-Immunprizipitationen aus L1- oder NCAM-

stimulierten N2A-Zellen.

Aus den Zell-Lysaten 20 min L1- oder NCAM-stimulierter N2A-Zellen wurde NCAM 180 oder L1
prézipitiert (oben). Fir die Immunoblots wurden polyklonaler anti-L1- oder anti-NCAM-Antikorper
verwendet. Als Kontrolle wurde NCAM 180 aus nicht-stimulierten N2A-Zellen prézipitiert. Die
Prizipitationen wurden im Immunoblot auf Cortactin iiberpriift. Cortactin konnte nicht mit L1 aus den Zell-
Lysaten 10 min (nicht dargestellt) und 20 min stimulierter N2A-Zellen koprizipitiert werden. Die hier
dargestellte Koprizipitation von Cortactin mit NCAM in den Zell-Lysaten 20 min NCAM-stimulierter Zellen
konnte nicht reproduziert werden. Stattdessen wurde Cortactin im Uberstand der IP in hoher Konzentration

nachgewiesen (unten).
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5.3 Untersuchungen zum Einfluss der L1-Stimulation auf die
Cortactin-Tyrosin-Phosphorylierung

Obwohl durch die Immunprizipitationen (siehe 5.2) keine direkte Interaktion zwischen L1
und Cortactin nachgewiesen wurde, ist eine indirekte Interaktion zwischen beiden
Proteinen denkbar. Eine solche indirekte Interaktion konnte z. B. durch Src vermittelt
werden. Src ist ein Intermediat des L1-vermittelten Signaltransduktionswegs (Schmid et
al., 2000) und phosphoryliert die Tyrosinreste Y421, Y466 und Y482 von Cortactin
(Huang et al., 1998). In Src-iiberexprimierenden Fibroblasten konnte nachgewiesen
werden, dass die Phosphorylierung von CortactinY466 von der Y421-Phosphorylierung
abhéngt (Head et al., 2003).

Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die L1-Aktivierung, moglicherweise vermittelt

durch Src, einen Einfluss auf die Tyrosinphosphorylierung von Cortactin ausiibt.

5.3.1 Anderung des Gesamtphosphotyrosinanteils von Cortactin in den
Gesamtzell-Lysaten von L1-stimulierten 1.929-1.1-Zellen

L.929-L1-Fibroblasten wurden 10 min, 1 h und 18 h lang mit L1-Antikorper stimuliert. Als
Kontrolle wurden 1.929-L1-Zellen mit IgG inkubiert oder 1.929-wt-Zellen mit L1-
Antikorper stimuliert. Die Gesamtzell-Lysate wurden im Western Blot auf
Gesamtphosphotyrosin und Cortactin (80 kDa und 85 kDa) untersucht. Der prozentuale
Anteil von Phosphotyrosin mit einem Molekulargewicht von 80 kDa und 85 kDa konnte in
mehreren unabhingigen Experimenten aufgrund methodischer Schwierigkeiten nicht
zuverldssig quantifiziert werden. Zum einen verursachte der Phosphotyrosinantikdrper
einen hohen unspezifischen Hintergrund, so dass Signale niedriger Intensitidt und Signale
hoher Intensitdt nicht nebeneinander ausgewertet werden konnten. Zum anderen wurden
die Phosphotyrosinsignale auf Hohe des Molekulargewichtes von Cortactin (80 und 85
kDa) nicht ausreichend von benachbarten Phosphotyrosinsignalen abgetrennt, um die

Signalintensitdt mit dem Programm TINA 2.0 (Raytest) zu quantifizieren.
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5.3.2 Untersuchung zu einer moglichen Cortactin-Y421-Phoshorylierung
infolge der L.1-Stimulation von 1.929-1.1-Zellen

Da die Methode der Bestimmung von Gesamtphosphotyrosin aus den Lysaten L1-
stimulierter 1.929-L1-Zellen fiir eine Quantifizierung des cortactinspezifischen
Phosphotyrosinsignals nicht geeignet war, wurden die Versuchsbedingungen geéndert.
Zum einen wurde anstelle des Gesamtphosphotyrosinantikdrpers der Cortactin-P-Y421-
Antikorper verwendet, der spezifisch gegen den phoshorylierten Tyrosinrest Y421 von
Cortactin gerichtet war (Head et al., 2003). Zum anderen wurde Cortactin durch eine
Immunprézipitation aus den Gesamtzell-Lysaten von anderen Proteinen &hnlichen

Molekulargewichts abgetrennt.

L.929-L.1-Zellen und L929-wt-Zellen, die als Kontrolle dienten, wurden 10 min mit L1-
Antikorper stimuliert, wie in 4.4.4 beschrieben. Als weitere Negativkontrolle wurden nicht
stimulierte 1.929-L1-Zellen verwendet. Aus den Gesamtzell-Lysaten der stimulierten
Zellen wurde Cortactin prézipitiert und Cortactin-P-Y421 mit einem Immunoblot detektiert
(Abb. 17, A). AnschlieBend wurde der Erfolg der IP durch den Nachweis von
Gesamtcortactin iiberpriift (Abb. 17, B). Die Signalintensitidten wurden mit dem Programm
TINA 2.0 (Raytest) bestimmt und der prozentuale Anteil von phosphoryliertem
CortactinY421 im Verhiltnis zu Gesamtcortactin analysiert (Abb. 17, C). Die Stimulation
von L1 in L.929-L1-Zellen verursachte im Vergleich zu nicht stimulierten L.929-L1-Zellen
und stimulierten wt-Zellen keine Zunahme der Y421-Phosphorylierung von Cortactin.
Stattdessen war der prozentuale Anteil von Cortactin-P-Y421 niedriger als in den

Negativkontrollen stimulierter L.929-Zellen und nicht stimulierter L.929-L.1-Zellen.

Ob die LI-Stimulation einen inhibitorischen Effekt auf die Cortactin-Y421-
Phosphorylierung ausiibt oder die Phosphorylierung nicht beeinflusst, konnte in zwei
weiteren Experimenten nicht iiberpriift werden. Mit dem Cortactin-P-Y421-Antikorper
konnte kein Signal mehr detektiert werden, obwohl Cortactin in beiden Experimenten

prézipitiert worden war.
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Abb. 17: Einfluss der L1-Stimulation von 1.929-1.1-Zellen auf die Cortactin-Y421-Phosphorylierung.

Aus den Gesamtzell-Lysaten 10 min lang mit L1-Antikorper stimulierter L929-L1-Zellen wurde Cortactin
prézipitiert und im Immunoblot die Phosphorylierung von Cortactin-Y421 detektiert (A). Anschliefend
wurde der Blot auf Cortactin untersucht (B). Als Kontrolle wurden L1-stimulierte 1.929-wt-Zellen und nicht
stimulierte Zellen verwendet. Die Signalintensitdt wurde mit dem Programm TINA 2.0 (Raytest) analysiert
und aus den Messwerten einer Immunprézipitation der prozentuale Anteil von phosphoryliertem Cortactin zu
Gesamtcortactin (100 %) ermittelt (C). Die Stimulation von L1 in L929-L1-Zellen hat im Vergleich zu den
Kontrollen keinen oder einen inhibitorischen Effekt auf die Phosphorylierung von Cortactin-Y421 und

verursacht keine Zunahme der Phosphorylierung (C).
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5.4 Untersuchung des Einflusses von Cortactin auf die
Neuritogenense, die Neuritenzahl und das Neuriten-
wachstum

L1 ist an Prozessen beteiligt, die wihrend der Entwicklung des ZNS eine zentrale Rolle
spielen (Briimmendorf et al., 1998), wie z. B. der Wegfindung und dem Auswachsen von
Neuriten. Da auch das Zytoskelettprotein Cortactin am Neuritenwachstum beteiligt ist (Du
et al., 1998, Kinnunen et al., 1998, Martinez et al., 2003), wurde in den folgenden
Experimenten der FEinfluss von Cortactin auf das Ll-abhéngige Neuritenwachstum
untersucht. Da die Koprizipitation von NCAM und Cortactin in f~Tumorzellen auf eine
NCAM-Cortactin-Interaktion hindeutet, wurde zusidtzlich das NCAM-abhingige
Neuritenwachstum untersucht. Fiir diese Experimente wurden Primérkulturen von
Hippocampusneuronen mit verschiedenen EGFP-Cortactin-Fusionsproteinen (und als
Kontrolle mit EGFP) transfiziert und auf mehreren Substraten ausgesit: L1-Fc-
Fusionsprotein (fordert das Neuritenwachstum stark), NCAM-Fc (stimuliert das
Neuritenwachstum schwécher und iiber einen anderen Mechanismus als LL1-Fc), Laminin
(vermittelt das Neuritenwachstum iiber einen L1-unabhingigen Mechanismus) und PLL
(nichtphysiologisches Substrat, das das Neuritenwachstum nur schwach fordert). Die
Gesamtlinge der Neuriten, die Neuritenzahl sowie die Anzahl der Zellen, die Neuriten
gebildet hatten wurden bestimmt und auf einen Einfluss der verschiedenen Cortactin-

konstrukte hin analysiert.

5.4.1 Untersuchung der Cortactinkonstrukte auf Proteinebene

Um den Einfluss von Cortactin auf das L1- oder NCAM-abhingige Neuritenwachstum
mechanistisch zu untersuchen, wurden folgende N-terminal EGFP-fusionierte Cortactin-
konstrukte kloniert und fiir die Transfektion der Hippocampusneuronen verwendet: EGFP-
wt-Cortactin ~ (EGFP-C6), EGFP-Cortactin  mit Mutationen in den  Src-
Phosphorylierungsstellen Y421/466/482 (EGFP-C12) und EGFP-CASH3, dessen SH3-
Domine zum groBten Teil deletiert ist (Abb. 18). Die Klonierungsstrategien sind im

Anhang aufgefiihrt.
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EGFP-C6 | EGFP

EGFP-C12 | EGFP

EGFP-CASH3 | EGFP
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Abb. 18: Schematische Ubersicht iiber die Klonierungsvektoren.

Die Klonierungsvektoren kodieren fiir N-terminal mit EGFP fusioniertes wt-Cortactin (EGFP-C6), Cortactin,

das Mutationen in der Src-Bindungsstelle enthidlt (EGFP-C12) und Cortactin, dessen SH3-Domiéne

groBtenteils deletiert ist (EGFP-CASH3).

Um zu iiberpriifen, ob die verschiedenen Cortactinkonstrukte auf Proteinebene exprimiert
werden, wurden L.929-Zellen mit den Klonierungsvektoren transient transfiziert und die
Expression der EGFP-Fusionsproteine fluoreszenzmikroskopisch iiberpriift. Als Kontrolle
wurde der EGFP-Vektor (EGFP-C1) verwendet (Abb. 19). Die Fusionsproteine EGFP-C6,
EGFP-C12, EGFP-CASH3 wurden mit gleicher Effizienz wie der EGFP-CI-Vektor
exprimiert und hatten keinen letalen Einfluss auf die transfizierten Zellen. In der

verwendeten Vergrolerung konnte keine Verdnderung der Zellmorphologie beobachtet

werden.
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Abb. 19: Expression der Cortactinkonstrukte in 1.929-Zellen.

Die EGFP-Cortactin-Fusionsproteine EGFP-C6, EGFP-C12 und EGFP-CASH3 wurden im Vergleich zum
EGFP-C1-Vektor mit gleicher Effizienz in den transfizierten Zellen exprimiert und hatten keinen Einfluss auf

die Zellmorphologie.

Die transfizierten Zellen wurden anschlieBend lysiert und das Gesamtzell-Lysat im
Western Blot untersucht. EGFP (29 kDa), EGFP-C6 (114 kDa), EGFP-C12 (114 kDa) und
EGFP-CASH3 (97,5 kDa) wurden bei den erwarteten Molekulargewichten zusétzlich zum

endogen exprimierten wt-Cortactin (80/85 kDa) mit Cortactin- oder mit EGFP-Antikorpern
detektiert (Abb. 20).
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Abb. 20: Immunoblots der Zell-Lysate von mit EGFP, EGFP-C6-, EGFPC-12 und EGFP-CASH3
transfizierten L929-Fibroblasten.

In den Gesamtzell-Lysaten von transient mit den verschiedenen Cortactinkonstrukten transfizierten 1.929-
Zellen wurden die Proteine EGFP (nicht im EGFP-Immunoblot gezeigt), EGFP-C6, EGFP-C12 und EGFP-
CASH3 zusitzlich zum endogen exprimierten wt-Cortactin in grofer Menge exprimiert. Oben: Cortactin-

Immunoblot, unter: EGFP-Immunoblot.

Da die klonierten Vektoren durch Sequenzanalyse tiberpriift worden waren, die Konstrukte
auf der Proteinebene in geeigneter Effizienz exprimiert wurden und weder die
Zellmorphologie noch das Uberleben der Zellen beeintrichtigten, wurden die oben

beschriebenen Expressionsvektoren im Neuritenwachstumstest verwendet.
5.4.2 Einfluss von Cortactin auf das L1- und NCAM-abhingige
Neuritenwachstum hippocampaler Neuronen

Fir die Auswertung des Neuritenwachstumsversuches wurde die Gesamtlinge von
Neuriten einer Zelle gemessen, sofern die Neuriten ldnger als der Zelldurchmesser waren.

Zellen, die Kontakt mit anderen Neuriten hatten, wurden nicht in die Messung einbezogen.
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Der Neuritenwachstumsversuch wurde zweimal unabhingig voneinander durchgefiihrt und
je Experiment drei bis vier einzelne Wells pro Transfektionsansatz ausgewertet. Pro Well
wurden zwischen 16 und 40 Zellen ausgewertet. Die erforderliche Zahl an auswertbaren
Zellen konnte nur in einem Experiment bei einer Transfektionseffizienz von ca. 30 %
analysiert werden. In Abb. 21 ist die Neuritenlinge auf den unterschiedlichen
Beschichtungen in Abhéngigkeit vom transfizierten Cortactinkonstrukt dargestellt. Als
Kontrolle wurde jeweils der leere EGFP-C1-Vektor verwendet, da die Expression von

EGFP keinen Einfluss auf das Neuritenwachstum hat.

Auf PLL-Beschichtung beeinflussen weder EGFP-CASH3 (CortactinASH3), noch EGFP-
C12 oder EGFP-C6 (wt-Cortactin) das Neuritenwachstum. Die Gesamtlinge der Neuriten
ist deutlich geringer als auf L1-Substrat. In der Laminin-Kontrolle wird ebenfalls (im
Vergleich zur EGFP-Transfektion) kein Einfluss der Cortactinkonstrukte auf das
Neuritenwachstum beobachtet. Die durchschnittliche Neuritenldnge ist jedoch im
Vergleich zu der PLL-Negativkontrolle etwas erhoht. Das NCAM-abhingige
Neuritenwachstum wird von CorstactinASH3 im Vergleich zu EGFP-C12 und der EGFP-
Cl1-Kontrolle signifikant reduziert. Auch wt-Cortactin iibt moglicherweise einen
inhibierenden Effekt auf das Neuritenwachstum aus. Eine Wiederholung des Experimentes
mit einer hohen Zahl an auswertbaren Zellen konnte moglicherweise eine statistische
Signifikanz belegen. Auf der L1-Beschichtung ist das Neuritenwachstum im Vergleich zu
der PLL-Kontrolle deutlich erhtht. Sowohl CortactinASH3 als auch EGFP-C12 iiben im
Vergleich zu wt-Cortactin und der EGFP-Kontrolle einen inhibierenden Effekt auf das L1-
abhédngige Neuritenwachstum aus. In diesem Experiment sind diese Unterschiede nicht
signifikant, doch ist der Unterschied der Mittelwerte so deutlich, dass sich nach
Durchfiihrung zusitzlicher Experimente mit hoher Wahrscheinlichkeit signifikante

Differenzen zeigen wiirden.
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Abb. 21: Der Einfluss von CortactinASH3, Cortactin-C12 und wt-Cortactin auf das L1- und NCAM-

abhingige Neuritenwachstum.

Die Balkendiagramme zeigen den Einfluss von EGFP-CortactinASH3 (CortactinASH3), EGFP-C12
(CortactinF421/466/482) und EGFP-wt-Cortactin (wt-Cortactin) im Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Die
Neuritenldangen wurden aus den Mittelwerten von 2-4 Wells ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler an. Sterne symbolisieren eine statistische Signifikanz (Dunn’s multiple comparison test, p <
0,05). Aufgetragen ist fiir jeweils eine Beschichtung die Neuritenlinge (Gesamtlinge je Zelle) in
Abhingigkeit vom Cortactinkonstrukt. Auf PLL und Laminin iibt im Vergleich zu EGFP keines der

Konstrukte einen Einfluss auf das Neuritenwachstum aus. Die Neuritenldngen auf Laminin sind gegeniiber
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denen auf PLL erhoht, liegen aber weit unter den Neuritenldngen auf L1-Beschichtung und auch unter den
Neuritenldngen auf NCAM-Beschichtung. Auf der NCAM-Beschichtung iibt CortactinASH3 im Vergleich zu
EGFP-C12 und EGFP einen signifikant inhibierenden Effekt auf das Neuritenwachstum aus. Auf der L1-
Beschichtung konnten keine signifikant inhibierenden Effekte im Vergleich zu EGFP und wt-Cortactin
ermittelt werden. Dennoch sind die mittleren Neuritenlingen von CortactinASH3 und EGFP-C12 im

Vergleich zur wt-Cortactin und der EGFP-Kontrolle deutlich reduziert.

5.4.3 Neuritogenese und Zahl der Neuriten von EGFP-C6-, EGFP-C12-
und EGFP-CASH3-transfizierten Hippocampusneuronen

Fiir die Auswertung der L1- oder NCAM-abhingigen Neuritogenese und die Auswertung
der Neuritenzahl wurden alle transfizierten Zellen vermessen und gezihlt, auch Zellen,
deren Neuriten Kontakt zu anderen Zellen gebildet hatten. Nicht ausgewertet wurden
Zellen, wenn die Neuritenldnge des kontaktbildenden Neuriten den Zelldurchmesser
tiberschritt. Durch diese Auswahlkriterien konnte zusétzlich zu dem Experiment, das fiir
die Auswertung des Neuritenwachstums verwendet worden war, ein weiteres unabhingiges
Experiment ausgewertet werden, dessen Transfektionseffizienz bei ca. 5-10 % lag. Pro
Beschichtung konnten zwischen 20 und 200 Zellen ausgewertet werden, wobei sich die
niedrige Zahl auswertbarer Zellen in einer grolen Streuung der Messwerte widerspiegelte
und einen groBen Standardfehler verursachte. Durch diese experimentelle Schwierigkeit
konnte kein signifikanter Effekt eines Konstruktes auf die Neuritogenese erfasst werden.
Dennoch zeigten beide unabhédngigen Experimente vergleichbare Tendenzen bei dem
Einfluss der Cortactinkonstrukte auf die Neuritogenese. Der Vergleich der Mittelwerte
lasst vermuten, dass eine Wiederholung des Experimentes mit einer groen Zahl

auswertbarer Zellen signifikante Effekte deutlich machen wiirde (Abb. 22).

Auf PLL-Beschichtung hatte keines der Cortactinkonstrukte einen Einfluss auf die
Neuritogenese. Die Zahl der Zellen, die Neuriten gebildet hatten, wichen nicht von den
Werten der EGFP-Kontrolle ab. Interessanterweise hatte die Uberexpression von wt-
Cortactin im Vergleich zur EGFP-Kontrolle moglicherweise einen inhibierenden Effekt
auf die lamininabhingige Neuritogenese. Diese Tendenz =zeigte sich in beiden
ausgewerteten Experimenten bestitigt. Die NCAM-abhidngige Neuritogenese wurde durch

die Expression von EGFP-C12 beeinflusst. Auch dieser Effekt war in beiden
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ausgewerteten Experimenten im Vergleich zu wt-Cortactin und der EGFP-Kontrolle
beobachtbar. Die L1-abhingige Neuritogenese wurde von keinem der Cortactinkonstrukte
beeinflusst. Der Vergleich der einzeln ausgewerteten Experimente bestitigte dieses

Ergebnis.
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Abb. 22: Der Einfluss von CortactinASH3, EGFP-C12 und wt-Cortactin auf die L1- und NCAM-

abhiingige Neuritogenese.

Die Balkendiagramme zeigen den Einfluss von EGFP-CASH3 (CortactinASH3), EGFP-C12
(CortactinF421/466/482) und EGFP-wt-Cortactin (wt-Cortactin) auf die Neuritogenese im Vergleich zur
EGFP-Kontrolle. Die Prozentzahl von Zellen mit Neuriten wurde aus den Mittelwerten von 7-8 Wells
ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. Ein signifikanter Effekt konnte nicht errechnet
werden. Aufgetragen ist fiir jeweils eine Beschichtung die Prozentzahl an Zellen, die Neuriten gebildet haben
(% Zellen mit Neuriten) in Abhingigkeit vom untersuchten Cortactinkonstrukt. Wihrend auf PLL- und L1-

Beschichtungen kein Einfluss von Cortactin auf die Neuritogenese festgestellt wurde, verursacht die
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Uberexpression von wt-Cortactin auf Lamininbeschichtung im Vergleich zur EGFP-Kontrolle eine Inhibition
der Neuritogenese. Die NCAM-abhingige Neuritogenese wird durch EGFP-C12 im Vergleich zu wt-
Cortactin und der EGFP-Kontrolle reduziert.

Zusitzlich wurde in beiden durchgefiihrten Experimenten die Zahl der Neuriten mit einer
Linge, die die Linge des Zelldurchmessers iiberstieg, gezdhlt (Abb. 23). Fiir die
Auswertung der Neuritenzahl wurden die gleichen Kriterien wie fiir die Neuritogenese
verwendet. In beiden Experimenten konnte kein signifikanter Einflusse eines Cortactin-
konstruktes auf die Neuritenzahl ermittelt werden. Ferner stimmen beide Experimente
darin iiberein, dass die Neuritenzahl auf PLL, Laminin und NCAM um einen Mittelwert
von 1,2 Neuriten pro Zelle schwankt. Dieser Mittelwert ist auf L1-Beschichtung im

Vergleich zu den anderen Beschichtungen auf 1,7 erhoht.
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Abb. 23: CortactinASH3, EGFP-C12 und wt-Cortactin iiben keinen Einfluss auf die Neuritenzahl einer

Zelle aus.

Die Balkendiagramme zeigen den Einfluss von EGFP-CASH3 (CortactinASH3), EGFP-C12
(CortactinF421/466/482) und EGFP-wt-Cortactin (wt-Cortactin) auf die Zahl der Neuriten einer Zelle im
Vergleich zur EGFP-Kontrolle. Die Zahl der Neuriten/Zelle wurde aus den Mittelwerten von 7-8 Wells
ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. Es konnte kein signifikanter Effekt ermittelt
werden. Aufgetragen ist fiir jeweils eine Beschichtung die Zahl der Neuriten, die eine Zelle gebildet hatte
(Zahl der Neuriten/Zelle) in Abhingigkeit vom untersuchten Cortactinkonstrukt. Die verschiedenen

Konstrukte haben keinen Einfluss auf die Neuritenzahl. Im Vergleich unterscheiden sich die Mittelwerte der
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Neuritenzahlen auf PLL-, Laminin- und NCAM Beschichtung nicht und schwanken um einen Mittelwert von
1,2 Neuriten pro Zelle. Auf L1-Beschichtung ist der durchschnittliche Mittelwert auf 1,7 Neuriten pro Zelle
erhoht.
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6 Diskussion

Eine SAGE-Analyse der Hippocampi Morris-Water-Maze-getesteter Miuse hatte ergeben,
dass die Cortactinexpression in der GFAP-L1-Maus im Vergleich zur wt-Kontrolle im
Verhiltnis 1:6 verringert war. Diese Verdnderung der Genexpression deutete auf einen
funktionellen Zusammenhang zwischen L1 und Cortactin hin. Sowohl L1 als auch
Cortactin sind an vergleichbaren physiologischen Prozessen beteiligt, die durch
gemeinsame Schliisselproteine der Signaltransduktion verkniipft sein konnten. Daher
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob L1 und Cortactin direkt oder indirekt miteinander

interagieren.
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6.1 Untersuchungen der Kolokalisation und Expressionsprofile
von Cortactin und L1 in Primirkulturen von
Hippocampusneuronen sowie im Hippocampus der Maus

Um zu untersuchen, ob L1 und Cortactin méglicherweise direkt interagieren, wurde eine
Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit L1 und Cortactin an 2 Tage kultivierten
Hippocampusneuronen durchgefiihrt (Abb. 6). L1 und Cortactin werden beide in
Hippocampusneuronen exprimiert und sind iiber die gesamte Zelle verteilt. Im Zellkorper
ist Cortactin zytoplasmatisch lokalisiert, und L1 wurde an der Zelloberfliche
nachgewiesen. In der Doppelimmunfluoreszenzfirbung zeigten etwa 70 % der L1-Cluster
eine Uberlagerung mit cortactinhaltigen Bereichen (Abb. 6, E, Abb.9). Es konnte jedoch
nicht gekliart werden, ob diese Kolokalisation von L1 und Cortactin eine Folge der L1-
Clusterbildung war, da Cortactin auch ohne L1-Capping in clusterdhnlicher Verteilung
entlang der Neuriten verteilt war (Abb. 6, A). Auch in einem Kontrollexperiment, in dem
anstelle von Cortactin f-Catenin nachgewiesen wurde (Abb. 8), lag S-Catenin bereits ohne
L1-Capping in clusterdhnlicher Verteilung vor (Abb. 8, A). Da S-Catenin Cadherine an das
Actinzytoskelett koppelt (Huber et al., 1996), ist eine Interaktion zwischen Cortactin und
[-Catenin iiber das Actinzytoskelett nicht auszuschlieBen. Interessanterweise zeigt eine
neuere Publikation (Gavert et al., 2005), dass die Expression von L1 in kolerektalen
Tumorzellen durch das Zusammenwirken von /A-Catenin mit LEF/TCF-

Transkriptionsfaktoren stimuliert wird. L1 ist also ein ,,Zielgen* von S-Catenin.

Die Anteile von LI1-Clustern, die mit cortactinhaltigen Regionen iiberlagerten,
unterschieden sich nicht von den Anteilen an L1, die eine Uberlagerung mit /-
cateninhaltigen Regionen aufwiesen (Abb. 9). Daher stand keine geeignete
Negativkontrolle zur Verfiigung. Es konnte nicht eindeutig gekldrt werden, ob die
Kolokalisation von L1 mit Cortactin oder BCatenin eine zufillige Uberlagerung der eng
beieinander liegenden L1- und Cortactin- oder S-Catenin-immunopositiven Bereiche war,
oder ob das L1-Capping zu dieser Kolokalisation von L1 und Cortactin oder L1 und f-

Catenin entlang der Neuriten fiihrte.
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Auch in den Wachstumskegeln der Hippocampusneuronen war Cortactin angereichert
(Abb. 7, A). Obwohl die Lokalisation von L1 in Wachstumskegeln bereits gezeigt wurde
(Kamiguchi et al., 1998 und 2000), konnte L1 bei der in dieser Arbeit verwendeten
Koimmunfluoreszenzfirbung nicht in Wachstumskegeln nachgewiesen werden. Durch die
L1-Antikorperinkubation an lebenden Hippocampusneuronen wurde L1 moglicherweise
aus den Wachstumskegeln heraus in den ,,Nacken* des Wachstumskegels umverteilt. Fiir
diese Vermutung spricht die sehr starke Anreicherung von L1 unterhalb des
Wachstumskegels, wo es mit Cortactin in dicken Clustern kolokalisiert (Abb. 7, A). Da die
Kolokalisation von Cortactin und L1 in den Neuriten keinen Beweis, aber eine wichtige
Grundvoraussetzung fiir eine direkte Interaktion beider Proteine darstellt, wurde eine

direkte Bindung beider Proteine durch zusitzliche Experimente iiberpriift.

Priméarkulturen stellen auf der einen Seite ein Modell dar, das dem in vivo-Zustand des
Hippocampus recht nahe kommt, andererseits repriasentieren kultivierte Neuronen eine in
vitro-Situation. Dies kann von Vorteil beziiglich der Untersuchung L1-abhéngiger Prozesse
sein, da Neuronen in Kultur LI1-vermittelte Prozesse wie Neuritenwachstum,
Zellwanderung und Neuritogenese ausfithren. Die Neuritogenese unterscheidet sich jedoch
in vitro und in vivo und die Neuriten 2 Tage kultivierter Hippocampusneuronen sind meist
nicht in Axone oder Dendriten differenziert (Da Silva und Dotti, 2002). Axone und
Dendriten unterscheiden sich jedoch in ihrer biologischen Funktion und in der Expression
von Proteinen, was sich auch am Beispiel von L1 und Cortactin zeigen lidsst. L1 wird im
ZNS auf Axonen exprimiert (Bartsch et al., 1989), obwohl es auch Hinweise auf eine
dendritische Lokalisation von L1 gibt (Demyanenko et al., 1999). Dariiber hinaus ist L1 in
Wachstumskegeln angereichert (Kamiguchi et al., 1998 und 2000) und im Cerebellum der
Maus prisynaptisch lokalisiert (Persohn und Schachner, 1989). Persohn und Schachner
(1990) konnten L1 im Hippocampus 1, 8 oder 21 Tage alter Méuse ausschlieBlich in sich
biindelnden Axonen nachweisen. Eine prda- oder postsynaptische Lokalisation von L1
konnten sie nicht beobachten. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Schuster et
al. (2001), die in Synapsen des Gyrus dentatus und der CA3-Region adulter Ratten keine
L1-Immunreaktivitit detektieren konnten. Dagegen gelang es Matsumoto-Miyai et al.

(2003) L1 in prasynaptischen Endigungen der CA1-Region nachzuweisen.
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Im Unterschied zu L1 ist Cortactin dagegen im adulten Gehirn der Ratte in Regionen mit
einer hohen Dichte an Dendriten angereichert. Im Hippocampus ist Cortactin in den
dendritischen Dornen konzentriert und Idsst sich in postsynaptischen Strukturen
nachweisen (Racz und Weinberg, 2004). Ferner wurde bereits gezeigt, dass Cortactin auch
in den Wachstumskegeln von kultivierten Ratten-Hippocampusneuronen lokalisiert ist (Du
et al., 1998). Zusammenfassend kann man also feststellen, dass L1 iiberwiegend axonal
und priasynaptisch lokalisiert ist, wihrend Cortactin vorwiegend dendritisch und

postsynaptisch vorliegt.

Die in dieser Arbeit beobachtete Kolokalisation von L1 mit Cortactin in Neuriten und die
Anreicherung von  Cortactin  in  den  Wachstumskegeln der  kultivierten
Hippocampusneuronen entspricht nicht der bekannten axonalen Lokalisation von L1 und
der liberwiegend dendritischen Lokalisation von Cortactin im adulten Gehirn. Aus diesem
Grund wurde eine mogliche entwicklungsabhiingige Anderung der Proteinlokalisation von
L1 und/oder Cortactin untersucht, indem die Expressionsprofile von L1 und Cortactin in
einem 5 Tage alten Hippocampus und einem adulten Hippocampus verglichen wurden
(Abb. 10). Die Expressionprofile von L1 und Cortactin im adulten Gehirn stimmen mit den
Literaturdaten iiberein. Wihrend L1 iiberwiegend in axonreichen Regionen lokalisiert ist
(corpus callosum, fimbria hippocampi, alveus), wird Cortactin meist in LIl-armen
Bereichen nachgewiesen (Molekularschicht des Gyrus dentatus, stratum lucidum von CA3,
stratum oriens und stratum radiatum). Interessanterweise ist das stratum lucidum der CA3-
Region, in dem die Axone (Moosfasern) der Kornerzellen verlaufen, deutlich Cortactin-
positiv, wihrend L1 schwach exprimiert wird (Abb. 10, E, G). Im Hippocampus der 5
Tage alten Maus zeigt sich ein umgekehrtes Bild: Das stratum lucidum ist L1-positiv und
von dem anschlieBenden stratum oriens durch eine diinne cortactinreiche Schicht
abgetrennt (Abb. 10, H). In der CA1-Region sind die molekularen Schichten noch nicht
entwickelt. Auffillig ist jedoch die deutliche Abtrennung von cortactin- und L1-haltigen

Regionen (Abb. 10, F).

Die Expressionsprofile von L1 und Cortactin dndern sich im Hippocampus vom friith
postnatalen Stadium (P 5) bis zum adulten Zustand. Diese Anderung entspricht vermutlich
vorwiegend der zunehmenden Differenzierung (und Myelinisierung) der neuralen Zellen,

der Entwicklung der molekularen Zellschichten und der Abnahme von Migration,
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Neuritogenese und Neuritenwachstum im adulten Hippocampus. Fiir eine genaue
Untersuchung der Cortactinlokalisation miissten, zusdtzlich zu einer Wiederholung der
beschriebenen Experimente, immunzytochemische Fidrbungen mit Markern fiir die
dendritischen Plasmamembran oder postsynaptische Strukturen durchgefiihrt werden.
Zusitzlich sollten elektronenmikroskopische Analysen durchgefiihrt werden. Die in dieser
Arbeit angefertigten lichtmikroskopischen Aufnahmen geben jedoch einen Hinweis auf
eine entwicklungsabhingige Anderung der Expression von Cortactin. Moglicherweise iibt
Cortactin, abhingig vom Entwicklungszustand des Hippocampus, verschiedene
Funktionen aus. Interessanterweise wurde in Lysaten aus Rattengehirn eine kontinuierliche
Abnahme der Cortactinexpression von E 13 (embryonaler Tag 13) bis zum erwachsenen
Alter nachgewiesen (Du et al., 1998). Eine entwicklungsabhédngige Reduktion der L1- oder
Cortactinexpression lief sich in den immunhistochemischen Doppelfarbungen jedoch nicht
feststellen. Auch eine auffillige Kolokalisation von L1 oder Cortactin konnte weder im 5
Tage alten noch im adulten Hippocampus gezeigt werden. Lediglich im stratum oriens
zeigte sich eine teilweise Uberlagerung der jeweiligen Immunreaktivititen. Inwieweit diese
signifikant ist, ldsst sich wahrscheinlich nur durch eine elektronenmikroskopische
Untersuchung  kldren. Aufgrund des begrenzten Auflésungsvermogens von
Lichtmikroskopen konnen in Schichten wie stratum oriens oder stratum radiatum, die
axon- und dendritenreich sind, nah beieinander liegende Axone und Dendriten nicht durch

Immunfluoreszenz unterschieden werden.

Welche Funktionen konnte Cortactin im sich entwickelnden Hippocampus und im adulten
Hippocampus ausiiben, und welche Rolle konnte L1 dabei spielen? Moglicherweise ist
Cortactin wihrend der Entwicklung des ZNS in den Wachstumskegeln auswachsender
Axone angereichert, um die schnelle Reorganisation des Actinzytoskeletts zu regulieren
(Du et al., 1998). In Homogenaten der Retina aus Huhn wurde eine direkte Interaktion des
EphA4-Rezeptors mit Cortactin nachgewiesen (Knoll und Drescher, 2004). Die Autoren
schlagen vor, dass eine lokale EphA4- und Src-Kinaseaktivitit zu einer
Tyrosinphosphorylierung von Cortactin fithrt, wodurch die Actinpolymerisationsaktivitit
des Arp2/3-Komplexes reduziert wird. Als Folge wiirde die Fortbewegung des
Wachstumskegels gehemmt. Eine vergleichbare Funktion konnte axonales Cortactin auch

im Hippocampus ausiiben. Fiir diese Vermutung spricht, dass Cortactin im stratum
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lucidum des adulten Gehirns angereichert ist. In dieser Schicht projizieren die Axone der
Kornerzellen des Gyrus dentatus auf Neuronen der CA3-Region. Auch hier konnte der
Phosphorylierungszustand von Cortactin die Actinpolymerisation steuern und dadurch das
Axonwachstum regulieren. Wihrend der Entwicklung wirde L1 durch seine
neuritenwachstumfordernde Eigenschaft und die Biindelung von Axonen (Walsh und
Doherty, 1997, Burden-Gulley et al., 1997) das Auswachsen der Axone begiinstigen,
wihrend im adulten Zustand moglicherweise ein cortactinabhéngiger Mechanismus das

Axonwachstum hemmit.

Verschiedene Publikationen zeigen die Lokalisation von Cortactin in Dendriten (Hering
und Sheng, 2003, Racz und Weinberg, 2004). Cortactin konnte in dendritischen Dornen,
wiederum durch die Regulation der Actinpolymerisation, eine schnelle Anderung der
Morphologie ermdglichen. Es ist bekannt, dass die morphologische Anderung
dendritischer Dornen wihrend der Entwicklung des ZNS eine Rolle spielt (Maletic-Savatic
et al., 1999). Eine morphologische Anpassung der dendritischen Dornen findet auch
infolge der Aktivierung von Glutamat- insbesondere von NMDA-Rezeptoren statt. Dieses
Phinomen wird mit synaptischer Plastizitit in Verbindung gebracht (Yuste und

Bonhoeffer, 2001, Trachtenberg et al., 2002).

Deshalb konnte der Phosphorylierungszustand von Cortactin einen Einfluss auf die
synaptischen Plastizitit haben: je nachdem, ob die Actinpolymerisation aktiviert oder
inhibiert wird, konnte die Neubildung synaptischer Kontakte geférdert werden oder die mit
einer Langzeitpotenzierung einhergehende Stabilisierung synaptischer Kontakte unterstiitzt
werden. Denkbar wire weiterhin, dass Cortactin die Morphologie dendritischer Dornen als
Folge priasynaptischer Aktivitdt beeinflusst. Bedenkt man, dass die Langzeitpotenzierung
in der CAl-Region durch L1-Antikorper reduziert werden konnte (Liithi et al., 1994),
erscheint eine Beteiligung von L1 an der Entstehung und Stabilisierung von Synapsen
ebenfalls plausibel. So konnten priasynaptisch lokalisiertes L1 und postsynaptisch
lokalisiertes Cortactin, z. B. nach NMDA-Rezeptor-Aktivierung, gemeinsam zur Plastizitit

hippocampaler Synapsen beitragen.
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6.2 Die subzellulire Lokalisation von L1 und Cortactin in L1-
stimulierten L.929-1.1-Fibroblasten und N2A-Zellen

Ein physiologischer Zusammenhang zwischen L1 und Cortactin muss nicht iiber eine
direkte Interaktion beider Proteine vermittelt werden. Auch geringe, rdumlich begrenzte
Subfraktionen beider Proteine konnten, moglicherweise in Abhingigkeit von einer L1-
Aktivierung, miteinander interagieren. Um eine indirekte Interaktion von L1 und Cortactin
zu untersuchen, wurden Experimente zur L1-abhédngigen Umverteilung von Cortactin (aus
dem Zytoplasma heraus an die Zellperipherie) durchgefiihrt. Die Experimente zu einer L1-
induzierten subzelluldiren Umverteilung von Cortactin wurden an 1.929-L1-Fibroblasten
oder N2A-Zellen durchgefiihrt. Es konnte jedoch keine Umverteilung von Cortactin aus
dem Zytosol heraus an die Zellmembran nachgewiesen werden (Abb. 12 und 13). Die
Féarbung von intrazelluldrem L1 in L.929-L1-Zellen war nach 10 min Stimulationszeit sehr
viel schwicher als nach 1 h (Abb. 12, A, B). Diese Zunahme kann die Akkumulation von
intrazellularen L1 widerspiegeln, wird aber vermutlich durch die verbesserte

Antikorperbindung hervorgerufen.

Nach 1 h Stimulation mit L1-Antikérpern konnte die Endozytose von L1 in L.929-L1-
Fibroblasten aktiviert werden (Abb. 12, B). Auch die Aktivierung der Endozytose hatte
keinen Einfluss auf die Umverteilung von Cortactin aus dem Zytoplasma an die
Zellperipherie. Dieses Ergebnis entsprach nicht den Erwartungen, da die Endozytose von
L1 zum einen mit einer Reorganisation des kortikalen Actinzytoskeletts verbunden ist, und
zum anderen eine Beteiligung von Cortactin an der rezeptorvermittelten Endozytose bereits

nachgewiesen wurde (Cao et al., 2003 und Lynch et al., 2003).

Eine denkbare Erklédrung ist, dass die (mit der endozytierbaren neuronalen Isoform von L1
transfizierten) Fibroblasten moglicherweise nicht iiber die fiir die L1-vermittelte
Signaltransduktion erforderlichen Molekiile verfiigen, die in Neuroblastomzellen
untersucht wurden (Schmid et al., 2000). Weiterhin induziert die L1-Aktivierung
moglicherweise keine Umverteilung von L1 aus dem Zytosol an die Zellperipherie,
sondern die Verlagerung einer membranstiandigen L1-Subfraktion in so genannte lipid rafts
(cholesterinreiche Bereiche der Zellmembran), die in den lichtmikroskopischen

Aufnahmen nicht sichtbar wurde. Allerdings ist auch die Kolokalisation von L1 und
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Cortactin in den immunzytochemischen Doppelfarbungen nur in kleinen Bereichen der
Zellmembran von 1.929-L.1-Zellen zu sehen (Abb. 12, B, C, E, F). Diese Kolokalisation ist
jedoch kein Beweis fiir eine direkte Interaktion beider Proteine. Die Uberlagerung von L1-
und Cortactinsignalen konnte eine Folge des begrenzten Auflosungsvermdégens des
Lichtmikroskops sein, insbesondere in Bereichen intensiver Fiarbung. Dariiber hinaus
kolokalisieren Cortactin und L1 nicht in den L1-haltigen Endosomen im Zellinneren (Abb.
12, E, F). Moglicherweise iibt Cortactin einen regulatorischen Einfluss auf die
clathrinabhiingige Endozytose aus, die direkt an der Zellmembran stattfindet. Zu dieser
Theorie passen licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen, die eine
Lokalisation von Cortactin in chlatrin- und dynaminhaltigen Strukturen an der
Zellmembran gezeigt hatten (Cao et al., 2003). Ferner wurde auch die direkte Beteiligung
von Cortactin an der clathrinabhingigen und der clathrinunabhéngigen Endozytose

nachgewiesen (Sauvonnet et al., 2005).

Eine mogliche L1-abhingige Cortactin(um)verteilung wurde auch an Neuroblastom2A-
Zellen unter den gleichen Versuchsbedingungen untersucht. In den N2A-Zellen waren
Cortactin und L1 deutlich an der Zellmembran kolokalisiert, aber weder die L.1-abhéngige
Endozytose von L1 noch eine subzellulire Umverteilung von Cortactin konnte induziert

werden (13, A, B, E).

Moglicherweise stellen weder die L929-Fibroblasten noch die N2A-Zellen ein geeignetes
Modell fiir die Untersuchung L.1-abhédngiger Prozesse dar.
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6.3 Untersuchung einer direkten Interaktion von L1 und
Cortactin durch Koimmunprézipitationen

L1 und Cortactin waren in Hippocampusneuronen (Abb. 6, E) und an der Zellmembran
von N2A-Zellen (Abb. 13, A, B, E) kolokalisiert. In den immunhistochemischen
Doppelfirbungen war eine starke Uberlagerung beider Proteine im Thalamus zu sehen
(Abb. 10, E und F). Deshalb wurde eine direkte Interaktion beider Proteine durch
Koimmunprizipitationen untersucht. Weiterhin lassen Literaturdaten vermuten, dass auch
L1 mit Cortactin direkt interagieren konnte. Aus den Lysaten humaner Epithelzellen
wurden das Ig-verwandte Transmembranmolekiill ICAM und Cortactin nach einer
Stimulation von ICAM koprizipitiert (Tilghman und Hoover, 2002a), und die direkte
Bindung von EphA4 (eine Rezeptortyrosinkinase der Ig-Superfamilie) und Cortactin
wurde in Triton X-loslichen Homogenaten aus embryonalen Retinaexplantaten

nachgewiesen (Knoll und Drescher, 2004).

Fir die Koimmunprézipitationen wurde aus mehreren Griinden das Gesamthirn einer 6
Tage alten Maus verwendet. In diesem frithen Entwicklungsstadium des ZNS finden viele
L1-abhingige Prozesse wie Zellwanderung, Neuritenwachstum, Neuritogenese oder

Axonbiindelung statt, und sowohl L1 als auch Cortactin werden im ZNS stark exprimiert.

Aus verschiedenen Griinden wurde eine direkte Interaktion der intrazelluldaren Doméne von
L1 mit zytoplasmatischem Cortactin an der Zellmembran vermutet. Zum einen ist
Cortactin Bestandteil des Actinzytoskeletts, das den Zellkortex unterhalb der Zellmembran
bildet. Zum anderen ist L1 vorwiegend in der Zellmembran verankert. Die
immunzytochemischen Firbungen hatten keine Uberlagerung von Cortactin  mit
endozytiertem L1 zeigen konnen (Abb. 12, B, E, F), und in der Literatur ist beschrieben,
dass Cortactin in clathrin- und dynaminhaltigen Strukturen zu einem frithen Zeitpunkt der
Endozytose an der Zellmembran lokalisiert ist. Um die Membranbestandteile anzureichern,
wurde die Triton X-16sliche 100000 x g-Fraktion des Gesamhirns isoliert, die neben den
detergensloslichen Bestandteilen verschiedener zelluldrer Membranen auch assoziierte
Proteine enthilt. Weiterhin wurde auch die Triton X-16sliche 1000 x g-Fraktion pripariert
(in der ebenfalls Membranproteine und assoziierte Proteine angereichert sind), da L1 auch

in dieser Fraktion nachgewiesen wurde (unverdffentlichte Ergebnisse von G. Loers).
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Sowohl in der 100000 x g-Fraktion als auch in der 1000 x g-Fraktion konnten L1 und
Cortactin im Immunoblot nachgewiesen werden (Abb. 14 und 15). Zusitzlich wurde eine
NCAM-Prizipitation durchgefiihrt, da NCAM und Cortactin aus den Triton X-16slichen
Bestandteilen von S-Tumorzellen des Pankreas koprézipitiert worden waren (Cavallaro et

al., 2001).

Cortactin wurde in der zytosolischen Fraktion (Uberstand der 100000 x g Fraktion)
nachgewiesen (nicht dargestellt). Dariiber hinaus konnte es in der 1000 x g- und der
100000 x g-Fraktion detektiert werden (Abb. 14, B und 15, B). Wihrend NCAM in der
1000 x g-Fraktion nur in geringer Menge enthalten war, war L1 stark angereichert (Abb.
14, A), in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von G. Loers. Da entsprechend wenig
NCAM aus der 1000 x g-Fraktion prizipitiert wurde, ist nicht auszuschlieen, dass eine
mogliche Koprizipitation mit Cortactin unterhalb der Nachweisgrenze lag. In der 100000 x
g-Fraktion war sowohl L1 als auch NCAM angereichert. Eine Koprézipitation von L1 oder
NCAM mit Cortactin konnte weder in der Triton X-l6slichen 1000 x g- noch in der Triton
X-loslichen 100000 x g-Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 14, B und 15, B).

L1 oder NCAM interagieren in den Triton X-loslichen Membranfraktionen aus dem
Gesamthirn der 6 Tage alten Maus nicht direkt mit Cortactin. Dieses Ergebnis schlieft
nicht aus, dass eine indirekte Interaktion (etwa durch gemeinsame Schliisselproteine der
Signaltransduktion) stattfindet. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass eine
direkte Interaktion von Cortactin mit LI oder NCAM innerhalb eines

Multiproteinkomplexes stattfindet, der nicht in intakter Form prézipitiert werden konnte.

Dariiber hinaus konnte der Phosphorylierungszustand von Cortactin oder der
intrazelluldren Doméne von L1 entscheidend fiir eine direkte Bindung sein. Cortactin wird
z. B. als Folge einer Stimulation von ICAM phosphoryliert. ICAM ist ein Ig-verwandtes
Transmembranmolekiil, das aus fiinf Doménen besteht, die eine Homologie zu NCAM
aufweisen, wobei die hochste Ubereinstimmung in den Dominen 2 und 3 von ICAM
vorliegt (Simmons et al., 1988). Nach ICAM-Stimulation prizipitierte ICAM mit Src und
phosphoryliertem Cortactin (Durieu-Trautmann et al., 1994, Tilghman und Hoover,
2002a). Die Koprizipitation von Cortactin mit ICAM war abhingig von der ICAM-
Stimulation (Tilghman und Hoover, 2002a). Eine Inhibition der Src-Kinase verhinderte die

Phosphorylierung von Cortactin, unterdriickte jedoch nicht die direkte Interaktion
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(Tilghman und Hoover, 2002a). Weiterhin koprizipitierten EphA-Rezeptoren nach
Antikorperstimulation aus Lysaten von HEK-Zellen oder aus Retinahomogenaten mit
Kinasen der Src-Familie (Knoll und Drescher, 2004). Der Phosphorylierungszustand von
Cortactin wurde in diesen Experimenten nicht iiberpriift. Da Cortactin jedoch ein Src-
Substrat ist, ist eine Phosphorylierung in dem Proteinkomplex EphA4/Src/Cortactin sehr
wahrscheinlich, analog zu den Ergebnissen der ICAM-Stimulation. Moglicherweise stellt
die Rekrutierung von Cortactin  an die zytoplasmatische Domine eines
Transmembranmolekiils einen Mechanismus dar, iiber den Cortactin mit Src interagiert
und als Folge durch eine Arp2/3-Inaktivierung das Actinzytoskelett lokal beeinflusst. Da
L1 bisher nicht mit Src prizipitiert werden konnte und die intrazellulire Domine von L1
keine bekannte Kinase-Aktivitidt aufweist, ist ein Mechanismus denkbar, in dem Cortactin

an der Zellmembran zwar mit Src, jedoch nicht mit L1 interagiert.

Eine weitere Erkldarung dafiir, dass keine direkte Interaktion nachgewiesen wurde, wire
eine Umverteilung von L1 in detergensunlosliche Bestandteile der Zellmembran (lipid
rafts) als Folge einer LI1-Aktivierung bzw. wihrend eines bestimmten
Entwicklungsstadiums. In der Zellmembran sind Proteine und Lipide nicht einheitlich
verteilt und bilden rdumlich begrenzte Mikrodoménen. Diese Heterogenitidt wird durch die
Anreicherung von Cholesterin und Sphingolipiden in ,,Flossen* (rafts) verursacht. Auf
beiden Seiten der Lipid-Doppelschicht dieser ,,Flosse konnen spezifische Proteine binden
(Simons und Toomre, 2000). Rafts sind in kalten nicht-ionischen Detergentien unloslich
und konnen von den detergensloslichen Bestandteilen der Zellmembran isoliert werden
(Brown und Rose, 1992). Diese detergensresistenten Membranbestandteile (DRM) sind
mit GPI-verankerten Molekiilen und intrazelluldren Signalmolekiilen, wie etwa Kinasen
der Src-Familie, angereichert (Lisanti et al., 1994). DRM existieren in verschiedenen
Zellen und Zellkompartimenten, wie z. B. Wachstumskegeln (He und Meiri, 2002). In
diesen Plattformen werden Proteine der Signaltransduktion und andere Komponenten
angereichert und sind an der Vermittlung neuronaler Prozesse beteiligt, wie
Differenzierung und Uberleben (Tansey et al., 2000), Neuritenwachstum (Niethammer et
al., 2002), synaptische Transmission (Bruses et al., 2001) oder der Wanderung von
Wachstumskegeln (Nakai und Kamiguchi, 2002). Sowohl L1 als auch NCAM, ICAM und

Cortactin wurden in DRM nachgewiesen. In den Kleinhirnen von Miusen wurde eine
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entwicklungsabhingige Lokalisation von L1 in DRM untersucht. Wihrend L1
hauptsichlich in den detergensloslichen Fraktionen angereichert war, konnte in den DRM-
Fraktionen 3 - 28 Tage alter Kleinhirne auch eine vergleichsweise geringe Menge von L1
nachgewiesen werden (Nakai und Kamiguchi, 2002). Von NCAM wurden alle drei
Isoformen in den DRM in den Vorderhirnen 2 Tage alter Mduse nachgewiesen, wihrend in
der detergensloslichen Fraktion iiberwiegend die 140 kDa- und 180 kDa-Isoformen
enthalten waren. Die vier Palmitoylierungsstellen von NCAM 140 spielen eine
entscheidende Rolle bei der Lokalisation in rafts und dem Fyn-vermittelten
Neuritenwachstum. Interessanterweise ist auch ICAM in Zell-Lysaten aus humanen
Endothelzellen sowohl in der detergensloslichen Fraktion als auch in DRM enthalten. Eine
Antikorperstimulation induziert die Akkumulation von ICAM in der DRM-Fraktion
(Tilghman und Hoover, 2002b). In Thrombopoietin-stimulierten Blutplittchen assoziiert
Cortactin mit Syc- und Src-Kinasen und 16st auch hier die Translokation von Cortactin aus
der detergensloslichen in die detergensunlosliche Fraktion aus. In beiden Fraktionen wurde
Cortactin als phosphoryliertes Protein nachgewiesen, obwohl der Hauptteil des
Gesamtcortactins  in  der  loslichen  Fraktion  angereichert — war. Der
Phosphorylierungszustand von Cortactin hatte in diesen Experimenten keinen Einfluss auf

die Umverteilung (Lopez et al., 2001).

Da sowohl L1, NCAM, ICAM als auch Cortactin in den DRM verschiedener Gewebe-
oder Zelltypen nachgewiesen wurden, und die Umverteilung von Cortactin von einer
extrazelluldren Stimulation abhidngen konnte, ist eine direkte Interaktion von L1 mit
Cortactin in lipid rafts nicht auszuschliefen. Deshalb miisste eine direkte Bindung in
Triton X-unloslichen Fraktionen aus mehreren Gesamthirnen 6 Tage alter Mduse mit einer

Koimmunprizipitation tiberpriift werden.

Auch die Zell-Lysate von L1- oder NCAM-stimulierten N2A-Zellen wurden im Rahmen
dieser Arbeit mit einer Koimmunprézipitation auf eine Interaktion von NCAM oder L1 mit
Cortactin untersucht. Fiir die Experimente wurden die detergensloslichen Zellbestandteile
verwendet, nachdem Kerne und Zelltriimmer entfernt worden waren. Zur Untersuchung
der DRM-Fraktion miisste eine sehr viel grofere Zellzahl mit AntikOrper stimuliert
werden. Interessanterweise wurde Cortactin, unabhingig von der Stimulation, in einem

Experiment mit NCAM prézipitiert. Da dieses Ergebnis mit der bereits bekannten
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Koprizipitation von NCAM und Cortactin aus STumorzellen iibereinstimmte, wurde der
Versuch sechsmal wiederholt, doch die direkte Interaktion von NCAM und Cortactin
konnte nicht reproduziert werden. In keinem dieser Experimente konnte jedoch eine

direkte Interaktion von L1 mit Cortactin nachgewiesen werden.

Fiir beide Experimente zur Untersuchung der direkten Interaktion von L1 mit Cortactin
oder von NCAM mit Cortactin gelten die gleichen Einschrinkungen: eine direkte
Interaktion kann zum einen gewebe- oder zelltypabhéngig sein und findet zum anderen nur
nach einem definierten Stimulationszeitraum oder wihrend eines bestimmten
Entwicklungszustandes, moglicherweise vermittelt durch die Anreicherung der Proteine in
DRM, statt. Die Cortactinbindung ist vielleicht sehr schwach, falls beide Proteine iiber
einen Multiproteinkomplex gekoppelt sind. Da eine Src-Bindung an L1 oder NCAM bisher
nicht nachgewiesen wurde, konnte eine direkte Interaktion ausgeschlossen werden, wenn
fiir die Kopplung von Cortactin an L1 oder NCAM zusiitzlich eine Src-Bindung notwendig
wire. Da es einige Hinweise auf die Lokalisation von L1 und Cortactin in lipid rafts gibt,
konnte der Vergleich der Proteinverteilung von L1 und Cortactin in einzelnen Fraktionen
von Gehirnhomogenaten verschiedener Entwicklungsstadien Aufschluss iiber eine

Kolokalisation von L1 und Cortactin geben.
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6.4 Untersuchungen zum Einfluss der L1-Stimulation auf die
Cortactin-Tyrosin-Phoshorylierung an L.929-1.1-
Fibroblasten

Obwohl in dieser Arbeit keine direkte Interaktion von L1 und Cortactin durch
Koimmunprizipitationen nachgewiesen wurde (siehe 5.2), konnte eine indirekte
Interaktion zwischen beiden Proteinen nicht ausgeschlossen werden. Da der L1-vermittelte
Signaltransduktionsweg in Neuroblastomzellen von Src abhéngig ist (Schmid et al., 2000)
und die Cortactin-Tyrosinreste Y421/466/482 von Src phosphoryliert werden (Huang et al.,
1998), konnte die L1-Aktivierung die Tyrosinphosphorylierung von Cortactin
beeinflussen. Dariiber hinaus haben auch ERK und Racl, zwei weitere Intermediate der
L1-Signaltransduktion, einen Einfluss auf die Aktivitit von Cortactin. Zum einen wurde
ein Mechanismus fiir die Interaktion von Cortactin und N-WASP vorgeschlagen, der durch
die intrazelluldre Bindung der Cortactin-SH3-Doméne an die helikale/prolinreiche Doméne
inhibiert wird. Die Serinphosphorylierung von Cortactin durch ERK einerseits und die
Phosphorylierung von CortactinY421/466/482 durch Src andererseits konnten diesen
Prozess regulieren (Martinez-Quiles et al., 2004). Zum anderen wurde eine Beteiligung der
GTPase Racl an der Src-abhingigen Phosphorylierung der Tyrosinreste Y421 und Y466

von Cortactin nachgewiesen (Head et al., 2003).

Um einen Einfluss von L1 auf die Tyrosinphosphorylierung von Cortactin zu untersuchen,
wurden 1.929-L1-Fibroblasten mit L1-Antikorper stimuliert und die Gesamtzell-Lysate im
Immunoblot untersucht. Die Verwendung eines Antikorpers gegen Gesamtphosphotyrosin
war fiir eine reproduzierbare quantitative Analyse des Verhiltnisses von Tyrosin-
phosphoryliertem Cortactin (80/85 kDa) zu Gesamtcortactin nicht geeignet. Der
Antikorper verursachte einen starken unspezifischen Hintergrund. Daher konnte die
Analyse von Phosphotyrosin Signalintensititen schwacher und starker Signale
nebeneinander mit dem Programm TINA 2.0 (Raytest) nicht zuverldssig durchgefiihrt
werden. Weiterhin konnte das Programm nicht optimal verwendet werden, da 80/85 kDa-
Phosphocortactin  und phosphorylierte Proteine mit geringfiigig abweichenden
Molekulargewichten durch die Gelelektrophorese nicht ausreichend getrennt wurden, um

die Signalintensitdten zuverldssig zu erfassen.
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Um diese methodischen Schwierigkeiten zu {iberwinden, wurde zum einen ein Antikdrper
verwendet, der spezifisch gegen den phosphorylierten Tyrosinrest Y421 von Cortactin
gerichtet war (Head et al., 2003). Zum anderen wurde Cortactin durch eine
Immunprizipitation von Proteinen dhnlichen Molekulargewichtes abgetrennt. In einem
ersten Experiment wurde Cortactin aus dem Gesamtzell-Lysat LI1-stimulierter Zellen
prazipitiert und sowohl das am Tyrosinrest 421 phosphorylierte Cortactin (Cortactin-P-
Y421) als auch Gesamtcortactin mittels Immunoblot detektiert (Abb.17, A und B). Die
Signalintensitdten wurden analysiert und das prozentuale Verhiltnis von Cortactin-P-Y421
und Gesamtcortactin ermittelt (Abb. 17, C). Eine Zunahme der Cortactin-Y421-
Phosphorylierung infolge der L1-Stimulation von L[929-L1-Fibroblasten konnte im
Vergleich zu nicht stimulierten L929-L1-Fibroblasten und stimulierten wt-Zellen nicht
nachgewiesen werden. Da der prozentuale Anteil von Cortactin-P-Y421 in L1-stimulierten
1L929-L1-Zellen geringer als die Werte der verwendeten Kontrollen war, kann ein
inhibitorischer Effekt nicht ausgeschlossen werden. Eine Reduktion der Cortactin-Y421-
Phosphorylierung infolge der L1-Stimulation konnte im Zusammenhang mit dem von
Martinez-Quiles (2004) vorgeschlagenen ERK- und Src-abhiingigen
Regulationsmechanismus erkldart werden (siehe 1.3). Die ERK-Aktivierung ist ein
Bestandteil der L1-stimulierten Signaltransduktion (Schmid et al., 2000) und konnte einen

inhibitorischen Effekt auf die Src-abhédngige CortactinY421-Phosphorylierung ausiiben.

Das Ergebnis dieses Experimentes konnte nicht reproduziert werden, da mit dem
Cortactin-P-Y421-Antikorper in weiteren Experimenten kein Signal mehr detektiert
werden konnte. Der Antikorper verursachte einen starken unspezifischen Hintergrund, so
dass geringe Mengen an Cortactin-P-Y421 moglicherweise nicht nachgewiesen werden
konnten. Da die Versuchsbedingungen nicht gedndert worden waren, hatte der (von Scott
Weed zur Verfiigung gestellte) Antikorper vermutlich trotz sachgemélBer Lagerung
innerhalb eines kurzen Zeitraumes einen deutlichen Qualititsverlust erlitten. Die

Experimente zur Cortactinphosphorylierung wurden darauthin eingestellt.
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6.5 Der Einfluss von Cortactin auf das L1- oder NCAM-
abhangige Neuritenwachstum, die Neuritogenese oder die
Neuritenzahl

Da sowohl L1 als auch Cortactin an Prozessen beteiligt sind, die das Neuritenwachstum
beeinflussen, wurden fiir die Untersuchung des Ll-abhdngigen Neuritenwachstums
verschiedene EGFP-Cortactinkonstrukte kloniert, mit denen der Einfluss der
Cortactindoménen auf das Neuritenwachstum untersucht wurde. Da auch eine direkte
Interaktion von NCAM und Cortactin nachgewiesen werden konnte (Cavallaro et al.,
2001), wurde zusitzlich das NCAM-abhingige Neuritenwachstum untersucht. Die
verwendeten Vektoren kodieren fiir N-terminal EGFP-fusioniertes Cortactin oder
Cortactinmutanten, da das EGFP-Protein fiir die Identifikation transient transfizierter
Hippocampusneuronen unter dem Lichtmikroskop benétigt wurde. Die N-terminale
Kopplung soll einen sterischen Einfluss von EGFP auf die C-terminalen Doménen von
Cortactin ausschlieBen. Da die Cortactintyrosinreste Y421/466/482 von Src phosphoryliert
werden und einen regulatorischen Einfluss auf die Zellmobilitdt ausiiben (Huang et al.,
1998, Liu et al., 1999), wurde Cortactin mit Mutationen in den Src-Bindungsstellen
(CortactinF421/466/482) fiir die Untersuchung des L1-abhidngigen Neuritenwachstums
eingesetzt. Die SH3-Doméne von Cortactin besitzt Bindungsstellen fiir PDZ-Proteine und
Dynamin. Dynamin spielt eine wichtige Rolle bei der Endozytose (Schafer et al., 2004),
interagiert mit Proteinen der postsynaptischen Dichte (Okamoto et al., 2001), beeinflusst
die Bildung von Lamellipodia (Schlunck et al., 2004) oder die cortactinvermittelte
Regulation der Zellform (McNiven et al., 2000). Das cortactinbindende Protein (CortBP1)
und Cortactin interagieren iiber die SH3-Doméne und sind in den Wachstumskegeln
kultivierter Neuronen lokalisiert (Du et al., 1998). Um zu iiberpriifen, ob die Cortactin iiber
die SH3-Doméne einen Einfluss auf das Neuritenwachstum ausiibt, wurde ein Cortactin-
konstrukt mit deletierter SH3-Doméne fiir die Experimente kloniert. Fiir die Untersuchung
des Neuritenwachstums wurde zusitzlich als Kontrolle und zur Uberpriifung des Effektes
der Cortactiniiberexpression (die z. B. einen verstirkenden Effekt auf die Zellmobilitit

ausiibt) mit wildtypischem Cortactin transfiziert.
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Fiir die Substratbeschichtungen wurden die 16slichen Proteine L1-Fc, NCAM-Fc oder
Laminin verwendet, die iiber verschiedene Mechanismen das Neuritenwachstum fordern,
und als Kontrolle das nichtphysiologische Substrat PLL, auf dem es lediglich zu einem

geringen Neuritenwachstum kommt (Lahrtz et al., 1987, Sanes, 1989, Webb et al., 2001).

Da fiir die Auswertung des Neuritenwachstums eine hohe Transfektionseffizienz benotigt
wurde, konnte im Rahmen dieser Arbeit nur ein Experiment mit einer ausreichenden Zahl
transfizierter Zellen ausgewertet werden (Abb. 21). Da jedoch signifikante Unterschiede
des Neuritenwachstums auf NCAM-Beschichtung gemessen wurden, und die PLL-
Kontrolle keinerlei wachstumsfordenden Effekt ausiibte, aber die L1-Beschichtung das
Neuritenwachstum am stirksten forderte, ist eine Reproduktion des Ergebnisses mit einer
hohen Zahl auswertbarer Zellen sehr wahrscheinlich. Das NCAM-abhingige
Neuritenwachstum wird von CortactinASH3 im Vergleich zu CortactinF421/466/482 und
der EGFP-Kontrolle signifikant inhibiert (p<0,05). Ob auch CortactinF421/466/482 das
NCAM-abhingige Neuritenwachstum reduziert, muss in zusdtzlichen Experimenten

tiberpriift werden.

Eine Beteiligung von Cortactin am NCAM-abhingigen Neuritenwachstum konnte ein
weiterer Hinweis auf eine Interaktion in lipid rafts sein, da fiir das NCAM-abhingige
Neuritenwachstum eine Lokalisation von NCAM 140 in DRM notwendig ist (Niethammer
et al., 2002). Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die Aktivierung von NCAM eine
neuritenwachstumsvermittelnde ~ Umverteilung  eines =~ NCAM-BISpektrin-PKC[3,-
Komplexes in lipid rafts verursachte (Leshchyns’ka et al., 2003). Die Theorie einer
ausschlieBlichen Interaktion von NCAM und Cortactin in DRM deckt sich mit dem
Ergebnis, dass Cortactin und NCAM in detergensloslichen Membranbestandteilen keine
direkte Bindung eingehen. Da Spektrin ein Bestandteil des Actinzytoskeletts ist, konnte der
NCAM-B1Spektrin-PKCB,-Komplex das Bindeglied zwischen extrazelluldrer Aktivierung
und der cortactinvermittelten Reorganisation des Actinzytoskeletts darstellen. Dieser
Effekt wird moglicherweise durch die Phosphorylierung von Cortactin reguliert und konnte
eine Beteiligung der Src-Bindungsstelle am NCAM-abhidngigen Neuritenwachstum

erkldren.

Der Vergleich der mittleren Neuritenlangen auf LI1-Beschichtung zeigt, dass

CortactinASH3 und CortactinF421/466/482 wahrscheinlich auch das L1-abhédngige
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Neuritenwachstum inhibieren. Diese Beobachtung bedarf aber noch der Bestitigung durch
weitere Experimente. Moglicherweise ist eine indirekte Interaktion von L1 und Cortactin
regulatorischer Natur und beeinflusst wihrend der Entwicklung in bestimmten Bereichen

des Gehirns das Neuritenwachstum.

Fiir die Auswertung der Neuritenzahlen und der Neuritogenese gelten weniger
einschrinkende Bedingungen als fiir das Neuritenwachstum. Deshalb konnte zusétzlich ein
zweites Experiment mit deutlich niedrigerer Transfektionseffizienz als beim ersten
Experiment ausgewertet werden. In den Experimenten wurde kein signifikanter Einfluss
von Cortactin auf die Neuritogenese festgestellt (Abb. 22). Da beide durchgefiihrten
Experimente jedoch in den Tendenzen iibereinstimmten, dass eine Cortactin-
tiberexpression die lamininabhéngige Neuritogenese inhibiert und CortactinASH3 oder
CortactinF421/466/482 die Neubildung von Neuriten auf NCAM reduziert, konnten kleine
signifikante Unterschiede durch weitere Experimente mit einer hohen Zahl auswertbarer
Zellen besser erfasst werden. Weil auch die cortactinabhingige Neuritogenese auf NCAM
tiber einen lipid raft-vermittelten Mechanismus verlaufen konnte, ist ein signifikanter
Einfluss von CortactinASH3 oder auch Cortactin-F421/466/421 auf die Neuritogenese

vorstellbar.

Cortactin beeinflusst, in Kooperation mit Fyn, integrinvermittelte Prozesse (Huang et al.,
2003). Somit konnte auch ein inhibitorischer Effekt der Cortactiniiberexpression auf
Laminin, das das Neuritenwachstum iiber einen integrinabhingigen Mechanismus fordert,

fiir weitere Untersuchungen von Interesse sein.

In beiden ausgewerteten Experimenten wurde kein Einfluss von Cortactin auf die
Neuritenzahl pro Zelle festgestellt. Da sowohl die Neuritenzahlen auf L1-Beschichtung
(Abb. 23) erhoht waren, als auch die Neuritenldingen auf L1-Beschichtung deutlich grof3er
waren als auf den Vergleichsbeschichtungen (Abb. 21), konnte eine Zusammenhang

zwischen der Linge auswachsender Neuriten und der Zahl von Neuriten bestehen.
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7 Zusammenfassung

GFAP-L1-Miuse exprimieren das neurale Zellerkennungsmolekiil L1 ektopisch in
Astrozyten. Eine semiquantitative Analyse der Genexpression in Hippocampi dieser
transgenen Mdause im Vergleich zu Wildtyp-Tieren hatte gezeigt, dass diese deutlich
geringere Mengen des Proteins Cortactin exprimieren. Cortactin ist mit Actinfilamenten
assoziiert und an Prozessen beteiligt, die eine Reorganisation des Actinzytoskeletts

erfordern.

Um den physiologischen Zusammenhang zwischen L1 und Cortactin zu untersuchen,
wurde die Lokalisation beider Proteine in Primérkulturen von Hippocampusneuronen
untersucht und in Gewebeschnitten 5 Tage alter und adulter Hippocampi der Maus
verglichen. In Primérkulturen von Hippocampusneuronen sind Cortactin und L1 entlang
der Neuriten kolokalisiert, und Cortactin ist in den Wachstumskegeln angereichert.
Betrachtet man die Expression von Cortactin im Hippocampus, so zeigen sich
entwicklungsabhingige Veridnderungen: im adulten Tier wurde neben der Lokalisation in
dendritischen Bereichen auch eine Lokalisation im stratum lucidum der CA3-Region, einer
axonreichen Schicht, gezeigt. In dieser Schicht wurde im 5 Tage alten Hippocampus kein
Cortactin exprimiert. Moglicherweise iibt Cortactin in den Axonen oder Dendriten des

Hippocampus verschiedene Funktionen aus, die von L1 reguliert werden.

Friihere Studien zeigen, dass extrazelluldre Stimuli eine Umverteilung von Cortactin an die
Zellperipherie auslosen konnen. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit
untersucht, ob auch die Antikorperstimulation von L1 eine solche Umverteilung
verursacht. Zwar fiihrte die Stimulation, wie erwartet, zur Endozytose von LI1. Eine
Umverteilung von Cortactin in den Zellcortex oder eine Kolokalisation von Cortactin mit

endozytiertem L1 konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Ferner schien aufgrund der beobachteten Kolokalisation von L1 und Cortactin in
hippocampalen Neuronen eine direkte Interaktion beider Proteine moglich. Um dies zu
tiberpriifen, ~ wurden  L1-Immunprézipitationen  aus den  detergensloslichen

Membranfraktionen aus dem Gehirnhomogenat einer 6 Tage alten Maus durchgefiihrt.
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Eine Koprizipitation von Cortactin war jedoch nicht zu beobachten. In einer fritheren
Untersuchung wurde gezeigt, dass die Interaktion von Cortactin mit dem
Adhisionsmolekiill ICAM erst durch ICAM-Stimulation ausgeldst wird. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit untersucht, ob es in Ll-stimulierten N2A-Zellen zu einer
Interaktion von L1 und Cortactin kommt. Aus den entsprechenden Zell-Lysaten lieSen sich

L1 und Cortactin jedoch nicht koprizipitieren.

Eine Beteiligung von Cortactin an L1-vermittelten Vorgingen setzt nicht unbedingt eine
direkte Interaktion der beiden Proteine voraus. Auch eine Interaktion von Cortactin mit
Komponenten des L1-stimulierten intrazelluldren Signalwegs ist moglich. Die Forderung
von Neuritenwachstum und Neuritogenese zdhlt zu den am besten etablierten biologischen
Funktionen von L1. Daher wurde, um die Beteiligung von Cortactin an L1-abhingigen
biologischen Prozessen zu klidren, das Neuritenwachstum sowie die Neuritogenese
hippocampaler Neuronen bei Uberexpression wildtypischen und mutierten Cortactins
untersucht. Die in dieser Arbeit erhaltenen Daten deuten auf eine Beeinflussung des L1-
vermittelten Neuritenwachstums durch Cortactin hin. Auch das Neuritenwachstum und die

Neuritogenese von NCAM werden moglicherweise durch Cortactin beeinflusst.

Diese Arbeit liefert keinen Hinweis auf eine direkte Interaktion zwischen L1 und
Cortactin. Dagegen deuten die Ergebnisse der funktionalen Experimente darauf hin, dass
Cortactin am L1- und NCAM-abhingigen Neuritenwachstum sowie der Neuritogenese
beteiligt sein konnte. Sowohl die Entstehung als auch das Wachstum von Neuriten
erfordern eine Reorganisation des Actinzytoskeletts, so dass die Beteiligung von Cortactin

an diesen Prozessen plausibel erscheint.

116



7. SUMMARY

7 Summary

GFAP-L1 mice express the neural cell adhesion molecule L1 ectopically in astrocytes. A
semiquantitative analysis of gene expression in the hippocampus of these transgenic mice
revealed a significantly lower expression of the protein cortactin when compared to wild
type mice. Cortactin is associated with actin filaments and involved in processes which

require reorganization of the actin cytoskeleton.

To investigate the potential physiologic interactions between L1 and cortactin, the
localization of these proteins was analyzed in primary cultures of hippocampal neurons and

tissue sections of the hippocampus of 5-day-old and adult mice.

In primary cultures of hippocampal neurons, cortactin and L1 colocalize along neurites,
and cortactin is enriched in growth cones. When looking at cortactin expression in
hippocampus, developmental changes could be observed: in adult animals, apart from the
localization in dendrites, localization could be shown in the stratum lucidum of the CA3
field, an axon-rich layer, while no expression of cortactin was seen in the respective layer
of 5 day old mice. Possibly, cortactin mediates different functions in axons and dendrites

of the hippocampus, which might be regulated by L1.

Previous studies had shown that extracellular stimuli can trigger a redistribution of
cortactin to the cell periphery. For this reason, within the scope of this thesis, it was
investigated whether stimulation by L1 antibodies leads to a similar redistribution. As
expected, antibody triggering caused L1 endocytosis. However, neither a redistribution of
cortactin to the cell cortex nor a colocalization of cortactin with endocytosed L1 could be

observed.

Moreover, due to the colocalization of L1 and cortactin in hippocampal neurons, a direct
interaction of the two proteins was hypothesized. In order to investigate this point, L1 was
immunoprecipitated from detergent-soluble membrane fractions of brain homogenate of 6-
day-old mice. No coprecipitation of cortactin could be observed under these conditions. In
a previous study, it had been demonstrated that the interaction of cortactin with the

adhesion molecule ICAM required ICAM stimulation. Therefore, in this thesis, N2A cells
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were stimulated with L1 antibodies, and cell lysates were submitted to LI

immunoprecipitation. Even in this case, cortactin could not be detected in the precipitate.

A participation of cortactin in L1-mediated processes does not require a direct interaction
of the two proteins. Cortactin might also interact with components of the LI-stimulated
intracellular signalling cascade. Promotion of both neurite outgrowth and neuritogenesis
are among the best-established biological functions of L1. Thus, in order to elucidate the
function of cortactin in Ll-mediated biological processes, neurite outgrowth and
neuritogenesis were analyzed in hippocampal neurons overexpressing wild-type and
mutated cortactin. The data acquired in this thesis point at an influence of cortactin on L1-
mediated neurite outgrowth. Furthermore, the effects of NCAM on neurite outgrowth and

neuritogenesis might be influenced by cortactin.

This thesis does not provide an indication of a direct interaction between L1 and cortactin.
However, based on the results of the functional experiments, a participation of cortactin in
L1-mediated and NCAM-mediated neurite outgrowth and neuritogenesis seems possible.
Both neurite formation and neurite growth require a reorganization of the actin
cytoskeleton: thus, an involvement of cortactin in these processes would be in line with its

established biological functions.
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9 Anhang

9.1 Abkiirzungsverzeichnis

Amp. Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosdure

Bp Basenpaare

BCA Bicinchoninsiure

BSA Rinderserum albumin

CAM Zelladhisionsmolekiil

L1 Neurales Zelladhdsionsmolekiil L1
cDNA komplementire DNA

DNA Deoxyribonukleinsidure

DNAse Desoxyribonuklease

dNTP 2’-Desoxyribonucleotid-5’-triphosphat
DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium
dNTP 2’-Desoxyribonukleotid-5’-triphosphat
E. Coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

EGFP enhanced green fluorescent protein
EZM extrazelluldre Matrix

FGF fibroblast growth factor

FKS fotales Kélberserum

g Erdbeschleunigung

h Stunde
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HBSS
HRP
IB

Ig
IgSF
1P
[HC
IZC
Kan.
kb
kDa
LB
LTP
MAG
min
mRNS
N2A
NCAM
Neo.
NMDA
NZS
ORF

PO
P/S
PBS

PCR

Hank’s Basal Salt Solution
Meerrettich Peroxidase
Immunoblot

Immunglobulin
Immunglobulin Superfamilie
Immunprézipitation
Immunhistochemie
Immunzytochemie

Kanamycin

Kilobasen

Kilodalton

Luria Bertani
Langzeitpotenzierung
Myelin-assoziiertes Glykoprotein
Minuten

messenger RNS
Neuroblastom2A

Neurales Zelladhédsionsmolekiil
Neomycin
N-Methyl-D-Aspartat
normales Ziegenserum

offener Leserahmen

postnatal

Myelin Protein Zero
Penicillin/Streptomycin
Phosphatgepufferte Salzlosung

Polymerase Kettenreaktion
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PLL
PMSF
PNS
PSA
RIPA
RT

SAP
SDS
SDS-PAGE
sec

TBS
TEMED
Tm

Tris

u.N.

viv

w/v

ZNS
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Poly-L-Lysin
Phenylmethylsulfonyfluorid
Peripheres Nervensystem
Polysialinsidure
Radioimmunoprizipitation
Raumtemperatur

Shrimp alkalische Phosphatase
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sekunden

Tris-gepufferte Salzlosung
N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

iber Nacht

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Volt

Zentralnervensystem
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9.2 Oligonukleotide

Nr. Primer

1 CdelSH3fw

2 CdelSH3rev
3 EGFP-C-revl
4 EGFP-C-rev2
5 EGFP-C-rev3
6 EGFP-C-rev4

7 myc-cort

Sequenz (5°-3’)

AAG CTT CGA ATT CTGCAG TCG ACT GGA AAG
CCT CTG CAG GCC ATG

CAT GGC CTG CAG AGG CTT TCC AGT CGA CTG
CAG AATTCG AAG CTT

TTG GTT GAG GAC TAG GGG ATG CA
CTT GGC CAA TCT CTC CTT GTA ATC
GTC AGC TTG CAC ACC GTATTT GC
TTA GCA CCC CAT CTC TGC TCCTT

TCA GCG GAT GGC CAA AGA AAG A
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9.3 Accession numbers (Zuordnungsnummern)

DNA Organismus accession number
Cortactin (Cttn) Maus 007803
Klonierungsvector pEGFP-C1 kiinstliche Sequenz U55763
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9.4 Plasmide

Alle Plasmide wurden durch geeignete Kontrollverdaue untersucht und von der

Sequenzierungseinrichtung des ZMNH mit den Oligonukleotiden 3-7 {iberpriift.

94.1 EGFP-C1

Der Vector pEGFP-C1 wurde von der Fa. BD, Clontech gekauft. Das Plasmid kodiert das
enhanced green fluorescence protein (EGFP), gefolgt von einer multiple cloning site
(MCS). Als Selektionsmarker kodiert der Vektor die Kan.-/Neo.-Resistenz. Die MCS
enthilt eine Auswahl von Einfachschnittstellen zur Klonierung von cDNA-Fragmenten. N-
terminal-EGFP-fusionierte Proteine werden unter Kontrolle des CMV-Promoters

exprimiert.

ﬂ

EGFP
(613-1227)

pEGFP-C1

4,7 kB
.f_::\MCS (1330-1417)

Kan./Neo.

gerp 10 130 ) 2 20 1o STOPS

TAC AAG TCC GGA CTC AGATCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATCA

BspE | Bgin Xhol Illim I EcoRl Pstl  Sall Kpnl 'l Apal 1 Xba 1* Bell*
) B:

Sac Accl AspTg spl201 Xmal
(ma
Ecn3s il . L : Sma
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9.4.2 Klonierung von pEGFP-C6 und pEGFP-C12

Die cDNA von full length wt-Cortactin (PJL6) und full length Cortactin F421/466/482
(PJL12) wurden fiir die Herstellung N-terminal EGFP-fusionierten Proteins in den murine
stem cell viral long-term repeat (MSCV-LTR) enthaltenden (retroviralen) MGIN-Vektor
kloniert (Huang et al., 1998 , Zhan et al., 1993, Li et al., 2000). Beide Plasmide wurden in
dem Labor von Xi Zhan, Rockville, hergestellt und freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt. Der Vektor PJL12 enthélt in der Cortactin-SH3-Doméne eine Punktmutation
(C1574T).

i Cortactin-Start (1)

Baglll (8975) §all (9010)

Sall (8217)
GFP-cortactin
_-Bglll (1498)
’__—Cortactin-Stop (1631)

PJL6 |- Sall (1654)
9 kB
,Neo.
Amp.
LTR

Bglll (8975) Sall (9010)
" | _~Cortactin-Start (1)

Sall (8217)

GFP-cortactin

F421/F466/F482
LTR

__Bglll (1498)
~_C(1574)T

’__— Cortactin-Stop (1631)

PJL12 | T Sall (1654)
9 kB
lNeo.
Amp.
LTR
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Beide Vektoren wurden mit Sall verdaut und das ca. 1,6 kB grof3e full-length Fragment
von Cortactin isoliert. EGFP-C1 wurde mit Sall linearisiert. AnschlieBend wurde die
Cortactin-cDNA in die Sall-Schnittstellen des linearisierten Vektors ligiert. Die
resultierenden Vektoren pEGFP-C6 und pEGFP-C12 (C2950T) wurden durch
Kontrollrestriktionsverdaue auf die korrekte Orientierung von Cortactin in pEGFP-CI

untersucht.

ﬂ

EGFP
(613-1227)

Bglll (1340) g4y (1370)
~_Start (1375)

pEGFP-C6

6,4 kb

McS 1,7 kB Cortactin
.l Bglll (2889)
% Ende (3009)
- Sall (3027)

Kan./Neo.

ﬂ
‘ EGFP
(613-1227)
Byl (1340) _sap (1370)

~_Start (1375)

pEGFP-C12

(C2950T)

i 1,7 kB Cortactin
6,4 kb MCS.\

F421/466/482

__-Bglll (2889)

. il C(2950)T

% Ende (3009)
- Sall (3027)

Kan./Neo.

AnschlieBend wurden die Nukleotidsequenz beider Vektoren analysiert. Die
Punktmutation in pEGFP-C12 (C2950T) wurde durch Restriktionsverdau des Vektors und
Religation in pEGFP-C6 entfernt. Dafiir wurde pEGFP-C12 (C2950T) und pEGFP-C6 mit
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Bglll geschnitten und das 1,5 kB Fragment aus pEGFP-C12 (C2950T) in den 3,1 kB-
Vektor pEGFP-C6 ligiert.

ﬂ
‘ EGFP
(613-1227)

Bglll (1340) sap (1370)

-~ _Start (1375)

pEGFP-C12
6,4 kb 1,7 kB Cortactin
MCSay F421/466/482
_-Bgll (2889)
T2950
Ende (3009)

T sall (3027)

Kan./Neo.

Die korrekte Orientierung des Cortactinfragmentes im Vektor pEGFP-C12 wurde durch

einen Kontrollverdau kontrolliert.

9.4.3 Klonierung von pEGFP-CASH3

Der Vektor pEGFP-C1-CortactinASH3 kodiert fiir N-terminal EGFP-fusioniertes
Cortactin, dessen 150 Basenpaar gro3e SH3 Domine bis zur Bg/II-Schnittstelle deletiert
ist. Der Vektor wurde im Labor von H. Rauvala, Helsinki, hergestellt und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Der Vektor enthilt zwischen dem Ende der
EGFP-kodierenden =~ Sequenz  und  Cortactin 98  Basenpaare, die eine

Leserahmenverschiebung und zwei Stop-Codons zwischen beiden Sequenzen verursachen.
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ﬂ

EGFP
(613-1227)

98 Bp-Insertion

pEGFP_C1 - Start (1375)
CortactinASH3
6,3 kB MCS 1,5 kB CortactinASH3

Ende hel./pro.
Region (2859)

Kan./Neo: Byl (2889)

Um beide Sequenzen wieder einem Leserahmen zuzuordnen und die Stop-Codons zu
entfernen, wurde eine ortsspezifische Mutagenese durchgefiihrt. Als Vorlage fiir die
Oligonukleotid-Primer wurde eine Sequenz von pEGFP-C6 verwendet, die etwa 20 Basen
links und rechts des zu ersetzenden Bereiches entsprach. Die PCR wurde mit pEGFP-C1-
CortactinASH3 als Vorlage und den Oligonukleotiden 1 und 2 (CdelSH3 fw und CdelSH3

rev) als Primern unter den im Methodenteil beschriebenen Bedingungen (4.1.1.4)

durchgefiihrt.
~ EGFP
(613-1227)
_-Sall (1370)
~~_Start (1375)
pEGFP-CASH3
6,2 kB 4
MCS iy 1,5 kB CortactinASH3
k Ende hel./pro.
Region (2859)
Amp./Kan

Byl (2889)
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