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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Die Funktion von Agrin an der neuromuskuliren Endplatte

Agrin ist ein Heparansulfat Proteoglykan mit einem Molekulargewicht von etwa 600
kDa und einer weit verbreiteten Expression in vielen Geweben, wie z.B. der
Skelettmuskulatur, den Nierenglomeruli und den Blutgefiflen (Godfrey et al., 1988; Godfrey,
1991; Halfter, 1993; Kroger und Mann, 1996; Magill Solc und McMahan, 1988). Die
Funktion von Agrin, ungeachtet seiner ausgedehnten Expression, ist bis dato fast
ausschlieBlich an der neuromuskuldren Endplatte (NMJ) untersucht. Die NMJ ist eine
spezielle Synapse des peripheren Nervensystems (PNS) und stellt die Kommunikationsstelle
zwischen der Axonendigung eines Motoneurons und einer Muskelfaser dar. Die Prd- und
Postsynapse an der NMJ sind biochemisch und morphologisch hoch spezialisiert. Diese
Spezialisierungen sind essentiell fiir die synaptische Transmission, weshalb die Bildung
dieser Spezialisierungen zu den Schliisselprozessen der Synaptogenese an der NMJ gehort.
Ausfiihrliche in vitro und in vivo Untersuchungen der NMJ veranlassten McMahan 1990 dazu
die Agrin Hypothese zu formulieren. Diese Hypothese besagt, dass Agrin im Soma von
Motoneuronen im ventralen Horn des Riickenmarks synthetisiert wird, anterograd zur
Axonendigung des Motoneurons, respektive der Prdsynapse, transportiert wird, in den
synaptischen Spalt der NMJ freigesetzt wird, wo es stabil mit der Basalmembran assoziiert.
Basalmembran-gebundenes Agrin ist dann verantwortlich fiir die Bildung, Aufrechterhaltung
und Regeneration der NMJ (McMahan, 1990).

An der NMJ induziert Agrin auler der Aggregation einer Reihe von Molekiilen auf
der Skelettmuskelfaser, wie z.B. die des Azetylcholinrezeptors (AChR) und der
Azetylcholinesterase, zudem die Bildung synaptischer Falten im synaptischen Bereich der
Muskelfasern (Ruegg und Bixby, 1998). Weiterhin resultiert die Zugabe von Agrin zu
isolierten Muskeln in der Dekondensation von Chromatin in subsynaptischen
Muskelfaserzellkernen (Ravel-Chapuis et al., 2007). Darauf folgt in den subsynaptischen
Zellkernen die Expression von spezifischen und nur dort transkribierten Genen, welche z.B.
fiir die e-Untereinheit des AChR oder Utrophin kodieren. (Gramolini und Jasmin, 1998; Jones
et al., 1996; Lacazette et al., 2003; Rimer et al., 1997). Ferner induziert Agrin die Bildung von
Auslédufern auf Muskelfasern (Uhm et al., 2001), und présynaptische Spezialisierungen an der
sich entwickelnden NMJ (Gautam et al., 1996). Agrin ist also der Hauptregulator der

Synaptogenese an der neuromuskuldren Endplatte.
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Die Differenzierung der Pri- und Postsynapse wird durch Bindung von Agrin an einen
heteromeren Rezeptorkomplex an der Postsynapse induziert (Glass et al., 1996), dessen
signaltransduzierender Teil die Tyrosinkinase MuSK ist (Muskel Spezifische-Kinase,
(Valenzuela et al., 1995). Die Agrin induzierte Aktivierung von MuSK fiihrt unter anderem
zur Phosphorylierung von Tyrosinresten des AChR (Gesemann et al., 1995). Agrin bindet
nicht direkt an MuSK, sondern an einen bis dato nicht idenfizierten ,,Agrin-bindenden Teil*
des heteromeren Rezeptorkomplexes (Glass et al., 1996; Herbst und Burden, 2000). MuSK ist
jedoch unbedingt notwendig fiir die durch Agrin vermittelten Signalkaskaden, denn MuSK-
defiziente Méuse sterben (DeChiara et al., 1996), ebenso wie Agrin-defiziente Méiuse
(Gautam et al., 1996) wihrend der Geburt aufgrund nicht ausgebildeter postsynaptischer
Spezialisierungen und der damit verbundenen Inaktivitdt unter anderem der Atemmuskulatur.
Zudem sind sich entwickelnde Muskelfasern MuSK-defizienter Mduse in Gegenwart von
Agrin nicht mehr im Stande AChR zu aggregieren. Stromabwérts von MuSK konnten bis dato
mehrere Molekiile identifiziert werden, welche die Aggregation des AChR beeinflussen
(Strochlic et al., 2005).

Rapsyn, ein 43 kDa grofles AchR assoziiertes Protein bindet an den zytoplasmatischen
Teil von MuSK (Antolik et al., 2006) und vermittelt die Verankerung des AChR {iber das
Aktin Vernetzung Familie 7 Protein (ACF7) im Aktin Zytoskelett (Antolik et al., 2007) und
somit die Aggregation des AChR (Moransard et al., 2003). Ferner konnte gezeigt werden,
dass die GTPasen der Rho-Familie Cdc42, RhoA und Racl Agrin-abhédngig aktiviert werden.
Die Aktivierung der GTPasen ist notwendig fiir die Aggregation des AChR, da die Expression
von dominant-negativen GTPase Konstrukten in kultivierten Muskelfasern die Agrin
induzierte Aggregation des AChR blockieren. Im Gegensatz dazu induzieren konstitutiv-
aktive GTPasen selbst in Abwesenheit von Agrin die Aggregation des AChR (Weston et al.,
2003; Weston et al., 1999; Weston et al., 2007). Ausserdem bilden kultivierte Muskelfasern in
Abwesenheit von Agrin, nach Zugabe des zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP)
Analogons 8-bromo-cGMP, AChR Aggregate aus (Jones und Werle, 2004).Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass stromabwirts der Kinase (DOK)-7 (Okada et al., 2006), die Casein
Kinase-2 (Cheusova et al., 2006) und die Geranylgeranyltransferase-1 (Luo et al., 2003),
MuSK- und Agrin-abhingig, die Bildung von AChR Aggregaten induzieren. Die
Phosphorylierung des AChR, die Aggregation des AChR und die Aufrechterhaltung bereits
gebildeter AChR Aggregate sind ausserdem von intrazelluliren Kalziumstromen abhéngig,
wohingegen extrazelluldres Kalzium die Phosphorylierung von MuSK beeinflusst (Borges et

al., 2002; Megeath und Fallon, 1998). Die Induktion der synapsenspezifischen Genexpression

.
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verlduft allerdings iiber andere Signalwege als die Aggregation des AChR (Escher et al.,
2005; Trinidad et al., 2000).

Die grundlegende Bedeutung von Agrin wihrend der Bildung der NMJ konnte mehr
als zehn Jahre nach seiner Entdeckung durch zwei entscheidende Experimente bestitigt
werden. Zum einen zeigen Méiuse mit einem inaktivierten Agrin Gen dramatische
morphologische Verdnderungen sowohl der Prd- als auch der Postsynapse der NMJ. Die
einwachsenden Motoneurone verzweigen sich, wachsen iiber die Muskelfasern hinaus und
bilden keine Prisynapse. Daraus resultierend bilden sich zudem keine postsynaptischen
Spezialisierungen und die wenigen, unabhingig von Agrin, spontan gebildeten AChR
Aggregate sind nicht an der Kontaktstelle von Muskelfaser und Motoneuron lokalisiert.
Folglich ist die Signalweiterleitung zwischen Pra- und Postsynapse erheblich eingeschriankt,
weshalb homozygote Miduse bereits wihrend der Geburt aufgrund volliger Immobilitdt und
nicht funktionierender Atemmuskulatur sterben (Gautam et al., 1996; Li et al., 1999). Zum
anderen resultiert die ektopische Expression von Agrin im extrasynaptischen Bereich
innervierter und auch denervierter Muskelfasern in der Bildung von ektopischen,
postsynaptischen Spezialisierungen in vivo. Weiterhin wird hierdurch die Transkription
synapsenspezifischer Gene induziert (Jones et al., 1996; Jones et al., 1997; Rimer et al.,
1997). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen somit, dass Agrin nicht nur notwendig

sondern auch hinreichend fiir die Entwicklung der NMJ ist.

1.2 Agrin Struktur

Die Agrin cDNA konnte aus mehreren Spezies, wie z.B. dem Zitterrochen Discopyge
ommata (Smith et al., 1987), dem Frosch Xenopus laevis (Cohen und Godfrey, 1992), dem
Zebrafisch (Kim et al., 2007b), dem Huhn (Tsim et al., 1992), der Ratte (Rupp et al., 1991)
und dem Menschen (Groffen et al., 1998) isoliert werden. Das Agrin Gen kodiert fiir ein
Protein mit mehr als 2.000 Aminosduren (AS) und einem berechneten Molekulargewicht von
ca. 225 kDa. Aufgrund der starken Glykosylierung des Proteins ergibt sich jedoch ein
tatsdchliches Molekulargewicht von ca. 600 kDa (Gesemann et al., 1995; Kréger und Mann,
1996; Tsen et al., 1995). In der N-terminalen Hélfte des Proteins befinden sich drei
Serin/Glycin Konsensussequenzen, die als Verkniipfungsstellen fiir Glykosaminoglykan-
(GAG) Seitenketten, wie z.B. Heparansulfat und Chondroitinsulfat, dienen (Winzen et al.,
2003). Zusidtzlich findet man mehrere Konsensussequenzen fiir N-verkniipfte
Glykosylierungsstellen. Die durch die Agrin cDNA kodierten verschiedenen strukturellen

Doménen des Agrin Proteins sind in Abbildung eins dargestellt. In der C-terminalen Region
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von Agrin befinden sich drei Dominen (LG1, LG2 und LG3) mit Ahnlichkeiten zu der
globuldren Doméne der Laminin-a-Kette und der Neurexine (Timpl et al., 2000), sowie vier
EGF-dhnliche Doménen (E). Weiterhin sind zwei Serin/Threonin-reiche Regionen (S/T) im
zentralen Bereich des Proteins lokalisiert, die ein sogenanntes SEA-Modul (Seegurken
Spermaprotein, Enterokinase und Agrin; (Bork und Patthy, 1995) flankieren. Im N-terminalen
Bereich des Proteins befinden sich neun Follistatin-dhnliche Dominen (FS). Zusétzlich finden
sich im Polypeptidriickgrat von Agrin zwei Laminin/EGF-dhnliche Domédnen (LE), welche
die Follistatin-dhnliche Doméne acht und neun trennen. Bis dato sind mehrere Bindestellen
fur Liganden identifiziert worden. An die GAG-Seitenketten der S/T Doméne und der siebten
FS Domine konnen sowohl der Fibroblasten Wachstumfaktor-2 (FGF-2; (Cotman et al.,
1999b) als auch Thrombospondin (Cotman et al., 1999b), das neurale Zelladhésions Molekiil

Thrombospondin, FGF-2
beta—Amylmd Peptid, N-CAM, HB-CAM
Laminin -
-
? G]‘; 95 kDa
- ™ ? Q 21 kDa
FSiFSIFSIFSEFSIFSIFSEFS FS ST SEA)@E LGIWFE-EQ LG22 EA| G2
) Lorecy y
LT Aly  Biz
] O
alpha-Dystroglykan -
p ystrogly MUSK
I:eparln
MtA-Domane Follistatin-ghnliche SEA-Doméne MN-verknlpfte
S8 Domane ( ) Glykosylierungsregion
- | intrazellulare Laminin EGF- EGF-ahnliche Glykosaminoglykan Kette
" Region ahnliche Domane Domane Anlagerungsregion
Transmembran Ser/Thr-reiche Laminin G-ahnliche
] Domane Region ‘ ) Doméane

Abb.1: Schematische Darstellung der Doméinenstruktur des Agrin Proteins. Aufgrund der Verwendung
unterschiedlicher erster Exone entstehen zwei N-terminale Isoformen: NtA-Agrin und TM-Agrin. TM-Agrin
enthilt eine Transmembrandomine und eine kurze intrazelluldr lokalisierte Region. NtA-Agrin hingegen besteht
aus einer Signalsequenz zur Sekretion des Proteins in den extrasynaptischen Spalt und einer Laminin bindenden
NtA-Doméne. Der gesamte Rest des Proteins, der bei TM-Agrin extrazelluldr lokalisiert ist, ist bei beiden
Isoformen vollkommen identisch. Im N-terminalen Bereich befinden sich neun Follistatin-ghnliche (FS) und
zwei Laminin EGF-dhnliche (LE) Doménen. Im zentralen Bereich sind zwei Serin/Threonin (S/T)-reiche
Regionen durch ein SEA- (Seegurken Spermaprotein, Enterokinase und Agrin) Modul getrennt. In der C-
terminalen Region befinden sich drei globuldre Dominen (LG) und vier EGF-dhnliche (E) Doménen. Die
schattierten Boxen stellen Bindungsstellen fiir die angegebenen Proteine dar. Durch alternatives Spleifien an
zwei Positionen (A/y, B/z) im C-terminalen Bereich des Proteins entstehen Isoformen, die sich in ihrem
Expressionsmuster und ihrer synaptogenen Aktiviét unterscheiden.

(N-CAM; (Storms et al., 1996), das Heparin-bindende Zelladhdsions Molekiil (HB-CAM,;
(Daggett et al., 1996) und das beta-Amyloid Peptid (Cotman et al., 1999a) binden. Die LG2
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Domiéne fungiert als Bindungsstelle fiir Heparin (Gesemann et al., 1996). Die LG1 und LG2
Domiénen bilden zusammen mit den benachbarten EGF-dhnlichen Dominen eine
Bindungsstelle fiir die Kohlenhydratseitenketten des extrazelluliren Matrixproteins o-
Dystroglykan. MuSK bindet an ein 21 kDa grofles C-terminal gelegenes Fragment (Burgess et
al.,, 2002). Tenascin bindet an den Proteinkern von Agrin, die genaue Bindungsregion ist
bisher jedoch nicht identifiziert (Cotman et al., 1999b). In der C-terminal gelegenen Region
von Agrin, respektive in der globuldren Domédne 2 und 3 (LG2, LG3), befinden sich zwei
Spleifistellen A/y und B/z (A und B im Huhn, y und z in Séugetieren). Alternatives Spleiflen
der Agrin pra-mRNA in der A/y Region (0 oder 4 Aminosdureinsert) und der B/z Region (0,
8, 11 oder 19 Aminoséureinsert; (Ferns et al., 1993; Ruegg et al., 1992) resultiert in der
Expression von Agrin Proteinen die unterschiedlich stark in verschiedenen Geweben
exprimiert werden. Zudem unterscheiden sie sich in ihrer biologischen Aktivitdt. Nur Agrin
Isoformen mit einem Insert in Position A/y und B/z sind in der Lage, die Bildung der
neuromuskulédren Endplatte zu induzieren. Andere Isoformen (A/y0 und B/z0) sind dazu nicht
in der Lage — ihre physiologische Funktion ist noch weitgehend unbekannt. Ein 95 kDa
grofBes Fragment von Agrin im C-terminalen Bereich des Proteins, dass sich aus den drei LG
Dominen (LGl — LG 3) und den dazwischen liegenden EGF-dhnlichen Doménen
zusammensetzt, ist ausreichend um alle postsynaptischen Spezialisierungen an der NMJ in
vitro (Cornish et al., 1999; Gesemann et al., 1995; Hoch et al., 1994) und in vivo (Godfrey et
al., 2000) zu induzieren.

Durch die Verwendung verschiedener Transkriptionsstartpunkte, vermutlich unter der
Regulation unterschiedlicher Promotoren, werden zwei Agrin Isoformen gebildet die sich in
Bezug auf ihre Struktur, ausschliesslich im &uflersten N-Terminus, unterscheiden (siche
Abb.1). Lediglich die 16sliche, sekretierte Isoform (NtA-Agrin) kann iiber die nur in Agrin
beschriebene NtA Doméne an die y-1 Kette von Laminin und somit an die Basalmembran
binden (Denzer et al., 1995; Denzer et al., 1998; Mascarenhas et al., 2003). Demnach ist NtA-
Agrin die N-terminale Isoform, die vermutlich fiir die Bildung, Aufrechterhaltung und
Regeneration der NMJ verantwortlich ist. Bei der zweiten N-terminalen Isoform (TM-Agrin)
handelt es sich um ein Transmembranprotein. Anstatt der NtA Doméne befindet sich im N-
Terminus von TM-Agrin eine 34 AS lange, intrazellulédr lokalisierte Region und eine 23 AS
lange a-helikale Transmembrandoméne (Burgess et al., 2000; Neumann et al., 2001). Die 23
Aminosdure kurze, a-helikale Transmembrandoméne ist innerhalb der bisher untersuchten
Spezies (Huhn, Maus, Ratte, Mensch) stark konserviert und sorgt durch einen nicht spaltbaren

Signalanker fiir den Einbau von TM-Agrin in die Zellmembran. Die 34 Aminosdure lange,
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intrazelluldre Region, weist keine Homologien zu bereits bekannten Proteinen auf. Der
gesamte Rest des Proteins ist extrazellulér lokalisiert. Aufgrund dieser Orientierung zdhlt TM-
Agrin deshalb zu den Typ-II-Transmembranproteinen (Neyto und Cexo). Sowohl NtA-Agrin als
auch TM-Agrin sind hochglykosyliert und mit Glykosaminoglykan Seitenketten verkniipft.
TM-Agrin wird im Gegensatz zu NtA-Agrin hauptsidchlich im ZNS, vor allen Dingen
in Neuronen (Burgess et al., 2000; Neumann et al., 2001), aber auch in Gliazellen (Tournell et
al., 2006), exprimiert. Die Synthese wird entwicklungsabhidngig reguliert und erfolgt

hauptsdchlich wihrend der Phase des axonalen Wachstums.

1.3 Agrin im zentralen Nervensystem

1.3.1 Expression von Agrin im zentralen Nervensystem

Da in der vorliegenden Arbeit die transmembrane Isoform des Heparansulfat
Proteoglykans Agrin, die wie oben erwéhnt hauptsédchlich im ZNS exprimiert wird, untersucht
wird, mochte ich in den folgendenen Abschnitten die Rolle von Agrin im sich entwickelnden
ZNS einfiihren. Agrin wird wéhrend der Entwicklung des ZNS sowohl von nicht-neuronalen
als auch von neuronalen Zellen synthetisiert, wobei einzelne Neurone mehrere Agrin
Isoformen gleichzeitig exprimieren konnen (Annies und Kroger, 2002). Die Expression von
Agrin im ZNS beginnt sehr frith und wird entwicklungsabhingig reguliert, seine Funktion
hingegen ist bis dato jedoch weitgehend unbekannt (Cohen et al., 1997; Li et al., 1997).
Aufgrund der weitreichenden Expression von Agrin werden verschiedene, mogliche

Funktionen von Agrin unterschieden, welche in den ndchsten Abschnitten erldutert werden.

1.3.2 Funktion von Agrin wihrend der Synaptogenese im zentralen

Nervensystem

Die Anreicherung von Agrin im synaptischen Spalt von interneuronalen, cholinergen
(Gingras und Ferns, 2001), GABAergen und glycinergen Synapsen (Koulen et al., 1996;
Kroger und Mann, 1996; Ksiazek et al., 2007) lassen die Annahme zu, dass Agrin, analog zu
seiner Funktion an der NMJ, auch im ZNS die Bildung von Synapsen beeinflussen kann.
Diese Hypothese wird dadurch gestiitzt, dass Agrin in Synaptosomenpridparationen aus
Gesamthirn angereichert ist (Bose et al., 2000; Koulen et al., 1999), dass Agrin von ZNS
Neuronen sekretiert wird (Kroger und Mann, 1996) und dass aus dem ZNS isoliertes Agrin
die Aggregation des AChR induzieren kann. In Ubereinstimmung mit einer moglichen Rolle
von Agrin bei der Synaptogenese im ZNS, resultiert eine akute Blockierung von Agrin in

Hippocampuskulturen von Wildtyp-Méusen durch ,antisense Oligonukleotide* oder
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funktionsinhibierende Antikorper zu einer reduzierten Aggregation der Glutamat und v-
Aminobuttersdurerezeptoren (GABA) und somit einer Stérung der Synapsenbildung und der
synaptischen Transmission (Bose et al., 2000; Ferreira, 1999). Konsistent mit einer
verminderten Aggregation von GABA-Rezeptoren wird die Expression von Gephyrin,
welches in die Aggregation der Glycin- und GABA-Rezeptoren involviert ist (Kirsch et al.,
1993), durch Inkubation mit Agrin ,,antisense Oligonukleotiden® inhibiert (Ferreira, 1999).
Weiterhin ist die Aggregation des Synapsen-assoziierten Proteins synGAP und die Zirkulation
synaptischer Vesikel gestort. Im Gegensatz zu der gestorten Synapsenbildung hippocampaler
und kortikaler Wildtyp Neurone, bei denen Agrin akut durch Zugabe von ,antisense
Oligonukleotiden® oder funktionsinhibierenden Antikorpern blockiert wurde, sind bei
Hippocampus- und Kortexkulturen Agrin-defizienter Maiuse Glutamat- und GABA-
Rezeptoren normal verteilt. Auch die synaptische Transmission ist identisch in parallel
kultivierten Neuronen von Wildtyp und Agrin-defizienten Mausen (Ferreira, 1999; Li et al.,
1999; Serpinskaya et al., 1999). Eine Erklarung fiir die widerspriichlichen Ergebnisse konnte
die Existenz von funktionell redundanten Molekiilen und damit die Aktivierung
kompensatorischer Mechanismen wéhrend der frithen Phase der Entwicklung Agrin-
defizienter Méuse sein. Bei einer direkten, akuten Blockierung der Agrinfunktion kénnen
kompensatorische Mechanismen jedoch keinen Einfluss ausiiben. In Ubereinstimmung mit
einer moglichen Rolle von Agrin bei der Synaptogenese im ZNS resultiert die ektopische
Zugabe von gereinigtem Agrin zu Hippocampuskulturen in einer vermehrten Bildung, der fiir
synaptische Vesikel charakteristischen Proteine, Synaptophysin und Synapsin I (Mantych und
Ferreira, 2001). Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass mehr neuronale Synapsen
gebildet werden, wenn hippocampale Neurone auf einem Substrat von Astrozyten, in denen
die Expression von Agrin durch Zugabe von Progesteron stimuliert wurde, kultiviert werden
(Tournell et al., 2006). Zusédtzliche Indizien dafiir das Agrin die Synaptogenese im ZNS
beeinflussen konnte liefern Resultate aus dem Labor von Martin A. Smith. Smith und
Kollegen konnten zeigen, dass Agrin in vitro und in vivo an die a-3-Untereinheit der Natrium
Kalium ATPase (NKA) bindet. Ausserdem konnte anhand von Farbungen kortikaler Neurone
mit anti-Agrin, anti-NKA Antikérpern und einem Antikérper gerichtet gegen den
Synapsenmarker Synaptophysin gezeigt werden, dass Agrin und die NKA in synaptischen
Bereichen angereichert sind und kolokalisieren (Hilgenberg et al., 2006). Diese Entdeckung
hat zu der Hypothese gefiihrt, dass die NKA einen neuronalen Rezeptor von Agrin, der
wichtig fiir die Synaptogenese ist, darstellen konnte. Die genaue Rolle von Agrin im ZNS,

nicht nur wihrend der Synaptogenese, ist derzeit Gegenstand zahlreicher Untersuchungen.
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1.3.3 Agrin vermittelte Genexpression im zentralen Nervensystem

Neben einer moglichen Rolle von Agrin wéhrend der Synaptogenese sprechen einige
Untersuchungsergebnisse fiir weitere Funktionen von Agrin im sich entwickelnden ZNS.
Agrin induziert die Phosphorylierung und dadurch Aktivierung des ,,cAMP response-element
binding*“ (CREB) Proteins in kultivierten Hippocampus Neuronen (Ji et al., 1998). Dariiber
hinaus fiihrt die ektopische Zugabe von Agrin zu Kulturen von postnatalem Kortex,
Hippocampus und Cerebellum zu einer verstiarkten Expression des ,,immediate-early Gens c-
fos (Hilgenberg et al., 1999). Fiir die Synthese von c-fos ist die Mitogen-aktivierte Protein
Kinase (MAPK), die Calcium/Calmodulin-abhidngige Kinase 2 (CAMK) sowie Kalzium
verantwortlich. Weitere signalweiterleitende Molekiile, welche die Expression von c-fos
beeinflussen, konnten bisher nicht identifiziert werden (Hilgenberg und Smith, 2004;
Hilgenberg et al., 1999). Im Gegensatz zu c-fos ist die Aktivierung von CREB Agrin [soform
spezifisch (Hilgenberg et al., 1999; Ji et al., 1998). Aufgrund der oben dargestellten
Untersuchungsergebnisse stellt sich die Frage, ob Agrin iiber zwei unterschiedliche oder den
gleichen Rezeptor, jedoch durch Bindung verschiedener Agrin Isoformen, seine Wirkung auf
CREB und c-fos entfaltet. Obwohl die physiologische Relevanz der Aktivierung bzw.
Expression der beiden Transkriptionsfaktoren CREB und c-fos unklar ist, deutet vieles darauf
hin, dass Agrin in ZNS Neuronen ebenso wie an der NMJ einen Einfluss auf die
Genexpression haben konnte. Bis dato sind die intrazelluldren Signalkaskaden, die zur
Aktivierung von CREB bzw. zur Expression von c-fos flihren jedoch weitgehend unbekannt

(Kroger und Schroder, 2002).

1.3.4 Nicht-synaptogene Funktion von Agrin im zentralen Nervensystem

Bereits vor dem Beginn der Synaptogenese konnen hohe Konzentrationen von Agrin
in den ventrikuldren und subventrikuldren Zonen des sich entwickelnden ZNS detektiert
werden, was darauf schliessen ldsst, dass Agrin weitere nicht-synaptische Funktionen im ZNS
tibernimmt. Die ventrikuldren Zonen setzten sich aus sdulenférmigen Neuroepithelzellen, aus
denen Glia und Neurone entstehen konnen, zusammen. Aufgrund der Verteilung von Agrin
kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass Agrin die Neuro- und/oder Gliogenese
beeinflusst. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese nimmt die Expression von Agrin in
den ventrikuldren Zonen im Laufe der Entwicklung ab und ist im adulten Gehirn in diesen
Bereichen nicht mehr vorhanden (Cohen et al., 1997; Stone und Nikolics, 1995). Ausserdem
bindet Agrin an den Fibroblasten Wachstumsfaktor-2 (FGF-2, (Cotman et al., 1999b),

welcher die Neurogenese beeinflusst indem er die Selbsterneuerung von Stammzellen nach
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asymmetrischer Zellteilung und die Entstehung von Neuronen oder Glia aus Stammzellen
moduliert (Ghosh und Greenberg, 1995; Ray und Gage, 1994).

Neben einer moglichen Rolle von Agrin wiahrend der Neuro- und Gliogenese sprechen
einige Untersuchungsergebnisse fiir weitere nicht-synaptische Funktionen von Agrin im ZNS.
Im adulten ZNS wird z.B. die Agrin Isoform, welche kein AS Insert an der B/Z SpleiB3stelle
enthdlt (B/Z0), tiberwiegend in den Basalmembranen von Blutgefilen und der weichen
Hirnhaut (Pia mater encephali) exprimiert (Barber und Lieth, 1997). Die Bedeutung der
Assoziation von Agrin mit den Basallaminae von Blutgefilen ist nicht schliissig. Allerdings
korreliert das Maximum der Agrin Expression in den Basallaminae von BlutgefiBen mit der
Bildung der Blut-Hirnschranke. Daher konnte Agrin notwendig fiir die Bildung der Blut-
Hirnschranke sein. Zudem wird Agrin in Basallaminae von Blutgefidflen auB3erhalb des ZNS,
wie z.B. dem Thymus, den Testis und den Nierenglomeruli, synthetisiert. Diese Strukturen
besitzen dhnliche ,,Barrierefunktionen® wie die Blut-Hirnschranke und unterstiitzen somit die
Vermutung, dass Agrin bei der Bildung solcher ,,Barrierestrukturen* beteiligt sein konnte.

Aufgrund der weitreichenden Expression von Agrin im ZNS wird zudem
angenommen, dass Agrin neben der Neuro- und/oder Gliogenese und der Bildung der Blut-
Hirnschranke auch das gerichtete axonalen Wachstums beeinflussen koénnte. Unter Anderem
wird Agrin auf Gliazellen, die wichtig fiir die Wegfindung der Axone wihrend der
Ontogenese des ZNS sind, exprimiert (Halfter et al., 1997; Powell et al., 1997). Auf
Gliazellen exprimiertes Agrin konnte daher als Substrat fiir das Axonwachstum dienen. /n
vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass die axonale Wegfindung abhéngig von 1-Integrin
ist, welches wiederum mit Agrin interagiert (Bixby et al., 2002; Martin und Sanes, 1997).
Weitere Molekiile wie z.B. N-CAM, Laminin, Thrombospondin und Merosin, die ebenfalls
Einfluss auf die axonale Wegfindung haben, interagieren ebenfalls mit Agrin (Bixby et al.,
2002; Cotman et al., 1999b). Agrin wird jedoch nicht nur von Gliazellen sondern auch direkt
auf Axonen und deren Wachstumskegeln, besonders wiahrend der Phase des aktiven axonalen
Wachstums exprimiert (Neuhuber und Daniels, 2003). Die Expression von Agrin wird runter
reguliert sobald die Axone ihr Zielgebiet erreicht haben (Halfter et al., 1997). Demzufolge ist
es moglich, dass Agrin die axonale Wegfindung, aufgrund der zeitlichen Korrelation
zwischen axonalem Wachstum und Agrin Expression auf Neuronen, moduliert.
Ubereinstimmend mit dieser Hypothese resultiert die ektopische Zugabe von Agrin zu
kultivierten Neuronen, isoliert aus den Hippocampi von Ratten, in der Bildung von kurzen,
stark verzweigten Axonen sowie langen, ebenfalls stark verzweigten Dendriten im Vergleich

zu Kontrollkulturen, die nicht mit Agrin behandelt wurden (Mantych und Ferreira, 2001).
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Konsistent damit fiihrt die akute Blockierung der Agrin Expression in Hippocampuskulturen
zur Bildung léngerer, jedoch weniger verzweigter Axone und langen, aber wenig verzweigten
Dendriten (Mantych und Ferreira, 2001). Die Inkubation kultivierter, spinaler Neurone aus
Xenopus laevis mit rekombinatem Agrin fithrt ebenso wie bei Ratten Hippocampus Kulturen
zur Bildung von verkiirzten Axonen. Ob die mit Agrin behandelten spinalen Neurone analog
zu den hippocampalen Ratten Neuronen ebenfalls mehr axonale Verzweigungen ausbilden,
wurde jedoch nicht untersucht (Xu et al., 2005)

Weitere Hinweise fiir eine Rolle von Agrin wihrend des axonalen Wachstums
lieferten die erst kiirzlich verdffentlichten Daten von Kim et al. die zeigen, dass eine
Blockierung der Agrin Expression in Zebrafisch Embryonen zu einem gestérten Wachstum
von primédren Motoneuronen, von Branchiomotoneuronen und von sensorischen Rohon-Beard
Neuronen im PNS fiihrt (Kim et al., 2007a). Die in diesem Abschnitt geschilderten
Beobachtungen lassen somit auf eine Funktion von Agrin wihrend des axonalen Wachstums

nicht nur im ZNS sondern auch im PNS schliessen.

1.4 TM-Agrin reguliert die Bildung von Filopodien in neuronalen Zellen

In den oben dargestellten Untersuchungen wurde nie zwischen den beiden N-
terminalen Isoformen von Agrin unterschieden. Innerhalb des ZNS wird jedoch hauptsichlich
die transmembrane Isoform und nicht die sekretierte Isoform (NtA-Agrin) von Agrin
synthetisiert. Konsistent damit wird auch auf auswachsenden Axonen und Dendriten
ausschlieBlich die transmembrane Isoform von Agrin (TM-Agrin) exprimiert (Annies und
Kroger, 2002; Neumann et al., 2001).

Die Entdeckung einer membranstindigen Isoform von Agrin, mit lediglich einer a-
helikalen Transmembrandoméne, lie die Hypothese zu, dass TM-Agrin als Rezeptor mit
signaltransduzierenden Eigenschaften fungieren konnte. Um diese Vermutung zu iiberpriifen
machte man es sich zu nutze, dass fast alle Rezeptoren mit einer -einzelnen
Transmembrandoméne auch ohne Kenntnis des physiologischen Liganden durch
Kreuzvernetzng mit polyklonalen Antikérpern multimerisiert und dadurch aktiviert werden
konnen (Heldin, 1995; Weiss und Schlessinger, 1998).

Um zu untersuchen ob TM-Agrin solch ein Rezeptor sein kénnte, wurden RGC Axone
mit polyklonalen anti-Agrin Antikorpern inkubiert. Dies resultierte in dramatischen
morphologischen Verdnderungen der Axone (Annies et al., 2006). Entlang des gesamten
Axons bildeten sich zahlreiche Filopodien-dhnliche Ausldufer (Abb.2, C; D und F). Die durch

polyklonale anti-Agrin Antikdrper induzierten Ausldufer konnen jedoch nicht durch
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Praimmunseren (Abb.2, A; B und E), monoklonale Antikérper und Fab-Fragmente von
polyklonalen Antikérpern induziert werden, da diese aufgrund ihrer Struktur nicht dazu
befdhigt sind mehrere TM-Agrin Proteine in der Zellmembran zu verbinden (Annies et al.,
2006). Daher konnen die Ausldufer ausschliesslich durch Inkubation mit polyklonalen
Antikorpern erzeugt werden. Die Auslduferbildung kann ausserdem durch Priinkubation der
anti-Agrin Antikorper mit gereinigtem Agrin verhindert werden, da dadurch die Agrin
Bindestellen der Antikorper blockiert werden (Annies et al., 2006). Die Bildung der Ausldufer
ist deshalb von der vorangehenden Multimerisierung einzelner, endogener TM-Agrin Proteine
in der Membran abhéngig, was mit der Hypothese, dass TM-Agrin als Rezeptor fungiert,
konsistent ist. Dariiber hinaus konnte durch Verwendung von TM-Agrin siRNA Konstrukten
gezeigt werden, das TM-Agrin der entscheidende Faktor fiir die Bildung Filopodien-dhnlicher
Auslaufer ist. Mit TM-Agrin siRNA Konstrukten transfizierte hippocampale Neurone bilden
zum Einen weniger neue Ausldufer aus, und zum Anderen kommt es aufgrund der
Unterdriickung der TM-Agrin Expression zu einer Destabilisierung bereits gebildeter
Auslédufer (McCroskery et al., 2006).

Die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern ist allerdings nicht nur auf retinale
Ganglienzellen (RGC) und hippocampale Neurone beschrinkt. Sowohl auf Axonen anderer
Neuronentypen des ZNS, als auch des PNS, sowie auf Dendriten konnen Ausldufer durch
Zugabe polyklonaler Antikorper induziert werden. Die Anzahl an Ausldufern pro Axon- bzw.
Dendritsegment ist jedoch im Durchschnitt bei ZNS Neuronen héher als bei PNS Neuronen,
am hochsten jedoch bei den untersuchten Dendriten (Annies et al., 2006). Die Ausliufer
enthalten, wie anti-Agrin Férbungen zeigen, TM-Agrin in punktierter Anordnung, was
ebenfalls auf eine Multimerisierung durch die Antikorper hindeutet (Abb.2, D; Pfeilkopfe).
Phalloidin Férbungen (Abb.2, F) zeigen, dass die Ausldufer F-Aktin enthalten. Dies weif3t
darauf hin, dass eine Reorganisation des axonalen Aktin Zytoskeletts fiir die Bildung der
Ausléaufer notig ist. Diese Vermutung wird dadurch bestétigt, dass die Desintegration des
Aktinfilamentsystems durch Inkubation mit Cytochalasin D, die Bildung TM-Agrin
induzierter Ausldufer vollkommen inhibiert (Annies et al., 2006). Desweiteren findet sich in
den meisten Auslidufern Fascin (McCroskery et al., 2006), ein Protein, welches die
Quervernetzung von Aktin induziert, GAP-43 und Synaptotagmin (Annies et al., 2006).

Die Analyse von Zeitraffer-videomikroskopischen Aufnahmen ergab, dass die Bildung
der Ausldufer ein hoch dynamischer Prozess ist, der bereits wenige Minuten nach Zugabe der
anti-Agrin Ak beginnt. Nach cirka dreistiindiger Inkubation mit anti-Agrin Antikdrpern wird

die maximale Anzahl an Ausldufern erreicht (Annies et al., 2006). Die TM-Agrin induzierten
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Ausldufer wachsen hierbei lateral aus den Axon- und Dendritenschiften heraus, adhdrieren an
das Substrat und iiben Zugkrifte auf das Axon bzw. den Dendriten aus. Ausserdem bilden die
Auslaufer an ihren Spitzen Wachstumskegel aus, die jedoch nicht stabilisiert werden und
deshalb wieder kollabieren.

Die Untersuchung der fiir die Auslduferbildung notwendigen Region innerhalb von
TM-Agrin ergab, dass eine Disulfidbriicke zwischen dem Cysteinen an Position 535 und 567
in der extrazelluldr lokalisierten siebten Follistatin-dhnlichen Doméne (vgl. Abb.1), sowie die
Verankerung dieser Domine in einem gewissen Abstand zur Zellmembran, essentiell ist
(Porten et. al., Manuskript in Vorbereitung).

Die Bildung Filopodien-dhnlicher Ausldufer kann nicht nur durch Aggregation von
endogenem TM-Agrin durch Inkubation mit polyklonalen anti-Agrin Antikérpern induziert
werden, sondern auch durch Uberexpression von TM-Agrin in kultivierten hippocampalen
Neuronen (McCroskery et al., 2006). Aufgrund der Uberexpression von TM-Agrin kommt es
zu einer sehr starken Anreicherung des Proteins in der Zellmembran und dadurch
moglicherweise zu einer Selbstaggregation einzelner TM-Agrin Proteine in der Membran,
was die Aktivierung einer Signalkaskade mit nachfolgender Bildung der Fortsétze erkldren
konnte.

Die molekularen Mechanismen die zur Bildung von TM-Agrin induzierten Ausldufern
fiihren, sind bisher allerdings kaum untersucht. Es konnte lediglich gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung von Cdc42, einem Mitglied der Familie der Rho-GTPasen, TM-Agrin
abhingig hoch reguliert wird. Die Inkubation kultivierter RGC mit Staurosporin und
Pervanadat hingegen, welche die Funktion von NtA-Agrin an der NMJ inhibieren konnen,
haben keine Auswirkung auf die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer (Annies et al.,
2006; McCroskery et al., 2006). Daraus kann man schlieBen, dass unterschiedliche
Signalkaskaden an der Bildung der NMJ und der Ausldufer auf Axonen beteiligt sind. Die
physiologische Funktion von TM-Agrin und der Mechanismus der zur Bildung TM-Agrin
induzierter Filopodien-dhnlicher Ausldufer auf den RGC, sowie den anderen untersuchten

Neuronentypen, fiihrt, ist bis dato nicht geklért.
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Abb.2: TM-Agrin induziert die Bildung von Ausliufern auf kultivierten Axonen. Die kultivierten Axone
wurden entweder 3 Std. mit Pradimmunserum (A, B, E) oder mit anti-Agrin Ak inkubiert (C, D, F) und danach
fixiert. Die Axone mit Wachstumskegel sind in Nomarski Optik (A, C) und nach Farbung mit anti-Agrin Ak
dargestellt (B, D). Auf den mit anti-Agrin Ak inkubierten Axonen bilden sich zahlreiche Fortsdtze aus
(Pfeilkopfe; C, D). Die Ausldufer zeigen eine starke, punktierte TM-Agrin Farbung (Pfeilkopfe; D). TM-Agrin
findet sich ebenfalls auf Axonen die mit Praiimmunserum behandelt wurden, zeigt dort jedoch ein gleichmiBiges
Verteilungsmuster iiber das gesamte Axon. Phalloidin Fiarbungen von Axon Segmenten, kultiviert in der
Gegenwart von Prdimmunserum (E) und anti-Agrin Ak zeigen, dass die durch TM-Agrin induzierten Ausldufer
Aktin enthalten, was auf eine Reorganisation des axonalen Zytoskeletts hindeutet (Skalierungsbalken = 10 um;
Abbildung aus Annies et al.; 2006)
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2 ZIELSETZUNG

Die transmembrane Isoform (TM-Agrin) des Heparansulfat Proteoglykans Agrin
besteht aus einer kurzen, intrazellulédr lokalisierten Region, einer a-helikalen Transmembran-
Domine und einer grofen, stark glykosylierten extrazelluliren Region. TM-Agrin wird auf
verschiedenen Axonen und Dendriten des zentralen (ZNS) und peripheren (PNS)
Nervensystems exprimiert. Nach Aktivierung, durch Inkubation mit polyklonalen Antikdrpern
oder durch Uberexpression, induziert TM-Agrin die Bildung Filopodien-dhnlicher Ausldufer
auf Axonen und Dendriten des ZNS und PNS. Diese Ausldufer enthalten unterschiedliche
zytoskeletale Elemente wie z.B. Aktin und sind hoch dynamisch. Die Bildung TM-Agrin
induzierter Ausldufer erfordert die Verankerung des Proteins in der Zellmembran, sowie eine
intakte siebte Follistatin-ihnliche Domine. Uber welche Signalkaskade(n) TM-Agrin die
Bildung von Filopodien-dhnlichen Ausldufern vermittelt ist bisher nicht bekannt.

Ziel der Dissertation war es deshalb die intrazelluldre(n) Signalkaskade(n), die durch
TM-Agrin in Axonen induziert werden, zu charakterisieren, und die zeitliche Abfolge der

intrazelluldren Ereignisse zu analysieren. Speziell sollen folgende Fragen untersucht werden:

1) Beschrénkt sich die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer auf bestimmte Zelltypen und
Spezies oder handelt es sich um einen ubiquitdren Bildungsmechanismus?

2) Welche loslichen, membranassoziierten oder in der Membran verankerten Molekiile
interagieren von der extrazelluldren Seite her mit TM-Agrin und ,,aktivieren® es?

3) Welche signalweiterleitenden Molekiile vermitteln intrazellulir die durch TM-Agrin
induzierte Bildung von Filopodien-dhnlichen Ausldufern?

Diese Fragestellungen sollten anhand folgender methodischer Ansétze untersucht werden:

e Uberexpression von TM-Agrin in unterschiedlichen Spezies und Zelltypen.

e Untersuchung Detergenzien-unloslicher Fraktionen.

e Analyse TM-Agrin vermittelter Aktivierung signalweiterleitender, intrazelluldr
lokalisierter Molekiile.

e Inhibierung moglicher TM-Agrin induzierter Signalwege.
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3 MATERIAL

3.1 Geriite und Verbrauchsmaterialien

Tab.1: Geriite und Material

GERAT/MATERIAL

HERSTELLER

Bio-Photometer

Eppendorf (Hamburg)

Tank-Blot PerfectBlue Tank-Elektroblotter
WebS

PeqLab (Erlangen)

Centrikon-Rohrchen

Amikon (Denver, MA, USA)

COs-Inkubator

WTB Binder (Tuttlingen)

- fur Agarosegele

Deckglaser Assistent (Sodenheim)
Dialyse Kassetten (Slide A Lyzer) Pierce (Bonn)
Digitalkamera (DC250) Leica (Solms)
Elektrophoresekammern

Werkstatt Physiologische
Chemie und Pathobiochemie (Mainz)

- Stereomikroskop Leica MZ75s
- Fluoreszenzmikroskop Leica DMRA

- SDS-Gele Sigma (Deisenhofen)
Filterpapier Machery-Nagel (Diiren)
Folienschweissgerit Severin (Sundern)

Gasbrenner (Fireboy) Integra Biosciences (Fernwald)
Heizblock (Thermomixer 5436) Eppendorf (Hamburg)
Inkubator (Molekularbiologie) WTB Binder (Tuttlingen)
Kiivetten Eppendorf (Hamburg)
Magnetheizriihrer IKA Labortechnik (Staufen)
Mikroskope

Leica (Solms)
Leica (Solms)

- Zellkultur Invertmikroskop Zeiss 473012-9901 | Zeiss (Oberkochen)
Nukleofektor I Amaxa (Ko6ln)

Objekttrager (76 x 26 mm) Menzel-Gléser (Mainz)
Peristaltikpumpe Gilson (Bad Camberg)
Préaparationsbank (Laminar Air Flow) Gelaire (Sydney, Australien)
pH-Meter Schott (Mainz)

Pipetten (Pipetman) Gilson (Bad Camberg)
Polyvinylidenfluorid Membran (PVDF) Millipore (Schwalbach)
Prézisionspinzetten Dumont-Fils (Schweiz)
Rontgenfilme Hyperfilm'" ECL™ Amersham Biosciences (Freiburg)
Schiittler Gerhardt Laboratory Instruments

(Bonn)

Spannungsquelle Powerpack 35/75

Phase (Berlin)

Sterilbank (Hera Safe)

Heraeus (Hanau)
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GERAT/MATERIAL

HERSTELLER

Taumelschiittler

Heidolph (Schwabach)

Tank-Blot PerfectBlue Tank-Elektroblotter

PeqLab (Erlangen)

WebS

Ultraschallbad (Sonorex) Bandelin (Morfelden-Walldorf)
Uberkopfschiittler Heidolph (Schwabach)
Vortexer VF2 IKA Labortechnik (Staufen)
Wasserbad U3 Julabo Labortechnik (Seelbach)

Whatman 3 MM Papier

Whatman International Ltd.
(Maidstone, UK)

Zahlkammer, Neubauer Assistent (Sodenheim)
Zellkulturautoklav 2540 EL Tuttnauer (Wesel)
Zentrifugen | - Tischzentrifuge Centrifuge Eppendorf (Hamburg)
5417R
- Tischzentrifuge Centrifuge Eppendorf (Hamburg)
5415C

- Ultrazentrifuge RC5B Plus
- Ultrazentrifuge Optima Max
- Zellkultur-Zentrifuge 302 K

Sorvall (Langenselbold)
Beckmann-Coulter (Krefeld)
Sigma (Deisenhofen)

Steriles Verbrauchsmaterial, wie Plastikpipetten, Zellkulturschalen, -platten und -

flaschen, sowie Plastikgefile zur Aufbewahrung von Losungen wurden von den Firmen

Falcon (Heidelberg), Greiner (Frickenhausen) und Nunc (Wiesbaden) bezogen. Glasgefifie

der Firma Schott (Mainz) wurden vor Gebrauch autoklaviert.

3.2 Biochemikalien und Enzyme

Tab.2: Biochemikalien und Enzyme fiir Zellkultur, Molekularbiologie und Biochemie

NAME HERSTELLER

Acrylamid Roth (Heidelberg)
Agarose NEEO Roth (Heidelberg)
Ampicillin Roth (Heidelberg)

APS Sigma (Deisenhofen)
BAPTA-AM Sigma (Deisenhofen)
3-Mercaptoethanol Sigma (Deisenhofen)

10x PBS (,,phosphate buffered saline*) GibcoBRL (Karlsruhe)

Complete EDTA free Protease Inhibitoren Cocktail | Roche (Mannheim)

Coomassie (Roti®-Blue) Roth (Heidelberg)
Dako® Fluorescent Mounting Medium DAKO (Glotrup, DK)
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol) Farbstoff Hoechst (Frankfurt)
33258

db-cAMP Sigma (Deisenhofen)

- 16 -



MATERIAL

NAME HERSTELLER
db-cGMP Sigma (Deisenhofen)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Sigma (Deisenhofen)

Extraktionspuffer (PhosphoSafe™ Extraction
Buffer)

EMD Chemicals, Inc. (San Diego,
CA, USA)

Cholera Toxin beta Subunit FITC Sigma (Deisenhofen)
Citifluor® Fluorescent Mounting Medium Plano (Wetzlar)
Ethidiumbromid Sigma (Deisenhofen)
FCS Gold PAA (Linz)
FCS-177 PAA (Linz)
Fibronektin Sigma (Deisenhofen)
HBSS (Hank's Balanced Salt) Medium Sigma (Deisenhofen)
Kanamycin Roth (Heidelberg)
Laminin (von Engelbreth-Holm-Swarm murine Sigma (Deisenhofen)
sarcoma)

MEM (minimum essential media) Sigma (Deisenhofen)
Methyl-B-Cylodextrin Sigma (Deisenhofen)

Neurobasal A Medium

Invitrogen (Gaithersburg, MD,
USA)

Opti Prep Density Gradient Medium

Sigma (Deisenhofen)

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder Plus

MBI Fermentas (St-Leon)

Page Ruler™ Unstained Protein Molecular Weight
Marker

MBI Fermentas (St-Leon)

PD 98059 Biomol GmbH (Hamburg)
PDMP Sigma (Deisenhofen)
Penicillin/Streptomycin PAA (Linz)

Peptone Merck (Darmstadt)

Phallotoxin (Alexa Fluor 488 Phalloidin)

Molecular Probes (Gottingen)

Phosphatase Inhibitor Cocktail I

Sigma (Deisenhofen)

Phosphatase Inhibitor Cocktail II

Sigma (Deisenhofen)

Poly-A-Sepharose Beads

Amersham Biosciences (Freiburg)

Poly-L-Lysin Sigma (Deisenhofen)

PP1 Biomol GmbH (Hamburg)
Pyruvat GibcoBRL (Karlsruhe)
Rp-cAMPS Triethylammonium Salz Sigma (Deisenhofen)
Rp-8-[(4-Chlorophenyl)thio]-cGMPS Sigma (Deisenhofen)

Triethylammonium Salz

RPMI 1640 Medium

Invitrogen (Gaithersburg, MD,
USA)

Select Agar GibcoBRL (Karlsruhe)
Select Hefe Extrakt GibcoBRL (Karlsruhe)
Super-Fect® Qiagen (Hilden)
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NAME HERSTELLER
TEMED Sigma (Deisenhofen)
Tetrazyklin Merck (Darmstadt)
Triton-X-100 Sigma (Deisenhofen)
Tween 20 Sigma (Deisenhofen)
Wortmannin Sigma (Deisenhofen)

Nicht explizit aufgefiihrte Biochemikalien, Losungsmittel oder Salze in p.a. Qualitét

wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Bohringer (Mannheim), MBI Fermentas

(St. Leon), Merck (Darmstadt),

PeqlLab (Erlangen), Pharmacia (Freiburg), Roche

(Mannheim), Roth (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

3.3 Fertigbausitze fiir molekular-, zellbiologische und biochemische

Untersuchungen

Tab.3: verwendete Fertigbausiitze

NAME HERSTELLER
Chicken Nucleofector® Kit Amaxa (Ko6ln)
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Pierce (Bonn)
Substrate
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden)
QIAprep® 8 Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden)

3.4 Antikorper

Tab. 4: Primiirantikorper fiir Inmunofluoreszenz- und Western-Blot Analysen

ANTIKORPER SPEZIES | VERDUNNUNG REFERENZ
anti-Actin (MAB 1501) Maus 1:5.000 Chemicon
(Schwalbach)
anti-Agrin (#46 IgG) Kaninchen 1:500 — 1:10.000 | Tsen et al., 1995
Kroger et al., 1996
anti-CAR (25 IgG) Kanninchen 3 -5 pg/ml (Dorner et al., 2005)
anti-CAR (54 IgG) Kanninchen 3-5pg/ml (Dorner et al., 2005)
anti-CAR (mAB 12-36, Maus 7 ng/ml Dorner et al., 2005
Zell- Uberstan)
anti-Flag-Tag M2 Maus 1:500 Sigma (Deisenhofen)
anti-Flag -Tag Kanninchen 1:500 Rockland/Biomol
(Hamburg)
anti-Fyn (sc-16) Kanninchen 1:100 — 1:1.000 Santa Cruz

Biotechnology, Inc.
(Heidelberg)
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ANTIKORPER SPEZIES | VERDUNNUNG REFERENZ

anti-GAPDH Kanninchen 1:1.000 (Hambsch et al.,
2005)

anti-GFP Kanninchen 1:1.000 Invitrogen (Karlsruhe)

anti-TM-Agrin TII* Schaf 1:50 — 1:500 Neumann et al., 2001

anti-MAP2 Maus 1:1.000 Bohringer (Ingelheim)

anti-NgCAM Maus 1:400 — 1:1.000 (Chang et al., 1990)

anti-Phosphotyrosin, clone | Maus 1:500 Biomol (Hamburg)

4G10

anti-Src (pY*'®) Kanninchen 1:100 — 1:1.000 Biosource/Invitrogen
(Karlsruhe)

anti-Transferrin Rezeptor | Maus 1:1.000 Zymed (San

(TfR) Francisco, CA,USA)

Tab. 5: Sekundirantikérper fiir Inmunofluoreszenz und Western-Blot Analysen

ANTIKORPER AUS VERDUNNUNG | BEZUGSQUELLE
SPEZIES

anti-Kanninchen Alexa 488 | Ziege 1:1.000 Molecular Probes
(Leiden)

anti-Kannichen Alexa 594 | Ziege 1:1.000 Molecular Probes
(Leiden)

anti-Kanninchen HRP Ziege 1:5.000 Jackson
Immunoresearch
(West Grove, USA)

anti-Maus Alexa 488 Ziege 1:1.000 Molecular Probes
(Leiden)

anti-Maus Alexa 594 Ziege 1:1.000 Molecular Probes
(Leiden)

anti-Maus HRP Ziege 1:5.000 Jackson
Immunoresearch
(West Grove, USA)
anti-Schaf HRP Esel 1:5.000 Jackson
Immunoresearch
(West Grove, USA

3.5 Plasmide

Die cDNA, welche fiir Volllingen-TM-Agrin (5.949bp) kodiert, war in den Vektor
pcDNA4/TO (5.078 bp; Invitrogen) zwischen die EcoRI- und Xbal- Schnittstelle und in den
pEGFP-N1 (4.733 bp; BD Biosciences, Clontech) zwischen die EcoRI- und BamHI-
Schnittstelle der multiplen Klonierungsstelle einkloniert. Weiterhin wurden zwei

unterschiedliche Deletionskonstrukte von TM-Agrin verwendet, die beide in den pEGFP-N1-
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Vektor zwischen die EcoRI und BamHI- Schnittstelle einkloniert wurden. Bei einem cDNA
Konstrukt wurde die extrazellulire Doméne ab der siebten (TM-AgrinFD6; 1.629 bp) und bei
einem weiteren Konstrukt ab der neunten Follistatin-dhnlichen Doméne deletiert (TM-
AgrinFDS8, 2.007 bp; freundlich iiberlassen von E. Porten; Porten et al.; Manuskript in
Vorbereitung). Die cDNA welche fiir Volllaingen NtA-Agrin kodiert war in den pBK-CMV
Vektor (4.500 bp; Stratagene) kloniert. In den pFlagCMV-1 Vektor (4.700 bp; Sigma) war die
cDNA welche fiir den Huhn Coxsackie-Adenovirus Rezeptor (1058 bp) kodiert, zwischen die
EcoRI und Sall Schnittstelle kloniert (freundlich iiberlassen von F.G. Rathjen).

3.6 Zelllinien

HEK 293 Zellen (human embryonic kidney cells) stellen eine durch Infektion mit
Adenoviren immortalisierte Zelllinie dar. Sie entstammen einem humanen embryonalen
Nierenkarzinom (Graham et al., 1977).

CHO Zellen (chinese hamster ovary cells) wurden urspriinglich aus den Ovarien von

chinesischen Hamstern gewonnen (Puck, 1958).

3.7 Tiere

Befruchtete Eier der Rasse White Leghorn (Gallus gallus domesticus) wurden von
einer lokalen Hithnerfarm bezogen. Die befruchteten Eier wurden bei 12°C gelagert und nach
Bedarf bei 37,8°C in einem Feuchtinkubator bebriitet. Die unterschiedlichen Stadien wurden

als Anzahl der Tage in der Embryonalentwicklung (E) definiert.
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4 METHODEN

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 (Re-) Transformation von DNA

Die verwendeten cDNA Konstrukte (sieche Abschnitt 3.5) wurden entweder in XL1-
Blue Bakterien, und im Falle der chick-CAR c¢cDNA in DHS5-alpha Bakterien, des Stammes
E.coli transformiert. Dazu wurde das Gemisch aus rekombinanten Plasmid-Vektoren und
Bakterien genau 90 Sekunden (sek.) lang in ein 42° C warmes Wasserbad gegeben, wodurch
das Eindringen der Plasmide in die Bakterien gewihrleistet wird. Im Anschluss wurde zu den
Bakterien vorgewarmtes SOC-Medium hinzugegeben und 2 Stunden (Std.) bei 37° C und 225
Umdrehungen pro Minute (rpm) inkubiert. Die Selektion der transformierten Bakterien
erfolgte mittels Ausplattieren auf Agarplatten (10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl,
1,5% Agar, in 1 1 H20 mit 100 pg/ml Ampicillin) mit den entsprechenden Selektions-
Antibiotika.

4.1.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli

Einzelne Bakterienkolonien wurden gepickt und zum Animpfen von 3 ml LB-Medium
mit 100 pg/ml Ampicillin verwendet. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37° C unter stdndigem
Schiitteln bei 225 rpm inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAprep 8 Spin
Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Das entstandene DNA-Pellet wurde in 50 pl
deionisiertem Wasser aufgenommen. Zur Isolierung und Reinigung groflerer DNA-Mengen
wurde mit 500 pl der gewiinschten 3 ml Bakterienkultur 200 ml LB-Medium (100 pg/ml
Ampicillin) angeimpft und ebenfalls tiber Nacht bei 37° C und 200 rpm im Schiittler
inkubiert. Hier erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA mit Hilfe des Endo Free™ Plasmid
Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers. Die Isolierung der Plasmid-DNA
basiert auf der alkalischen Lyse, gefolgt von der Entfernung der bakteriellen Endotoxine und
anschlieBender Bindung der Plasmid-DNA an den Qiagen Anionen-Austausch-Filter bei
niedriger Salzkonzentration und geringem pH-Wert. Endotoxine haben einen groflen Einfluss
auf die Transfektion von Primérzellen und sensiblen Zelllinien mit DNA. Ein erhohter
Endotoxingehalt hat dabei eine drastische Abnahme der Transfektionseffizienz zur Folge,
weshalb sie entfernt werden miissen. RNA, Proteine und niedermolekulare Verunreinigungen

werden durch anschlieBende Waschschritte bei mittlerem Salzgehalt entfernt. Die Plasmid-
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DNA wird abschlieBend durch einen Puffer mit hohem Salzgehalt eluiert und durch

Prizipitatbildung mit Isopropanol entsalzt und konzentriert.

4.1.3 Absorptionsmessung von DNA

Die Konzentration isolierter cDNA erfolgte photometrisch durch Absorptionsmessung
bei 260 nm und 280 nm mit Hilfe eines Photometers (Eppendorf). Aus den erhaltenen
Absorptionswerten wurde die Konzentration der Desoxyribonukleinsduren berechnet. Eine

optische Dichte (OD) von 1 entspricht ca. 50 ug doppelstrangiger DNA/ml.

4.1.4 Analytischer Restriktionsverdau von DNA

Um sicherzustellen, dass es sich bei den isolierten cDNAs auch um die urspriinglich
retransformierten handelt wurden analytische Restriktionen mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Dadurch wurde gewdhrleistet, dass die Grofe der
DNA-Fragmente mit den erwarteten Fragmentgrofen tibereinstimmt. Der analytische Verdau
von Plasmid-DNA wurde mit den entsprechenden Puffern und Restriktionsendonukleasen
(MBI-Fermentas und New England Biolabs) bei 37° C durchgefiihrt. Es wurden 0,5 - 1 pg
DNA mit 10 Einheiten Restriktionsendonuklease in einem Gesamtvolumen von 20 pl ein bis
zwei Std. lang inkubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe der entsprechenden Menge DNA-

Probenpuffer beendet und anschlieBend mit Hilfe eines analytischen Agarosegels tiberpriift.

4.1.5 Gelelektrophorese von DNA

Die DNA wurde in Agarosegelen verschiedener Konzentrationen der GréBe nach in
einem elektrischen Feld von ~120 V aufgetrennt. Der Prozentsatz der eingesetzten Agarose
wurde dabei der Grofle der zu erwartenden Fragment-Banden angepasst. Die DNA-Proben
wurden mit 6x DNA-Auftragspuffer (40% Saccharose, | mM EDTA, OrangeQG) versetzt. Als
Elektrophorese Puffer wurde 1x TBE (10x TBE: 890 mM Tris; 10 mM EDTA pH 8,0; 890
mM Borsdure) verwendet. Die Anfarbung der DNA erfolgte durch Zugabe von 2 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) zu 50 ml Gel. Zur Bestimmung der DNA-Fragmentgrof3en
wurden geeignete DNA-Lédngenstandards mit aufgetragen. Die DNA-Banden wurden unter

UV-Licht sichtbar gemacht und die Ergebnisse mit einer digitalen Kamera dokumentiert.
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4.2  Zellbiologische Methoden

4.2.1 Beschichtung von Deckglisern und Petrischalen

Gelatinebeschichtung

Gelatine beschichtete TC Petrischalen wurden fiir die Kultivierung von Muskezellen
verwendet. Dazu wurden Petrischalen der Grofe 35/10mm mit einer 0,04% tigen (in ddH,0)
Gelatinelosung benetzt und 16 Std. unter der Sterilbank trocknen lassen. Die beschichteten
Petrischalen konnten fiir zwei Wochen bei 4° C gelagert werden.

Poly-L-Lysin Beschichtung

Um Basallaminae zu isolieren, die wiederum als Substrat flir Retinaexplantate dienten,
wurden sterile Deckglaser (DG, 1,2 cm @) mit einer 0,05% tigen Poly-L-Lysin (PLL) -
Losung (MW > 300.000; in autoklaviertem PBS (137 mM NaCL, 2,7 mM KCIl; 10 mM
Na,HPO4, pH 7,4) fiir zwei Std. bei 37° C im Bruschrank inkubiert, danach gut mit ddH,O
gewaschen und unter der Sterilbank fiir 16 Std. trocknen gelassen. In dieser Weise
beschichtete DG konnten zwei Wochen bei 4° C gelagert werden.

Fibronektinbeschichtung

Fir immunozytochemische Untersuchungen wurden HEK 293 (,,human embryonic
kidney*) und CHO (,,chinese hamster ovary*) Zellen, aufgrund ihrer schlechten Haftung an
unbeschichtete DG, auf Fibronektin-beschichteten DG kultiviert. Hierzu wurden sterile DG
(1,2 cm ) in 24-Loch-Gewebekulturschalen iiberfiihrt, mit jeweils 500 pl Fibronektinlosung,
bestehend aus 5 pg Fibronektin pro ml PBS {iberschichtet und anschlieend eine Std. lang bei
37° C im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Deckgldschen dreimal je fiinf Minuten
(min.) lang mit PBS gewaschen und entweder sofort verwendet, oder fiir maximal zwei
Wochen in PBS bei 4° C gelagert.

Lamininbeschichtung

Retinaexplantate wurden entweder auf Basallaminae oder auf Laminin beschichteten
DG kultiviert. Ausserdem wurden primire tectale Neurone auf Laminin beschichteten DG
kultiviert. Damit Laminin besser auf den DG haftet, wurden diese zuvor mit einer PLL-
Losung (MW 70.000 — 150.000; Beschichtungsvorschrift s.o0.) beschichtet. Die in der Weise
vorbehandelten DG wurden anschlieBend mit 2 pg Laminin in PBS/cm® zwei Std. bei 37° C
inkubiert. Die DG wurden 3x mit PBS gewaschen und bis zur Aussaat der tectalen Neurone

bzw. der Explantierung retinaler Ganglienzellen in DMEM bei 37°C aufbewahrt.
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4.2.2 Auftauen und Kryokonservierung von Zellen

Tiefgefrorene Zellen wurden unter stindigem Schiitteln in einem Wasserbad bei 37° C
aufgetaut. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in 5 ml Kulturmedium (DMEM; 10% FCS
177 oder FCS Gold; 1% Pyruvat; 1% Penicillin/Streptomycin (P/S)) aufgenommen, um das
im Einfriermedium befindliche Dimethylsulfoxid (DMSO) zu verdiinnen. Die Zellsuspension
wurde 10 min. bei 1000 rpm bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abdekantiert und das Zellsediment in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert.
Danach wurde die Zellsuspension in eine 25 cm” Kulturflasche gegeben. Zellen wurden in
flissigem Stickstoff (N;) gelagert, falls sie nicht akut bendtigt und dazu in Kultur gehalten
werden mussten. Die konservierten Zellen konnen so tiber einen sehr langen Zeitraum in einer
Art Kiltestarre erhalten werden, in der alle Stoffwechselvorgéinge nahezu zum Stillstand
kommen. Hierzu wurde eine konfluent bewachsene 25 cm® Kulturflasche einmal mit PBS
gewaschen und anschliefend in 4 ml Kulturmedium resuspendiert. Danach wurden die Zellen
bei 1000 rpm fiir 5 min. abzentrifugiert, in 2 ml Kulturmedium (10% DMSO) aufgenommen,

und in Aliquots a 1 ml in fliissigem N, eingefroren.

4.2.3 Kaultivierung von HEK 293 und CHO Zellen

Die HEK 293 und CHO Zellen wurden bei 37° C in einem CO,-Inkubator mit 10%
CO,-Gehalt und 98 % wasserdampfgesittigter Atmosphére kultiviert. Je nach Teilungsrate
wurden die Zellen alle drei bis vier Tag passagiert. Dazu wurden die Zellen mechanisch vom
Boden der 25 cm® Kulturflasche abgeldst und im Verhiltnis 1:4 — 1:20 in eine neue

Kulturflasche tiberfiihrt, die danach mit Kulturmedium auf 6 ml aufgefiillt wurde.

4.2.4 Zellzahlbestimmung

Bei Transfektionen kann die Dichte (Anzahl) der Zellen auf den einzelnen DG eine
wichtige Rolle spielen. Um die genaue Zellzahl fiir das Aussden zu bestimmen, wurden die
Zellen zundchst nach einmaligem waschen mit PBS in 2 ml Kulturmedium mit einer
abgeflammten Pasteur Pipette resuspendiert. 10 ul der Zellsuspension wurde in eine
Neubauersche Zidhlkammer gegeben. Die Zellzahl von vier Quadranten wurde durch
manuelles Auszéhlen unter dem Mikroskop bestimmt und ein Mittelwert berechnet. Der
Mittelwert der ausgezihlten Zellen wurde mit 10* multipliziert und gibt die Anzahl an Zellen

in 1 ml der Zellsuspension an.
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4.2.5 Transfektion und Nukleofektion von Zellen

Kalzium-Phosphat Transfektion

Zellen die mit Kalzium-Phosphat als Transfektionsreagenz transfiziert werden nehmen
die Fremd-DNA in Form von feinkérnigen DNA-Kalzium-Phosphat-Co-Prézipitaten
endozytotisch auf. Die Prézipitate bilden sich, wenn man eine DNA/CaCl, Losung mit einer
Losung mischt, die Phosphat-lonen enthdlt (Chen und Okayama, 1987). Die
Transfektionlosung besteht aus folgenden Komponenten: 420 ul 0,05x TE-Puffer (10mM
Tris-HCL, pH 8; 1 mM EDTA) wurden mit 7,5 pg des jeweiligen cDNA-Konstruktes und
60ul sterilem 2 M CaCl, vermischt und vorsichtig geschiittelt. AnschlieBend wurde
tropfenweise 480 pl 2x HBS (280 mM NaCl; 50 mM Hepes; 1,5 mM Na,HPO,)
hinzugegeben. Die Kristallbildung erfolgte nach 30 miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur. 50 pl eines Transfektionsansatzes wurden pro Vertiefung einer 24-Loch-
Gewebekulturschale eingesetzt. Das entspricht ca. 0,3125 ug DNA pro Vertiefung. Nach 24
stiindiger Inkubation der transfizierten Zellen bei 37° C im CO;-Inkubator, wurde das
Medium gewechselt und die Zellen erneut fiir 24 Std. in den CO,-Inkubator gestellt. Danach
konnten die Zellen fiir immunozytochemische Experimente verwendet werden.

SuperFect Transfektion

Die SuperFect Transfektions-Reagenz (Qiagen) ist ein speziell konstruiertes,
aktiviertes Dendrimer mit einer definierten kugelférmigen Struktur (Tang et al., 1996). Der
SuperFect DNA-Komplex besitzt eine positive Nettoladung und kann an negativ geladene
Rezeptoren in der Zellmembran binden und in das Zellinnere eindringen. In der Zelle puffert
SuperFect das Lysosom und schiitzt die DNA vor dem Abbau durch lysosomale Nukleasen.
Die Transfektion erfolgte nach Anweisung des Herstellers.

Amaxa Nukleofektion

Fiir die Uberexpression von cDNA Konstrukten in tectalen Neuronen wurde die
Technologie der Firma Amaxa verwendet, welche speziell fiir primidre und schwer
transfizierbare Zellen geeignet ist. Die Methode der Nukleofektion von Amaxa kombiniert die
Elektroporation mit optimierten Zelltyp-spezifischen Puffern, um eine hohe Transfektions-
und Uberlebensrate zu gewihrleisten. Die Nukleofektion der tectalen Neurone wurde mit dem
Chicken Neuron Nucleofector® Kit, der Nukleofektor I Maschine und dem gespeicherten
Programm G-13 nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Entgegen der Anweisung des
Herstellers wurden pro Transfektionsansatz 5 pg ¢cDNA eingesetzt. Im Anschluss an den
Nukleofektionsvorgang wurden 400.000 Zellen auf vier mit PLL und Laminin beschichtete

DG in einer 35 mm Petrischale verteilt. Nach vierstiindiger Inkubation der Zellen auf den DG
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wurde Kulturmedium 1 (RPMI 1640, 10% FCS, 1% P/S, 1% stabiles Glutamat) gegen
Kulturmedium 2 (Neurobasal A, 2% B27 supplement, 1% stabiles Glutamat, 1% P/S)
ausgetauscht. Nach weiteren 72 Std. konnten die primédren Zellen fiir immunozytochemische

Untersuchungen verwendet werden.

4.2.6 Quantitative Auswertung der Ausliuferbildung

Zur quantitativen Auswertung der Ausldufer-induzierenden Aktivitdt von TM-Agrin
wurden HEK 293 Zellen wie in 4.2.5 beschrieben transfiziert und anschlieBend wie in
Abschnitt 4.2.13  erortert mit anti-Agrin  (#46 IgG) oder anti-TM-Agrin Ak
fluoreszenzmarkiert. Die Zellzahl wurde iiber die DAPI Markierung ermittelt. Die
Morphologie der Zellen wurde anhand der anti-Agrinfirbung (#46 1gG) bzw. anti-TM-
Agrinfarbung und der Phalloidinmarkierung untersucht. Die jeweiligen Konstrukte wurden, in
Bezug auf ihre Fahigkeit Ausldufer zu induzieren, als positiv gewertet wenn die transfizierten
Zellen mehr als zehn Fortsétze bildeten, oder wenige Fortsédtze hatten, die aber mindestens
doppelt so lang waren, wie der Zelldurchmesser. Transfizierte Zellen die feine Netzwerke von
Auslaufern ausbildeten, wurden ebenfalls als positiv gewertet. Sehr wenige kurze Fortsédtze
fanden sich auch in untransfizierten Zellen, in Zellen die mit pcDNA4/TO Leervektor, sowie
in Zellen die mit NtA-Agrin, transfiziert wurden. Es wurden bevorzugt einzeln liegende
Zellen ausgezéhlt, da in Zellverbanden vorliegende Zellen keine klaren Aussagen iiber die
Liange und Form der Ausldufer. Die Ergebnisse der statistischen Auswertungen wurden als
Mittelwert +/- S.E.M. (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die Anzahl der

unabhingigen Experimente betrug mindestens 3.

4.2.7 Kultvierung von Muskelzellen

Die Oberschenkel von E 11 — 12 Hithnern wurden in Hanks Balanced Salt Medium
(HBSS) isoliert, enthdutet und von Knochen wund Sehnen getrennt. Die
Oberschenkelmuskulatur wurde anschliefend in 20 ml modifiziertem Puck’s Puffer (10% 10x
Puck’s Puffer und 1% Glucose (11g/100ml ddH,0) in ddH,O) mit 10 % 1x Trypsin fiir 15
min. bei 37° C im Wasserbad verdaut. Der Verdau iberfliissiger Zellreste wurde durch
Zugabe von 5 ml Kulturmedium (MEM, 10% HS, 1% P/S, 1% stabiles Glutamat) gestoppt.
Danach erfolgte eine 10 miniitige Zentrifugation bei 3000 rpm. Das Zellpelet wurde in 10 ml
Kulturmedium mit 2% CEE (chick embryo extract; E 11 — 12 Hithnerk6rper durch 50 ml
Spritze driicken, gleiches Volumen Kulturmedium zugeben, mischen, und 30 min. bei RT
inkubieren. Dann 20 min. bei 3000 rpm zentrifugieren und mittlere Phase verwenden.)

titruiert. 250.000 Zellen wurden je Gelatine beschichtete Petrischale ausgesdht und im CO,-
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Inkubator kultiviert. Nach 24 Std. wurde das Kulturmedium abgesaugt, die priméren
Myoblasten mit CaPOy transfiziert und in 1,5 ml Kulturmedium mit 1% CEE und 1% Ara-C
(Cytosin B-D-Arabino Furanosidhydrochlorid), welches die DNA Replikation inhibiert, weiter
kultiviert. Dadurch wird das Uberwachsen der Myoblasten durch die sich schneller teilenden
Fibroblasten verhindert. Nach 24 Std. erfolgte dann die Transfektion ausgesidhter Myoblasten
mittels der Kalzium-Phosphat Transfektionsmethode (siehe Abschnitt 4.2.5). Weitere 48 Std.

danach wurden die transfizierten Myoblasten immunozytochemisch analysiert.

4.2.8 Priparation von Basallaminae

Basallaminae sind das physiologische Substrat retinaler Ganglienzellen und wurden
verwendet um das Auswachsen retinaler Ganglienzellen aus Retinaexplantaten zu garantieren.
Um Basallaminae zu isolieren wurde zunichst Retinae in HBSS aus 10 — 12 Tage alten
Hithnerembryonen heraus prépariert (Halfter et al., 1987). Die Retinae wurden dann
Kleeblatt-dhnlich eingeschnitten und mit der skleralen Seite faltenfrei auf schwarzen
Nitrozellulosefiltern ausgebreitet. Danach wurden die Retinae mit saugfihigem Papier an der
Nitrozellulose immobilisiert. AnschlieBend wurden die auf der schwarzen Nitrozellulose
befindlichen Retinae mit der vitrealen Seite auf zuvor mit PLL beschichtet DG gelegt und
dort leicht antrocknen lassen. Die Nitrozellulose wurde abgenommen und die Basallaminae
mit den anhaftenden EndfiiBen von Miiller-Glia Zellen verblieben auf den beschichteten DG.
Um Zellreste wie z.B. die EndfiiBe von Miiller-Glia Zellen zu entfernen wurden die auf den
DG haftenden Basallaminae fiir eine Std. mit HBSS (1% 1x Triton) inkubiert. Im Anschluss
wurde dreimal mit Kulturmedium (DMEM; 10% FCS 177 oder FCS Gold; 1% Pyruvat; 1%
P/S) gewaschen und letztendlich die Basallaminae in Kulturmedium bei 37° C im CO;-

Inkubator kultiviert (Halfter et al., 1987).

4.2.9 Explantate retinaler Ganglienzellen

Die Retinae wurden zunichst wie in Abschnitt 4.2.8 beschrieben prépariert. Damit die
Axone retinaler Ganglienzellen aus den Explantaten auswachsen konnen, wurden die auf
schwarzen Nitrozellulose Filtern befindlichen Retinae mit einer Rasierklinge senkrecht zur
Fissur in naso-temporaler Orientierung in ca. 400 pm breite Streifen geschnitten (Halfter et
al., 1983). Diese Streifen wurden mit wenig Kulturmedium (DMEM; 10% FCS 177 oder FCS
Gold; 1% Pyruvat; 1% P/S) benetzt und danach mit der vitrealen Seite auf Basallamina oder
Laminin beschichtete DG gelegt. Die Explantate wurden sodann fiir zwei bis drei Std. im
COs-Inkubator an die Substrate anwachsen gelassen. Darauf folgend wurden die Explantate

mit 1 ml Kulturmedium bedeckt. Das Auswachsen der Axone erfolgte innerhalb von 16 Std.
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4.2.10 Induktion von Ausliufern

Um die Bildung von Ausldufern auf Axonen retinaler Ganglienzellen zu induzieren
wurden diese nach dem Auswachsen fiir 3 Std. mit dem anti-Agrin Ak (#46 IgG) in einer
Verdiinnung von 1:500 in Kulturmedium (siche Abschnitt 4.3.8) bei 37° C im CO;-
Brutschrank inkubiert (Annies et al, 2006). Die Zellen standen dann fiir

immunozytochemische und biochemische Untersuchungen zur Verfiigung.

4.2.11 Priparation von tektalen Neuronen

Tektale Neurone von E7 Hithnern wurden mit verschiedenen cDNA Konstrukten
mittels der Amaxa Technologie nukleofektiert (siche Abschnitt 4.2.5). Dazu mussten zunéchst
die Tekta der Hithner in 37° C warmem PBS heraus prépariert werden. AnschlieBend wurden
die Tekta mechanisch zerkleinert und in 5 ml PBS mit 0,04% Trypsin 15 min. lang bei 37° C
im Wasserbad inkubiert. Der Inkubationsschritt mit Trypsinhaltiger Losung diente dazu
tektale Zellen zu vereinzeln. Durch Zugabe von 5 ml Kulturmedium 1 (RPMI 1640, 10%
FCS, 1% P/S, 1% stabiles Glutamat) wurde die Eiweilzersetzung durch Trypsin und somit
der Vereinzelungsprozess tektaler Zellen gestoppt. Daraufhin wurden die tektalen Zellen 5
min. bei 1000 rpm abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 2 ml Kulturmedium 1 mit
abgeflammten Pasteur Pipetten resuspendiert. Die letzten beiden Schritte wurden insgesamt
dreimal wiederholt um die Zellen so gut wie moglich fiir die anschlieBende Nukleofektion zu
vereinzeln. Im Anschluss wurden die Zellen in insgesamt 5 — 6 ml Kulturmedium 1 iiberfiihrt
und ausgezihlt. Die nachfolgende Nukleofektion, fiir die in etwa 4x 10° Zellen pro Ansatz
erforderlich waren, erfolgte mit der Nukleofektor I Maschine und dem Chicken Neuron

Nucleofector® Kit der Firma Amaxa wie in Abschnitt 4.2.5 beschrieben.

4.2.12 Verwendung von Inhibitoren und Aktivatoren

Nachstehend werden die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren und deren

Inkubationsdauer aufgelistet:

NAME FUNKTION INKUBATION
BAPTA-AM
(1,2-Bis(2-
Aminophenoxy)ethan- inhibiert intrazelluldres 10 min. vor und wéhrend
N,N,N’,N'-tetraacetic acid Kalzium der Ausldufer Induktion

tetrakis(Acetoxymethyl

ester))

CoCl Unselektiver Kalziumkanal Parallel zur Auslaufer
Blocker Induktion
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Guanosin Monophosphat)

NAME FUNKION INKUBATION
. db_CAMP. Zellpermeables Analogon zu | 30 min. vor und wihrend
(Exlenigti A0 cAMP der Auslédufer Induktion
Adenosin Monophosphat)
db-cGMP . ,
@yl e Zellpermeables Analogon zu | 30 min. vor und wéihrend

cGMP

der Auslidufer Induktion

Methyl-p-Cyclodextrin

Entfernt akut Cholesterol aus
Plasmamebranen

1 h vor und wihrend der
Auslaufer Induktion

PDMP
((£)-threo-1-Phenyl-2-
decanoylamino-3-
morpholino-1

Glucosylceramide Synthase
Inhibitor

16 h vor und wihrend der
Auslaufer Induktion

,P D%.)059 , Inhibitor der MAP Kinase 1 h vor und wéhrend der
(2’-Amino-3’- . i .
Kinase Ausléufer Induktion
Methoxyflavon)
PPI Inhibitor von Src-Kinase 1 h vor und wéhrend der
Familie Mitgliedern Auslédufer Induktion
Rp-cAMPS Inhibiert die Aktivierung von 3h
Triethylammonium Salz cAMP
Rp-8-(4-
Chlorophenyl)thio]- Inhibiert die Aktivierung von 3h
cGMPS cGMP

Triethylammonium Salz

Inhibitor der Phosphatidyl-
Inositol (PI) 3 Kinase

30 min. vor und wihrend
der Auslaufer Induktion

Wortmannin

4.2.13 Immunozytochemie

In dieser Arbeit wurden die bereits zuvor beschriebenen CHO Zellen, HEK 293

Zellen, primdre Myoblasten, retinale Ganglienzellen und tectalen  Neurone
immunozyotchemisch analysiert. Dazu wurden die Zellen zunédchst einmal mit PBS
gewaschen, um das spezifische Kulturmedium zu entfernen und danach sieben min. lang mit
400 pl 4% Paraformaldehyd-Losung (4% PFA in PBS) bei Raumtemperatur (RT) fixiert.
Anschliefend wurden die Deckgldschen und Petrischalen dreimal je fiinf min. mit PBS
gewaschen. Nach der Fixierung wurden die Zellen 20 min. lang bei RT mit Blocklosung (10%
FCS in PBS) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken und um eventuell
unzugingliche Epitope freizulegen. Die primdren Antikérper wurden in Blocklosung verdiinnt
iiber Nacht (UN) auf den Zellen inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal je fiinf min. mit
PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen sekundéren
Antikorpern fiir 45 min. in Dunkelheit bzw. mit fluoreszenz-markiertem Phalloidin-Alexa488
oder fluoreszenzmarkiertem Cholera-Toxin. Um die einzelnen Zellen besser im Verband

identifizieren zu konnen wurde dann fiir zehn min. mit dem 1:200 in PBS verdiinnten DNA-
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spezifischen Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt. DAPI firbt spezifisch nukleire DNA.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal je zehn min. mit PBS gewaschen. Die mit Zellen
bewachsenen Deckgldschen wurden zum Abwaschen von verbliebenem Puffer kurz in
destilliertes Wasser und danach in -20° C kaltes Ethanol getaucht. SchlieBlich wurden die
Deckgldschen mit Eindeckmedium (Citifluor Fluorescent Mounting Medium) auf
Objekttragern eingedeckelt. Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden mit Hilfe von

selektiven Fluoreszenzfiltern unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRA) betrachtet.

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Zelllyse

Konfluent mit Zellen bewachsene 100 mm Kulturschalen transfizierter bzw. nicht
transfizierter HEK 293 Zellen oder sechs DG (1,2 cm ) bewachsen mit induzierten oder
nicht induzierten Axonen retinaler Ganglienzellen wurden zunichst mit 4° C kaltem PBS
gewaschen. Die anschlieBende Lyse der Zellen erfolgte in 500 ul Lysepuffer (50 mM Tris-
Base pH 7,4, 500 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8,0, 1% Triton-X-100, 1 Tablette
Proteaseinhibitor complete EDTA-free/25 ml und 10 pl Phosphataseinhibitor Cocktail 1 und
2/ml) fir eine Std. auf Eis. Kaniilen verschiedener GroBe dienten dazu die Lysate zu
homogenisieren und zudem die genomische DNA zu scheren. Die entstandenden
Homogenisate wurden, falls sie nicht fiir die Isolierung Triton-X100-unl6slicher
Membranfraktionen oder TCA Fillung vorgesehen waren, im Verhéltnis 1:1 mit Natrium-
dodecyl-sulfat- (SDS) Probenauftragspuffer (100 mM Tris-Cl pH 6,8, 20% Glycerin, 4%
(w/v) SDS, 10% B-Mercaptoethanol, 0,01% Bromphenolblau) versetzt und bei 95° C fiir fiinf
min. hitzedenaturiert. Der Auftrag der Proben auf ein SDS-Polyacrylamidgel erfolgte direkt
im Anschluss. Anderenfalls konnten die Proben bis zu einer Woche bei -80° C gelagert

werden.

4.3.2 Trichloressigsiure Fillung

Die Trichloressigsdure (TCA) Fallung diente der Aufkonzentrierung von Proteinen im
Zelllysat. Die Proben wurden durch Zugabe einer wéssrigen TCA Losung (40% w/v), bis zum
Erreichen der Endkonzentration von 10% TCA in den Proben, 20 min. bei 4° C gefillt.
AnschlieBend wurde das TCA-Proteingemisch fiir 15 min. bei 14.000 rpm und 4° C
zentrifugiert. Das entstandene Proteinpellet wurden mit -20° C kaltem Aceton gewaschen und

bei 14.000 rpm fiir fiinf min. (4° C) abzentrifugiert. Der Waschschritt wurde insgesamt 2x
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wiederholt. Das Pellet wurde danach zwei min. bei 56° C im Heizblock getrocknet und

schlussendlich in SDS-Probenauftragspuffer aufgenommen

4.3.3 Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
Bei der Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid Gelelktrophorese (SDS-PAGE)

werden Proteine elektrophoretisch in einem Polyacrylamidgel entsprechend ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das anionische Detergenz SDS verleiht
Proteinen eine negative Ladung, die proportional zum Molekulargewicht ist. Dadurch wird
das Auftrennen der Proteine in einem elektrischen Feld aufgrund ihrer Gréf8e ermdoglicht. Alle
SDS-Polyacryamidgele bestanden aus einem 4% tigem Sammelgel und einemTrenngel von
variabler GroBe (6% - 16%). Die Elekrophorese erfolgte bei 70 V in einer vertikalen
Elektrophoreskammer (Sigma, Deisenhofen) gefiillt mit Puffer (25 mM Tris-Base pH 8,3, 250
mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS). Anhand der GroBenstandards Page Ruler™ Prestained Protein
Ladder Plus und Page Ruler™ Unstained Protein Molecular Weight Marker (beide MBI
Fermentas, St.-Leon) konnte das Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine bestimmt

werden.

4.3.4 Coomassiefirbung

SDS-Polyacryamidgele wurden mit Coomassie Brilliant Blue G250 der Firma Roth
(Roti®-Blue) nach Anweisung des Herstellers geférbt. Durch seine kolloidalen Eigenschaften
bindet der Farbstoff mit hoher Spezifitidt an Proteine und nur minimal an die Gelmatrix. Je
nach Verwendungszweck wurden die gefirbten Gele in 4% tige Glycerinlésung tiberfiithrt und
auf einem Geltrockner mit Kiihlfalle eine Std. lang bei 60° C getrocknet. Da die Proteine
jedoch aufgrund des kolloidalen Coomassie auch ohne Gelfixierung angefdrbt werden
konnen, konnte zudem im Anschluss an die Farbung noch ein Western Blot durchgefiihrt

werden.

4.3.5 Silberfirbung

Die Silberférbung ist eine extrem empfindliche Methode zum Nachweis von Proteinen
in SDS-Polyacrylamidgelen. Die Sensitivitét ist 100-fach hoher als die der Coomassiefarbung.
Fiir die Silberfarbung musste das SDS-Polyacrylamidgel erst einmal in 50% tigem Ethanol fiir
15 min. fixiert werden. Danach wurden die Gele 15 min. in der Farbelosung inkubiert
(Farbelosung: A: 0,8 g AgNOs in 4 ml H,O mischen mit B: 2,1 ml 1N NaOH und 1,6 ml NH;3;
und auf 100 ml mit H,O auffiillen). Darauf folgend wurden die Gele mit HO gewaschen und
in Entwicklerlosung (125 mg Zitronensdure in 250 ml H,O und 0,8 ml 37% tiges
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Formaldehyd) tberfithrt bis deutliche Banden detektiert werden konnten. Der
Entwicklungsvorgang wurde dann sofort durch Zugabe von 50% Ethanol (EtOH) und 10%
Essigsdure in H,O gestoppt. Die Gele wurden in eine 20% tige Glycerin Losung tiberfiihrt
und auf einem Geltrockner mit Kiihlfalle fiir eine Std. bei 60° C getrocknet.

4.3.6 Western-Blot Analyse

Ein Western-Blot ist eine Methode um bestimmte Proteine mit jeweils spezifischen
Antigenen nachzuweisen. Die Proteine wurden deshalb nach der Auftrennung in der SDS-
PAGE auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran durch Anlegen einer elektrischen
Spannung mittels einer Naflblott Apparatur (Peqlab, Erlangen) tibertragen. Der Transfer der
Proteine erfolgte in Lammli-Puffer (25 mM Tris-Base pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v)
SDS) mit 20% EtOH. Die Stromstirke und die Ubertragungsdauer wurden abhingig von dem
Molekulargewicht der zu transferierenden Proteine gewéhlt (200 — 480 mA; eineinhalb bis
vier Std.). Unspezifische Protein-bindestellen wurden durch Inkubation mit 4%
Magermilchpulver in TBST (TBS mit 0,1% Tween 20 (v/v); TBS: 50 mM Tris-HCL, 150 mM
NaCl, pH 7.4) oder 3% Rinder-Serumalbumin (BSA) in TBST fiir mindestens 30 min.
abgesittigt. Die PVDF Membranen wurden {iber Nacht bei 4° C oder zwei Std. bei RT mit
primdren Antikorpern und nach 3 Waschschritten je zehn min. mit PBST fiir eineinhalb Std.
bei RT mi einem Spezies-spezifischen an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten
Sekundirantikdrper inkubiert. Die Detektion peroxidasekonjugierter Sekundérantikorper
erfolgte mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Detektionsbaukastens (SuperSignal® West Pico,
Pierce, Bonn) nach Vorschrift des Herstellers und anschlieBender Exposition der PVDF
Membran auf einem Rontgenfilm. Die Expositionsdauer betrug dabei je nach Intensitét des

Signals zwischen wenigen sek. bis hin zu vier Std..

4.3.7 Ponceau S Firbung

Molekulargewichtsstandards wurden mit einer Ponceau S Losung (2% Ponceau S,
30% TCA, 30% Sulfosalicylsdure in H,O) nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF
Membran gefiarbt. Dazu wurden die Membranen fiir ca.drei bis fiinf min. in Ponceau S

Losung inkubiert und anschlieBend mehrmals mit ddH,O gewaschen.

4.3.8 Koimmunopriizipitation

Das vollstindige Gehirn wurde aus E7 Hithnern prépariert (zehn Gehirne pro Ansatz),
in 1 ml 4° C kaltem Lysepuffer aufgenommen, mittels eines Dounce-Potters homogenisiert

und im Anschluss 30 sek. lang im Ultraschallbad behandelt. Weiterhin erfolgte die Lyse wie
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in Abschnitt 4.3.1 beschrieben. Ein Teil des Ursprungslysates wurde zur Kontrolle
aufbewahrt. Um das Lysat vor der Immunfillung von unspezifisch bindenden Komponenten
zu befreien wurde es mit 100 pl Poly-A-Sepharose Kiigelchen (in Lysepuffer) flir eine Std.
unter Rotation bei 4° C inkubiert. Danach wurden die Kiigelchen bei 1.000 upm
abzentrifugiert und der Uberstand iiber Nacht mit dem #46 IgG bei 4° C unter stindiger
Rotation inkubiert. AnschlieBend wurden wiederum 100 pl Poly-A-Sepharose Kiigelchen zu
dem Lysat/#46 IgG-Gemisch gegeben und zwei Std. bei 4° C unter Rotation inkubiert. Der so
entstandene Immunkomplex wurde bei 1.000 rpm abzentrifugiert, 4x mit Lysepuffer und
einmal mit PBS bei 4° C gewaschen. AbschlieBend wurden der Immunkomplex mit 60 pl
SDS-Probenauftragspuffer versetzt und fiinf min. bei 95° C aufgekocht.

4.3.9 Isolierung von Triton-X100-unléslichen  Glycosphingolipid-reichen

Membranfraktionen

Triton-X100-unlésliche Glycospingolipid-reiche Membranfraktionen (,,lipid rafts®)
reichern sich aufgrund ihrer Unloslichkeit bei 4° C in nicht-ionischen Detergenzien im
Sucrosestufengradient bei geringer Dichte an. Lipid rafts wurden aus transient transfizierten
HEK 293 Zellen und induzierten sowie undinduzierten retinalen Ganglienzellen von E7
Hithnern isoliert. Die im Folgenden dargestellten Arbeitsschritte wurden bei 4° C
durchgefiihrt. Zunédchst wurden Lysate wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben hergestellt. Die
Lysate wurden mit OptiPrep® Density Gradient Medium (Sigma, Deisenhofen) auf eine
Endkonzentration von 40% OptiPrep® Density Gradient Medium in dem Gemisch eingestellt,
in ein Ultrazentrifugenr6hrchen iberfithrt und mit einem OptiPrep® Density Gradient
Medium Stufengradient, bestehend aus einer 30% tigen und einer 5% tigen Phase,
tiberschichtet. Anschlieend erfolgte eine 3 stiindige Zentrifugation bei 4° C und 55.000 rpm
im Beckmann TLS 55 Rotor (gemacht wie in Simons und Ikonen; 1997). Lipid rafts flotieren
aufgrund ihrer Unloslichkeit in Detergenzien im Gradient zu Bereichen geringerer Dichte,
wohingegen in Detergenzien 16sliche Membranbereiche zum Boden pelletiert werden. Nach
der Zentrifugation wurden acht, in Bezug auf ihr Volumen, gleich grof3e Fraktionen von oben
nach unten abgenommen. Um vor allem die in lipid raft Fraktionen befindlichen Proteine
anzureichern wurde die Sucrosekonzentration in den jeweiligen Fraktionen mit ddH,O (mit
complete EDTA free Protease Inhibitoren) verdiinnt und die darin befindlichen Proteine eine
Std. lang bei 4° C und 55.000 rpm im Beckmann TLA 55 Rotor zentrifugiert bzw. pelletiert.
Die Proteinpellets wurden schlieBlich in 60 pul SDS-Probenauftragspuffer aufgenommen und

denaturiert.
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4.3.10 Affinitiitsreinigung von Immunoglobulinen (IgG)

Die Aufreinung von IgG Antikérpern erfolgte mittels Affinitdtschromatographie an
Poly-A-Sepharose Kiigelchen die an einer Sdulenmatrix immobilisiert wurden. Zunichst
wurde die Protein A Saule mit 20 ml Puffer A (0,01 M Tris-HCI pH 7,5, 0,5 M NacCl, 0,02%
Natriumazid (NaNj3)) equilibriert. Nach Zugabe des Praimmunserums aus Kanninchen wurde
die Sédule mit 30 ml Puffer A gewaschen und anschlieend die IgGs mit 2 ml Puffer B (0,2 M
Glycin-HCI pH 2,5 — 3, 0,5 M NaCl, 0,02% NaNj3) in Tris-HCI pH 7,5 eluiert (Eluat/Tris-HCI
im Verhiltnis 10:1). Die Sdule konnte nach Equilibrierung mit 20 ml Puffer bei 4° C gelagert
werden. Das Eluat wurde 16 Std. mit Slide-A-Lyzer gegen PBS dialysiert und danach mittels

Zentrifugation in Centrikon Réhrchen eingeengt.

4.3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesamten Daten wurde mit der Graph Pad Prism
Software Version 4.03 unter Verwendung des students #-Test und des one-sample #-Test
erstellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei Messreihen wurden mit
Sternchen versehen, die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wurde folgendermassen definiert:
unter 5% (p <0,05; *) = statistisch signifikant
unter 1% (p <0,01; **) = statistisch hoch signifikant
unter 0,01% (p <0,001; ***) = statistisch extrem signifikant
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5 ERGEBNISSE

5.1 TM-Agrin induziert die Bildung von Ausliufern in nicht-neuronalen

Zellen

Die Multimerisierung von TM-Agrin durch polyklonale Antikorper (Ak) oder
Uberexpression von TM-Agrin Protein induziert auf Axonen und Dendriten des PNS und
ZNS die Bildung Filopodien-dhnlicher Ausldufer (Annies et al., 2006; McCroskery et al.,
2006). Um festzustellen, ob sich diese Ausldufer auch auf nicht-neuronalen Zellen induzieren
lassen, wurden menschliche Nierenzellen (human embryonic kidney cells, HEK 293) transient

mit Hithner Volllingen TM-Agrin cDNA transfiziert (Abb.3, C-C""",D, E).
Agrin Phalloidin DAPI uberlagert

untrans-
fiziert

Nta-Agrin

TM-Agrin

¥

Abb.3: Heterologe Expression von TM-Agrin. HEK 293 Zellen (A-C’""), primidre Myoblasten (D, D") und
CHO Zellen (E, E") wurden entweder nicht behandelt (A-A""", E") oder transient mit cDNA, die fiir NtA-Agrin
(B-B””’, D) oder TM-Agrin (C-C’"") kodiert transfiziert. Die Zellen wurden mit fluoreszenzgekoppeltem
Phalloidin (A’, B, C’, E’), anti-Agrin Antikérpern (A, B, C, D, D’, E) und DAPI, welches an nukledre DNA
bindet, gefdrbt. Die mit TM-Agrin cDNA transfizierten Zellen bilden im Gegensatz zu untransfizierten oder mit
NtA-Agrin transfizierten Zellen zahlreiche Ausldufer entlang der Zelloberfliche aus. Die Aktin Filamente
erstrecken sich bis hin zu den Auslduferspitzen (Ausschnitt C"""). (Skalierungsbalken = 10pm)
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Um auszuschliessen, dass die Auslduferbildung nur durch den Transfektionsprozess induziert
werden kann oder dass die sekretierte Agrin Isoform (NtA-Agrin) die Bildung von Ausldufern
induzieren kann, wurden parallel kultivierte HEK 293 Zellen mit 16slichem NtA-Agrin
transfiziert (Abb.3, B-B’’"). Transfizierte und untransfizierte HEK 293 wurden mit
fluoreszenzgekoppeltem Phalloidin (A’-C’), welches selektiv an filamentdses Aktin bindet,
und anti-Agrin Ak (A-C) detektiert. Zellen, die mit NtA-Agrin transfiziert wurden (Abb.3, B-
B’"") behielten ebenso wie untransfizierte Zellen (Abb.3, A-A""") ihre rautenformige
Morphologie bei und bildeten keine Ausldufer aus. Im Gegensatz dazu resultierte die
Expression von TM-Agrin in der Ausbildung zahlreicher Aktin- (Abb.3, C) und Agrin-
haltiger (Abb.3, C") Ausliufer. Dies zeigt, dass Uberexpression von TM-Agrin nicht nur auf
Neuronen, sondern auch auf nicht-neuronalen Zellen Ausldufer induzieren kann.

Um die spezifische Ausldufer-induzierende Aktivitdt von Agrin zu bestimmen, wurden
transfizierte HEK 293 Zellen anhand der im Methodenteil spezifizierten Kriterien
ausgewertet. Bei Zellen die mit Volllingen TM-Agrin cDNA transfiziert wurden, zeigten sich
bei ca. 85% der transfizierten Zellen Ausldufer, wohingegen nahezu keine Zelle, die mit

Vollldngen NtA-Agrin cDNA transfiziert wurde, Ausldufer ausbildete (Abb.4).

~ 100- dokk

=]
(4]
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Zellen mit Auslaufern (%
N
(4]
[l

o

untransfiziert NtA-Agrin  TM-Agrin

Abb.4: Quantifizierung der heterologen Expression in HEK 293 Zellen. HEK 293 Zellen wurden entweder
gar nicht (untransfiziert), mit NtA-Agrin oder TM-Agrin cDNA transient transfiziert. Nach 24 Std. wurden die
Zellen fixiert und anschlieBend fluoreszenzmarkiert. Zur genaueren Bestimmung der Anzahl transfizierter Zellen
wurden diese zusétzlich mit DAPI markiert. Es wurde der prozentuale Anteil von Zellen, die Auslaufer bilden
ermittelt. Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=4. *** p <(000,1; unpaired #-test.

Im Gegensatz zu den durch TM-Agrin induzierten Filopodien-dhnlichen Ausldufern
auf Axonen des ZNS, bildeten die Ausldufer auf HEK 293 Zellen keine Wachstumskegel an
thren Spitzen aus und zogen sich auch nicht zuriick, sondern iiberwuchsen bei ldngerer
Kultivierung das gesamte Deckglas. Ubereinstimmend jedoch enthielten sowohl die

Filopodien-dhnlichen Ausldufer auf Axonen des ZNS als auch auf HEK 293 Zellen
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zytoskeletale Elemente wie z.B. Aktin, welches sich bis hin zu den Auslduferspitzen zog
(Abb.4, Ausschnitt C""").

Die Ausbildung =zahlreicher Aktin-enthaltender Auslaufer nach TM-Agrin
Uberexpression war nicht nur auf HEK 293 beschrinkt. Die Transfektion von TM-Agrin
cDNA in weitere nicht-neuronale Zellen wie z.B. COS-7 aus Affen, PC-12 Zellen aus Ratten
(nicht gezeigt), primdre Myoblasten aus Hithnern (Abb.3, D) und CHO Zellen aus Hamstern
(Abb.3, E) fiihrte ebenfalls zur Entstehung von Ausldufern im Gegensatz zu untransfizierten
(Abb.3, E") oder mit NtA-Agrin transfizierten Zellen (Abb.3, D).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die erhaltenen Resultate in
Ubereinstimmung mit friiheren Verdffentlichungen (McCroskery et al., 2006) zeigen, dass die
Uberexpression von TM-Agrin zur Ausbildung von Ausldufern nicht nur in neuronalen
sondern auch in nicht-neuronalen Zellen fiihrt. Zudem ist die Auslduferbildung Spezies- und

Zelltyp unabhéngig.

5.2 TM-Agrin und lipid rafts

5.2.1 TM-Agrin ist in biochemisch isolierten lipid rafts aus nicht-neuronalen und

neuronalen Zellen lokalisiert

Ein wesentliches Ziel der Arbeit war die Analyse des intrazelluldren Mechanismus der
zur Bildung der Filopodien-dhnlichen Ausldufer fiihrt. Die Spezies- und Zelltyp-
Unabhéngigkeit der Wirkung von TM-Agrin deutet auf einen Mechanismus hin, der weit
verbreitet und Spezies libergreifend ist. Deshalb wurde die Hypothese aufgestellt, dass lipid
rafts eine Rolle spielen konnten. Lipid rafts sind distinkte Bereiche der Zellmembran, die sich
in ihrer Protein und Lipid Zusammensetzung von dem Rest der Zellmembran unterscheiden
(Brown und London, 1998; Simons und Ikonen, 1997). Lipid rafts spielen eine wichtige Rolle
bei vielen Signalwegen und konnten in nahezu allen untersuchten Spezies und Zelltypen
detektiert werden (Simons und Toomre, 2000). Ein Charakteristikum von lipid rafts ist, das
sie sich aufgrund ihrer Detergenzienunlslichkeit bei 4° C im Sucrosegradient bei Fraktionen
geringer Dichte (etwa 15 % Sucrose) anreichern lassen.

Um herauszufinden ob TM-Agrin mit lipid rafts assoziiert, wurden HEK 293 Zellen
24 Stunden nach transienter Transfektion mit Volllingen TM-Agrin oder TM-AgrinFD6
cDNA, einem Deletionskonstrukt, dass nicht mehr in der Lage ist die Bildung von Ausldufern
zu induzieren (Abb.14, D), bei 4 °C in 1% Triton X-100 solubilisiert und die Proteine iiber
einen Stufengradient aufgetrennt. Im Anschluss an die Zentrifugation wurden acht, in Bezug

auf das Volumen, gleich groe Fraktionen beginnend von der geringsten Dichte (Fraktion 1)
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bis hin zur hochsten Dichte (Fraktion 8) abgenommen und fiir die SDS-PAGE vorbereitet.
Lipid rafts reichern sich im Sucrosegradient, wie bereits zuvor erwéhnt, in Fraktionen
geringer Dichte (Fraktion 1 und 2, ca. 15% Sucrose) an, wohingegen sich Nicht-lipid raft
Proteine in Fraktionen mit einer hoheren Sucrosedichte (Fraktionen 3 — 8) anreichern. Im
Anschluss an die SDS-Page wurden die SDS-Gele geblottet und mit Antikorpern gegen Fyn,
TM-Agrin, Coxsackie-Adenovirus Rezeptor (CAR), Aktin und Glyceraldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) inkubiert. Fyn, ein Mitglied der Src-Familie Kinasen, konnte in
den transient mit TM-Agrin und TM-AgrinFD6 transfizierten Zellen in Fraktionen mit
geringerer Dichte, Fraktion eins und zwei, detektiert werden (Abb.5). Da Fyn bereits in
unterschiedlichen Geweben und Spezies in lipid rafts detektiert werden konnte (Harder et al.,
1998; Shenoy-Scaria et al., 1994; Wolven et al., 1997; Hering et al., 2003) und daher bereits
vielfach als Marker fiir lipid rafts eingesetzt wurde, muss es sich bei den isolierten Fraktionen
eins und zwei tatsdchlich um mit lipid rafts angereicherte Fraktionen handeln. Konsistent
damit konnte GAPDH, ein Schliissel-Enzym der Glykolyse, welches nicht in der Membran
sondern im Zytoplasma lokalisiert ist, ausschlieBlich in Fraktionen mit héherer Dichte, nicht-
lipid raft Fraktionen (3 — 8), detektiert werden (Abb.5). Diese Resultate weisen somit darauf
hin, dass die Dichtegradientenzentrifugation und somit die Isolierung von lipid rafts aufgrund

der richtigen Verteilung des lipid raft Markers Fyn sowie des nicht-lipid raft Markers

GAPDH erfolgreich war.
1 2 3 4 5 6 7 8 1 23 4 5 6 7 8
T™M-
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Abb.5: Proteinverteilung in transient transfizierten HEK 293 Zellen. HEK 293 Zellen wurden zunichst mit
Volllaingen TM-Agrin oder TM-AgrinFD6 cDNA transient transfiziert. Nach 24 Std. wurden bei 4° C
Proteinlysate von den transfizierten Zellen hergestellt und iiber Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation
aufgetrennt. Danach wurden acht Fraktionen gleichen Volumens von oben nach unten (Fraktion 1-8)
abgenommen. Alle Fraktion wurde per Western Blot mit den in der Abbildung angegebenen Ak und den
entsprechenden Spezies spezifischen HRP-gekoppelten Zweitantikdrpern analysiert. Fyn, CAR u. Vollldngen
TM-Agrin sowie TM-AgrinFD6 sind stark in Fraktion eins und zwei angereichert, Aktin jedoch nur schwach.
Dahingegen kann GAPDH ausschlielich in Fraktion vier bis acht detektiert werden. Gezeigt sind representative
Western Blots von drei unabhéngigen Experimenten mit dhnlichen Resultaten.
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Aktin konnte sowohl in lipid rafts (Fraktion 1 und 2) als auch in nicht-lipid rafts
(Fraktion 3 — 8) detektiert werden. Das Transmembranprotein CAR fand sich in etwa gleicher
Konzentration in lipid raft Fraktionen und nicht-lipid raft Fraktionen (Abb.5). TM-Agrin ist
ein Heparansulfat Proteoglykan, das sich aufgrund seiner starken Glykosylierung im Western
Blot als eine breite Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 600 kDa nachweisen lésst
(Neumann et al., 2001). In transfizierten HEK 293 Zellen konnte Volllingen TM-Agrin,
mittels Western Blot als eine breite Bande bei ca. 600 kDa in lipid rafts detektiert werden.
Das verkiirzte TM-Agrin Protein, TM-AgrinFD6, konnte ebenso mit dem anti-TM-Agrin Ak
sowohl in Fraktionen nicht-lipid rafts als auch in lipid rafts detektiert werden (Abb.5).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass GAPDH in nicht-lipid raft Fraktionen, Aktin
nur schwach und Fyn sowie CAR stark in lipid raft Fraktionen angereichert sind. Sowohl
Volllangen TM-Agrin, dass die Bildung Aktin-haltiger Auslaufer induzieren kann (vgl. Abb.3
C-C"", D, E) aber auch TM-AgrinFD6, welches nicht mehr zur Bildung von Ausldufern in
der Lage ist (Abb.14, D; Porten et al., Manuskript in Vorbereitung), konnten hauptsichlich in
lipid raft Fraktionen nach Uberexpression in HEK 293 detektiert werden. Die starke
Anreicherung von TM-Agrin in lipid rafts ldsst die Vermutung zu, dass diese, als
Signalplattform fungierenden Regionen innerhalb der Zellmembran notwendig fiir die
Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer sind. Die in Bezug auf die Auslduferbildung
inaktive Variante von TM-Agrin, TM-AgrinFD6, wird ebenfalls in lipid rafts angereichert. Es
ist jedoch moglich, dass durch die Deletion des gesamten C-Terminus eine Interaktion mit
weiteren in lipid rafts befindlichen, signalweiterleitenden Proteinen gestort ist.

Um zu untersuchen ob TM-Agrin auch in neuronalen Zellen in lipid rafts detektiert
werden kann und ob TM-Agrin sich schon vor oder erst nach der Aggregation durch Ak in
lipid rafts anreichert, wurden lipid rafts aus RGC biochemisch aufgereinigt. Die Bildung
Filopodien-dhnlicher Ausldufer in RGC beginnt bereits wenige Minuten nach der Zugabe von
Ak und erreicht ein Maximum von ca. 40 Ausldufern pro 110 pm Axonsegment nach drei
Stunden (Annies et al., 2006). Aus diesem Grund wurden RGC entweder gar nicht, fiir fiinf
Minuten oder fiir drei Stunden mit anti-Agrin Ak vorinkubiert. Die Solubilisierung,
Dichtegradientenzentrifugation und anschlieBende Western Blot Analyse erfolgte analog zu
den Verfahren, welche auch bei den transfizierten HEK 293 Zellen angewendet wurden. Der
lipid raft Marker Fyn und das Transmembranprotein CAR konnten, analog zu den
Ergebnissen die zuvor bei der Untersuchung der HEK 293 Zellen erhalten wurden, in lipid
rafts, isoliert aus RGC, detektiert werden (Abb.6, Fraktion 1 und 2). Der Transferrin-Rezeptor

(TfR), ein nicht-Tyrosinkinase Rezeptor, wird in vielen, verschiedenen Zelltypen exprimiert
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und assoziiert erwiesenermalen nicht mit lipid rafts (Janes et al., 1999; Pralle et al., 2000).
Deshalb wurde als zusitzliche Kontrolle, um sicherzustellen, dass es sich bei Fraktion eins
und zwei tatsdchlich um lipid raft Fraktionen handelt, Western Blots unbehandelter und mit
Ak behandelter RGC Fraktionen mit einem anti-TfR Ak inkubiert. TfR konnte lediglich in
nicht-lipid raft Fraktionen (3 — 8) detektiert werden (Abb.6, Fraktion 3 — 8). Aktin reicherte
sich nur in geringen Konzentrationen in den lipid rafts der unbehandelten RGC an,
wohingegen sich nach fiinfminiitiger als auch dreistiindiger (nicht gezeigt) Ak Vorinkubation
wesentlich mehr Aktin in den lipid raft Fraktionen anreicherte (Abb.6). GAPDH konnte
sowohl in unbehandelten als auch in RGC, die iiber verschiedene Zeitriume mit Ak
vorinkubiert wurden, analog zu den HEK 293 Zellen, ausschlieBlich in den nicht-lipid raft
Fraktionen gefunden werden (Abb.6). Endogenes TM-Agrin konnte sowohl in unbehandelten
als auch in RGC, die fiinf Minuten bzw. drei Stunden (nicht gezeigt) mit Ak vorinkubiert
wurden in lipid raft- (Fraktion 1 und 2) und nicht-lipid raft Fraktionen (Fraktion 3 - 8)
detektiert werden (Abb.6)

ohne Ak 5" Ak

1 2 3456 738 1 2 345 6 7 8

TM-Agrin "“’ " m
CAR | st w » - —— - " |
Fyn — — — - | |
TR —— | | _ it el |
Aktin e R P p—-=
GAPDH | — o ] [Fp——

Abb.6: Proteinverteilung in unbehandelten und anti-Agrin Ak behandelten RGC. RGC wurden entweder
unbehandelt oder nach funfminiitiger Inkubation mit anti-Agrin Ak in Kultur mit Triton X-100 bei 4° C lysiert
Danach wurden die Proteinlysate mittels Sucrosedichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Acht Fraktionen
gleichen Volumens wurden von oben nach unten (Fraktion 1 - 8) abgenommen und per Western Blot mit den in
der Abbildung angegebenen Ak analysiert. Analog zu den mit TM-Agrin cDNA Konstrukten transfizierten HEK
293 Zellen konnte Fyn und CAR sowohl in unbehandelten als auch in anti-Agrin Ak behandelten Zellen sowohl
in lipid raft (1 + 2) als auch in Nicht-lipid raft Fraktionen (3 - 8) detektiert werden. GAPDH und TfR waren
alleinig in den Fraktionen 3 - 8 angereichert Aktin konnte in unbehandelten RGC sowie in mit anti-Agrin Ak
behandelten RGCs in lipid raft und in Nicht-lipid raft Fraktionen nachgewiesen werden. Nach fiinfmintitiger und
dreistiindiger (nicht gezeigt) Ak Behandlung der RGC konnte mehr Aktin in lipid rafts detektiert werden als in
unbehandelten RGC. TM-Agrin konnte, iibereinstimmend mit den Ergebnissen die bei den nicht-neuronalen
Zellen erhalten wurden, in lipid rafts und Nicht-lipid rafts gefunden werden. Diese Ergebnisse sind jedoch
unabhingig davon, ob mit oder ohne anti-Agrin Ak inkubiert wurde. Gezeigt sind representative Western Blots
von drei unabhéngigen Experimenten mit &hnlichen Resultaten.
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Die Analyse der RGC zeigte, dass TM-Agrin auch in neuronalen Zellen des ZNS zu
einem groBen Teil in lipid rafts angereichert ist. Weiterhin bleibt festzuhalten, dass TM-Agrin
bereits vor der Aggregation und somit Aktivierung durch polyklonale Ak in lipid rafts
lokalisiert war. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Transmembranproteine durch
Aggregation mit Antikdrpern vermehrt in lipid rafts verschoben werden, wodurch
schlussendlich Signalkaskaden aufgrund rdumlicher Ndhe zu vielen signaltransduzierenden
Molekiilen in Gang gesetzt werden (Marta et al., 2003; Simons und Toomre, 2000). Die
Resultate weisen jedoch darauf hin, das TM-Agrin nicht erst durch Aggregation mit Ak in
lipid rafts verschoben wird, sondern zu einem gewissen Prozentsatz dauerhaft in lipid rafts

angereichert zu sein scheint.

5.2.2 TM-Agrin ist in lipid rafts neuronaler Zellen lokalisiert

Um festzustellen, ob lipid rafts auch in den durch TM-Agrin induzierten Filopodien-
dhnlichen Ausldufern lokalisiert sind, wurden auswachsende Axone von RGC nach
dreistiindiger Inkubation mit dem anti-Agrin Ak fixiert und mit der fluoreszenzgekoppelten
Cholera Toxin B Untereinheit (CTx) gefarbt (Abb.7, A). CTx bindet an Gangliosid GMI,
einem Bestandteil der lipid rafts (Schon und Freire, 1989), und wurde bereits hiufig in vielen
unterschiedlichen Zellen und Geweben als lipid raft Marker verwendet (Bruses et al., 2001;
Harder et al., 1998). Das in lipid rafts lokalisierte Gangliosid GM1 konnte sowohl entlang des
gesamten Axonschafts als auch in den einzelnen durch TM-Agrin induzierten Ausldufern
mittels einer CTx-Farbung nachgewiesen werden (Pfeile). Diese Resultate weisen darauf hin,
dass lipid rafts nicht nur auf dem Axon, sondern auch in den lateralen Ausldufern lokalisiert
sind.

Um weiterhin zu tiberpriifen ob TM-Agrin auch mit den auf RGC detektierten lipid
rafts assoziert, wurden RGC, wie zuvor erldutert, vorbehandelt und anschlieBend mit anti-
Agrin Ak und fluoreszenzgekoppeltem CTx gefiarbt. Sowohl auf dem Axon selbst, als auch in
den Ausldufern, konnte eine partielle Kolokalisation von TM-Agrin und GM1 beobachtet
werden. Dies ist, zusétzlich zu den Resultaten der biochemischen Untersuchung von lipid
rafts, ein weiteres Indiz fiir die Assoziation von TM-Agrin mit lipid rafts. Die Ergebnisse
weisen folglich auf eine mogliche Rolle von lipid rafts in der durch TM-Agrin induzierten
Signalkaskade, welche in der Bildung von Ausldufern in nicht-neuronalen und neuronalen

Zellen resultiert, hin.
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Abb.7: Verteilung von GM1 und TM-Agrin auf Axonen und Ausliufern von RGC. Auswachsende Axone
retinaler Ganglienzellen wurden mit anti-Agrin Antikdrpern 3 Std. lang zur Induktion von Ausldufern inkubiert.
Die Zellen wurden mit FITC konjugiertem CTx (A, B; griin), welches an GM1 bindet, und anti-Agrin Ak (B;
rot) gefdrbt. GM1 bzw. lipid raft Bereiche befinden sich sowohl auf dem Axonschaft als auch in den TM-Agrin
induzierten Auslédufern (A) Ferner kolokalisiert TM-Agrin zum Teil mit Lipid Rafts auf dem Axon und in den
Auslaufern (B; Pfeile). (Skalierungsbalken= 10 pm)

5.2.3 Lipid rafts sind notwendig fiir die Bildung TM-Agrin induzierter

Ausléiufer

Falls lipid rafts notwendig fir die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern sind,
sollten sich nach deren Disintegration keine Ausldufer mehr ausbilden. Um diese Hypothese
zu priifen wurden auswachsende RGC mit methyl-B-Cyclodextrin (mBC) inkubiert. MBC ist
ein wasserlosliches, zyklisches Oligomer, welches akut Cholesterol, einen Hauptbestandteil
von lipid rafts, aus der Zellmembran entfernt, und dadurch lipid rafts zerstort (Ma et al., 2003;
Simons und Toomre, 2000; Tansey et al., 2000). Um auszuschliessen, dass mBC generell die
Morphologie auswachsender Axone beeinflusst, wurden RGC Axone unbehandelt kultiviert
und parallel kultivierte RGC mit 2 mM mpC fiir insgesamt vier Stunden inkubiert. Im
Vergleich zeigten unbehandelte und ausschliesslich mit mBC inkubierte RGC Axone keine
morphologischen Unterschiede (nicht gezeigt). Fiir den eigentlichen Versuch wurden RGC
Axone zunichst eine Stunde mit mpBC in Kultur vorinkubiert und anschlie3end fiir weitere
drei Stunden zusammen mit dem anti-Agrin Ak auf den RGC belassen. In Gegenwart von
mpC (Abb.8, B; 1 und 2 mM) bildeten sich signifikant weniger Ausldufer als in ausschlielich
mit anti-Agrin Ak behandelten RGC Axonen aus (Abb.§, B; +Ak). Der Einfluss von mpC
scheint aufgrund seiner Konzentrationsabhingigkeit und dem {iblich verwendeten
Konzentrationsspektrum von mB3C (Willmann et al., 2006; Zhu et al., 2006) nicht unspezifisch
zu sein (Abb.8, B).
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Abb.8: Quantitative Auswertung der Bildung von Ausliufern nach Behandlung mit lipid raft
zerstorenden Agenzien. RGC Kulturen wurden entweder unbehandelt (K), 3 Std. mit anti-Agrin Ak (+Ak) oder
mit den angegebenen Konzentrationen an PDMP (A) fiir 24 Std. bzw. mBC (B) fiir 1 Std. vorinkubiert,
anschlieBend zusammen mit dem anti-Agrin Ak fiir weitere 3 Std. inkubiert und danach in Bezug auf die
Bildung von Ausldufern analysiert. Unbehandelte Kulturen bilden im Mittel nur 1 - 2, anti-Agrin Ak behandelte
Kulturen hingegen viele (ca. 15) Ausldufer aus. Die mit PDMP und mBC behandelten RGCs zeigten
konzentrationsabhéngig eine deutliche Reduktion der Auslduferbildung. Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM
mit N=3. *** p <0,001; n.s. p > 0,05; unpaired #-test.

Um sicherzustellen, dass lipid rafts notwendig fiir die Auslduferbildung sind, wurde
die Wirkung von threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol (PDMP)
untersucht. PDMP inhibiert die Glycosphingolipid Synthese und verringert dadurch die
Konzentration an Sphingolipiden, einem weiteren wichtigen Bestandteil von lipid rafts in der
Zellmembran (Inokuchi et al., 1987; Nagafuku et al., 2003). Konsistent mit den Ergebnissen,
die bei der Behandlung mit mBC erzielt wurden, fithrte die Vorinkubation mit PDMP fiir 24
Stunden und anschlieend drei Stunden zusammen mit dem anti-Agrin Ak zu einer starken
Reduktion von Ausldufern (Abb.§, A).

TM-Agrin konnte biochemisch in lipid rafts nachgewiesen werden und kolokalisiert
mit lipid rafts auf neuronalen Zellen. Zudem verhindert eine akute Disintegration von lipid
rafts, als auch eine gestorte Biosynthese von charakteristischen lipid raft Komponenten, die
Bildung von Ausldufern in Neuronen. Diese Resultate weisen darauf hin, dass lipid rafts eine
wichtige Rolle bei der TM-Agrin induzierten Bildung von Ausldufern in Neuronen spielen.

Um zu untersuchen ob lipid rafts nicht nur fiir die Bildung von Ausldufern, sondern
auch fiir deren Stabilitédt erforderlich sind, wurden zunédchst Ausldufer durch anti-Agrin Ak
Zugabe auf RGC Axonen induziert. Anschliefend wurden die Kulturen gewaschen, um den
anti-Agrin Ak zu entfernen, und danach fiir weitere eineinhalb Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von mBC inkubiert. Um auszuschliessen, dass RGC Auslédufer lediglich in
Gegenwart von anti-Agrin Ak stabil bleiben, wurden parallel kultivierte RGC Axone nach

dreistiindiger anti-Agrin Ak Inkubation gewaschen, danach aber fiir weitere eineinhalb
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Stunden ohne mPC Zugabe kultiviert. In Abbildung neun ist die statistische Auswertung des

Versuches dargestellt.
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Abb.9: Quantitative Auswertung des Einflusses von mpC auf die Stabilitiit bereits gebildeter Ausliiufer.
RGC Kulturen wurden entweder unbehandelt (K), 3 Std. mit anti-Agrin Ak (+Ak), 3 Std. mit anti-Agrin Ak und
anschliefend 1,5 Std. mit mBC (+Ak — 2mM und +Ak — 5SmM) oder 3 Std mit anti-Agrin Ak und anschliefend
1,5 Std. ausschlielich in Medium (+Ak — unbehandelt) kultiviert. Die Behandlung mit mBC fiihrt zu einer
Reduktion bereits gebildeter Ausldufer. Wohingegen Kulturen die nach anti-Agrin Ak Inkubation fiir 1,5 Std.
lediglich in Medium weiter kultiviert wurden, keine Reduktion in der Anzahl bereits gebildeter Ausldufer
zeigten. Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. *** p <0,001; n.s. p > 0,05; unpaired #-test.

Die Ergebnisse zeigen, dass bereits durch anti-Agrin Ak bzw. TM-Agrin induzierte Ausléufer
sich aufgrund anschlieBender Behandlung mit mBC zuriickbilden (Abb.9, +Ak — 2mM und
+Ak — 5SmM). RGC die nach anti-Agrin Ak Behandlung nicht mit mBC behandelt wurden,
sondern in Kulturmedium weiter wuchsen (Abb.9, +Ak — unbehandelt), bildeten ihre
Auslaufer, im Vergleich zu RGC, die bereits nach drei Stunden ausgewertet wurden, nicht
zuriick (Abb.9, +Ak; siche auch Annies et al. 2006).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass lipid rafts nicht nur fiir die TM-Agrin
induzierte Bildung von Filopodien-dhnlichen Ausldufern, sondern auch fiir deren

Aufrechterhaltung notwendig sind.
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5.3 Die Aktivierung von TM-Agrin _induziert die Phosphorylierung an

Tyrosinresten bestimmter Proteine

In vielen Systemen folgt auf die Liganden oder Ak vermittelte Aktivierung von
Molekiilen in lipid rafts eine Initiierung von spezifischen Signalkaskaden (Simons und
Toomre, 2000). Fast alle Signalkaskaden verlaufen dabei zumindest am Anfang {liber die
Phosphorylierung von Tyrosinresten in signalweiterleitenden Molekiilen, die mit lipid rafts
assoziiert sind.

Um aufzukldren, ob TM-Agrin nach Aktivierung durch anti-Agrin Ak die
Phosphorylierung von signalweiterleitenden Molekiilen in lipid rafts induziert, wurden RGC
mit anti-Agrin Ak inkubiert, lysiert und mittels Western Blot analysiert. Um sicher zu gehen,
dass die gleichen Mengen an Protein pro Lane aufgetragen wurden, wurde Aktin als

Ladekontrolle verwendet.
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Abb.10: Untersuchung Tyrosinphosphorylierter Proteine nach TM-Agrin ,Aktivierung“. (A) RGC
Zelllysate unbehandelter (-Ak), und mit anti-Agrin Ak inkubierter RGC (5= 5 min; 30" = 30 min.; 3h = 3 Std.)
wurden per Western Blot mit dem anti-Phosphotyrosin-spezifischen 4G10 Ak analysiert. Die
Tyrosinphosphorylierung von drei Proteinen wurde zeitabhéngig hochreguliert (sieche Pfeile A, B, C). Gezeigt ist
ein representativer Western Blot von drei unabhingigen Experimenten mit dhnlichen Resultaten. (B) Die
densitometrische Auswertung der hochregulierten Proteine (vgl. Pfeile A, B, C in Abb. 11, A) ergab, dass sie
nach 5 min. (A), 30 min. (B) und 3 h (C) maximal Tyrosinphosphoryliert waren. Die Auswertung wird
dargestellt als prozentuale Erhohung zu unbehandelten RGC (Abb.11, A: -Ak; B: gestrichelte Linie bei eins auf
der Y-Achse) nach Normalisierung der relativen Bandenschwérzung des 4G10 Signals zum Aktin Signal. Die
Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. * p <0,05; ** p <0,01; one-sample #-test.

Tyrosinphosphorylierte Proteine wurden mit dem anti-Phosphotyrosin Ak 4G10 detektiert
(Abb.10, A). Zeitabhingig konnte die Hochregulierung der Tyrosinphosphorylierung von drei
Banden bei ca. 60 kDa (Abb.10, A; A), ca. 45 kDa (Abb.10, A; B) und ca. 36 kDa (Abb.10,
A; C) beobachtet werden. Die Bande bei ca. 60 kDa (A in Abb.10, A und B) war bereits nach
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funf Minuten anti-Agrin Ak Zugabe am stirksten phosphoryliert, die Bande bei ca. 45 kDa (B
in Abb.10, A und B) nach dreiBig Minuten und die Bande bei ca. 36 kDa (C in Abb.10, A und
B) erst nach drei Stunden. Aus den erhaltenen Resultaten ldsst sich demzufolge schliessen,
dass ein initialer Schritt der durch TM-Agrin induzierten Signalkaskade die Tyrosin-
Phosphorylierung ~ weniger Proteine zu sein scheint. Die Untersuchung der
Phosphorylierungskinetik dieser Proteine zeigt zudem, dass die Proteine unterschiedlich
schnell nach Antikorperzugabe phosphoryliert werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass weitere an Tyrosinresten phosphorylierte Proteine unter der verwendeten
Detektionsgrenze liegen, oder TM-Agrin abhingig Proteine an Serin/Threonin phosphoryliert
werden.

Als néchstes wurde untersucht, ob Tyrosinphosphorylierte Proteine mit aggregiertem
TM-Agrin koverteilt sind. Dazu wurde zunichst die Bildung von Ausldufern durch anti-Agrin
Ak Zugabe induziert. Danach wurden die RGC fixiert und mit dem anti-Agrin Ak und dem
4G10 Ak inkubiert. Die Farbung erfolgte mit den Spezies-spezifischen Farbstoff-konjugierten
Zweitantikorpern. An Tyrosinresten phosphorylierte Proteine (dargestellt in griin) finden sich
sowohl auf dem Axonschaft als auch in den TM-Agrin induzierten Ausldaufern (Abb.11).
Ebenso auf dem Axonschaft als auch in den Ausldufern kann eine starke Agrin Farbung
(Abb.11, dargestellt in rot) detektiert werden. Uberlagert man beide Firbungen fillt auf, dass
TM-Agrin und die an Tyrosinresten phosphorylierten Proteine auf dem Axonschaft, dort
besonders an den Ansatzpunkten lateraler Ausldufer, und in den Ausldufern selbst (weile
Pfeile in Abb.11), koverteilt sind. Anhand von Kofdrbungen konnte somit eine Koverteilung
von aggregiertem TM-Agrin und an Tyrosinresten phosphorylierten Proteinen auf dem

Axonschaft und den Ausldufern von Neuronen gezeigt werden
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Abb.11: Verteilung Tyrosinphosphorylierter Proteine auf RGC. RGC wurden fiir 3 Std. mit dem anti-Agrin
Ak zur Bildung von Ausldufern inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 4% PFA fixiert, unspezifische
Bindungsstellen durch einstiindige Inkubation mit PBS/10% FCS abgesittigt und danach tiber Nacht mit dem
anti-Agrin und dem 4G10 Ak inkubiert. TM-Agrin und Tyrosinphosphorylierte Proteine sind sowohl auf dem
Axonschaft als auch auf den Auslaufern (Pfeile) zumindest teilweise koverteilt. (Skalierungsbalken = 10pum)

5.4 Fyn ist notwendig fiir die TM-Agrin induzierte Bildung von

Ausliufern

5.4.1 TM-Agrin induziert die Phosphorylierung von Fyn in neuronalen Zellen

Bei der Untersuchung von Proteinen, die an Tyrosinresten phosphoryliert werden
zeigte sich, dass im Bereich von ca. 60 kDa die Phosphorylierung eines bestimmten Proteins
TM-Agrin abhéngig hochreguliert wurde (Abb. 10). Ein potentieller Kandidat fiir diese Bande
ist Fyn. Fyn ist ein 59 kDa groBes Mitglied der Src-Kinase Familie (Brown und Cooper,
1996) das ubiquitdr exprimiert wird (Thomas und Brugge, 1997) und wie alle Src-Familie
Kinasen durch Phosphorylierung eines Tyrosinrestes in der C-terminalen SHI1-Domine
aktiviert wird (Resh, 1998). Ferner konnte in vorherigen Untersuchungen bereits gezeigt
werden, dass Fyn zusammen mit TM-Agrin in nicht-neuronalen und neuronalen Zellen in
lipid raft Fraktionen angereichert ist (Abb. 5 und 6).

Um herauszufinden ob die Bande bei ca. 60 kDa phosphoryliertes Fyn darstellt,
wurden RGC mit anti-Agrin Ak {iber verschiedene Zeitrdume inkubiert (Abb.12, A), lysiert
und mittels Western Blot analysiert. Phosphoryliertes Fyn wurde mit dem phospho-Src-
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Kinase Familie spezifischen Ak pY*'® detektiert. Um sicher zu stellen, dass lediglich die
Phosphorylierung von Fyn und nicht die Expression von Fyn hochreguliert wurde, wurden
Western Blots zudem mit einem Fyn spezifischen Ak FYN3 (hier in Abb.12, Fyn), der
sowohl an unphosphoryliertes als auch phosphoryliertes Fyn bindet (Kovacic et al., 1998; Li
et al., 2005), untersucht. Der anti-Agrin Ak, welcher zur Aktivierung von TM-Agrin und
somit zur Induktion der Ausldufer Bildung verwendet wird, wurde aus dem Serum
immunisierter Kaninchen iiber Protein A Sdulen Affninétsgereinigt. Aus diesem Grund ist der
anti-Agrin Ak geringfiigig mit anderen IgGs aus Kaninchen verunreinigt. Um sicherzustellen,
dass der anti-Agrin Ak und nicht die tibrigen IgGs aus dem Kaninchen die Phosphorylierung
von Fyn iiber andere Mechanismen verursachen, wurden parallel kultivierte RGC mit IgGs
isoliert aus Prdimmunserum fiir finf Minuten inkubiert, lysiert und ebenfalls mittels Western

Blot mit den oben erwédhnten Ak analysiert (Abb.12, A; Prd).

(A) (B)
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Abb.12: Analyse der Phosphorylierung von Fyn in RGC und Gesamthirn. (A), RGC Zelllysate
unbehandelter (-Ak), mit anti-Agrin Ak behandelter (57, 30", 3 Std.), mit Praimmun-IgG fiir 5 min. behandelter
(Prd) und mit PP1 behandelter Zellen (1 Std. Vorinkubation danach 5 min. zusammen mit anti-Agrin Ak)
wurden mittels Western Blot mit dem pY*'"® Ak und dem Fyn Ak analysiert. Die Fyn Phosphorylierung wurde
bereits nach 5 min. hochreguliert. Praimmun-IgGs waren nicht in der Lage die Phosphorylierung von Fyn zu
erhéhen. Die Inkubation mit PP1 fiihrte zur Reduktion der Fyn Phosphorylierung. Im Lysat aus Huhn
Gesamtgehirn (E7) ist Fyn ebenfalls phosporyliert. Gezeigt ist ein representativer Western Blot von drei
unabhingigen Experimenten mit dhnlichen Resultaten. (B) Die densitometrische Auswertung der Regulierung
von Fyn ergab, das Fyn schon nach 5 min. am stédrksten phosphoryliert war. Die Behandlung mit PP1 fiihrte zu
einer Reduktion der Phosphorylierung von Fyn bis unter den Level unbehandelter RGC. Die Auswertung wird
dargestellt als prozentuale Erhohung zu unbehandelten RGC (Abb.12, A: -Ak; B: gestrichelte Linie bei eins auf
der Y-Achse) nach Normalisierung der relativen Bandenschwirzung des pY*'® Signals zum Fyn Signal. Die
Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. * p < 0,05; one-sample #-test.

In Abbildung 12A ist zu erkennen, dass bereits nach fiinfminiitiger anti-Agrin Ak Inkubation
die Phosphorylierung von Fyn im Vergleich zu unbehandelten (—Ak) und mit Praiimmun-IgG
behandelten RGC (Prd) um etwa das vierfache zugenommen hat. Eine erhohte Fyn
Phosphorylierung konnte auch noch nach dreifigminiitiger sowie auch dreistiindiger anti-
Agrin Ak Zugabe beobachtet werden. Ausserdem findet sich eine stark phosphorylierte Fyn
Bande im Lysat aus E7 Huhn Gesamtgehirn (HG). Nicht sicher ist allerdings, ob die in vivo
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detektierte Phosphorylierung durch TM-Agrin induziert wurde, noch ob das phosphorylierte
Fyn aus neuronalen oder nicht-neuronalen Zellen stammt. Die densitometrische Auswertung
mehrerer Western Blots (Abb.12, B) ergab, dass Fyn bereits nach fiinfminiitiger Inkubation
mit dem anti-Agrin Ak im Vergleich zu unbehandelten RGC (Abb.12, B; gestrichelte Linie
bei eins auf der Y-Achse) signifikant hochreguliert wurde. Im Gegensatz dazu fiihrt die
Inkubation mit dem Src-Kinase Familie spezifischen Inhibitor PP1 (Hanke et al., 1996) zu
einer signifikanten Reduktion der Phosphorylierung bis unter den Level unbehandelter RGC.
Vergleicht man die Kinetiken der Phosphorylierung in Abbildung 10 B Bande A mit der
Kinetik der Fyn Phosphorylierung stellt man fest, dass diese annéhernd gleich sind. Die
Ergebnisse lassen somit die Vermutung zu, dass die 60 kDa Bande A in Abbildung 10 Fyn ist,
und dass Fyn TM-Agrin abhidngig in RGC phosphoryliert wird.

5.4.2 Fyn wird TM-Agrin abhiingig in nicht-neuronalen Zellen phosphoryliert

In den vorherigen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass TM-Agrin die
Phosphorylierung von Fyn in neuronalen Zellen induzieren kann. Ferner induziert TM-Agrin
die Bildung von Auslédufern in neuronalen Zellen aber auch in nicht-neuronalen Zellen. Falls
ein Zusammenhang zwischen der Fyn Phosphorylierung und der Auslduferbildung bestehen
sollte, dann miisste demzufolge TM-Agrin auch in nicht-neuronalen Zellen die
Phosphorylierung von Fyn induzieren kénnen.

Um zu {berprifen ob Fyn TM-Agrin abhédngig in nicht-neuronalen Zellen
phosphoryliert wird, wurde TM-Agrin transient in HEK 293 Zellen transfiziert. Als Kontrolle
wurden untransfizierte HEK 293, sowie mit dem Leervektor pEGFP-N1 transfizierte HEK
293 Zellen verwendet. Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Phosporylierung
von Fyn mit dem pY*"® Ak auf Western Blots untersucht. Um auszuschliessen, dass TM-
Agrin die Expression von Gesamt-Fyn (phosphoryliertes und unphosphoryliertes Protein)
beeinflusst, wurden die Western Blots mit FYN3 (hier in Abb.13, A: Fyn) inkubiert. Die
Transfektion von TM-Agrin in HEK 293, fiihrte im Vergleich zu untransfizierten und mit dem
Leervektor transfizierten Zellen, zur Hochregulation der Fyn Phosphorylierung um etwa das
Dreifache (Abb.13, B). Die Menge an Gesamt Fyn blieb jedoch in den verschiedenen
Versuchsansédtzen nahezu unverdndert. Infolgedessen scheint TM-Agrin nicht nur in
neuronalen Zellen, sondern auch in nicht-neuronalen Zellen iiber die Phosphorylierung von
Fyn die Bildung von Ausldufern zu induzieren. Obwohl das TM-Agrin Deletionskonstrukt
TM-AgrinFD6 nicht in der Lage ist Ausldufer zu induzieren, hatten frithere Untersuchungen
gezeigt, dass TM-AgrinFD6 dennoch in lipid rafts, die wiederum notwendig sind fiir die
Bildung von Ausldufern, angereichert ist (siche Abb.5).
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Abb.13: Phosphorylierung von Fyn in TM-Agrin iiberexprimierenden nicht-neuronalen Zellen. (A) HEK
293 Zellen wurden entweder nicht transfiziert (untr.) oder mit Volllaingen TM-Agrin oder pEGFP-N1 Leervektor
oder TM-AgrinFD6 cDNA transient transfiziert. Nach 24 Std. wurden Proteinlysate der transfizierten und
untransfizierten Zellen hergestellt und durch Western Blots mit dem pY418 und dem FYN3 (hier Fyn) Ak
analysiert. Die Uberexpression von Volllingen TM-Agrin resultierte in der erhohten Phosphorylierung von Fyn.
(B) Die densitometrische Auswertung ergab, dass die Phosphorylierung von Fyn nach Uberexpression von TM-
Agrin um etwa das dreifache hoch reguliert wird. Sowohl die Uberexpression des Leervektors pEGFP-N1, als
auch des inaktiven TM-AgrinFD6 hatten einen Einfluss auf die Phosphorylierung von Fyn. Die Auswertung
wird dargestellt als prozentuale Erhohung zu untransfizierten HEK 293 (Abb.13, A: untr.; B: gestrichelte Linie
bei eins auf der Y-Achse) nach Normalisierung der relativen Bandenschwirzung des pY*'"® Signals zum Fyn
Signal. Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. * p < (,05; one-sample #-test.

Um zu analysieren ob TM-AgrinFD6 zudem noch in der Lage ist die
Phosphorylierung von Fyn zu beeinflussen, wurde TM-AgrinFD6 in HEK 293 Zellen
tiberexprimiert und die Phosphorylierung von Fyn mittels eines phosphospezifischen Ak
analog zu den TM-Agrin Uberexprimierenden Zellen untersucht. TM-AgrinFD6 ist im
Gegensatz zu Volllaingen TM-Agrin allerdings nicht mehr dazu befdhigt die Phosphorylierung
von Fyn zu beeinflussen (Abb.13). Die in diesem Abschnitt erhaltenen Resultate zeigen
folglich, dass TM-Agrin nicht nur in neuronalen sondern auch in nicht-neuronalen Zellen die
Phosphorylierung von Fyn induzieren kann. Ferner ist TM-AgrinFD6 nicht in der Lage die
Fyn Phosphorylierung zu beeinflussen. Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass zum Einen
die in TM-AgrinFD6 fehlenden Doménen fiir die Phosphorylierung von Fyn wichtig sind und
zum Anderen, dass die Phosphorylierung von Fyn notwendig fiir die Bildung von Ausldufern

ist.
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5.4.3 Immunozytochemische Analyse der Phosphorylierung von Fyn in TM-

Agrin iiberexprimierenden nicht-neuronalen Zellen

Um die Ergebnisse der vorherigen biochemischen Untersuchung von Fyn in nicht-
neuronalen Zellen weiter zu untermauern, wurden TM-Agrin iiberexprimierende HEK 293
Zellen mit dem phosphospezifischen pY*'® Ak und einem anti-Fyn Ak immunozytochemisch
analysiert (Abb.14, C). Um auszuschliessen, dass Fyn nicht ohnehin in HEK 293 Zellen stark
phosphoryliert ist, oder dass der Transfektionsprozess die Phosphorylierung von Fyn
beeinflusst, wurden unbehandelte HEK 293 Zellen (Abb.14, A) und pEGFP-N1 (Leervektor)
tiberexprimierende HEK 293 Zellen (Abb.14, B) analog zu den TM-Agrin
iiberexprimierenden Zellen untersucht. Ferner wurden TM-AgrinFD6 {iberexprimierende
HEK 293 Zellen immunozytochemisch untersucht (Abb.14, D), da in den vorangehenden
biochemischen Untersuchungen (siche Abschnitt 5.4.2) gezeigt werden konnte, dass TM-
AgrinFD6 im Gegensatz zu Volllingen TM-Agrin nicht mehr in der Lage ist die
Phosphorylierung von Fyn zu induzieren. Damit unbehandelte HEK 293 Zellen (Abb.14, A)
und mit cDNA transfizierten HEK 293 Zellen (Abb. 14, B, C und D) detektiert werden
konnten, wurden unbehandelte HEK 293 Zellen mit fluoreszenzgekoppeltem Phalloidin
markiert und transfizierte Zellen mit anti-GFP Ak markiert. Weiterhin wurden alle Zellen mit
dem pY*'® Ak (Suter und Forscher, 2001), dem FYN3 Ak (hier Fyn) und DAPI analysiert.
Die Ergebnisse der immunozytochemischen Untersuchungen bestédtigen die biochemischen
Resultate. Ausschliesslich TM-Agrin war in der Lage die Phosphorylierung von Fyn zu
beeinflussen, was an der ausgeprigteren pY*'® Firbung (C, pY*'"™), im Vergleich zu
untransfizierten Zellen (A, pY*'®) bzw. Leervektor (B, pY*'®) oder TM-AgrinFD6 (D, pY*'®)
tiberexprimierenden Zellen, zu erkennen ist. Die Farbung von Gesamt-Fyn (phosphoryliert
und unphosphoryliertes Protein) hingegen war in allen untersuchten Zellen in etwa gleich
(Abb.14, A, B, C und D; Fyn). Das Resultat der immunozytochemischen Untersuchung,
sowie die Ergebnisse, die bei den vorherigen biochemischen (sieche Abschnitt 5.4.2)
Untersuchungen erhalten wurden, zeigen, dass TM-Agrin die Phosphorylierung von Fyn und
nicht etwa die Expression von Gesamt-Fyn (unphosphoryliertes und phosphoryliertes Fyn) in
auch in nicht-neuronalen Zellen beeinflusst. Phosphoryliertes Fyn konnte sowohl auf dem
Zellkorper als auch in den Ausldufern TM-Agrin iiberexprimierender Zellen in punktierter
Form nachgewiesen werden (Abb.14, C; vergroBerter Ausschnitt). Dies ldsst die Hypothese
zu, dass gerade in den Bereichen punktierter phospho-Fyn Farbung TM-Agrin durch
Uberexpression aggregiert ist und darauf folgend die Phosphorylierung von Fyn induziert hat.
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Abb.14: Immunozytochemische Untersuchung der Phosphorylierung von Fyn. HEK 293 Zellen wurden
entweder nicht transfiziert (A) oder transient mit cDNA, die fir TM-Agrin (C) oder TM-AgrinFD6 (D) oder den
Leervektor pEGFP-N1(B) kodiert, transfiziert. Transfizierte Zellen wurden mit anti-GFP (B, C, D) und
untransfizierte Zellen mit fluoreszenzgekoppeltem Phalloiden geférbt (A). Zudem wurden die Zellen mit dem
pY*"® Ak oder dem anti-Fyn Ak und DAPI gefirbt. Die mit TM-Agrin cDNA transfizierten Zellen zeigen, im
Gegensatz zu untransfizierten, mit Leervektor oder mit TM-AgrinFD6 cDNA transfizierten Zellen, eine stéirkere
pY*® Firbung, wohingegen die Intensitit der Farbung mit dem Fyn Ak anniihernd gleich stark zu sein scheint.
(Skalierungsbalken = 10pum)
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Die TM-Agrin abhéngige Bildung von Ausldufern und die Phosphorylierung von Fyn
konnte in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen anhand von biochemischen und
immunozytochemischen Untersuchungen nachgewiesen werden. Daher liegt die Vermutung
nah, dass die TM-Agrin induzierte Auslduferbildung von der vorherigen Fyn
Phosphorylierung abhéngig sind. Ein weiteres Indiz fiir diese Hypothese ist, dass sowohl TM-
Agrin als auch Fyn in lipid rafts lokalisiert sind.

5.4.4 Die TM-Agrin abhiingige Phosphorylierung von Fyn ist notwendig fiir die
Ausliéuferbildung

Falls Fyn also notwendig fiir die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern ist, und nicht
in einem anderen Kontext TM-Agrin abhédngig phosphoryliert wird, sollte die Inhibierung der
Fyn-Kinase Aktivitdt eine reduzierte Auslduferbildung zur Folge haben. Um dies zu
tiberpriifen wurden auswachsende RGC mit dem selektiven Src-Kinase Familie Inhibitor PP1
(Bouillon et al., 2003; Hanke et al., 1996) in unterschiedlichen Konzentrationen fiir eine
Stunde vorinkubiert und anschlieBend mit dem anti-Agrin Ak zusammen fiir weitere drei
Stunden behandelt. In Voruntersuchungen an RGC, die nicht mit anti-Agrin Ak inkubiert
wurden, konnte sichergestellt werden, dass weder PP1 noch das zur Losung von PPI
verwendete DMSO die Morphologie der untersuchten RGC im Vergleich zu parallel
kultivierten, unbehandelten RGC beeinflusst. Bei Zellen, die jedoch mit anti-Agrin Ak
inkubiert wurden um die Bildung von Ausldufern zu induzieren, fithrte die Inkubation mit
PP1 konzentrationsabhingig zu einer starken Reduktion der von TM-Agrin abhédngigen
Ausléduferbildung (Abb.15) bis hin zum Level unbehandelter RGC. Dies weist darauf hin,
dass Fyn eine entscheidende signalweiterleitende Funktion in der durch TM-Agrin

vermittelten Bildung von Ausldufern tibernimmt.
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Abb.15 Analyse der Bildung von Ausliufern nach Behandlung mit dem Src-Kinase Familie spezifischen
Inhibitor PP1. RGC Kulturen wurden entweder unbehandelt (K), 3 Std. mit anti-Agrin Ak (+Ak) oder mit den
angegebenen Konzentrationen an PP1 (0,05uM — 10uM) fiir 1 Std. vorinkubiert und anschlieBend zusammen mit
dem anti-Agrin Ak fiir weitere 3 Std. inkubiert. Es ist Konzentrationsabhingig eine starke Reduktion der
Bildung von Auslidufern zu erkennen. Die Quantitative Auswertung der Behandlung von RGC mit PP1
unterstiitzt diese Beobachtungen. Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. *** p < (,001; n.s. p > 0,05;
unpaired #-test.

5.5 Die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausliufern ist abhéingig von

der Mitogen aktivierten Protein Kinase

In Abschnitt 5.3 (Abb.10) wurden insgesamt drei an Tyrosinresten phosphorylierte
Banden detektiert, die TM-Agrin abhédngig hoch reguliert wurden. Im vorherigen Abschnitt
konnte bereits durch biochemische, immunozytochemische und pharmakologische
Untersuchungen sowohl an neuronalen und nicht-neuronalen Zellen gezeigt werden, dass Fyn
eine dieser Banden darstellt. Die beiden anderen Banden im Tyrosinphosphat Blot waren aber
noch unbekannt. Eines der drei hoch regulierten Tyrosinphosphorylierten Banden konnte bei
ca. 45 kDa detektiert werden. Da bereits gezeigt werden konnte, dass die 44 und 42 kDa
grofle Mitogen aktivierte Protein (MAP) Kinase eine wichtige Rolle bei der Regulation des
Zellwachstums und der Differenzierung in unterschiedlichen Zelltypen spielt (Cowley et al.,
1994; Hill und Treisman, 1995; Hunter, 1995; Marshall und Leevers, 1995), und genauso wie
Fyn an Tyrosinresten phosphoryliert wird, lag nahe, eine Regulierung der MAPK durch TM-

Agrin zu untersuchen.
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5.5.1 TM-Agrin induziert die Phosphorylierung der Mitogen aktivierten Protein

Kinase

Um aufzuklédren, ob die Phosphorylierung der 44/42 MAPK TM-Agrin abhéngig
hochreguliert wird, wurden RGC tiber verschiedene Zeitrdume mit anti-Agrin Ak inkubiert,
lysiert und mittels Western Blot analysiert. Phosphorylierte 44/42 MAPK wurde mit dem
p44/42 MAPK Ak und unphosphorylierte MAPK mit dem 44/42 MAPK Ak detektiert. Die
Phosphorylierung der 44/42 MAPK wurde erst nach Inkubation der RGC mit dem anti-Agrin
Ak signifikant hochreguliert, wohingegen die Menge an Gesamt-44/42 MAPK unbeeinflusst
blieb (Abb.16, A). Im Gegensatz dazu war in RGC die mit aufgereinigten IgGs aus dem
Praimmunserum (vgl. Abschnitt 5.4) oder mit dem MAPK spezifischen Inhibitor PD98059
(hier PD) behandelt wurden, im Vergleich zu unbehandelten RGC (Abb.16, A: -Ak; B:
gestrichelte Linie bei eins auf der Y-Achse), die Phosphorylierung der 44/42 MAPK nicht
beeinflusst. Stark phosphorylierte 44/42 MAPK konnte auch im Gehirn sieben Tage alter
Hithnerembryonen detektiert werden. Moglich wére es deshalb, dass die Phosphorylierung der
44/42 MAPK ebenfalls in weiteren Neuronen des sich entwickelnden ZNS TM-Agrin
abhingig reguliert wird. Nicht sicher ist allerdings, ob die in vivo detektierte
Phosphorylierung durch TM-Agrin induziert wurde, noch ob die 44/42 MAPK in neuronalen
oder nicht-neuronalen Zellen phosphoryliert wird. Die densitometrische Auswertung mehrerer
Western Blots zeigt, dass nach dreiBigminiitiger anti-Agrin Ak Inkubation die
Phosphorylierung der p44/42 MAPK um etwa ein fiinffaches, im Vergleich zu unbehandelten
RGC (Abb.16, B: gestrichelte Linie bei eins auf der Y-Achse), zugenommen hat. Die
Behandlung mit dem 44/42 MAPK spezifischen Inhibitor PD98059 fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Phosphorylierung. Vergleicht man die Kinetiken der
Tyrosinphosphorylierung in Abb.10 B mit der Kinetik der 44/42 MAPK Phosphorylierung
(Abb.17, B) erkennt man, dass diese sehr dhnlich sind. Die Ergebnisse lassen somit die
Vermutung zu, dass Bande B bei ca. 45 kDa in Abb.10 die 44 MAPK ist, da diese
ausschlieBlich an Tyrosinresten phosphoryliert wird. Ausserdem konnte in diesem Versuch
gezeigt werden, dass nicht nur die Phosphorylierung der 44 MAPK, sondern offensichtlich
auch die Phosphorylierung der 42 MAPK, welche spezifisch an Threoninresten
phosphoryliert wird, TM-Agrin abhéngig hochreguliert wird (untere Bande in Abb.16, A und
B).
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Abb.16: Analyse der Phosphorylierung der 44/42 MAPK in RGC und Gesmathirn. RGC Zelllysate
unbehandelter (-Ak), mit anti-Agrin Ak behandelter (57, 30", 3 Std.), mit Praiimmun-IgG fiir 30 min. behandelter
(Prd) und mit PD98059 (PD) behandelter Zellen (1 Std. Vorinkubation danach 30 min. zusammen mit anti-Agrin
Ak) wurden mittels Western Blot mit dem phosphospezifischen p44/42 MAPK Ak und dem 44/42 MAPK Ak,
der sowohl aktive als auch inaktive 44/42 MAPK erkennt, analysiert. Die Phosphorylierung der 44/42 MAPK
wurde bereits nach wenigen Minuten anti-Agrin Ak Zugabe im Vergleich zu unbehandelten RGC (Abb.12, A: -
Ak; B: gestrichelte Linie bei eins auf der Y-Achse) hochreguliert. Praimmun-IgGs waren nicht in der Lage die
Phosphorylierung der 44/42 MAPK zu beeinflussen. Die Inkubation mit PD98059 fithrte zu einer Reduktion der
Phosphorylierung. Im Gehirn 7 Tage alter Hithner findet man ebenfalls phosphorylierte 44/42 MAPK. Gezeigt
ist ein representativer Western Blot von drei unabhéngigen Experimenten mit dhnlichen Resultaten. (B) Die
densitometrische Auswertung zeigt, dass die 44/42 MAPK nach 30 min. anti-Agrin Zugabe am stérksten
phosphoryliert ist. Die Behandlung mit PD98059 fiihrte zu statistisch extrem signifikanten Reduktion der 44/42
MAPK Phosphorylierung bis unter den Level unbehandelter RGC (Abb.16, A: -Ak; B: gestrichelte Linie bei eins
auf der Y-Achse) Die Auswertung wird dargestellt als Prozent Erhéhung zu unbehandelten RGC nach
Normalisierung der relativen Bandenschwirzung des p44/42 MAPK Signals zum 44/42 MAPK Signal. Die
Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. *** p <0,001; * p < 0,05 one-sample #-test.

p-44/42 MAPK Aktivitdt (% zu unbehandelt}
(ri

5.5.2 Fiir die Bildung TM-Agrin induzierter Ausliufer ist eine aktive Mitogen

aktivierte Protein Kinase erforderlich

Um zu untersuchen ob die durch TM-Agrin induzierte Phosphorylierung der 44/42
MAPK wichtig fiir die Bildung von Ausldufern ist, wurden auswachsende RGC mit dem
selektiven MAPK Kinase Inhibitor PD98059 (Alessi et al., 1995; Pang et al., 1995) in
unterschiedlichen Konzentration eine Stunde lang vorinkubiert und anschlieBend mit dem
anti-Agrin Ak zusammen drei Stunden behandelt. Die Inkubation ausschliesslich mit
PD98059 beeinflusste weder die Morphologie der RGC Wachstumskegel noch die der RGC
Axone. Bei Axonen, die jedoch mit anti-Agrin Ak inkubiert wurden um die Bildung von
Ausldufern zu induzieren, fithrte die Behandlung mit PD98059 konzentrationsabhéngig zu
einer starken Reduktion der Auslduferzahl (Abb.17). Die Auslduferzahl konnte nach
Behandlung mit PD98059 hingegen nicht vollstindig, also bis hin zum Level unbehandelter
RGC (Abb.17, K), verringert werden. Die Inkubation von RGC mit héheren Konzentrationen
an PD98059 (nicht gezeigt), resultierte dagegen in einem Kollaps der axonalen

Wachstumskegel, weshalb diese PD98059 Konzentrationen nicht mit in die Auswertung
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aufgenommen wurden. Die Ergebnisse sind dennoch konsistent mit der Hypothese, dass die

44/42MAPK wichtig fiir die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer ist.
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Abb.17: Analyse der TM-Agrin induzierten Ausléuferbildung nach Behandlung mit dem MAPK Kinase
Inhibitor PD98059. RGC Kulturen wurden entweder unbehandelt (K), 3 Std. mit anti-Agrin Ak (+Ak) oder mit
den angegebenen Konzentrationen an PD98059 (0,05uM — 10uM) fiir 1 Std. vorinkubiert und anschlieend
zusammen mit dem anti-Agrin Ak fir weitere 3 Std. inkubiert. Konzentrationsabhingig ist eine deutliche
Reduktion in der Bildung von Ausldufern zu erkennen. Die Behandlung mit PD98059 fiihrt jedoch nicht zu einer
Redukion bis hin zum Level unbehandelter RGC (K). Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit N=3. *** p <
0,001; unpaired #-test.

5.6 Fyn wird stromaufwiirts von der Mitogen aktivierten Protein Kinase

aktiviert

TM-Agrin induziert sowohl die Aktivierung der Fyn- als auch der 44/42 MAP-Kinase.
Die Aktivierung beider Kinasen ist notwendig fiir die TM-Agrin abhingige Bildung von
Zellauslaufern. Es stellt sich also die Frage, ob es sich dabei um konvergierende oder parallele
Signalwege handelt und ob eine der beiden Signalwege notwendig fiir den jeweiligen
Anderen ist. Um dies zu untersuchen, wurden RGC mit den spezifischen Inhibitoren fiir die
Src-Kinase Familie (PP1) und die MAP-Kinase (PD98059) fiir eine Stunde vorinkubiert und
danach fiir fiinf Minuten gemeinsam mit dem anti-Agrin Ak auf den RGC belassen. Im
Anschluss wurden die Zellen lysiert und mit den phosphospezifischen Ak gerichtet gegen Fyn
(Abb.18, A: pY*'®) und gegen die 44/42 MAPK (Abb.18 A: p44/42 MAPK) sowie den Ak,
welche Gesamt- Fyn (Abb.18 A: Fyn) und Gesamt-44/42 MAPK (Abb.18 A: 44/42 MAPK)
erkennen, analysiert. Wenn Fyn stromaufwirts der 44/42 MAPK aktviert wird, wiirde man bei
diesem Experiment erwarten, dass die Phosphorylierung von Fyn durch den MAPK
spezifischen Inhibitor PD98059 gehemmt wird. Sollte hingegen die 44/42 MAPK
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stromaufwirts von Fyn aktiviert werden, wiirde man erwarten, dass die Phosphorylierung der
MAPK durch den Src-Familie Kinase spezifischen Inhibitor PP1 inhibiert wird. Die Resultate
in Abbildung 18 zeigen, dass die Phosphorylierung von Fyn durch PP1 jedoch nicht durch
PD98059 inhibiert wird (Abb.18, A; pY*'®). Die Menge an Gesamt-Fyn wurde hingegen nicht
durch die beiden Inhibitoren beeinflusst. Im Gegensatz dazu wurde sowohl nach Behandlung
mit dem Src-Kinase spezifischen Inhibitor PP1 als auch mit PD98059 die TM-Agrin
induzierte Phosphorylierung der 44/42 MAPK vollstindig inhibiert. Die Menge an Gesamt-
Protein blieb hier ebenfalls unbeeinflusst. Dieses Ergebnis zeigt, dass inaktiviertes Fyn die
Phosphorylierung der 44/42 MAPK verhindert. Zudem ist das Ergebnis konsistent mit der
Hypothese, dass Fyn und die 44/42 MAPK tiber die gleiche Signalkaskade TM-Agrin
abhédngig die Bildung von Ausldufern induzieren, und dass Fyn stromaufwirts der 44/42

MAPK aktiviert wird.
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Abb.18: Untersuchung der zeitlichen Abfolge der Phosphorylierung von Fyn und der 44/42 MAPK. (A)
RGC wurden 1 Std. mit den jeweiligen Kinase-spezifischen Inhibitoren (PD98059 fiir 44/42 MAPK und PP1 fiir
Fyn) vorinkubiert und anschlieBend fiir weitere 5 min. zusammen mit dem anti-Agrin Ak inkubiert. Danach
erfolgte die Lyse der Zellen. Die Lysate wurden mittels Western Blot mit dem phosphospezifischen p44/42
MAPK Ak, dem 44/42 MAPK Ak, der sowohl die aktive als auch die inaktive Form der 44/42 MAPK erkennt,
dem phosphospezifischen pY*® und dem FYN3 Ak, der Gesamt-Fyn erkennt (Fyn), analysiert. Die
Phosphorylierung der 44/42 MAPK kann sowohl durch PPl als auch PD98059 inhibiert werden. Die
Phosphorylierung von Fyn kann nur durch PP1 aber nicht PD98059 inhibiert werden. (B) RGC wurden analog
zu den in Abb. A beschriebenen Methoden behandelt. Die Western Blots wurden anschlieend jedoch mit dem
4G10 Ak detektiert. Die Behandlung der RGC mit PP1 fiihrte zu einer verminderten Phosphorylierung fast aller
Tyrosinphosphorylierter Proteine. Die Behandlung mit PD98059 hingegen hatte nur Einfluss auf die
Phosphorylierung der Banden bei ca. 45 kDa und ca. 35 kDa (vgl. Abb. 10A). Gezeigt sind representative
Western Blots von drei unabhédngigen Experimenten mit &hnlichen Resultaten
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Um das vorherige Ergebnis zu stiitzen und somit sicherzustellen, dass es sich bei dem
Fyn- und 44/42 MAPK-Signalweg um konvergierende Signalwege handelt und zudem Fyn
stromaufwirts der 44/42 MAPK aktiviert wird, wurden RGC, wie bereits oben beschrieben,
behandelt. Allerdings wurden die Western Blots abschlieend mit dem 4G10 Ak, welcher alle
Tyrosinphosphorylierten Proteine erkennt, analysiert. Als Ladekontrolle wurde der anti-Aktin
Ak verwendet. Die Inkubation mit dem Src-Kinase spezischen Inhibitor PP1 fiihrte zur
Inhibierung der Phosphorylierung von nahezu allen Proteinen. Vor allem die in Abbildung
10A durch anti-Agrin Ak hoch regulierten Banden bei ca. 60 kDa, ca. 45 kDa und 35 kDa
konnten nicht mehr detektiert werden (Abb.18, B: Spur 1). Im Gegensatz dazu resultierte eine
Behandlung mit dem MAP-Kinase spezifischen Inhibitor PD98059 nicht in einer
verminderten Phosphorylierung der Bande bei ca. 60 kDa, sondern nur der Banden bei ca. 45
kDa und der Bande bei ca. 35 kDa (Abb.18, B: Spur 2 vgl. auch Abb.10A). In
Ubereinstimmung mit dem vorherigen Resultat, dass Fyn in einem konvergierenden
Signalweg stromaufwirts der 44/42 MAPK aktiviert wird und der Vermutung, dass es sich bei
der 60 kDa Bande um Fyn und bei der 45 kDa Bande um die 44 MAPK handelt, resultiert die
Inkubation mit PD98059 in einer reduzierten Phosphorylierung der 44 MAPK, nicht jedoch
von Fyn. Die Inkubation mit PP1 fiihrt hingegen zu einer verminderten Phosphorylierung
sowohl von Fyn als auch von der 44 MAPK. Ausserdem ergab die Untersuchung, dass die
nicht charakterisierte, jedoch durch TM-Agrin induzierte Phosphorylierung der Bande bei ca.
35 kDa stromabwirts der Phosphorylierung von Fyn und der 44 MAPK erfolgen muss, da
sowohl eine Inkubation mit PPl als auch mit PD98059 in einer verminderten

Phosphorylierung der Bande bei 35 kDa resultiert.

5.7 Zyklisches Guanosinmonophosphat, aber nicht zyklisches Adenosin-

monophosphat, und die Phosphatidylinositol-3 Kinase sind notwendig

fiir die Bildung von Ausliufern

Zyklisches Adenosin- (cAMP) und Guanosinmonophosphat (cGMP) sind
intrazelluldre, sekundire Botenstoffe. Fiir beide Molekiile konnte bereits gezeigt werden, dass
sie die Bildung von Ausldufern in anderen Systemen, abhingig von der 44/42 MAPK
und/oder Fyn, beeinflussen (Charles et al., 2003; Ivins et al., 2004; Schmid et al., 2000;
Weeks et al., 1991). Um zu untersuchen ob cAMP und cGMP ebenso fiir die durch TM-Agrin
induzierte Bildung von Ausldufern notwendig sind, wurden RGC mit zunehmenden
Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren Rp-cAMPS (Abb.19, A: cAMP Inhibitor;
(Rothermel et al., 1984) und Rp-8-CPT-cGMPS (Abb.19, C: cGMP Inhibitor; (Butt et al.,
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1994) fiir 30 Minuten vorinkubiert und danach fiir weitere drei Stunden mit anti-Agrin Ak
inkubiert. Die Inhibierung des cGMP, nicht aber des cAMP Signals, fiihrte
konzentrationsabhéngig zu einer signifikanten, jedoch nicht vollstindigen, Reduktion der
Bildung von Ausldufern (Abb. 19 A, C).

Um zu analysieren ob die Zugabe von cAMP, aber vor allem cGMP, ausreichend fiir
die de novo Bildung von Ausldufern ist, wurden RGC fiir drei Stunden mit dem
zellpermeablen cGMP Analogon dibutyryl-cGMP (db-cGMP) und dem cAMP Analogon
dibutyryl-cAMP (db-cAMP) behandelt. Ausschliesslich db-cGMP (Abb.20, D), aber nicht db-
cAMP (Abb.20, B) konnte die Bildung von Ausldufern induzieren. Somit kann festgehalten
werden, dass cGMP, jedoch nicht cAMP, eine Rolle bei der Bildung von TM-Agrin
induzierten Ausldufern spielt. Dariiber hinaus kann durch Zugabe von db-cGMP zu RGC
Kulturen, ohne vorherige Aktivierung von TM-Agrin, die Bildung von Ausldufern induziert
werden.

Um sicherzustellen, dass die Bildung von Ausldufern durch cGMP nicht unabhéngig
von TM-Agrin erfolgt, wurden anti-Agrin Ak zusammen mit db-cGMP fiir drei Stunden auf
RGC Kulturen inkubiert. Ein additiver Effekt, also eine vermehrte Bildung von Ausldufern
iiber den jeweiligen Maximallevel hinaus (Abb.19, E), konnte jedoch nicht beobachtet werden
(Abb.19, E). Dieses Ergebnis und die Beobachtung das Rp-8-CPT-cGMPS die Bildung von
Ausldufern inhibieren kann, lassen den Schluss zu, dass cGMP notwendig fiir die durch TM-
Agrin induzierte Signalkaskade und Auslduferbildung ist.

Es wurde bereits beschrieben, dass auch die PI-3 Kinase zusammen mit weiteren
signaltransduzierenden Molekiilen die Bildung von Ausldufern und somit die Differenzierung
von Zellen veranlasst (Sanchez et al., 2004). Um zu tberpriifen ob die PI-3 Kinase als
signaltransduzierendes Molekiil in der TM-Agrin vermittelten Bildung von Ausldufern
mitwirkt, wurden RGC mit dem selektiven PI-3 Kinase Inhibitor Wortmanin fiir dreieinhalb
Stunden inkubiert, davon drei Stunden zusammen mit dem anti-Agrin Ak. Die Auswertung
des Versuches in Abbildung 19 F zeigt, dass die PI-3 Kinase die Bildung von Ausldufern
nicht beeintrdchtigt, da deren Inhibierung durch zunehmende Wortmanin Konzentrationen

nicht zu einer Reduktion von Auslidufern fiihrt.
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Abb.19: Behandlung von RGC mit verschiedenen Inhibitoren und sekundiren Botenstoffen. RGC wurden
entweder unbehandelt (K), 3 Std. mit anti-Agrin Ak (+Ak) oder 30 min. mit Rp-cAMPS (A) oder Rp-8-CPT-
c¢GMPS (C) oder Wortmanin (F) vorinkubiert und danach anti-Agrin Ak fiir weitere 3 Std. hinzugegeben. Die
Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer konnte durch Rp-8-CPT-cGMPS (C), aber nicht Rp-cAMPS (A), und
Wortmanin (F) signifikant verringert werden. Die dreistiindige Inkubation mit den cGMP und cAMP Analoga
(db-cGMP und db-cAMP) fiihrte im Falle von db-cGMP (D), jedoch nicht db-cAMP (B), zur Bildung von
Ausldufern. Die gleichzeitige Behandlung von RGC mit anti-Agrin Ak und db-cGMP fiir 3 Std. konnte das
Maximum allein durch anti-Agrin Ak Zugabe gebildeter Ausldufer nicht tbertreffen (E). Die Fehlerbalken
entsprechen +/- SEM mit N=3. *** p < (0,001; n.s. p > 0,05; unpaired -test.
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5.8 Die Bildung von Ausliufern ist Kalzium abhiingig

Kalzium spielt eine wichtige Rolle bei vielen zelluliren Funktionen. Um zu
untersuchen ob Kalzium einen Einfluss auf die TM-Agrin-abhingige Bildung von Ausldufern
hat, wurden RGC mit zunehmenden Konzentrationen an BAPTA-AM fiir zehn Minuten
vorinkubiert und im Anschluss fiir weitere drei Stunden mit dem anti-Agrin Ak zusammen
behandelt. BAPTA-AM kann die Zellmembran passieren und wird intrazelluldir durch
zytosolische Esterasen zu dem starken Kalzium Chelator BAPTA gespalten (Thaler und
Haimo, 1990). BAPTA inhibierte konzentrationsabhédngig die Bildung von Ausldufern
(Abb.20, A), was darauf hinweist, dass intrazelluldres Kalzium notwendig fiir die
Auslauferbildung ist.

Um ferner herauszufinden ob dieses notwendige Kalzium aus dem Extrazellularraum
oder aus intrazelluldren Organellen stammt, wurden RGC drei Stunden lang sowohl mit anti-
Agrin Ak als auch mit Kobalt Chlorid (CoCl), einem unspezifischen Kalziumkanal Blocker,
inkubiert. Die Bildung von Ausldufern konnte ebenfalls durch CoCl konzentrationsabhéngig
inhibiert werden (Abb.20, B). Dieses Ergebnis zeigt somit, dass das Einstromen von Kalzium
aus der extrazelluliren Umgebung unabdingbar fiir die durch TM-Agrin induzierte Bildung

von Auslidufern ist.
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Abb.20: Analyse der Ausliduferbildung in Bezug auf die Abhéingigkeit von Kalzium. RGC wurden entweder
unbehandelt (K) oder 3 Std. mit anti-Agrin Ak (+Ak) oder 10 min. mit BAPTA-AM vorinkubiert und
anschlieBend fiir weitere 3 Std. mit anti-Agrin Ak inkubiert (A) oder anti-Agrin Ak wurden parallel mit CoCl fiir
3 Std. inkubiert (B). Sowohl die Behandlung mit BAPTA-AM als auch mit CoCl fiihrte zu einer
konzentrationsabhingigen Reduktion der Bildung von Ausldufern. Die Fehlerbalken entsprechen +/- SEM mit
N=3. *** p <0,001; n.s. p > 0,05; unpaired -test.
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5.9 Der Coxsackie-Adenovirus Rezeptor interagiert mit TM-Agrin und

beinflusst die Bildung von Ausliufern

Die TM-Agrin-abhéngige Signalkaskade kann in vifro mittels Aggregation mehrerer
TM-Agrin Molekiile in Folge von Uberexpression oder Inkubation mit anti-Agrin
spezifischen polyklonalen Ak aktiviert werden (Annies et al., 2006). Die Aktivierung von
TM-Agrin wird somit relativ unphysiologisch erzeugt. Die daraus resultierende
Reorganisation des Aktin Zytoskeletts und anschlieBende Bildung Filopodien-éhnlicher
Ausldufer ist hingegen nicht unphysiologisch. Deshalb stellt sich die Frage, wie TM-Agrin in
vivo die Bildung Filopodien-dhnlicher Ausldufer induziert. Einige Untersuchungsergebnisse
sprechen dafiir, dass der Coxsackie-Adenovirus Rezeptor (CAR) eine wichtige Rolle bei der
Initiierung der TM-Agrin induzierten Signalkaskade spielen konnte. Erstens: Mit Hilfe einer
analytischen Ultrazentrifuge konnte bereits gezeigt werden, dass rekombinantes CAR-Fc an
gereinigtes Agrin bindet (F.G. Rathjen, unpublizierte Beobachtungen). Zweitens: CAR wird
entwicklungsabhingig im gesamten Gehirn exprimiert (Honda et al., 2000). Drittens: CAR ist
ebenso wie Agrin an der NMJ lokalisiert (S. Kroger. und F.G. Rathjen, unpublizierte
Beobachtungen) und viertens: Anti-CAR Fab Fragmente hemmen die Funktion von Agrin an
der NMJ respektive die Aggregation des AChR. (S. Kroger und F.G. Rathjen, unpublizierte
Beobachtungen). Ein weiterer Hinweis dafiir, dass CAR ebenfalls die TM-Agrin induzierte
Bildung von Ausldufern beeinflussen konnte, liefern die in dieser Arbeit gemachten
Beobachtung, dass CAR, genauso wie TM-Agrin, in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen

in lipid rafts angereichert ist (siche Abb. 5 und 6).

5.9.1 CAR bindet an TM-Agrin

Um festzustellen ob CAR die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern
beeinflusst, wurde zunichst untersucht ob CAR {iiberhaupt an TM-Agrin bindet. Hierzu
wurden Lysate aus dem Gesamthirn sieben Tage alter Hithnerembryonen hergestellt und
anschlieBend eine Immunoprézipitation (IP) mit dem polyklonalen anti-Agrin Ak
durchgefiihrt. Ein Teil der hergestellten Lysate wurde unbehandelt zusammen mit den
immunoprézipitierten Komplexen per Western Blot mit dem polyklonalen anti-Agrin Ak,
dem polyklonalen 54 IgG, der an CAR bindet, und dem monoklonalen Antikorper G4, der an
das ,,neuron glia cell adhesion molecule” (NgCAM) bindet, analysiert. NgCAM diente als
Negativkontrolle, da es nicht an Agrin bindet. Im Gesamthirn Lysat (Abb.21, Ly) wurde
sowohl Agrin, welches aufgrund seiner Glykosylierung als breite Bande bei etwa 600 kDa

bandiert, als auch CAR bei etwa 46 kDa und NgCAM, mit seinem typischen Bandenmuster,
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bei 210 kDa und 135 kDA detektiert. In der IP konnte stark angereichert Agrin, aber auch
CAR, sowie die schwere Kette des polyklonalen Ak, der fiir die IP verwendet wurde, aber
nicht NgCAM, nachgewiesen werden (Abb.21, IP). Die Bande bei 55 kDa in der IP
reprasentiert die schwere Kette des polyklonalen anti-Agrin Ak, der fiir die IP verwendet

wurde.

Agrin IP
Agrin IB

Agrin IP

\ i-

—55 kDa
CAR IB . CAR
250 kDa—
Agrin IP
130 kDa— :\égCAM

Abb.21: Koimmunoprizipitation von Agrin im Gesamthirn von E7 Hiihnern. Die Gehirne von E7
Hiihnerembryonen wurden lysiert und mit dem polyklonalen anti-Agrin Ak immunoprézipitiert. Zur Kontrolle
wurde vor der Immunoprézipitation ein Teil des Lysates abgenommen und fiir die spétere Analyse verwahrt. Die
immunpréazipitierten Komplexe und die Lysate wurden mittels Western Blot mit dem anti-Agrin Ak, dem
monoklonalen Ak G4 (NgCAM) und dem polyklonalen 54 IgG (CAR) untersucht. Agrin, CAR und NgCAM
konnten in dem Lysat aber ausschlieBlich Agrin und CAR in der IP detektiert werden. Die Bande bei 55 kDa
reprasentiert die schwere Kette des fiir die IP verwendeten polyklonalen anti-Agrin Ak. Gezeigt sind
representative Western Blots von drei unabhéngigen Experimenten mit dhnlichen Resultaten

Dieses Experiment gibt keinen Aufschluss dariiber, ob Agrin und CAR direkt oder indirekt
interagieren. Ausserdem kann nicht differenziert werden, ob ein TM-Agrin/CAR-Komplex in
neuronalen und/oder nicht-neuronalen Zellen des ZNS gebildet wurde. Die Bildung des TM-
Agrin/CAR-Komplexes wurde am siebten Embryonaltag der Huhnentwicklung untersucht.
Dieser Zeitpunkt entspricht der maximalen Wachstumsphase von Axonen im sich
entwickelnden ZNS. Dies gilt auch z.B. fiir die RGC Axone, welche in den vorangehenden
Untersuchungen verwendet wurden um die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern im

ZNS zu untersuchen.
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5.9.2 Der Coxsackie-Adenovirus Rezeptor kolokalisiert mit TM-Agrin

Um zu untersuchen ob CAR speziell auf ZNS Axonen bzw. TM-Agrin induzierten
Ausldufern lokalisiert ist, wurden RGC in Kultur entweder ohne Behandlung mit dem anti-
Agrin Ak (Abb.22, B, D und F) und nach dreistiindiger Inkubation mit dem anti-Agrin Ak
(Abb.22, A, C und D) fixiert und anschlieBend mit dem anti-Agrin Ak (Abb.22, A und B; rot)
und einem gegen CAR gerichteten Ak (Abb.22, C und D, griin) gefarbt. Abbildung E und F
sind Uberlagerungen der Firbungen aus Bild A und C bzw. B und D. CAR konnte auf dem
Axonschaft (Abb.22, C und D) und in den TM-Agrin induzierten Ausldufern (Abb. C)
detektiert werden. Zudem kolokalisiert CAR mit TM-Agrin sowohl auf dem Axonschaft
(Abb.22, E; Stern) als auch in den TM-Agrin induzierten Ausldufern (Abb.22, E; Pfeil). Diese

Ergebnisse zeigen, dass CAR nicht nur an TM-Agrin im Huhn Gehirn bindet, sondern auch

auf den TM-Agrin induzierten axonalen Auslédufern von RGC mit TM-Agrin kolokalisiert.

Abb.22: Verteilung von CAR auf ausliuferbildenden RGC Axonen. Die kultivierten Axone wurden
entweder nicht mit anti-Agrin Ak (B, D, F) oder 3 Std. mit anti-Agrin Ak inkubiert (A, C, E) und fixiert. Die
Axone wurden mit anti-Agrin Ak (A, B) oder mit anti-CAR Ak (C, D) gefirbt. E und F sind Uberlagerungen von
A und C bzw. B und D. CAR kolokalisiert mit TM-Agrin auf dem Axonschaft (E, Stern) und in den Ausléufern
(Pfeile).

5.9.3 Coxsackie-Adenovirus Rezeptor iiberexprimierende Zellen bilden

Auslédufer

Um herauszufinden ob CAR, analog zu TM-Agrin, durch Uberexpression die Bildung
von Ausldufern induzieren kann, wurden zum einen Zellen aus dem Tektum von E7 Hiihner-
embryonen und zum anderen HEK 293 und CHO Zellen mit einer cDNA, die fiir CAR
codiert, nukleofektiert bzw. transfiziert. Parallel kultivierte tektale Zellen wurden als
Kontrolle zudem mit dem pEGFP-N1 Leervektor (Abb.23, A und A’") und TM-Agrin
(Abb.23, D und D) transfiziert und untransfiziert (Abb.23, B) analysiert. Die tektalen Zellen
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(Abb.23, A-D") wurden nach drei Tagen und die HEK 293 (Abb.23, E — E") und CHO Zellen
(Abb.23, F) nach 24 Stunden fixiert und mit einem anti-FlagTag Ak, welcher das an CAR
gekoppelte Flag-Epitop erkennt (C, E und F), detektiert. Die tektalen Zellen wurden
zusitzlich mit dem neuronalen Marker MAP-2 gefarbt (Abb23, A"; B; C” und D’), damit
ausschliesslich tektale Neurone und nicht etwa nicht-neuronale Zellen, wie z.B. Astrozyten,
analysiert werden. TM-Agrin transfizierte und pEGFP-NI transfizierte, tektale Neurone
wurden mit dem anti-GFP Ak detektiert. Die mit CAR ¢cDNA transfizierten HEK 293 wurden
zusitzlich mit Phalloidin (Abb.23, E") gefédrbt. In Abbildung 23 D und D" kann man deutlich
erkennen, dass TM-Agrin iiberexprimierende tektale Neurone, ebenso wie TM-Agrin
iiberexprimierende nicht-neuronale Zellen (vgl. Abb. 4), eine Vielzahl von Ausldufern
ausbilden. Untransfizierte (Abb.23, B) und mit Leervektor transfizierte Zellen (Abb. 23, A
und A”") bilden kaum Ausldufer aus. CAR iiberexprimierende tektale Neurone (Abb. 23, C
und C"), nicht-neuronale HEK 293 (Abb.23, E und E") und CHO Zellen (Abb.23, F) bildeten,
ebenso wie mit TM-Agrin transfizierte Zellen (sieche Abb.3), zahlreiche Ausldufer aus. Ein
stark in den TM-Agrin induzierten Ausldufern exprimiertes Protein ist das Zytoskelettprotein
Aktin (siche Abb.3, C"). In dieser Untersuchung konnte unter Verwendung des selektiv an F-
Aktin bindenden, fluoreszenkonjugierten Phalloidins gezeigt werden, dass Aktin auch in CAR
induzierten Ausldaufern lokalisiert ist (Abb. 23, E’). Die Resultate dieses Abschnittes zeigen,
dass die Uberexpression von CAR die Bildung zahlreicher Aktin-haltiger Ausldufer in
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen induzieren kann. Ausserdem sind die Ausldufer in
Bezug auf ihre Morphologie und zytoskeletale Proteinzusammensetzung den durch TM-Agrin

induzierten Ausldufern dhnlich.
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Abb.23: Heterologe Expression von CAR und TM-Agrin. Tectale Neurone (A-D"), HEK 293 (E, E’) und
CHO Zellen (F) wurden entweder nicht transfiziert (B) oder transient mit cDNA, die fiir den Leervektor pEGFP
(A, A") oder TM-Agrin (D, D’) oder CAR (C, C’, E, E’, F) kodiert, transfiziert. Die Zellen wurden mit anti-
FlagTag Ak (C, E, F), anti-GFP Ak (A, D), anti-MAP-2 Ak (A", B, C’, D") und Phalloidin (E") geférbt. Die mit
TM-Agrin und CAR cDNA transfizierten Zellen bilden im Gegensatz zu untransfizierten oder mit dem
Leervektor transfizierten Zellen zahlreiche Ausldufer auf der Zelloberfliche bzw. entlang der Axone aus. Die
Aktin Filamente erstrecken sich bis hin zu den Ausléuferspitzen (Pfeile in E, E"). (Skalierungsbalken = 10pum)

Um die Ausldufer induzierende Aktivdt von CAR und TM-Agrin in neuronalen Zellen
zu quantifizieren wurden parallel kultivierte tektale Neurone mit den jeweiligen cDNAs
transfiziert und die Anzahl von Ausldufern pro 10 pum Neuritenlinge bestimmt. Als
Kontrollen, um auszuschliessen, dass tektale Neurone ohnehin viele Ausldufer ausbilden,
dienten tektale Neurone, die mit dem Leervektor pEGFP-N1 transfiziert wurden bzw.
unbehandelte Neurone. Die Transfektion von CAR und TM-Agrin resultierte in der Bildung
von etwa 4 Ausldufern pro 10 pm Neuritenldnge. Im Gegensatz dazu bildeten untransfizierte
und mit dem Leervektor transfizierte Zellen im Mittel nur ca. 1 Auslaufer pro 10 pm
Neuritenldnge aus. Hierbei handelt es sich um spontan auf tektalen Neuronen gebildete
Auslaufer. Der Unterschied zwischen CAR- und TM-Agrin iiberexprimierenden tektalen

Neuronen in Bezug auf die Auslduferbildung pro 10 pm Neuritenldnge war allerdings nicht
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signifikant. Der Unterschied zwischen CAR {iiberexprimierenden und den Leervektor pEGFP-

N1 iiberexprimierenden tektalen Neuronen hingegen war statistisch extrem signifikant.

%%k

n.s

Ausliufer pro 10pm

Abb.24: Quantifizierung der transienten Transfektion von tektalen Neuronen. Die Zellen wurden entweder
nicht transfiziert (unbehandelt) oder mit CAR cDNA oder TM-Agrin cDNA oder der pEGFP-N1 Leervektor
cDNA transfiziert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fixiert und danach fluoreszenzmarkiert. Zur genaueren
Bestimmung der Anzahl transfizierter Zellen wurden die Zellen zusétzlich mit DAPI markiert. Es wurde die
Anzahl von Ausldufern pro 10 pm Neuritenldnge ermittelt. Die Fehlerbalken entrsprechen +/- SEM mit N = 3.
**% p <0,001; n.s. p > 0,05; unpaired z-test.

5.9.4 Die Maskierung von CAR verhindert die Bildung TM-Agrin induzierter

Auslaufer

In dieser Arbeit konnten bereits einige Daten akkumuliert werden, die auf eine Rolle
von CAR bei der TM-Agrin induzierten Bildung von Ausldufern hindeuten: CAR ist ebenso
wie TM-Agrin in neuronalen wie nicht-neuronalen Zellen in lipid rafts angereichert. CAR
bindet im ZNS an TM-Agrin. CAR kolokalisiert mit TM-Agrin auf TM-Agrin induzierten
RGC Ausldufern. CAR induziert Ausldufer auf neuronalen und nicht-neuronalen Zellen, die
zudem in Bezug auf ihre Morphologie, ihre Zusammensetzung und ihre Anzahl TM-Agrin
induzierten Ausldufern dhnlich sind. Aufgrund dieser Resultate wurde die Hypothese
aufgestellt, dass CAR eine Rolle bei der TM-Agrin-abhédngigen Bildung von Ausldufern
spielen konnte. Um dies zu untersuchen, wurden Bindungsstellen zwischen CAR und TM-
Agrin, und somit eine mdogliche Interaktion von beiden Molekiilen auf RGC, mit Hilfe von
Fab-Fragmenten von zwei unterschiedlichen polyklonalen anti-CAR Ak blockiert. Um die
Spezifitit der Hemmung zu gewdéhrleisten wurden zwei verschiedene Fab-Fragmenten, die
aus unterschiedlichen Immunisierungen stammen und deshalb ein unterschiedliches
Epitopenmuster besitzen, fiir die Untersuchung verwendet. Bevor jedoch der Einfluss der

Fab-Fragmente auf die Anzahl TM-Agrin induzierter Ausldufer untersucht werden konnte,
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musste vorab gewdhrleistet werden, dass die verwendeten Fab-Fragmente nicht ohnehin einen
Einfluss auf das Wachstum und die Morphologie von RGC ausiiben. Die Inkubation von
unbehandelten RGC mit Fab-Fragmenten fiir 16 Stunden (100 pg/ml) hatte allerdings weder
einen Einfluss auf das Wachstum, noch auf die Morphologie oder die Adhédsion der
analysierten RGC. Im ersten Versuch wurden RGC zunéchst fiir 16 Stunden mit Fab-
Fragmenten vorinkubiert, um mogliche Bindungsstellen fiir TM-Agrin innerhalb des CAR
Proteins zu blockieren, und anschlieBend wurde die TM-Agrin abhédngige Bildung von
Ausldufern durch Zugabe von anti-Agrin Ak induziert. Die Vorbehandlung mit Fab 25 und
Fab 54 fiihrte konzentrationsabhéingig zu einer signifikant verminderten Bildung TM-Agrin
induzierter Ausldufer (Abb.25, A). Um ausszuschliessen, dass eine Inkubation von RGC mit
Fab-Fragmenten ohnehin die Bildung von Ausldufern beeinflussen kann, wurden parallel
kultivierte RGC mit Fab-Fragmenten, gerichtet gegen zwei Oberflachenmolekiille (NgCAM
und F11), die nicht mit TM-Agrin interagieren (siche Abb. 21), inkubiert. Die Inkubation mit
anti-F11 und anti-NgCAM Fab-Fragmenten resultierte nicht in einer reduzierten Bildung von

Auslédufern im Vergleich zu ausschliesslich mit anti-Agrin behandelten Zellen (Abb.25, A).
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Abb.25: Maskierung von CAR durch Inkubation mit anti-CAR Fab-Fragmenten. (A) Auswachsende RGC
wurden fiir 16 Std mit Fab-Fragmenten gerichtet gegen CAR (Fab 25, Saule 3 und 4 und Fab 54, Séule 5 und 6),
gegen NgCAM (Fab NgCAM, Séule 7) und gegen F11 (Fab F11, Saule 8) vorinkubiert und dann fiir 3 Std. mit
dem anti-Agrin Ak behandelt. Parallel kultivierte RGC wurden ausschliesslich mit anti-Agrin Ak (+Ak, Séule 2)
inkubiert oder unbehandelt (K, Sdule 1) analysiert. Die TM-Agrin induzierte Bildung von Auslaufern wurde
konzentrationsabhéngig durch Fab 25 und Fab 54, jedoch nicht durch Fab F11 oder Fab NgCAM, induziert. (B)
HEK 293 wurden transient mit cDNA, die fiir TM-Agrin (Siule 1 und 2) oder cDNA die fiir CAR (Siule 3 und
4) kodiert, transfiziert. Ein Teil der Kulturen wurde parallel zur Transfektion mit 200 pg/ml Fab-Fragmenten von
einem polyklonalem anti-CAR Ak inkubiert (Séule 2 und 4). TM-Agrin sowie CAR {iberexprimierende Zellen
bilden zahlreiche Ausldufer (Sdule 1 und 3) (vgl. Abb. 3 und 23), jedoch Zellen, die zusitzlich mit Fab-
Fragmenten kultiviert wurden, bilden signifikant weniger Ausldufer aus (Séule 2 und 4). Die Fehlerbalken
entrsprechen +/- SEM mit N = 3. *** » < (0,001; n.s. p > 0,05; unpaired #-test.
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Um zu untersuchen ob die gegen CAR gerichteten Fab-Fragmente auch in nicht-
neuronalen Zellen die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer inhibieren konnen, wurde
TM-Agrin in HEK 293 Zellen tiberexprimiert. Bereits wiahrend des Transfektionsprozesses
wurde Fab 54, in der in Abbildung 25 B angegebenen Konzentration, dem Medium zugefiigt.
Die Analyse transfizierter HEK 293 erfolgte nach 24 Stunden. Als Kontrolle wurden parallel
kultivierte HEK 293 ausschliesslich mit TM-Agrin transfiziert. Um die Zellmorphologie und
die Anzahl transfizierter Zellen besser bestimmen zu konnen, wurden diese mit dem anti-
Agrin Ak und mit DAPI geférbt. TM-Agrin tranfizierte HEK 293, die mit Fab 54 inkubiert
wurden (Abb.25, B: TM-Agrin + 200pg/ml Fab 54), bildeten signifikant weniger primire
Ausléufer aus als Zellen die nicht mit Fab 54 behandelt wurden (Abb.25, B: TM-Agrin).

Um zu tberpriifen ob die Behandlung mit Fab 54 ebenso die Auslduferbildung CAR
tiberexprimierender Zellen hemmen kann, wurden HEK 293 mit cDNA, die fiir CAR kodiert,
transfiziert und wie bereits oben beschrieben behandelt. CAR iibexprimierende Zellen
bildeten durchschnittlich ca. 50 Ausldufer pro transfizierte Zelle (Abb.25, B: CAR),
wohingegen mit CAR transfizierte und gleichzeitig mit Fab 54 behandelte Zellen signifikant
weniger Ausldufer ausbilden (Abb.25, B: CAR + 200ug/ml Fab 54).

Die in Abschnitt 5.9 erhaltenen Resultate sind konsistent mit der Hypothese, dass
CAR eine entscheidende Rolle bei der durch TM-Agrin induzierten Bildung von Ausldufern
in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen spielt. Zum einen konnte nachgewiesen werden,
dass CAR und TM-Agrin in lipid raft Fraktionen angereichert sind. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass CAR im sich entwickelnden ZNS an TM-Agrin bindet. Ferner ist CAR mit TM-
Agrin auf TM-Agrin induzierten Ausldufern von ZNS Neuronen kolokalisiert und die
Blockierung von CAR mit anti-CAR Fab-Fragmenten resultiert in einer stark verminderten

Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer.
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6 DISKUSSION

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation war es die intrazelluldre Signalkaskade,
die durch TM-Agrin induziert wird und in der Bildung von Auslidufern auf ZNS Axonen
resultiert, zu charakterisieren und die Abfolge der intrazelluldren Ereignisse zu analysieren.
Die wesentlichen Ergebnisse der Arbeit sind:

TM-Agrin abhéngig wird nicht nur in Axonen und Dendriten, sondern auch in nicht-
neuronalen Zelltypen, die aus verschiedenen Spezies und unterschiedlichen Geweben
stammen, eine Signalkaskade induziert, die zur Bildung von Ausldufern fithrt. TM-Agrin ist
in lipid rafts angereichert. Dariiber hinaus sind intakte lipid rafts notwendig fiir die Bildung
und Aufrechterhaltung TM-Agrin induzierter Ausldufer. Die Src-Familie Kinase Fyn ist
ebenfalls in lipid rafts angereichert, wird TM-Agrin abhédngig phosphoryliert, und mit Hilfe
pharmakologischer Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Fyn ein Bestandteil
der TM-Agrin induzierten Signalkaskade ist. Weiterhin notwendig fiir die TM-Agrin
induzierte Signalkaskade sind die 44/42 MAPK, deren Phosphorylierung abhingig ist von der
vorherigen Aktivierung der Src-Familie Kinase Fyn, sowie die sekundidren Botenstoffe cGMP
und Kalzium. Ferner konnte mittels immunozytochemischer und biochemischer
Untersuchungen gezeigt werden, dass das Transmembranprotein CAR mit TM-Agrin
interagiert. Wird diese Interaktion gestort kommt es nicht zur Bildung TM-Agrin induzierter
Auslédufer. Deshalb ist CAR wichtig fiir die Initiierung der durch TM-Agrin induzierten
Auslauferbildung.

6.1 Die Bildung TM-Agrin-induzierter Ausliufer: Ein Spezies- und

Zelltyp-spezifischer Mechanismus?

TM-Agrin ist ein Typ II Transmembranprotein mit einer 34 Aminosduren kurzen
intrazelluldren Domine, die keine Homologien zu bereits bekannten Proteinen aufweist. Die
a-helikale, 23 Aminoséduren lange Transmembrandoméne ist stark konserviert, wohingegen
die intrazellulire Region zwischen verschiedenen Spezies nur zu etwa 50% identisch ist
(Neumann et al., 2001). Sollte es sich bei der TM-Agrin induzierten Bildung von Auslidufern
um einen universellen Mechanismus handeln, konnte daher zum einen die
Transmembrandoméne, oder der konservierte Anteil der intrazelluldren Region, eine wichtige
Rolle spielen. Die extrazellulire Region von TM-Agrin setzt sich aus mehreren
unterschiedlichen Doménen zusammen und reprédsentiert den Grofteil des Proteins.

Ausschliesslich die extrazellulire Region ist in TM-Agrin und der 16slichen N-terminalen
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Isoform, NtA-Agrin, identisch und ausserdem zwischen verschiedenen Spezies konserviert
(vgl. Abb.1). Die Entdeckung einer Transmembranform des Proteoglykans Agrin fiihrte zu
der Hypothese, dass TM-Agrin ein Rezeptor oder Korezeptor mit signaltransduzierenden
Eigenschaften sein konnte. Die Aggregation von TM-Agrin durch Agrin spezifische
polyklonale Ak hat eine Reorganisation des Zytoskeletts, und die Bildung von Ausldufern
sowohl in ZNS als auch in PNS Axonen und Dendriten, zur Folge und unterstiitzt somit diese
Hypothese (Annies et al., 2006). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen resultiert die
Uberexpression durch Transfektion von TM-Agrin cDNA in ZNS Neuronen in der Bildung
zahlreicher Ausldufer, wohingegen die Unterdriickung der TM-Agrin Expression durch
siRNA die Anzahl der Ausldufer drastisch reduziert. (McCroskery et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die TM-Agrin induzierte Bildung
von Ausliufern nicht auf neuronale Zellen beschrinkt ist, sondern das eine Uberexpression
von TM-Agrin in nicht-neuronalen Zellen wie z.B. COS-7 Zellen aus Affen, PC-12 Zellen aus
der Ratte, HEK 293 Zellen humanen embryonalen Nierenzellen (Abb.3, C-C'"") primédren
Myoblasten aus Huhn (Abb.3, D) und CHO Zellen aus dem chinesischen Hamster (Abb.3, E)
ebenso zur Bildung zahlreicher Ausldufer fiihrt. Der Mechanismus scheint also sehr universell
Zu sein.

Im Gegensatz zu den durch TM-Agrin induzierten Filopodien-dhnlichen Ausldufern
auf Axonen des ZNS bilden die Ausldufer auf den untersuchten nicht-neuronalen Zellen keine
Wachstumskegel an ihren Spitzen aus. Ausserdem ziehen sich die Ausldufer auf neuronalen
Zellen nach wenigen Minuten zuriick, wohingegen die Ausldufer auf nicht-neuronalen Zellen
bei ldngerer Kultivierung das gesamte Deckglas iiberwachsen. Dieser Unterschied resultiert
vermutlich daraus, dass in den TM-Agrin tberexprimierenden, nicht-neuronalen Zellen
stindig neues TM-Agrin Protein synthetisiert wird und dadurch die Ausldufer stabilisiert
werden. Im Gegensatz dazu ist die zur Verfiigung stehende Menge von endogenem TM-Agrin
in neuronalen Zellen deutlich begrenzter. Weiterhin enhalten Neurone andere
Zytoskelettelemente wie z.B. die nicht-neuronale HEK 293 Zelllinie und HEK 293 Zellen
bilden zudem in vivo keine Ausliufer aus. Ubereinstimmend jedoch enthielten sowohl die
Filopodien-dhnlichen Ausldufer auf Axonen des ZNS als auch auf den nicht-neuronalen
Zellen zumindest das Zytoskelettprotein Aktin, welches sich bis hin zu den Auslduferspitzen
zog. Da in den Versuchen verschiedene Zelltypen wie z.B. Ovarienzellen, Nierenzellen und
Myoblasten verwendet wurden, die zudem aus unterschiedlichen Spezies entstammen, ist dies
ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei der TM-Agrin-induzierten Bildung von

Ausldufern um einen ubiquitdir und evolutiondr konservierten Mechanismus handelt.

_72 -



DISKUSSION

Konsistent damit fiihrt die Uberexpression von TM-Agrin in weiteren Zelltypen wie z.B. der
Neuoblastoma Zelllinie SH-SY5Y aus dem Mensch (McCroskery et al., 2006) ebenfalls zur

Bildung von Ausldufern.

6.2 Lipid rafts dienen als Signalplattform fiir die TM-Agrin induzierte

Bildung von Ausliufern

Das Proteoglykan TM-Agrin induziert eine Signaltransduktionskaskade, die in der
Bildung aktinhaltiger Ausldufer in verschiedenen Zelltypen unterschiedlicher Spezies
resultiert (sieche Abb. 2 und 3). Viele Signaltransduktionswege haben ihren Ursprung in
Glykosphingolipid- und Cholesterolreichen Mikrodoméinen der Plasmamembran, lipid rafts
genannt (Simons und Toomre, 2000). In diesen spezialisierten Bereichen der Plasmamembran
reichern sich insbesondere signalweiterleitende Proteine an, interagieren miteinander und
aktivieren somit unterschiedliche Signalkaskaden. Lipid rafts konnten in nahezu allen
neuronalen Zelltypen wie z.B. auf Axonen und Dendriten von hippocampalen und cortikalen
Neuronen (Butchbach et al., 2004; Hering et al., 2003; Ko et al., 2005) und in Gliazellen
(Kramer-Albers et al., 2006) aber auch in den verschiedensten nich-neuronalen Zellen wie
z.B. der Niere (Thankamony und Knudson, 2006), dem Herzmuskel (Cavalli et al., 2007) und
der Leber (Barfod et al., 2007) nachgewiesen werden. Lipid rafts finden sich zudem noch in
jeder untersuchten Spezies von C. elegans (Sedensky et al., 2004) bis hin zum Mensch (Bae et
al., 2007) und miissen daher als ubiquitédr und evolutionir konserviert angesehen werden.

Folgende von mir erhaltenen Resultate unterstiitzen die Hypothese, dass lipid rafts
ebenfalls fiir die TM-Agrin induzierte Signalkaskade notwendig sind. TM-Agrin ist in lipid
rafts, isoliert aus neuronalen und nicht-neuronalen Zellen, enthalten. Lipid raft Bereiche
kolokalisieren mit endogenem, aggregiertem TM-Agrin auf ZNS Axonen und in den
induzierten lateralen Ausldufern der Axone. Die Desintegration von lipid rafts, durch das
akute entfernen von Cholesterol aus der Zellmembran oder durch Hemmung der Biosynthese
von Glykosphingolipiden hat eine drastische Reduktion TM-Agrin induzierter Ausldufer zur
Folge. Vor allem aber wird TM-Agrin durch Zugabe von polyklonalen Ak zu kultivierten
RGC in lipid raft Bereiche verschoben und kann dann nicht mehr in nicht-lipid raft Bereichen
detektiert werden.

Konsistent mit der Vermutung, dass auch die TM-Agrin induzierte Signalkaskade
konserviert sein muss, konnte TM-Agrin nach Triton-X100 Extraktion bei 4° C und
anschlieBender Dichtegradientenzentrifugation in den untersuchten RGC (Abb.5) und in HEK
293 Zellen (Abb.4) in lipid rafts detektiert werden. In lipid rafts finden sich hauptsédchlich
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Glykosylphosphatidylinositol-verankerte Proteine (Hooper, 1999; Tansey et al., 2000), die
doppelt azetylierte a-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen, Src-Familie Kinasen
(Resh, 1998) und palmitoylierte Proteine wie Hedgehog (Brown und London, 1998).

Weitere Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass nicht nur die zuvor
beschriebenen Proteine, sondern auch das HSPG Syndecan in lipid rafts angereichert ist (Fuki
et al., 2000; Tkachenko und Simons, 2002; Tkachenko et al., 2004). Syndecan interagiert in
lipid rafts mit dem Signalmolekiil Racl und aktiviert es (Tkachenko et al., 2004). Die
Anreicherung von Syndecan in lipid rafts erfolgt erst nach der vorangehenden Bindung bzw.
Aggregation durch den physiologischen Ligand Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF-2), kann
jedoch auch durch polyklonale anti-Syndecan Ak hervorgerufen werden (Tkachenko et al.,
2004). Die Anreicherung von TM-Agrin in lipid rafts erfolgt somit analog zur Anreicherung
von Syndecan in lipid rafts, und zwar erst nach vorangehender Aggregation mittels
spezifischer polyklonaler Ak, welche die Funktion des jeweiligen physiologischen Liganden
simulieren. Daher kann gefolgert werden, dass die Aggregation von TM-Agrin durch
polyklonale Ak notwendig ist um TM-Agrin in lipid rafts zu verschieben. Weitere
Untersuchungergebnisse weisen darauf hin, dass die Aggregation von TM-Agrin mit Hilfe
von polyklonalen Ak nicht nur notwendig fiir die Verschiebung von TM-Agrin in lipid rafts
ist, sondern zusétzlich noch die Interaktion mit weiteren in lipid raft befindlichen Molekiilen
fordert. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese kann das inaktive deletierte TM-AgrinFD6
Protein, welches nicht mehr dazu befihigt ist die Bildung von Ausléufern zu induzieren, nach
Uberexpresseion in HEK 293 Zellen ebenso in lipid rafts dektektiert werden.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass lipid rafts ebenfalls notwendig fiir die durch
Agrin induzierte Aggregation des AChR an der NMJ sind (Stetzkowski-Marden et al., 2006;
Zhu et al., 2006). Hierbei handelt es sich allerdings um die 16sliche NtA-Agrin Isoform die
selber nicht mit lipid rafts assoziiert, sondern die Umverteilung von MuSK in lipid rafts
induziert. Dagegen ist Agrin in Schwann Zellen (Iwase et al., 2005) und in T-Lymphozyten
(Khan et al., 2001) selbst in lipid rafts lokalisiert. Konsistent mit den in dieser Arbeit
erhaltenen Resultaten, handelt es sich zumindest bei dem in T-Lymphozyten gefundenem
Agrin um die transmembrane Isoform (reviewed in (Bezakova und Ruegg, 2003).

Die Desintegration von lipid rafts in RGC, entweder durch Verminderung der
Glykosphingolipid Konzentration mit PDMP oder durch die akute Entfernung von
Cholesterol aus der Zellmembran mittels methyl-B-Cyclodextrin inhibiert die Bildung von
Auslédufern trotzt anschlieBender Aktivierung von TM-Agrin mit anti-Agrin spezifischen Ak.

Dieses Ergebnis liefert somit ein indirektes Indiz dafiir, dass intakte lipid rafts fiir die durch
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TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern unbedingt notwendig sind. In Ubereinstimmung
mit diesem Ergebnis konnte eine Kolokalisation von TM-Agrin mit dem lipid raft Marker
GMI1 gezeigt werden. Aufgrund aller oben beschriebenen Ergebnisse ist deshalb davon
auszugehen, dass lipid rafts als Signalplatform fiir TM-Agrin dienen. Innerhalb von lipid rafts
kann TM-Agrin dann mit Molekiilen interagieren, die das Signal zur Bildung Filopodien-
dhnlicher Ausliufer durch die Zellmembran weiterleiten. Ubereinstimmend mit dieser
Hypothese konnte bereits gezeigt werden, dass fiir die Reggie-1 induzierte Bildung
Filopodien-dhnlicher Ausldufer in verschiedenen Endothelzellen aber auch anderen Zelllinien
lipid rafts unentbehrlich sind. Reggie-1 assoziiert ebenso wie TM-Agrin mit lipid rafts und
interagiert dort mit weiteren bis dato nicht identifizierten Molekiilen (Neumann-Giesen et al.,
2004; Neumann-Giesen et al., 2007).

Fiir die TM-Agrin-abhéngige Bildung von Ausldufern muss eine Reorganisation des
Aktin Zytoskeletts stattfinden. Ein initialer Schritt, der notwendig fiir die Reorganisation des
Aktin Zyotskeletts und die daraus resultierende Bildung von Ausldufern ist, ist, wie bereits
zuvor erwéhnt, die Anreicherung von TM-Agrin in lipid rafts. Ein nahezu identischer
Bildungsmechanismus von Aktin-haltigen Ausldufern, allerdings auf Wachstumskegeln
auswachsender Neuriten, wurde bereits bei der Rezeptor Tyrosin Kinase Pyk untersucht. In
lipid rafts angereichertes Pyk2 bildet einen Komplex mit dem Adaptorprotein Cbl und
veranlasst infolgedessen die Reorganisation des Aktin Zytoskeletts und somit die Bildung von
Auslédufern (Haglund et al., 2004).

Die Behandlung bereits gebildeter Ausldufer mit methyl-B-Cylodextrin geben einen
Hinweis darauf, das lipid rafts nicht nur fir die Bildung, sondern auch fiir die
Aufrechterhaltung bereits gebildeter Ausldaufer notwendig sind. Daher scheint ein standiger
Informationsfluss vermittelt durch lipid raft assoziierte Proteine fiir die Reorganisation des
Aktin Zytoskeletts und der daraus resultierenden Bildung von Ausldufern, aber auch fiir die

Aufrechterhaltung zuvor gebildeter Ausldufer, unerlésslich.

6.3 Wie induziert TM-Agrin die Phosphorylierung signalweiterleitender

Proteine?

TM-Agrin induziert nach Anreicherung und Aggregation in lipid rafts die
Phosphorylierung und damit Aktivierung von Fyn, der 44/42 MAPK und einem weiteren an
Tyrosinresten phosphoryliertem Protein, welches jedoch nicht ndher charakterisiert werden
konnte. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Blockierung der Phosphoryierung

von Fyn durch PP1 und der 44/42 MAPK durch PD98059 in einer signifikanten Reduktion
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der Bildung TM-Agrin-induzierter Ausldufer resultiert. Die reversible Phosphorylierung ist
im Allgemeinen ein wichtiger Mechanismus zur Steuerung von Signaltransduktionswegen
(Cohen, 2000). Wie aber vermittelt TM-Agrin die Phosphorylierung der oben genannten
Signalmolekiile und daraus resultierend die Bildung von Ausldufern? Fyn ist in
unterschiedlichen Spezies und Geweben in lipid rafts lokalisiert (Harder et al., 1998; Hering
et al., 2003; Shenoy-Scaria et al., 1994; Wolven et al, 1997) und konnte auch in
Auslduferbildenden RGC und HEK 293 Zellen zusammen mit TM-Agrin in lipid rafts
detektiert werden (Abb.5 und 6). Deshalb wire es moglich, dass TM-Agrin aufgrund der
rdumlichen Nihe in lipid rafts direkt mit Fyn interagiert bzw. Fyn phosphoryliert. Das Fyn
Protein besteht wie alle Src-Familie Kinasen aus sechs funktionellen Doménen (Thomas und
Brugge, 1997). Die Src-Homologie Doméne drei (SH3) fungiert unter anderem als Protein-
Protein-Bindedomaéne, die spezifisch kurze Prolin-reiche Sequenzen erkennt und daran bindet.
Die zentrale Erkennungssequenz der Prolin-reichen Sequenz ist PXXP (Rickles et al., 1995).
Die intrazelluldre Region von TM-Agrin ist nur zu ca. 50 % innerhalb verschiedener Spezies,
wie dem Mensch, der Ratte, der Maus und dem Huhn identisch und weist keine Homologien
zu bekannten Proteinen auf. Dennoch findet sich in den oben genannten Spezies innerhalb der
intrazelluldren Region das Sequenzmotif PXXP. Ferner befindet sich in der intrazelluldren
Region von TM-Agrin eine Konsensussequenz fiir eine putative Tyrosin
Phosphorylierungsstelle. Die Src-Homologie Domédne 2 (SH2) von Fyn bindet spezifisch an
phosphorylierte Tyrosinreste anderer Proteine (Roskoski, Jr., 2004). Es ist deshalb durchaus
moglich, dass TM-Agrin iiber die Tyrosin Phosphorylierungsstelle oder das Sequenzmotif
PXXP innerhalb seiner intrazelluldren Region an Fyn bindet. Gegen diese Hypothese spricht,
dass die Deletion der gesamten intrazelluldren Region von TM-Agrin keinen Einfluss auf die
Bildung von Ausldufern hat (McCroskery et al., 2006). Warscheinlicher ist es, dass TM-Agrin
als Korezeptor die Funktion von Rezeptoren in lipid rafts moduliert, die wiederum direkt mit
Fyn interagieren.

CAR konnte dieser durch TM-Agrin modulierte Rezeptor sein. In Ubereinstimmung
mit dieser Vermutung konnte sowohl biochemisch als auch immunozytochemisch und
funktionell nachgewiesen werden, das CAR in Auslduferbildenden RGC und HEK 293 in
lipid rafts angereichert ist. Konsistent mit diesen Ergebnissen wurde CAR bereits in COS-7
Zellen nach transienter Transfektion in lipid raft Fraktionen detektiert (Ashbourne Excoffon
et al., 2003). Dariiber hinaus enthdlt die intrazellulire Region von CAR eine
Tyrosinphosphorylierungsstelle (Cohen et al., 2001) sowie ein PXXP Sequenzmotif an die
Fyn direkt binden konnte.
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Das Fyn in der durch TM-Agrin induzierten Bildung von Ausldaufern auf
auswachsenden Axonen des ZNS eine wichtige Rolle spielt, wird insbesondere durch
folgende in dieser Arbeit erhaltenen Resultate gestiitzt: Erstens, Fyn wird nach vorangehender
Aggregation von TM-Agrin in lipid rafts TM-Agrin abhéngig phosphoryliert, und zweitens,
die Blockierung der Aktivit von Fyn fithrt zu einer verminderten Bildung TM-Agrin
induzierter Ausldufer. Konsistent mit diesen Ergebnissen wird Fyn wihrend der Entwicklung
des ZNS von Gliazellen aber auch von auswachsenden Neuronen exprimiert (Bixby und
Jhabvala, 1993). Ferner konnte bereits in anderen Systemen nachgewiesen werden, dass Fyn
fiir Bildung von Ausldufern wichtig ist. Die Analyse von Kortex Kulturen Fyn defizienter
Maiuse ergab, dass die Dendriten kortikaler Neurone deutlich weniger Auslaufer im Vergleich
zu parallel kultivierten kortikalen Neuronen aus Wildtyp Mausen ausbilden (Morita et al.,
2006). Fyn spielt allerdings nicht nur in Neuronen, sondern auch in Kulturen primérer
Oligodendrozyten eine wichtige Rolle bei der Bildung von Ausldufern (Klein et al., 2002).
Wird in primédren Oligodendrozyten die Interaktion zwischen in lipid rafts lokalisiertem Fyn
und dem Zytoskelett Protein Tau durch Kompetition mit einer Tau Deletionsmutante gestort,
kommt es zu einer deutlichen Redution der Anzahl und Linge von
Oligodendrozytenausldufern (Klein et al., 2002). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den
in dieser Arbeit erhaltenen Resultaten die zeigen, dass Fyn auch in der TM-Agrin induzierten
Bildung von Ausldufern eine entscheidende signalweiterleitende Rolle spielt.

Wie TM-Agrin die Phosphorylierung von Fyn und die daraus resultierende Bildung
von Ausldufern induzieren konnte, wurde bereits in den vorherigen Abschnitten erldutert. Bei
den Untersuchungen anti-Agrin Ak behandelter RGC konnte jedoch ausserdem festgestellt
werden, dass weiterhin die 44/42 MAP Kinase TM-Agrin abhingig phosphoryliert und
aktiviert wird und zudem notwendig fiir die Bildung von Ausldufern ist. Wie aber induziert
TM-Agrin die Phosphorylierung der 44/42 MAPK und wie kommt es darauf folgend zur
Bildung von Ausldufern? Konsistent mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen konnte
bereits nachgewiesen werden, dass Agrin sowohl in RGC Kulturen (Kim et al., 2003), als
auch in Kulturen hippocampaler (Karasewski und Ferreira, 2003) und kortikaler Neurone
(Hilgenberg und Smith, 2004) die 44/42 MAPK aktiviert. Allerdings wurde bei diesen
Untersuchungen rekombinantes NtA-Agrin verwendet, welches zu den kultivierten Neuronen
hinzugegeben wurde, und nicht TM-Agrin. Es wire daher moglich, dass NtA-Agrin als
Ligand von TM-Agrin oder auch von CAR fungiert und dadurch die Signalkaskade, die in der
Bildung von Ausldufern resultiert, induziert. Gegen diese Hypthese spricht, dass weder bei

der Untersuchung der RGC Kulturen noch bei der Untersuchung der hippocampalen und
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kortikalen Neurone eine vermehrte Bildung von axonalen Ausldufern beobachtet wurde
(Hilgenberg und Smith, 2004; Karasewski und Ferreira, 2003; Kim et al., 2003), so dass
angenommen werden muss, dass NtA-Agrin in Bezug auf die Bildung von Ausldufern nicht
als Ligand von TM-Agrin oder CAR in Frage kommt. Interessanterweise sind jedoch bei der
durch NtA-Agrin induzierten Signalkaskade in kortikalen Neuronen Src-Kinasen, zu denen
wie bereits erwéhnt Fyn gehort, fiir die Aktivierung der 44/42 MAPK notwendig (Hilgenberg
und Smith, 2004). In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis konnte in der vorliegenden
Arbeit durch Verwendung unterschiedlicher Inhibitoren ebenfalls nachgewiesen werden, dass
aktives Fyn notwendig fiir die Phosphorylierung der 44/42 MAPK ist. Dieses Resulutat wird
dadurch untermauert, dass die Aktvitdt von Fyn bereits fiinf Minuten nach Aggregation von
TM-Agrin stark hochreguliert wird, wohingegen die Phosphorylierung der MAPK erst nach
30 Minuten ihr Maximum erreicht hat. Daher bleibt festzuhalten, dass Fyn die 44/42 MAPK
entweder direkt oder tiber weitere signalweiterleitende Proteine aktiviert.

In Ubereinstimmung mit der Vermutung das Fyn direkt mit der 44/42 MAPK
interagiert, konnte anfang der neunziger Jahre anhand von Koimmunoprézipitationsstudien
festgestellt werden, dass Fyn tiber die ,,Unique” Doméne an die MAPK bindet (Pleiman et al.,
1993). Die ,,Unique* Domine ist zwischen den einzelnen Mitgliedern der Src-Kinase Familie
unterschiedlich. Daher wird angenommen, dass diese Doméane mit Rezeptoren oder Proteinen
interagiert, die spezifisch nur an ein bestimmtes Mitglied der Src-Familie Kinasen binden
(Thomas und Brugge, 1997). Daher ist eine direkte Bindung von Fyn an die 44/42 MAPK auf
jeden Fall moglich. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Fyn abhéngige
Phosphorylierung der 44/42 MAPK nicht direkt, sondern iiber weitere, dazwischen
geschaltete Proteine induziert wird.

Ein weiteres Indiz, dass die TM-Agrin induzierte Auslduferbildung {iber einen
Signalweg verldauft bei dem =zundchst Fyn und davon abhédngig die 44/42 MAPK
phosphoryliert wird, liefern Untersuchungsergebnisse von Kolkova et al., die zeigen konnten,
dass die durch NCAM stimulierte Phosphorylierung von Fyn die direkte Phosphorylierung
der MAPK nach sich zieht (Kolkova et al., 2000). Wie im Detail dieser durch TM-Agrin
induzierte Mechanismus der Phosphorylierung von Fyn und der 44/42 MAPK abléduft miisste

durch weitere Untersuchungen analysiert werden.
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6.4 Kalzium und zvklisches Guanosinmonophosphat beeinflussen die

TM-Agrin vermittelte Ausliuferbildung

Kalzium aus dem exrazelluldren Raum spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung TM-
Agrin induzierter Ausldufer. Im Gegensatz dazu beeinflusst die PI3-Kinase die Bildung TM-
Agrin induzierter Ausldufer nicht, obwohl sie in Kooperation mit der MAPK in dissozierten
CA3/CA1 pyramidalen Neuronen die Bildung von Filopodien reguliert (Kumar et al., 2005).
Weiterhin bindet die PI3-Kinase mit ihrer p85 Untereinheit an die SH3 Doméne von Fyn
(Pleiman et al., 1993; Renzoni et al., 1996). Daher wire es nicht abwegig gewesen, wenn die
PI-3 Kinase auch eine Rolle bei der Bildung von Ausldufern z.B. durch Interaktion mit Fyn
und/oder der MAPK gehabt hitte.

Kalzium spielt nicht nur eine Schliisselrolle bei der axonalen Wegfindung (Ming et al.,
1999; Nishiyama et al., 2003), sondern ist iiberdies absolut notwendig fiir die Bildung, das
Wachstum und die Stabilitdt von dendritischen Dornen und Filopodien, sowie dendritischen
Dornenvorldufern, z.B. in Schnittkulturen von hippocampalen Ratten Neuronen (Engert und
Bonhoeffer, 1999; Maletic-Savatic et al., 1999). Die Bildung von neuen Filopodien, sowie
von dendritischen Dornen und von Dornenvorldufer wird durch lokal erhdhte
Kalziumkonzentrationen, welche die Dynamik des Aktin Zytoskeletts beeinflussen,
hervorgerufen (Fischer et al., 1998; Richards et al., 2004). Die Bildung TM-Agrin induzierter
Ausldufer ist ebenso wie die Bildung der dendritischen Dornen abhédngig von der
Reorganisation des Aktin Zytoskeletts und von Kalzium. Daher kann man schlussfolgern,
dass Kalzium aus dem extrazelluliren Raum wichtig fiir die Reorganisation des Aktin
Zytoskeletts und somit die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufern ist.

Es gibt im Wesentlichen zwei Zielmolekiile die durch Kalzium beeinflusst werden,
zum einen die Kalzium/Calmodulin abhingige Protein Kinase (CaMK) und zum anderen die
MAP-Kinase (Konur und Ghosh, 2005). Da die TM-Agrin induzierte Bildung von
Ausldufern, wie bereits erwihnt, unter anderem von der 44/42 MAPK abhéngig ist, liegt die
Vermutung nahe, dass Kalzium die Aktvitét der 44/42 MAPK moduliert. Fiir diese Hypothese
spricht z.B., dass in kortikalen Neuronen die MAPK das Kalzium abhéngige Wachstum von
Dendriten reguliert (Redmond et al., 2002). In CA3/CA1 pyramidalen Neuronen vermittelt
Kalzium die Phosphorylierung der MAPK, was die Bildung aktinhaltiger Filopodien zur
Folge hat (Wu et al.,, 2001). Daher ist es durchaus moglich, dass auch in TM-Agrin
induzierten Ausldufern Kalzium die MAPK aktviert. Einen direkten Hinweis, dass Agrin tiber
Kalzium die Aktivitdt der MAPK beeinflusst, liefern Untersuchungsergebnisse aus dem Labor

von Martin Smith und Kollegen, die zeigen konnten, dass aus intrazelluldren
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Kalziumspeichern freigesetztes Kalzium die Aktivitit der CaMKII sowie der MAPK in
kortikalen Neuronen reguliert, was in der vermehrten Expression des Transkripionsfaktors c-
fos resultiert (Hilgenberg und Smith, 2004; Hilgenberg et al., 1999). Obwohl es sich bei
diesen Untersuchungen um NtA-Agrin und nicht um TM-Agrin handelt, ist es dennoch
moglich, dass, vor allem aufgrund der groBen strukturellen Ubereinstimmungen der beiden
Isoformen (vgl. Abb.1), die TM-Agrin induzierte Signalkaskade iiber einen &#hnlichen
Mechanismus verlduft wie die durch NtA-Agrin induzierte Signalkaskade in kortikalen
Neuronen. Moglich wire es allerdings auch, dass NtA-Agrin an CAR bindet und es somit zu
einer frans-Aktivierung kommt. Nichts desto trotz ist eine Aktivierung der 44/42 MAPK
durch Kalzium in Auslduferbildenden Zellen nicht auszuschliessen.

Nun stellt sich allerdings die Frage durch welchen Mechanismus die Kalzium
Konzentration in Auslduferbildenden Zellen beeinflusst wird. Eine Moglichkeit wére, dass
Fyn die Synthese von ¢cGMP initiert, welches darauf hin den Einfluss von Kalzium aus dem
extrazelluliren Raum beeinflusst. Konsistent mit dieser Hypothese wurde erst kiirzlich
festgestellt, dass die B-1-Untereinheit der sGC (,,soluble guanyly-cyclase®), welche die
Umsetzung von GTP zu cGMP veranlasst, an die SH2 Doméne von Fyn bindet und dadurch
aktiviert wird (Meurer et al., 2005). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die
Kalziumstréme nicht durch cGMP beeinflusst werden, sondern dass umgekehrt die NO- und
sGC-abhingige Synthese von cGMP, wie bereits von Yao beschrieben (Yao, 2007), durch
Kalziumstrome initiert wird. Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
kann nicht sichergestellt werden, ob eine der beiden angestellten Vermutungen zutrifft oder
ob es sich um einen génzlich anderen Mechanismus handelt. Dies miisste gegebenenfalls
durch weitere Experimente genauer analysiert werden.

cGMP dient auf alle Fille in vielen unterschiedlichen Zellen als Botenstoff und
reguliert mehrere Zielproteine (Hofmann et al., 2000; Lucas et al., 2000). Speziell im ZNS
wird cGMP zumeist von Stickstoffmonoxid (NO) und der 16slichen Guanylatzyklase (sGC)
durch Umsetzung von GTP zu ¢cGMP erzeugt (Gibson und Garbers, 2000) und durch
Phosphodiesterasen abgebaut. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Zugabe des cGMP
spezifischen Inhibitors Rp-8-CPT-cGMPS zu RGC Kulturen zu einer stark reduzierten
Bildung TM-Agrin-abhéngiger Ausldufer fiihrt. Dariiber hinaus konnte zudem gezeigt
werden, dass die Inkubation von RGC, ausschliesslich mit dem zellpermeablen ¢cGMP-
Analogon db-cGMP, konzentrationsabhéngig in einer vermehrten Bildung von Ausldufern
entlang des gesamten Axonschafts resultiert. Konsistent mit Ergebnissen die aufzeigen, dass

cGMP die Bildung von TM-Agrin induzierten Filopodien-dhnlicher Ausldufer reguliert,
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konnte bereits bei der Analyse von B5 Neuronen der Siisswasserschnecke Helisoma trivolvis
nachgewiesen werden, dass cGMP durch Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration
sowohl die Anzahl als auch die Linge von Filopoden beeinflusst. Entscheidend fiir die
Synthese von cGMP ist die zuvor aktivierte sGC, von der angenommen wird, dass sie auch in
der TM-Agrin induzierten cGMP abhéngigen Signalkaskade wichtig fiir die cGMP Synthese
sein konnte (Van Wagenen und Rehder, 1999; Van Wagenen und Rehder, 2001).
Ubereinstimmend mit der Hypotheses, dass sGC die Synthese von cGMP wihrend der TM-
Agrin induzierten Signalkaskade veranlasst, vermittelt NCAM ebenso iiber die sGC die
Umwandlung von GTP zu ¢cGMP in dopaminergen und hippocampalen Neuronen aus der
Ratte (Ditlevsen et al., 2007). In NG108-15 Zellen resultiert die Inkubation mit db-cGMP in
einer verstirkten Bildung dendritischer Filopodien, die zudem Wachstumskegeldhnliche
Strukturen an ihren Spitzen ausbilden (Gendron et al., 2002). Ubereinstimmend mit diesem
Ergebnis bilden sich ebenfalls an den Spitzen TM-Agrin induzierte Filopodien-dhnlicher
Ausldufer auf RGC Wachstumskegel aus (Annies et al., 2006) und ausserdem konnte
nachgewiesen werden, dass db-cGMP die Bildung von Filopodien-dhnlichen Ausldufern de
novo induziert.

Aufgrund der Feststellung, dass db-cGMP die Bildung von Ausldufern auf RGC de
novo induzieren kann, musste mittels der Verwendung von db-cGMP zusammen mit anti-
Agrin AK ausgeschlossen werden, dass es sich bei der TM-Agrin- und der cGMP-abhéingigen
Auslduferbildung in RGC um zwei unterschiedliche Signalkaskaden handelt, die jedoch beide
den gleichen Effekt verursachen Es wurde allerdings kein additiver Effekt bei den
untersuchten Kulturen beobachtet, was die Vermutung zulésst, dass cGMP eine Funktion als
Botenstoff in der TM-Agrin-vermittelten Auslduferbildung einnimmt. Weshalb mit db-cGMP
inkubierte RGC Kulturen im Durchschnitt deutlich weniger Ausldufer bilden als anti-Agrin
Ak behandelte RGC ist nicht geklart. Eine Hypothese ist, dass cGMP nicht ausschliesslich fiir
die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer, sondern viel mehr fiir die Stabilitit bereits
gebildeter Ausldufer eine entscheidende Rolle spielt. Diese Hypothese wird durch andere
Untersuchungsergebnisse unterstiizt, die zeigen, dass in kultivierten RGC aus der Ratte cGMP
ausschliesslich fiir die Stabilitdt von Filopodien, nicht aber fiir deren Bildung notwendig ist
(Cheung et al., 2000). Sicher ist auf alle Fille, dass cGMP fiir die TM-Agrin abhingige
Signalkaskade in Auslduferbildenden Zellen notwendig ist.

Im Gegensatz zu cGMP ist cAMP nicht wichtig fiir die TM-Agrin induzierte Bildung
von Ausldufern, obwohl cAMP z.B. in ausdifferenzierten Neuronen aus dem Hippocampus

die BDNF kontrollierte TrkB Phosphorylierung und daraus resultierend die Bildung
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aktinhaltiger dendritischer Dornen induziert (Ji et al., 2005). Die Behandlung kultivierter
RGC mit dem cAMP spezifischen Inhibitor Rp-cAMPS fiihrte allerdings nicht zur Reduktion
TM-Agrin induzierter Auslidufer. Ubereinstimmend hat die Inkubation mit dem cAMP
Analogon db-cAMP auch nicht die de novo Bildung von Ausldaufern zur Folge. Daher
erscheint die Bildung von Ausldufern und die mogliche Rolle wihrend der Stabilisierung
bereits gebildeter Ausldufer spezifisch cGMP abhingig und nicht allgemein von zyklischen
Nukleotiden beinflussbar zu sein. Zusitzlich ist festzuhalten, dass offensichtlich nicht alle

Ausldufer auf die gleiche Art und Weise gebildet werden.

6.5 Das Transmembranprotein CAR interagiert mit TM-Agrin und

reguliert die Bildung von Ausléiufern

Die TM-Agrin abhédngige Signalkaskade zur Bildung von Ausldufern kann in RGC
durch Inkubation mit anti-Agrin spezifischen polyklonalen Ak oder in nicht-neuronalen
Zellen wie z.B. HEK 293 Zellen durch Uberexpression aktiviert werden (Annies et al., 2006).
Die Aktiverung von TM-Agrin wird somit auf nicht-physiologisch Art und Weise erzeugt,
wohingegen die daraus resultierende Reorganisation des Aktin Zytoskeletts und
anschlieende Bildung Filopodien-dhnlicher Ausldufer ein physiologisches Ereignis darstellt.
Deshalb stellt sich die Frage welche(r) physiolgosiche(n) Faktor(en) TM-Agrin aktivieren und
daraus resultierend die Bildung von Ausldufern induzieren?

Eine Moglichkeit wire, dass TM-Agrin vermittelt durch Bindung eines extrazelluldren
Liganden multimerisiert wird. Einige Untersuchungen weisen darauf hin, dass molekulare
Signalstoffe wie Semaphorin-3a, Wnt-7a und FGF-2 die Bildung aktinhaltiger Ausldufer
beeinflussen (Bagnard et al., 1998; Dent et al., 2004; Hall et al., 2000). Die lokale Zugabe
z.B. von FGF-2 zu embryonalen pyramidalen Neuronen fiihrt zu einer drastischen Zunahme
axonaler Verzweigungen (Szebenyi et al.,, 2001), die morphologisch den TM-Agrin
induzierten Ausldufern dhneln. Ende der neunziger Jahre konnte gezeigt werden, das FGF-2
zudem an die Heparansulfatseitenketten von Agrin bindet (Cotman et al., 1999b). Daher lag
zundchst die Vermutung nahe, dass FGF-2 unter Umstdnden der extrazelluldre Ligand ist,
welcher TM-Agrin aggregiert und dadurch die nachfolgende Signalkaskade aktiviert.
Allerdings gegen eine Rolle von FGF-2 sprechen erst kiirzlich erhaltene
Untersuchungsergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe die zeigen, dass die Zytoskelett
reorgansierende Region innerhalb von TM-Agrin nicht die Heparansulfatseitenketten sondern
die siebte Follistatin-dhnliche Doméne ist (Porten et al., Manuskript in Vorbereitung). An

diese Doméne ist keine Bindung von FGF-2 beschrieben worden. Deshalb ist es
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wahrscheinlicher, dass der physiolgische Ligand von TM-Agrin an das Protein Riickgrat und
nicht an die Heparansulfatseitenketten bindet. Ausserdem resultiert eine Inkubation von RGC
tiber verschiedene Zeitrdume mit unterschiedlichen Konzentrationen an FGF-2 nicht in der
Bildung von Ausldufern (R. Ramseger, unveroffentlichte Beobachtungen), was den Schluss
zulésst, dass FGF-2 keine Rolle bei der TM-Agrin induzierten Bildung von Ausldufern spielt.

Ein weiterer Kandidat fiir die Bindung an TM-Agrin wire Wnt-7a. Die Zugabe von
l6slichem Wnt-7a zu Moosfasern aus dem Cerebrellum fiihrt zur einer vermehrten Bildung
von Ausldufern die zudem, konsistent mit TM-Agrin induzierten Ausldufern, ganz dhnlich
zum Verhalten nach anti-Agrin Ak Behandlung, vergroBerte Wachstumskegel ausbilden
(Annies et al., 2006; Hall et al., 2000). Daher wire es durchaus moglich das Wnt-7a und TM-
Agrin miteinander interagieren, was schlussendlich in der Bildung von Ausldufern resultiert.
Diese Hypothese miisste durch weitere Untersuchungen geklért werden.

Einige Untersuchungsergebnisse fiihrten zu der Hypothese, dass HSPG allgemein als
Korezeptoren fungieren indem sie 16sliche Proteine binden und dadurch deren Konzentration
an der Plasmamembran erhohen was die Aktivierung oder Inhibierung von nahegelegenen
Rezeptoren zur Folge hat (Hall et al., 2000; Julien et al., 2007; Mostafavi-Pour et al., 2003).
Ubereinstimmend mit dieser Hypothese fungiert das Transmembranprotein Syndecan,
welches ebenso zur Familie der HSPG gehort wie TM-Agrin, nachweislich als Korezepor
(Carey, 1997). Syndecane werden entwicklungsabhédngig in vielen unterschiedlichen
Zelltypen exprimiert. Insgesamt gibt es vier verschiedene Syndecane (Syndecan 1 — 4;
(Bernfield et al., 1993; Kim et al., 1994). Obwohl die Funktion der verschiedene Syndecane
bis dato nicht im Detail aufgeklért ist, wird angenommen, dass sie unter anderem eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Zellen spielen. Konsistent mit der durch TM-
Agrin induzierten Bildung Aktinhaltiger Ausldufer kann ebenfalls Syndecan-2 die Bildung
aktinhaltiger Ausldufer, abhingig von Cdc42, in COS-1 Zellen induzieren (Granes et al.,
1999). Ferner konnte gezeigt werden, dass Syndecan-2 notwendig fiir die Bildung von
Ausldufern auf Dendriten von kultivierten hippocampalen Neuronen ist. Im Gegensatz zur
Bildung der durch TM-Agrin induzierten Ausldufern (Annies et al., 2006) ist fiir die Bildung
Syndecan-2 induzierter Ausldufer die Protein Kinase A (PKA; (Lin et al., 2007) erforderlich.
Die Multimerisierung einzelner Syndecane spielt analog zu der Multimerisierung von TM-
Agrin eine wichtige Rolle. Syndecan-3 z.B. wird ebenso wie TM-Agrin multimerisiert.
Allerdings sind fiir die Multimerisierung von Syndecan-3 zwei Glycine innerhalb der
Transmembrandomine und ein konservierter Bereich in der extrazellulér lokalisierten Region

notwendig, wohingegen bei TM-Agrin die Transmembrandoméne keine Rolle spielt (Asundi
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und Carey, 1995). An Syndecane binden viele unterschiedliche Liganden wie z.B.
Wachstumsfaktoren, extrazellulare Matrix Molekiile, Zell-Zell Adhédsionsmolekiile, Enzyme
und noch weitere Proteine. Die Spezifitit der Bindung ist allerdings gering, weshalb, wie
bereits oben erwédhnt, im Allgemeinen vermutet wird, dass Syndecane nicht als
Signaltransduzierende  Rezeptoren, sondern vielmehr als Ligandenakkumulierende
Korezptoren fungieren (Carey, 1997). TM-Agrin wird ebenfalls durch Multimerisierung
aktiviert. Ausserdem erscheint eine Funkton von TM-Agrin als Korezeptor alleinig aufgrund
der Tatsache, dass die intrazelluldre Region von TM-Agrin nicht notwendig fiir die Bildung
von Ausldufern ist durchaus moglich. Aufgrund dessen konnte es sich um einen generellen
Aktivierungsmechanismus transmembraner HSPG handeln.

Die alpha 3 Untereinheit der Na’>/K™ ATPase (NKA) bindet an den C-terminalen
Bereich von Agrin und konnte erst kiirzlich als ein neuronaler Rezeptor von Agrin
identifiziert werden. Die Bindung von Agrin an die alpha 3 Untereinheit inhibiert die
Aktivitdit der NKA was zur Depolarisation der Zelle und somit zu einem Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration fiihrt (Hilgenberg et al., 2006). Die Bildung TM-Agrin
induzierter Ausldufer ist wie bereits zuvor erwéhnt ebenfalls Kalzium abhéngig (Annies et al.,
2006). Daher stellt sich die Frage ob die NKA moglicherweise als Rezeptor fiir die TM-Agrin
induzierte Bildung von Ausldufern fungiert. Wie bereits zuvor erwidhnt bindet die alpha 3
Untereinheit der NKA an den C-terminalen Bereich von Agrin. Da jedoch der C-terminale
Bereich von TM-Agrin keinen Einfluss auf die Bildung von Ausldufern hat, sondern die im
N-terminalen Bereich des Protein Riickgrats gelegenen siebte Follistatin-dhnliche Doméne ist
es unwahrscheinlich, dass die NKA als Rezeptor fiir die TM-Agrin induzierte Bildung von
Auslédufern fungiert.

Ein weiterer Kandidat, der zusammen mit TM-Agrin die Ausldufer induzieren koénnte
wire CAR. Koimmunoprazipitationsstudien sowie Kosedimentationsstudien (F.G. Rathjen,
unverdffentlichte Beobachtungen) zeigen, dass TM-Agrin im Hiihnergehirn wéhrend der
Phase des aktiven axonalen Wachstums an CAR bindet. CAR ist ein Typ I
Transmembranrezeptor, der neben Coxsackieviren der Gruppe B und nahezu allen
Adenoviren, zudem unterschiedliche im Organismus vorkommende Proteine wie z.B. IgGs
und IgMs (Carson und Chapman, 2001), sowie das multi-PDZ domain protein-1 (MUPP-1)
(Coyne et al., 2004) und das Ligand-of-Numb Protein-X2 (LNX2) (Mirza et al., 2005) bindet.
Das tatsdchliche Molekulargewicht von CAR betrdgt etwa 46 kDa. Der Unterschied von
berechnetem (39 kDa) zu tatsdchlichem Molekulargewicht resultiert vermutlich aus der N-

verkniipften Glykosylierung an zwei Positionen innerhalb des Proteins (Honda et al., 2000).
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CAR gehort zur evolutiondr konservierten Familie der IgG Molekiile, genauer zur
Unterfamilie der CTX-Molekiile wie z.B. das Endothezellen selektives Adhdsionsmolekiile
(ESAM) und das Coxsackie-Adenovirus Rezeptor-dhnliches Membranprotein (CLMP;
(Bergelson et al., 1997; Du et al., 1999). Die am Besten untersuchte Funktion von CAR ist die
eines Adhdsionsmolekiils, welches durch homophile Interaktion die Aggregation von Zellen
unterstiitzt (Honda et al., 2000; Okegawa et al., 2000). Konsistent mit den in dieser Arbeit
gemachten Koimmunoprézipitationsstudien wurde Ende der Neunziger Jahre festgestellt, dass
CAR auch wihrend der Entwicklung des ZNS von nahezu allen neuronalen Zellen exprimiert
wird (Honda et al., 2000; Johansson et al., 1999). Die Vermutung das CAR wichtig fiir die
TM-Agrin vermittelte Signalkaskade sein konnte, wurde zunédchst durch Kofidrbungen auf
kultivierten Auslduferbildenden RGC bestitigt. CAR und TM-Agrin sind zumindest teilweise
auf den Ausldufern der RGC aber auch auf dem Axonschaft kolokalisiert. Anhand der
Analyse detergenzienunloslicher Zellextrakte aus RGC konnte zudem gezeigt werden, dass
CAR ebenso wie TM-Agrin in lipid rafts lokalisiert ist. Lipid rafts dienen als Signalplattform
in der sich Rezeptoren und signalweiterleitende Molekiile konzentrieren. Daher ist es
moglich, dass TM-Agrin in lipid rafts an CAR bindet, und dass dadurch und von dort aus die
TM-Agrin vermittelte Signalkaskade initiert wird (siehe Abschnitt 6.3). Die Uberexpression
von CAR cDNA fiihrt sowohl in neuronalen Zellen als auch in nicht-neuronalen Zellen wie
z.B. HEK 293 und CHO zur Entstehung vieler Ausldufer. Zumindest die Quantifizierung der
Auslduferanzahl CAR {iberexpremierender neuronaler Zellen zeigt keinen signifikanten
Unterschied zu TM-Agrin tiberexpremierenden neuronalen Zellen. Im Gegensatz dazu bilden
nicht-neuronale Zellen, wie die HEK 293 Zelllinie nach Transfektion mit TM-Agrin cDNA
im Mittel 15 primdre Ausldufer pro Zelle mehr aus als HEK 293 die mit CAR ¢cDNA
transfiziert werden. Ubereinstimmend enthalten jedoch sowohl die Ausliufer CAR als auch
TM-Agrin tiberexprimierender HEK 293 das Zytoskelett Element Aktin. Allerdings sind die
Ausléufer TM-Agrin transfizierter Zellen anscheinend lidnger als die CAR transfizierter
Zellen. Dies konnte einerseits an einer unterschiedlich starken Expression der beiden cDNAs
in HEK 293 liegen, andererseits ist es aber auch moglich, dass eine vollstindige Aktivierung
der intrazelluldiren Signalkaskade erst durch ein Zusammenspiel von TM-Agrin und CAR
erreicht wird. Der beste Hinweis darauf, dass CAR die TM-Agrin vermittelte Signalkaskade
direkt beeinflusst, resultiert aus der Beobachtung, dass spezifisch anti-CAR Fab Fragmente
konzentrationsabhéngig die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer inhibieren. Konsistent
mit dieser Beobachtung kann ebenso die Agrin abhéngige Aggregation des AChR an der NMJ
durch Blockierung von CAR mittels der Zugabe anti-CAR Fab Fragmente zu Muskelkulturen
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inhibiert werden (S. Kroger und F.G. Rathjen, unpublizierte Beobachtungen) Eine ganze
Reihe von unterschiedlichen Resultaten aus verschiedenen Systemen weisen somit darauf hin,
dass CAR mit TM-Agrin interagiert und das diese Interaktion die Bildung TM-Agrin
induzierter Ausldufer entscheidend beeinflusst. Ob TM-Agrin als Ligandenakkumulierender
Korezeptor fiir CAR fungiert oder umgekehrt CAR als Korezeptor fiir TM-Agrin flingiert
bleibt jedoch Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen

6.6 Vergleich Agrin __induzierter _Signalkaskaden: Neuromuskuléire

Endplatte versus Fortsatzbildung

Die Bildung, Aufrechterhaltung und Regeneration der NMJ wird durch NtA-Agrin
induziert (McMahan, 1990), die Bildung von Ausldufern auf PNS und ZNS Axonen und
Dendriten dagegen von TM-Agrin (Annies et al., 2006; McCroskery et al., 2006). Aufgrund
der groBen strukturellen Ahnlichkeit von NtA- und TM-Agrin stellt sich jedoch die Frage, ob
sich nicht auch die durch NtA- und TM-Agrin induzierten Signalwege dhneln. TM-Agrin ist
auf auswachsenden Axonen des ZNS in lipid rafts angereichert und interagiert dort vermutlich
mit dem Transmembranprotein CAR. Lipid rafts sind ebenso notwendig fiir die NtA-Agrin
induzierte Aggregation des AChR, sowie die Phosphorylierung von MuSK und die
Interaktion von Rapsyn mit dem AChR an der NMJ (Gautam et al., 1995). Das Matrixprotein
NtA-Agrin ist an der NMJ natiirlich nicht selbst in lipid rafts angereichert sondern beeinflusst
die Verteilung von MuSK, von Rapsyn und die des AChR in lipid rafts (Zhu et al., 2006).
Eine Bindung von CAR an NtA-Agrin an der NMJ konnte allerdings bis dato noch nicht
nachgewiesen werden. Dennoch ist CAR an der NMJ lokalisiert, und die Blockierung von
CAR mit anti-CAR Fab Fragmenten hat eine reduzierte Aggregation des AChR zur Folge (S.
Kroger, und F.G. Rathjen, unpublizierte Beobachtungen). Daher bleibt festzuhalten, dass
CAR sowohl Bestandteil der durch TM-Agrin als auch der durch NtA-Agrin induzierten
Signalkaskade ist.

Die Differenzierung der Prd- und Postsynapse an der NMJ erfolgt durch die Bindung
von Basalmembran assoziiertem NtA-Agrin an einen heteromeren Rezeptorkomplex an der
Postsynapse (Glass et al., 1996), dessen signaltransduzierender Teil die Tyrosinkinase MuSK
ist (Valenzuela et al., 1995). Die Bindung von NtA-Agrin an MuSK stimuliert die
Assoziiation von MuSK mit den nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen Abll und Abl2, was zur
Phosphorylierung der beiden Kinasen und von MuSK fiihrt. Abll und Abl2 sind nicht nur
notwendig fiir die Phosphorylierung von MuSK, sondern auch fiir die Aggregation des AChR,

denn die Uberexpression dominant negativer Abl Kinasen in der C2C12 Myoblasten Zelllinie
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resultiert in einer stark verminderten Aggregation des AChR (Finn et al., 2003). Das Abll
und/oder Abl2 eine Rolle bei der durch TM-Agrin induzierten Bildung von Ausldufern
spielen, wurde nicht wuntersucht, ist allerdings aufgrund der Auswertung der
Phosphotyrosinblots wenig wahrscheinlich. Bei der Analyse dieser Blots konnte keine
Hochregulierung von Abll oder Abl2, die bei etwa 145 kDA bandieren, detektiert werden.

Im Gegensatz dazu wird die Phosphorylierung von Fyn und der 44/42 MAPK TM-
Agrin abhédngig hoch reguliert. Ferner sind die 44/42 MAPK und Fyn notwendig fiir die
Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer. Konsistent mit einer Rolle von Fyn wihrend der
Bildung von Ausldufern resultiert die Inkubation von primidren Myoblasten mit
rekombinantem NtA-Agrin in einer Zunahme der Phosphorylierung allgemein Src-Kinasen
(Mittaud et al., 2004). Phosphoryliertes Fyn jedoch moduliert die Autophosphorylierung von
MuSK, beeinflusst aber nicht die Aggregation des AChR, wie die zuvor erwdhnten Abl
Kinasen, sondern ist erforderlich fiir die Aufrechterhaltung bereits gebildeter AChR
Aggregate (Mittaud et al., 2004; Sadasivam et al., 2005). Fiir die MAPK hingegen ist bisher
weder bei der Bildung, noch bei der Aufrechterhaltung, oder der Regeneration der NMJ eine
Funktion gezeigt worden.

Die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer im ZNS ist ferner abhingig von
Kalzium, cGMP und Cdc42 (Annies et al., 2006; McCroskery et al., 2006). Sowohl Kalzium
(Megeath und Fallon, 1998), als auch cGMP (Jones und Werle, 2004) und Cdc42 (Weston et
al., 1999) beeinflussen die Bildung der NMJ respektive die Aggregation des AChR.
Pervanadat, ein Phosphataseinhibitor, und Staurosporin, ein Inhibitor der Protein Kinase A,
konnen zwar die NtA-Agrin vermittelete Bildung der NMJ verhindern haben im Gegensatz
dazu allerdings keinen Einfluss auf die TM-Agrin induzierte Bildung von Ausldufern (Annies
et al., 2006). Daher bleibt festzuhalten, dass einige jedoch nicht alle Molekiile die bei der
Bildung, Aufrechterhaltung und Regeneration der NMJ durch NtA-Agrin beeinflusst werden
zudem eine Rolle bei der Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer im ZNS spielen. Deshalb
handelt es sich bei den durch NtA- und TM-Agrin induzierten Signalwegen sicherlich nicht

um die Gleichen, sondern sie weisen lediglich einige Parallelen auf.

6.7 Modell der TM-Agrin induzierten Signalkaskade

In Abbildung 26 sind die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit und die sich daraus
ergebenden Hypothesen in einem schematischen Modell dargestellt. Innerhalb von
sphingolipid- und cholesterolreichen lipid raft Doménen der Plasmamembran bindet, zuvor

durch polyklonale anti-Agrin Ak bzw. einen physiologischen Liganden oder Uberexpression,
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aggregiertes TM-Agrin an den Transmembranrezeptor CAR. Dies bewirkt TM-Agrin auf bis
dato ungeklirte Weise den Einstrom von Kalzium in das Zellinnere. Die erhohte
Kalziumkonzentration im Zytosol, resultierend aus extrazelluliren Kalziumstromen, konnte
die Umwandlung von GTP zu cGMP fordern. Eine weitere Moglichkeit, die jedoch in diesem
Modell nicht dargestellt ist, wire, dass Fyn die Synthese von ¢cGMP stimuliert, welches
seinerseits den Einstrom von Kalzium induziert. Gewiss ist allerdings, dass Fyn TM-Agrin-
abhingig phosphoryliert und damit aktiviert wird was eventuell auch durch direkte Bindung
an CAR erfolgen kann.

Die Phosphorylierung der 44/42 MAPK erfolgt stromabwirts von Fyn und die
vorangehende Aktvierung von Fyn ist notwendig fiir die Aktivierung der 44/42 MAPK. Daher
ist es durchaus moglich, dass Fyn iiber die Phosphorylierung von MEK (Mitogen aktivierte
ERK aktivierende Kinase) die 44/42 MAPK aktiviert.

Die Schliisselrolle der Rho Familie GTPase Cdc42 beziiglich der Reorganisation des
Aktin Zytoskeletts und der daraus resultierenden Bildung von Ausldufern wurde bereits in
unterschiedlichen Zelltypen verschiedener Spezies nachgewiesen (Kaverina et al., 2002;
Meyer und Feldman, 2002). In der Arbeit von McCroskery et al. von 2006 konnte gezeigt
werden, dass flir die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer Cdc42 ebenfalls notwendig ist,
denn die Phosphorylierung von Wildtyp Cdc42 wurde ausschliesslich nach Koexpression von
TM-Agrin mit Wildtyp Cdc42 hochreguliert. Ausserdem wurde beobachtet, dass Wildtyp
Cdc42 und TM-Agrin iiberexprimierende SH-SYSY Zellen Ausldufer bilden, was im
Einklang mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen, dass alle untersuchten Zelltypen
nach TM-Agrin Uberexpression Aktinhaltige Ausléufer bilden, steht.

Uber welchen Signalweg TM-Agrin Cdc42 phosphoryliert und wie dadurch die Bildung von
Ausldufern induziert wird, wurde nicht ndher untersucht. Eine direkte Interaktion von TM-
Agrin mit dem zytoplasmatischen Cdc42 kann jedoch aufgrund fehlender Bindungsstellen fiir
Cdc42 ausgeschlossen werden. Ausserdem ist, wie bereits erwihnt, die intrazelluldre Region
von TM-Agrin nicht fiir die Bildung von Ausldufer erforderlich, da die Auslduferbildung
durch Uberexpression eines Deletionskonstruktes induziert werden kann, in dem die gesamte
intrazelluldre Region fehlt. Es wire allerdings moglich das Cdc42 mit der 44/42 MAPK
interagiert, da bereits in verschiedenen Untersuchungen eine Interaktion von Cdc42 mit der
MAPK gezeigt werden konnte (Chen et al., 2006; Frost et al., 1997; Szczur et al., 2006). In
neutrophilen Granulozyten z.B. fiihrt die indirekte Aktivierung der MAPK durch Cdc42 zur
Ausbildung Podosomen-dhnlicher Fortsdtze auf den Zellen (Szczur et al., 2006). Daher wire

es auf jeden Fall moglich, dass die 44/42 MAPK durch Cdc42 aktiviert wird. Nicht
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ausgeschlossen werden kann allerdings, dass Cdc42 das Bindeglied zwischen der aktivierten
44/42 MAPK und dem Aktin Zytoskelett darstellt. Die genaue Abfolge der durch TM-Agrin

induzierten Signalkaskade miisste durch weitere Untersuchungen entschliisselt werden.
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Abb.26: Schematische Zusammenfassung der TM-Agrin induzierten Bildung von Auslidufern. Nach
Multimerisierung einzelner TM-Agrin Molekiile durch polyklonale Ak bzw. einen physiologischen Liganden
bindet TM-Agrin innerhalb von Lipid Rafts an den Transmembranrezeptor CAR und veranlasst den Einstrom
von Calcium in das Cytosol. Der Anstieg der intrazelluldren Calcium Konzentration resultiert vermutlich in der
Synthese von cGMP was seinerseits die Aktivtiat der MAPK beeinflusst. TM-Agrin gebundenes CAR konnte an
Fyn binden, welches iiber MEK die MAPK aktiviert. Die somit durch Fyn und Calcium bzw. cGMP aktivierte
MAPK interagiert wiederum mit Cdc 42. Die GTPase Cdc 42 beeinflusst die Polymerisation von Actin
Filamenten und schlussendlich die Bildung actinhaltiger Ausldufer. Die mit Fragezeichen versehenen
Zwischenschritte sind nicht detailliert untersucht und stellen daher hypothetische Annahmen dar.

6.8 Funktion Filopodien-ihnlicher Ausliufer in vivo

Das Aggregation von TM-Agrin durch Uberexpression in HEK 293, PC12, COS-7
und CHO Zellen sowie in primidre Myoblasten und in tectalen Neuronen fiihrt zur Bildung
von Ausldufern, die morphologisch den Filopodien-dhnlichen Ausldufern dhneln, die auf
RGC Axonen und hippocampalen Dendriten durch Aggregation mit polyklonalen
Antikorpern induziert werden konnen. Die Frage stellt sich jedoch, welche physiologische
Funktion die Bildung von Filopodien-dhnlichen Ausldufern in vivo haben konnte? Filopodien
bzw. Filopodien-dhnliche Ausldufer sind von physiologischer Bedeutung bei der Wegfindung
von Axonen, bei der Bildung axonaler und dendritischer Verzweigungen und bei der

Synaptogenese (Chang und De, 2001; Dent et al., 2004; Niell et al., 2004; Nikonenko et al.,
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2003). Die Bildung Filopodien-dhnlicher Ausldufer konnte bereits sowohl auf Axonen als
auch auf Dendriten beobachtet werden (Chang und De, 2001; Jontes und Smith, 2000). Die
Funktion von Ausldufern entlang des Axonschafts ist bis dato nicht geklart. Es wird jedoch
angenommen, dass die Ausldufer dort fiir die Bildung neuer axonaler Verzweigungen und als
Vorldufer von Prasynapsen fungieren (Dent et al., 2004; Nikonenko et al., 2003). Die
dendritischen Ausldufer dienen als Ausgangspunkt fiir die Bildung von neuen
Dornensynapsen (Yuste und Bonhoeffer, 2004). Die TM-Agrin induzierten Ausldufer sind in
der frihen Phase ihrer Entwicklung hoch dynamisch und enthalten ebenso wie die
dendritischen Ausldufer (Annies et al., 2006; Dailey und Smith, 1996; Fiala et al., 1998; Ziv
und Smith, 1996) iiberwiegend Aktinfilamente (Fiala et al., 1998; Markham und Fifkova,
1986). Ausserdem ist die Bildung der dendritischen Ausldufer ebenso wie die Bildung TM-
Agrin induzierter Ausldufer Kalzium-abhiangig (Annies et al., 2006; Korkotian und Segal,
1999). Die Bildung und Eliminierung sind in beiden Fillen beschrieben und die Halbwertszeit
von dendritischen Ausldufern ist sehr dhnlich der Halbwertszeit der durch TM-Agrin
induzierten Ausldufer. Folglich besteht die Moglichkeit, dass TM-Agrin in die Bildung von
Synapsen zwischen Dendriten und Axonen involviert ist, indem es die Bildung von
Filopodien-dhnlichen Ausldufern auf Dendriten, die sich danach zu Dornensynapsen
entwickeln, initiert. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese ist sowohl die Anzahl als auch
die Transmission interneuronaler Synapsen Agrin defizienter autonomer Ganglienzellen im
Vergleich zu interneuronalen Synapsen von autonomen Wildtyp Ganglienzellen um 40 - 50%
bzw. 56% reduziert (Gingras et al., 2007). Ferner ergab die Analyse von Agrin defizienten
Maiusen, welche Agrin ausschliesslich in Motoneuronen aber in keinem anderen Gewebe
exprimieren (Tg/agrn”), dass die Anzahl an Synapsen im ZNS um ca. 30 % reduziert ist,
wohingegen die Anzahl der Neurone nicht beeinflusst ist (Ksiazek et al., 2007). Ausserdem
finden sich im Kortex von 7 g/agrn'/ "Maiusen im Kontrast zu Wildtyp Mausen deutlich kiirzere
Dendriten und die Dichte an dendritischen Spines ist stark reduziert. Dariiberhinaus gibt es
Hinweise, dass der MAPK Signalweg in Tg/agrn” Miusen gestort ist, da sowohl die Menge
an mRNA sowie die Proteinmenge von regulatorischen Molekiilen des MAPK Signalweges
wie z.B. MKK7 in den Tg/agrn’Miusen stark reduziert ist (Ksiazek et al., 2007). Dieses
Ergibnis steht im Einklang mit dem in dieser Arbeit erhaltenen Resultat, dass die MAPK
notwendig fiir die Bildung TM-Agrin induzierter Ausldufer ist und unterstiitzt zudem die
Hypothese, dass es sich bei den TM-Agrin induzierten Ausldufern moglicherweise um die
Vorldufer von Dornensynapsen handelt. Ubereinstimmend mit den oben dargestellten

Ergebnissen ist weiterhin, dass die Anzahl von Synapsen in kultivierten hippocampalen
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Neuronen nach Behandlung mit Agrin antisense Oligonukleotiden reduziert ist (Bose et al.,
2000). Die Filopodien-dhnlichen Ausldufer kénnen somit im Organismus trotz ihrer
strukturellen Verwandschaft moglicherweise unterschiedliche physiologische Funktionen in
verschiedenen Strukturen wie z.B. Axonen und Dendriten erfiillen. Die genaue Rolle der TM-
Agrin induzierten Filopodien-dhnlichen Ausldufer in vivo ist bisher nicht aufgekldrt und

miisste durch weitere Untersuchungen analysiert werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entdeckung einer Transmembranform des Proteoglykans Agrin fiihrte zu der
Hypothese, dass TM-Agrin ein Rezeptor oder Korezeptor mit signaltransduzierenden
Eigenschaften sein konnte. Die durch Antikdrper simulierte Ligandenbindung an TM-Agrin
resultiert in der Bildung von zahlreichen Ausldufern sowohl auf ZNS als auch auf PNS
Axonen und Dendriten und unterstiitzt diese Hypothese. Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen fiihrt die Uberexpression von TM-Agrin in ZNS Neuronen ebenfalls zur Bildung
von zahlreichen Ausldufern, wohingegen die Unterdriickung der TM-Agrin Expression durch
siRNA die Anzahl der Ausldufer stark reduziert. Der Mechanismus der durch TM-Agrin
induzierten Bildung von Ausldufern ist jedoch unbekannt. Ziel der Dissertation war es
deshalb, die durch TM-Agrin induzierte Signalkaskade zu untersuchen.

Mit Hilfe von biochemischen, immunozytochemischen und pharmakologischen Unter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass sich TM-Agrin auf auswachsenden Axonen und nach
Uberexpression in nicht-neuronalen Zellen in lipid rafts anreichert und das lipid rafts sowohl
fiir die Bildung als auch fiir die Aufrechterhaltung der Ausldufer notwendig sind. Die durch
polyklonale Antikorper induzierte Bildung von Ausldufern kann sowohl durch die Inhibierung
der Src-Kinase Fyn, welche in lipid rafts lokalisiert ist, als auch der 44/42 MAPK gehemmt
werden. Zudem fiihrt die Aggregation von TM-Agrin durch polyklonale Antikdrper zu einer
erhohten Aktivitit der Fyn- und 44/42 MAP-Kinase. Im Gegensatz dazu hat eine Inhibierung
der PI3-Kinase keine Auswirkungen auf die Bildung der Ausldufer. Der intrazellulire,
sekunddre Botenstoff cGMP, nicht aber cAMP, fordert die Bildung von Ausldufern. Die
konzentrationsabhidngige Blockierung des Coxsackie-Adenovirus-Rezeptors (CAR) fiihrt zu
einer Hemmung der Auslduferbildung. Ferner interagiert CAR im Zentralnervensystem
wihrend der Phase des aktiven axonalen Wachstums mit TM-Agrin und induziert nach
Uberexpression in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen die Bildung von Ausldufern. In
der vorliegenden Arbeit konnten somit Teilabschnitte der durch TM-Agrin induzierten

Signalkaskade entschliisselt werden.
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

AChR Acetylcholinrezeptor

APS Ammoniumpersulfat

Ara C Cytosin B-D-Arabino Furanosidhydrochlorid

AS Amminosduren

ATP Adenosintriphosphat

BAPTA-AM 1,2-Bis-(2-aminophenoxy)-ethan-N,N,N",N’-tetraessigsiure-
tetrakis-(acetoxymethyl)-ester

bp Basenpaare

BDNF ,.orain derived neurotrophic factor*

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Carboxy

C Cystein

ca. zirka

CaCl, Kalziumchlorid

CaPOy4 Kalziumphosphat

CAMK Calcium/Calmodulin Kinase

CAR Coxsackie-Adenovirus Rezeptor

CEE Hiihnchen Embryo Extrakt (chick embryo extract)

cDNA komplementére Desoxyribonukleinséure

cm’ Quadratzentimeter

CO, Kohlendioxid

CREB cAMP response element binding Protein

CTx Cholera Toxin

DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydrochlorid

db-cAMP dibutyryl zyklisches Adenosinmonophosphat

db-cGMP dibutylryl zyklisches Guanosinmonophosphat

DG Deckgldschen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimehtylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

E Embryonaltag

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)

EpoR Erythropoitin Rezeptor

ER Endoplasmatisches Retikulum

Fab Fragment a und b des Antikorpers (monovalent)

Fc konstante Region eines Immunglobulins

FCS fotales Kidlberserum (fetal calf serum)

FGF Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)

FGFR FGF-Rezeptor

g Gramm

G globuldr

G Glycin

GAG Glykosaminoglykan

GAPDH Actin und Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
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GDNF ,.Zlia cell line derived neurotrophic factor”

GFR “GDNF family receptor”

GM 1 Gangliosid M 1

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde (hour)

H,O Wasser

HBSS Hanks Balanced Salt

HB-GAM Heparin-bindendes Wachstum-assoziertes Molekiil(heparin-
binding growth-associated molecule)

Hek human embryonic kidney

HG Hithnchen Gesamtgehirn

HRP Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)

I-CAM Intrazelluldres Zelladhdsionsmolekiil (intracellular cell
adhesion molecule)

Ig Immunglobulin

1P Immunoprizipitation

kb Kilobasen

KClI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

1 Liter

Ly Lysat

ml Milliliter

mm Millimeter

min Minute

M Molaritét

mA Milliampere

MAP-2 Mikrotubuli assoziertes Protein-2 (microtubule associated
protein-2)

MAPK Mitogen aktivierte Protein Kinase (mitogen activated protein
kinase)

MCS Multiple Cloning Site

MEM Minimum essential medium

MHC Haupthistokompatibildtskomplex (main histocompatibility
complex)

mRNA Boten-Ribonukleinsdure (messenger RNA)

MuSK Muskel spezifische Kinase (Muscle-Specific-Kinase)

mBC Methyl-B-Cyclodextrin

N Amino

NaCl Natriumchlorid

Na,HPO4 Natriumhydrogenphosphat

NaN; Natriumazid

NCAM Neurales Zelladhdsionsmolekiil (neural cell adhesion
molecule)

NgCAM Neuron Glia Zellddhdsionsmolekiil (neuron glia cell adhesion
molecule)

NGF Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor)

NKA Natrium Kalium ATPase

nm Nanometer

NMJ neuromuskuldre Endplatte (neuromuscular junction)

NtA aminoterminales Agrin
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OD Optische Dichte

Pra Praimmun

pri-mRNA Vorstufe der mRNA mit Exons und Introns

P/S Penicillin/Streptomycin

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase Kettenreaktion

PDMP (£)-threo-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-
propanol hydrochloride

PFA Paraformaldehyd

PI-3 Kinase Phosphatidylinositol-3 Kinase

PKC Proteinkinase C

pLL Poly-L-Lysine

PNS peripheres Nervensystem

PVDF Polyvinylidendifluorid

RGC retinale Ganglienzellen (retinal ganglion cells)

RNA Ribonucleinsdure (ribonucleic acid)

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SEA Sea urchin sperm protein Enterokinase, Agrin

sek. Sekunden

Ser Serin

SH-Doméne Src-Homologie Doméne

SOC Medium super optimal broth-Medium + Glucose

Src-Kinase Sarcoma viral oncogene homolog Kinase

Std Stunden

Tab. Tabelle

TCA Trichloressigsdure

TBS Tris-buffered saline

TEMED N,N,N’ N’-Tetraethyl-methylen-diamin

Tet Tetrazyklin

TfR Transferrin Rezeptor

Thr Threonin

™ Transmembran

Tris Tris-Hydroxymethyl-Aminoethan

TZR T-Zellrezeptor

UN Uber Nacht

\ Volt

v/v Volumen pro Volumen (volume per volume)

w/v Gewicht pro Volumen (weight per volume)

GABA y-Aminobuttersiure

ZNS Zentrales Nervensystem

°C Grad Celsius

u Mikro

o Alpha

B Beta

Y Gamma

A Delta

€ Epsilon
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