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Einleitung

1 Einleitung

Die Bildung, Aufrechterhaltung und die Funktionalitat von Zellen und komplexen
Geweben Bedarf einer prazisen Regulation von Ereignissen wie Migration,
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen. Hierflr sind extrazellulare
Botenstoffe in Zusammenspiel mit intrazellularen Signalkaskaden und die
Regulierung der Gen-Expression notwendig. Die Src-Kinasen, die extrazellulare
Signale Uber Rezeptoren empfangen und intrazellular weiterleiten, spielen in vielen
Signalkaskaden eine zentrale Rolle. Die Erforschung der Src-Kinase Lyn in
Oligodendrozyten, den myelinisierenden Zellen des ZNS, sollte deshalb einen
tieferen Einblick in die Regulierung der Zell-Entwicklung geben. Die folgenden
Kapitel sollen einen Uberblick Uber die Oligodendrozyten Entwicklung geben, sowie
Aufbau und Funktion der Src Kinase und der Lyn Kinase im Besonderen vermitteln.
Da Mikrodomanen der Plasmamembran (rafts) haufig eine Rolle in Signal-Kaskaden
spielen werden diese kurz vorgestellt. Der AMPA-Rezeptor gewann im Laufe dieses
Projektes immer mehr an Bedeutung und wird deshalb ebenfalls in einem Kapitel

behandelt. Abschlie3end ist die Zielsetzung dieser Arbeit formuliert.

1.1 Neuronen und Gliazellen des zentralen Nervensystems

Das zentrale Nervensystem (ZNS) der Wirbeltiere umfasst das Gehirn und das
Ruckenmark. Neuronen bilden im zentralen Nervensystem uber Synapsen ein
komplexes Netzwerk und sind fur die Weiterleitung von Nervenimpulsen
verantwortlich. Neben den Neuronen gibt es im ZNS Gliazellen (Abb.1). Mikroglia
sind Zellen des Immunsystems und mesenchymalen Ursprungs, wohingegen
Makroglia, wie auch die Neurone, ektodermalen Ursprungs sind. Makroglia sind
Astrozyten, die z.B. die Blut-Hirn-Schranke bilden und Neuron-Neuron Synapsen
umschliel3en, um den extrazellularen pH-Haushalt zu regulieren. Weitere makrogliale
Zellen sind Ependymzellen, die die Gehirn-Ventrikel auskleiden und
Oligodendrozyten, die myelinisierenden Zellen des ZNS. (Fields & Stevens-Graham
2002, Morest & Silver 2003).

Oligodendrozyten, von der Vorlauferzelle bis hin zur differenzierten, myelinisierenden
Zelle, durchlaufen viele Stadien, wie Proliferation, Migration, Differenzierung und
Myelinisierung. Diese Vorgange beinhalten unterschiedlichste Signalwege, welche

den Zellzyklus beeinflussen, Zytoskelett-Veranderungen, sowie die Synthese und
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den gerichteten Transport von Myelin Komponenten. Hauptaufgabe der
Oligodendrozyten ist die Myelinisierung von Axonen und die dadurch verbundene
elektrische Isolierung. Hierdurch wird der Widerstand der Axonmembran in
periodischen Abstanden erhoht und die saltatorische Erregungsweiterleitung
ermdglicht. Die Entwicklung der Myelinscheide und die dadurch entstandene schnelle
Signalweiterleitung bei méglichst geringem raumlichen und energetischen Aufwand,
ist eine der wichtigsten Errungenschaften des Vertebratengehirns (Hartline & Colman
2007). Im peripheren Nervensystem ubernimmt diese Aufgabe die Schwann’sche
Zelle (Jessen & Mirsky 2002).

Mikroglia
Neuron

Astrozyte

Oligodendrozyte - ‘ +| Blutkapillare

Myelinisiertes Axon -
Myelinschicht —

Abbildung 1: Zellen des zentralen Nervensystems

Links: Oligodendrozyten sind die myelinisierenden Zellen des zentralen Nervensystems, wobei
eine Zelle mehrere Myelinscheiden bilden kann. Die myeliniserten Axone besitzen in
regelmaBigen Abstinden Myelinscheiden zur saltatorischen Erregungsweiterleitung. Die
Myelinscheide besteht aus mehreren Myelinschichten, die sich um das Axon wickeln und
dieses elektrisch isolieren. Rechts: Mikroglia sind Zellen des Immunsystems. Neurone leiten
tiber ihre Axone Nervenimpulse weiter und bilden dabei liber Synapsen ein weitverzweigtes
Netzwerk. Astrozyten bilden an den Blutkapillaren die Blut-Hirn-Schranke und regulieren den
extrazelluliren pH-Haushalt. Ependymzellen kleiden den Ventrikel aus, der mit der
Cerebrospinalfliissigkeit gefiillt ist. (Zeichnung libersetzt aus www.rienstraclinic.com)
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1.2 Entwicklung von Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem

1.2.1 Bildung von Oligodendrozyten

Neurone und Makro-Gliazellen (Astrozyten, Oligodendrozyten und Zellen des
Ependym) entstehen aus dem Neuroepithelium, welches sich Uber die Neuralplatte
und das Neuralrohr zum Gehirn entwickelt. Es handelt sich dabei um ektodermale
Zellen, die sich wahrend der Neurulation vom Ektoderm der Embryo Oberflache
entfernen, um das zentrale Nervensystem zu bilden (Baron et al 2005, Morest &
Silver 2003).

Im sich entwickelnden Rickenmark bilden Signalproteine wie Shh (sonic hedgehog)
oder BMP (bone morphogen proteins) dorso-ventrale Gradienten, die fur die
raumliche und zeitliche Expression von Transkripitionsfaktoren und anderen Genen
verantwortlich sind und somit die Entwicklung von Neuronen, Oligodendrozyten und
Astrozyten aus dem Neuroepithelium regulieren. Olig2 (oligodendrocyte transcription
factor), ein Transkriptionsfaktor, der vom Shh Gradienten reguliert wird, ist flr die
Entwicklung von Motorneuronen und Oligodendrozyten in der pMN (motorneuron-
precursor domain) des Ruckenmarks verantwortlich, Sox 9 férdert die Bildung von
Oligodendrozyten und Astrozyten. Weitere Transkriptionsfaktoren wie z.B. Olig1,
Sox10 und Notch sind ebenfalls fir die Bildung der Oligodendrozyten wichtig, spielen
aber, neben weiteren Faktoren, auch noch in der spateren Entwicklung eine Rolle.
Ahnliche Mechanismen missen auch in anderen Regionen des Gehirns vorhanden
sein, da Radialzellen in der Hirnrinde hauptsachlich Neurone bilden, wohingegen im
Striatum neben Interneuronen hauptsachlich Oligodendrozyten gebildet werden
(Colognato & ffrench-Constant 2004, Gotz & Sommer 2005, Le Bras et al 2005).
Wahrend die Oligodendrozyten Vorlauferzellen in der Embryonal-Phase
hauptsachlich aus der Ventrikularzone in Gehirnregionen wie das Telencephalon und
das Cortex cerebellaris migrieren, erhoht sich postnatal der Anteil dorsal

einwandernder und regional entstehender Vorlauferzellen (Gotz & Sommer 2005).

1.2.2 Migration und Uberleben von Oligodendrozyten

Nach der Bildung der Vorlauferzellen aus dem Neuroepithelium migrieren die
neuronalen und glialen Vorlauferzellen entlang bestimmter Pfade um die
subventrikulare Zone zu verlassen. Hierbei gibt es gemeinsame, aber auch

unterschiedliche Substrate, die die Migration beeinflussen, wie Netrin1, PDGF

3
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(platelet derived growth factor), Sema3F und HGF (hepatocyte growth factor)
(Colognato & ffrench-Constant 2004, Yan & Rivkees 2002). Der AMPA-Rezeptor (a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoaxole-propionate receptor) beeinflusst in
Oligodendrozyten die Migration, sowie auch das Protein NG2 (neuron glial antigen 2)
(Mallon et al 2002, Stegmuller et al 2003, Trotter 2005). Die glialen Vorlauferzellen
migrieren durch das Gehirn zu ihren Zielgebieten und teilweise bis zum optischen
Nerv. Dort konnen sie in Oligodendrozyten differenzieren. In vitro differenzieren diese
Zellen je nach Serum Zugabe in Astrozyten Typ 2 oder Oligodendrozyten. Aus
diesem Grund werden die Vorlauferzellen auch O-2A Zellen genannt (Raff et al
1983). Die Anzahl der Oligodendrozyten im optischen Nerv, wie auch in anderen
Regionen des Gehirns, hangt von der Anzahl der Vorlauferzellen ab, die zum
optischen Nerv migrieren, der Proliferationsrate und —dauer bevor die Zellen
differenzieren und der Menge an Zellen, die einem programmierten Zelltod erliegen.
Die Uberlebensrate hangt von Zytokinen ab, wie PDGF, IGF-1 (insulin-like growth
factor), NT3 (neurotrophin-3) und CNF (ciliary neurotrophic factor), um die die
Vorlauferzellen konkurrieren (Raff et al 1998). Sowonhl fur die Migration, als auch fur
das Uberleben der Zellen sind Integrine besonders wichtig. Bei der Migration spielt
der Integrin aVB1/Fibronektin Komplex eine Rolle, wohingegen fur die
Uberlebensrate a6B1/Laminin von Bedeutung ist (Baron et al 2005). Wahrend der
Differenzierung sind Signale der Axone wesentlich, so dass die Anzahl der
Oligodendrozyten, die diese Axone myelinisieren mit der Anzahl der Axone

Ubereinstimmen (Raff et al 1998).

1.2.3 Proliferation von Oligodendrozyten

Die Proliferation der Vorlauferzellen hangt ebenfalls von extrazellularen Signalen ab.
PDGF, GGF (glial growth factor), FGF (fibroblast growth factor), IGF, CNF, NT3 und
viele andere Faktoren fordern die Proliferation von Oligodendrozyten (Baron et al
2005, Raff et al 1998, Shi et al 1998). Fur die Proliferation ist entscheidend, dass der
Zellzyklus aus der G1-Phase in die S-Phase uUbergeht um die nachste Zellteilung
einzuleiten. Inhibierend wirken hier z.B. die Stimulation des AMPA Rezeptors und die
Blockade von K" Kanélen (Gallo & Ghiani 2000, Ghiani et al 1999a, Ghiani et al
1999b, Nguyen et al 2006).
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1.2.4 Differenzierung von Oligodendrozyten

Wahrend die ersten Oligodendrozyten Vorlauferzellen im optischen Nerv der Ratte
am Tag E16 (Embryonaltag 16) zu finden sind, beginnt die Differenzierung der ersten
Oligodendrozyten erst am Tag der Geburt. Es gibt jedoch weiterhin Vorlauferzellen,
die auch postnatal proliferieren. Die meisten Vorlauferzellen differenzieren erst ab
Tag P6 (Postnataler Tag 6)(Hu et al 2004). Das Ende der Proliferation und der
Beginn der Differenzierung hangt nicht von PDGF ab, auch dessen Rezeptoren
werden weiterhin exprimiert. Ein intrinsischer Mechanismus scheint zu einem
bestimmten Zeitpunkt die Differenzierung einzuleiten. Das Schilddrusenhormon TH
(thyroid hormone) spielt in der Uberleitung zum Differenzierungsmodus eine Rolle,
wahrend die cdk (cyclin-dependent kinases) Inhibitoren p27/Kip1 flr den zeitlichen
Ablauf wichtig sind (Casaccia-Bonnefil et al 1997, Raff et al 1998, Tang et al 2000,
Tokumoto et al 2001). Wahrend Notch im Ruckenmark die Bildung von
Oligodendrozyten fordert, hemmt der Notch-Rezeptor die Differenzierung der
Oligodendrozyten Vorlauferzellen im optischen Nerv durch Bindung des Liganden
Jagged 1 und konnte hierdurch die zeitliche Abfolge von Proliferation und
Differenzierung mitbestimmen. Nach Herunterregulierung der Jagged 1 Expression,
bindet der Notch Rezeptor F3 und férdert nun, durch den Wechsel der Liganden, die
Differenzierung und Myelinisierung (Hu et al 2004, Wang et al 1998). Hierbei sind
auch die beiden Integrine aVB3 und a6B1 und ihre Liganden Fibronektin und Laminin
beteiligt (Baron et al 2005). Die Aktivierung des AMPA Rezeptors durch Glutamat
und die Blockade von K*-Kanalen inhibiert die Proliferation und Differenzierung der
Oligodendrozyten Vorlauferzellen (Gallo et al 1996, Ghiani et al 1999b). Mit Beginn
der Differenzierung verliert der Oligodendrozyt die Fahigkeit zu migrieren und zu
proliferieren (McDonald & Belegu 2006) (Abb.2).

1.2.5 Myelinisierung von Oligodendrozyten

In Mausen beginnt die Myelinisierung mit der Geburt und dauert bis 45-60 Tage nach
der Geburt an. Jeder Oligodendrozyt kann bis zu 60 verschiedene Axon-Segmente
myelinisieren, wobei nur Axone von mindestens 1ym Durchmesser myelinisiert
werden (McDonald & Belegu 2006). Myelinisierung ist ein komplexer Prozess, indem
Axone und Oligodendrozyten im ZNS in Kontakt treten und interagieren mussen,
gefolgt von der Produktion und dem gerichteten Transport von Myelin-Komponenten

zu der Myelinisierungsstelle. Die Oligodendrozyten beginnen die Axone zu umwinden
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und formen so nach mehreren Umhullungen eine multilamellare Myelinschicht. Aus
diesen Membranstapeln wird das Zytoplasma, bis auf schmale zytoplasmatische
Kanale, verdrangt und so das Myelin kompaktiert. Jede Myelinscheide bildet an
seinen lateralen Enden Membran-Schlaufen, die Reste von Zytoplasma enthalten,
und Paranodien genannt werden. Die Paranodien bilden spezielle Kontaktstellen mit
dem Axon. Auf axonaler Seite liegen dazwischen Bereiche die nicht myelinisiert sind,
die Ranvier'schen Schnurringe. Hier konzentrieren sich auf axonaler Seite die
Natriumkanale, die eine Depolarisierung der Axonmembran erlauben und dadurch
die saltatorische Erregungsweiterleitung erméglichen (Baumann & Pham-Dinh 2001,
Boiko & W.inckler 2006, Sherman & Brophy 2005). Die Kaliumkanale sind
juxtaparanodal angeordnet (Arroyo & Scherer 2000). Wahrend der Myelinisierung
entstehen also unterschiedliche Protein- und Lipid-Verteilungen in Subdomanen des
Axons und des Myelins. Diese sind fur die glia-axonale Kommunikation wahrend der
Bildung und Aufrechterhaltung der Myelinscheide wichtig.

Die Trockenmasse des Myelins besteht zu 70-85% aus Lipiden. Die kompakte
Myelinmembran setzt sich hauptsachlich aus Glykosphingolipiden, insbesondere
Galaktocerebrosiden und Sulfatiden, sowie den Proteinen PLP, DM20 und MBP
(myelin basic protein) zusammen. Im nicht kompakten Myelin, dass neben den
Paranodien auch die abaxonale und periaxonale Schlaufe, sowie die
zytoplasmatischen Kanale beinhaltet, sind Proteine wie CNP (27,3 -cyclic-nucleotide
3’-phosphodiesterase), MAG (myelin-associated glycoprotein), MOG (myelin-
oligodendrocyte glycoprotein) und Cx-32 (Connexin-32) lokalisiert. OSP
(oligodendrocyte specific protein, Claudin-11) befindet sich genau zwischen
kompakten und nicht kompakten Myelin und bildet eine Barriere zwischen den
beiden Domanen. Den Kontakt zwischen Paranodien und Axon bildet ein Komplex,
der das Zell-Adhasion Protein Neurofascin, sowie Contactin und Caspr (contactin-
associated protein) beinhaltet (Dyer 2002, Kramer et al 2001, Menon et al 2003).
Neben Membran-gebundenen Proteinen haben auch diffusionsfahige Proteine wie
NGF (nerve growth factor) und BDNF (brain-derived neurotrophic factor) eine
wichtige Rolle bei der Neuron-Glia Kommunikation, sowie elektrische Stimulation
durch Aktionspotentiale (Boiko & Winckler 2006, Demerens et al 1996, Sherman &
Brophy 2005). Desweiteren konnen auch Astrozyten die Myelinisierung unterstutzen,
z.B. durch die Abgabe von LIF (leukemia inhibitory factor) (Ishibashi et al 2006).
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Welch wichtige Rolle Myelin im ZNS einnimmt wird deutlich, wenn man bedenkt
welche Krankheiten entstehen, wenn es zu einer Hypo-, Dys- oder Demyelinisierung
kommt. Storungen der Myelinisierung in der fotalen und jungen infantilen Entwicklung
kann zur Pelizeus-Merzbacher-Krankheit ~ fuhren, = Demyelinisierungen  zu

Leukodystrophien oder Multiplen Sklerose (Baumann & Pham-Dinh 2001).

1.2.6 Oligodendrozyten Vorlauferzellen im adulten ZNS

Oligodendrozyten Vorlauferzellen verbleiben auch im adulten Gehirn und verharren
in ihrem undifferenzierten Zustand (Karram et al 2005, Reynolds & Hardy 1997). Bei
Zellen des optischen Nervs wurde festgestellt, dass sie viel langsamer als die
Oligodendrozyten Vorlauferzellen des sich entwickelnden Gehirns proliferieren
(Wolswijk & Noble 1989). Unter Zugabe von PDGF proliferieren die adulten
Vorlauferzellen einmal alle drei bis vier Tage im Gegensatz zu den perinatalen
Oligodendrozyten, die sich alle 24 Stunden teilen. PDGF, GGF2 und cAMP (cyclic-
adenosin-monophosphate) zusammen erhdhen die Proliferationsrate jedoch auf
einen annahernd 24 Stunden Zyklus. Dies legt die Vermutung nahe, dass im Falle
einer Demyelinisierung die freigelegten Axone GGF2 freisetzen und dies, zusammen
mit dem PDGF der Astrozyten, zu einer erhdhten Proliferation von Oligodendrozyten
Vorlauferzellen fuhrt, die fur die Remyelinisierung zur Verfligung stehen (Polito &
Reynolds 2005, Shi et al 1998). Die Stimulierung dieser Vorlauferzellen zu
proliferieren, zu migrieren, Kontakt zum Axon aufzunehmen, zu differenzieren und zu
remyelinisieren konnten Mechanismen beinhalten, die der Stimulierung perinataler
Vorlauferzellen ahnlich sind. Die Freigabe von Neurotransmittern, wie Glutamat,
durch Axone beeinflussen die Migration, Proliferation und Differenzierung von
Oligodendrozyte im perinatalen und adulten Gehirn (Butt 2006). Ein Mangel an
Remyelinisierung, wie sie z.B. bei der Multiplen Sklerose zu sehen ist, konnte
dadurch zustande kommen, dass entweder nicht genug Oligodendrozyten
Vorlauferzellen zu der Lasion rekrutiert werden oder diese nicht in der Lage sind zu
differenzieren (Nguyen et al 2006).

Eine weitere Funktion von Oligodendrozyten Vorlauferzellen im adulten ZNS kdnnte
die Bildung von Glia-Neuron Synapsen sein. Die Vorlauferzellen, die durch den
entwicklungsspezifischen Protein Marker NG2 detektiert werden (Abb.2), sind sowohl
in der weil3en als auch in der grauen Substanz vorhanden. Stimulierung von Axonen

und die Abgabe von Glutamat fuhrt in manchen Oligodendrozyten Vorlauferzellen
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des sich entwickelnden und adulten Hippocampus und Cerebellum zu einer
Stimulierung des AMPA Rezeptors und einer Erhdhung des Ca** Levels in der Zelle.
Freisetzung von Glutamat erfolgt auch durch nicht myelinisierte Axone (Bergles et al
2000, Kukley et al 2007, Ziskin et al 2007). Elektronenmikroskopische Aufnahmen
zeigen Synapsen zwischen Auslaufern von Neuronen und Oligodendrozyten
Vorlauferzellen (Bergles et al 2000, Lin et al 2005). Die Oligodendrozyten
Vorlauferzellen besitzen K'- und Na*-Kandle und sind in der Lage unreife
Aktionspotentiale zu initiieren. Ob die NG2-positiven Zellen in der grauen Substanz,
im Gegensatz zu denen der weilden Substanz, teilweise GFAP (glial fibrillary acidic
protein) und TOAD-64 (turned on after division), ein astroglialer bzw. neuronaler
Marker, exprimieren, ist umstritten (Butt et al 2005, Chittajallu et al 2004, Nishiyama
et al 2005). Diese Unterschiede weisen darauf hin, dass NG2-positiven Zellen im
adulten Gehirn heterogen sind und teilweise, besonders in Bereichen der grauen
Substanz, nicht oder nicht nur fir Remyelinisierungen bereit stehen, sondern auch
andere Aufgaben, wie die Bildung von Synapsen, besitzen (Chittajallu et al 2004).
Hierdurch stellt sich die Frage, ob ein Teil der NG2-positiven Zellen Uberhaupt zu
Oligodendrozyten gezahlt werden sollten oder ob diese eine eigene Untergruppe der
Gliazellen bilden. Aus diesem Grund werden sie auch Synantozyten genannt. Neben
Kontakten zu Neuronen bestehen auch Kontakte zu Astrozyten, Oligodendrozyten

und zum Myelin. Die genaue Funktion ist noch nicht geklart (Butt et al 2005).

1.2.7 Entwicklungsbedingte Protein Expression in Oligodendrozyten

Wahrend der Entwicklung und Differenzierung von Oligodendrozyten werden
unterschiedliche entwicklungsspezifische Oligodendrozyten Marker exprimiert, die
anhand von Antikorpern detektiert werden kdnnen. Des Weiteren konnen die Zellen
phanotypisch unterschiedlichen Reifegraden zugeordnet werden (Abb.2). Die
Oligodendrozyten Vorlauferzellen, auch O-2A Zellen, haben ein bipolares Aussehen
und exprimieren unter anderem den PDGF-Rezeptor, NG2 und GD3 (ganglioside-
induced differentiation-associated-protein) (Eisenbarth et al 1979, Niehaus et al
1999, Pringle et al 1992, Reynolds & Wilkin 1988). Die multipolaren Pra-
Oligodendrozyten beginnen mit der Expression von Sulfatid (erkannt durch den O4
Antikorper), DM20 und CNP, spater kommen noch Galactocerebrosid (erkannt durch
den O1 Antikérper) und MAG hinzu (Dubois-Dalcq et al 1986, Matthieu et al 1975,
Sommer & Schachner 1981). Vollstandig differenzierte Oligodendrozyten exprimieren
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Myelin-Proteine wie PLP, MBP, MAG und MOG. In vivo handelt es sich um
myelinisierende Zellen, in vitro sieht man Myelin-Verdickungen an den Enden der
Auslaufer (Dubois-Dalcq et al 1986, Scolding et al 1989).

Migration Differenzierung Myelinisierung

»

Proliferation

O O
95(_ L;}F\F-\f—»

——>» Apoptose

Vorlauferzelle Pra-OL undifferenzierte OL differenzierte OL
PDGF-R Sulfatid (04) Galaktocerebrosid (O1) PLP (O10)
NG2 (AN2) DM20 MAG MBP
GD3 CNP Sulfatid (04) MAG

NG2 (AN2) DM20 MOG

PDGF-R CNP DM20

GD3 PDGF-R CNP

Sulfatid (04)

Galaktocerebrosid (01)

Abbildung 2: Entwicklungsphasen der Oligodendrozyten

Oligodendrozyten Vorlauferzellen proliferieren und migrieren. Zell- und Entwicklungs-
spezifische Marker sind PDGF-R, NG2 und GD3. In Pra-Oligodendrozyten (Pra-OL) werden
zusitzlich Sulfatid, DM20 und CNP exprimiert. SchlieBlich ist die Migration und Proliferation
beendet und die Differenzierung setzt ein. Marker fiir das Stadium der undifferenzierten
Oligodendrozyte (OL) sind Galaktocerebrosid, MAG, Sulfatid, DM20, CNP und PDGF-R.
Abhingig von Uberlebensfaktoren wie Zytokinen gehen die Zellen entweder in die Apoptose
oder differenzieren vollstandig zu myelinisierenden Oligodendrozyten (differenzierte OL). In
vivo myelinisieren sie Axone, in vitro bilden sie Myelin-Verdickungen. Sie exprimieren nun
zusatzlich PLP, MBP und MOG, dafiir wird kein PDGF-R mehr exprimiert. Zeichnung abgeleitet
(Baron et al 2005, Baumann & Pham-Dinh 2001).

1.3 Glycosphingolipid-reiche Mikrodomanen der Plasmamembran
(rafts)

Rafts sind dynamische Komplexe aus Glykosphingolipiden und Cholesterin in der
Plasmamembran. Sie sind bei 4°C in bestimmten Detergenzien, wie Tx100, unléslich
und kénnen aufgrund ihrer geringen Dichte Uber eine Sukrose-Dichte Zentrifugation

isoliert werden (Simons & lkonen 1997). Durch ihre Lipid-Zusammensetzung und
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deren gesattigten Kohlenwasserstoff-Ketten kdnnen Proteine spezifisch in die rafts
ein- oder ausgeschlossen werden (Rajendran & Simons 2005). Durch die selektive
Zusammenfuhrung bestimmter Proteine konnen diese besser miteinander
interagieren, was zeigt, dass rafts eine wichtige Rolle als Signaltransduktions-
Plattformen einnehmen (Simons & Toomre 2000). Typische Protein Familien, die die
Lipid Zusammensetzung der rafts bevorzugen sind GPl-verankerte Proteine
(Chatterjee et al 2001) und Src (sarcoma viral oncogene homolog) -Kinasen (Simons
& Toomre 2000).

In Oligodendrozyten spielen rafts eine wichtige Rolle im Membrantransport, da
grosse Mengen an Myelin-Bestandteilen zu der myelinisierenden Stelle transportiert
werden mussen. Myelin Proteine wie MAG und PLP konnen jedoch nur in rafts
detektiert werden, die mit dem Detergenz CHAPS isoliert wurden und nicht in Tx100-
isolierten rafts (Lee 2001, Simons et al 2000). Weitere Proteine in rafts der
Oligodendrozyten, sind NCAM120 (neural cell adhesion molecule), F3, Fyn und Lyn
(Kramer et al 1997), sowie MBP und CNP (DeBruin et al 2005), Integrin a681 und
der PDGF-Rezeptor (Decker & ffrench-Constant 2004). Dabei mussen nicht alle
Proteine in denselben rafts vorhanden sein. Es konnten raffs mit leicht
unterschiedlicher Sukrose-Dichte aus Myelin isoliert werden, die aufgrund ihrer
Proteinzusammensetzungen in verschiedenen Signal-Kaskaden eine Rolle spielen
konnten (Arvanitis et al 2005).

1.4 Src-Kinasen

1.4.1 Expression und Aufbau der Src-Kinase

Src (sarcoma viral oncogene homolog)-Kinasen sind Nicht-Rezeptor-Phosphotyrosin-
Kinasen, die aus den neun Mitgliedern Src, Fyn, Lyn, Lck, Hck, Fgr, BIk, Yrk und Yes
bestehen (Brown & Cooper 1996). Src-Kinasen spielen in vielen
Signaltransduktionswegen eine Rolle und kdnnen Proliferation, Differenzierung,
Migration, Apoptose und andere Vorgange in Zellen beeinflussen (Hibbs & Dunn
1997) (Superti-Furga & Courtneidge 1995). |hre Expression ist in Tabelle 1
wiedergegeben (Thomas & Brugge 1997).
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Tabelle 1: Expression der Src-Kinase (Thomas & Brugge 1997)

Src Ubiquitar; zwei Neuron-spezifische Isoformen

Fyn Ubiquitar; T-zell-spezifische Isoform (FynT)

Yes Ubiquitar

Yrk Ubiquitar

Lyn ZNS, B-Zellen, myeloide Zellen; zwei alternative ,Splice“-Formen
Hck myeloide Zellen; zwei verschiedene Translations-Anfange

Far myeloide Zellen, B-Zellen

Blk B-Zellen

Lck T-Zellen, natirliche Killer-Zellen, ZNS

Alle Mitglieder dieser Familie haben eine molekulare Masse von 52-62kD und
besitzen sechs funktionale Domanen. N-terminal liegt die Src Homologie Domane 4
(SH4), daran schlielt sich die ,unique“ Domane an, dann kommen die Protein-Binde-
Doméanen SH3 und SH2 (Brown & Cooper 1996). Diese Domanen findet man in
vielen Proteinen, wie Phosphatasen, Zytoskelett-Proteinen, Transkriptions-Faktoren
(Mayer & Baltimore 1993). Es schliel3t sich eine katalytische Domane SH1 an und c-
terminal ein regulatorischer Schwanz (Brown & Cooper 1996) (siehe Abb.3A).

Src-Homologie Doméane 4 (SH4): Diese Domane besitzt Fettsaure Modifikationen,

die die Kinase an der cytosolischen Seite der Plasmamembran verankert. Zum Einen
handelt es sich dabei um eine Myristoylierung des Glycins an Position 2, dass bei
jeder Src-Kinase zu finden ist (Brown & Cooper 1996) und zum Anderen kann es
zusatzlich zu einer Palmytoylierung eines Cysteins in den ersten 10 Aminosauren der
Src-Kinase kommen. Alle Src-Kinasen, auller Src selbst und Blk, haben die
Madglichkeit der zusatzlichen Palmytoylierung (Koegl et al 1994). Dies flhrt dazu,
dass die Src-Kinasen nicht nur an der Membran binden kdnnen, sondern in
Glykosphingolipid-reichen Domanen (1.3) angereichert werden, wo sie in
physiologischer Nahe zu mdglichen Assoziationspartnern stehen (Robbins et al
1995).
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A Lys (279)
Gly (2) YA
Myristylierung ATP-Bindungsstelle Tyr (508)
neg. Regulierun
£y @ Y g
Taimityliefung A-Schlaufe
N—( SH4 ){IUnique )‘( SH3
Membran Protein PxxP Helix ~ Phosphotyrosin  Autophosphorylierungs- Regulatorischer
Anker Interaktionen Erkennung  Erkennung Stelle Schwanz
B _ i kleine Schlaufe

_0.C Helix

_G-reiche Region

Aktivierungs-

‘," schlaufe
N SH1
2%
&) A
reg. Schwanz \ g rofBe Schlaufe

Abbildung 3: Sekundar- und Tertiarstruktur der Src-Kinase

A: Sekundarstruktur der Src-Kinase, Zeichnung abgeleitet von (Kovarova et al 2001), von links
nach rechts: N-terminal liegt die SH4 Domaidne zur Verankerung des Proteins in der
Plasmamembran via Myristoylierung und Palmytoylierung, die Unique Doméne, die SH3- und
SH2 Domaénen sind Protein-Binde-Doménen. Die SH1 Domaine ist die katalytische Doméane mit
der ATP Bindestelle und der A-Schlaufe zur Autophosphorylierung. C-terminal liegt der
regulatorischer Schwanz. B: Tertiarstruktur der Src-Kinase (Roskoski 2004), SH4 und Unique
Domane sind nicht deutlich gezeigt, die SH3 Doméne besitzt B-Strange, die SH2-Domaéne bildet
mit B-Strang und a-Helix eine Tasche zur Bindung des Phosphotyrosins. Die katalytische
Domane SH1 besteht aus einer kleinen und groBen Schlaufe in deren Mitte die
Aktivierungsschlaufe liegt sowie der katalytische Spalt (kat. Spalt). Der regulatorische
Schwanz (reg. Schwanz) bindet in der inaktiven Form (wie hier gezeigt) mit dem pTyr527 an die
SH2-Doméne.

Unique®* Domane: Diese Domane ist fur jede Src-Kinase spezifisch. Es wird

angenommen, dass sie spezifische Interaktionen mit Proteinen eingeht (Thomas &
Brugge 1997). Fir die meisten Src-Kinasen ist die Funktion dieser Domane unklar
(Boggon & Eck 2004), von der Src-Kinase Lck weil3 man jedoch, dass sie eine
Bindungsstelle fur die T-Zell Rezeptoren CD4 (co-receptor domain) und CD8a besitzt
(Rudd et al 1988). Die Src-Kinase selbst besitzt in dieser Domane die Bindestelle fur
PKC (Protein Kinase C), Ser-12 und Ser-48, die wahrend der PKC Aktivierung
phosphoryliert sind (Tatosyan & Mizenina 2000).
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SH3-Domane: Diese Domaéane ist eine Protein-Protein-Bindedoméane. Sie ist sowohl

fir intra- als auch fur intermolekulare Interaktionen wichtig. Sie reguliert die
katalytische Aktivitat der Kinase (siehe 1.4.2.), die Lokalisation und die Rekrutierung
von Substraten (Thomas & Brugge 1997). Die SH3-Domane bindet kurze Prolin-
reiche Domanen. Das wichtigste Sequenzmuster der Liganden ist PXXP, allerdings
sind umliegende Lysin- und Arginin-Reste ebenfalls fir die Stabilitat und Affinitat der
Bindung von Bedeutung (Rickles et al 1995). Die SH3 Domane besteht aus funf
antiparallelen B-Strangen und zwei Schlaufen, die die PXXP-Bindungsstelle
einfassen. Die Bindungsstelle nimmt dadurch eine helikale Struktur ein, wodurch
Liganden sowohl in N- als auch in C-terminaler Orientierung binden kénnen (Boggon
& Eck 2004) (Abb.3B). Viele Proteine mit einer SH3-Domane sind mit dem
Zytoskelett assoziiert (Weng et al 1994).

SH2-Domane: Dies ist die zweite Doméane, die fiur Protein Interaktionen der Src-

Kinase verantwortlich ist. AuRerdem spielt auch sie eine Rolle in der Regulation der
Kinase-Aktivitat (siehe 1.4.2.). In der SH2-Domane ist ein B-Strang beidseitig von
einer Helix umgeben, die zwei Taschen bilden (Abb.3B). Die eine Tasche der SH2-
Domane bindet mit Arginin-175 an ein Phosphotyrosin des Liganden, die andere
Tasche bindet an eine 3-5 aminosaurelange Sequenz des Liganden, die c-terminal
vom Phosphotyrosin liegt (Roskoski 2004, Songyang et al 1995, Tatosyan &
Mizenina 2000). Die Bindung mit der hochsten Affinitat ist pY-EEI, wobei polare und
elektrostatische Interaktionen Glutamat an Position pY+1 und pY+2 bevorzugen,
allerdings sind auch Interaktionen mit ahnlichen Sequenzen maéglich (Boggon & Eck
2004).

SH1-Domane (katalytische Domane): Sie besteht aus einer n-terminalen kleinen

Schlaufe und einer c-terminalen grofderen Schlaufe (Abb.3B). Sie ist fur die Aktivitat
der Kinase und die Substrat Spezifitdt von Bedeutung. Die Phosphorylierungs-
Sequenz des Substrats ist EEEIYG/EEFD, kann jedoch leicht abweichen (Tatosyan &
Mizenina 2000). Die kleinere Schlaufe bindet und orientiert ATP und besteht
hauptsachlich aus einem antiparallelen [(3-Strang. Die grof3ere Schlaufe bindet
teilweise ebenfalls ATP und aullerdem das Protein-Substrat. Es besteht
hauptsachlich aus einer a-Helix (Roskoski 2004). Der katalytische Spalt liegt
zwischen den beiden Schlaufen und kann je nach Lage der Schlaufen eine offene
oder geschlossene Konformation einnehmen. Die Autophosphorylierungsstelle in der

Aktivierungsschlaufe ist teil des Spaltes und der groRen Schlaufe (Ozkirimli & Post
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2006) (Abb.3B). Die Autophosphorylierung des Tyrosins an Position 418 (im Kontext
IEDNEYTAR) fuhrt zu einer Stabilisierung des aktiven Zustandes der Kinase in der
offenen Konformation (siehe 1.4.2) (Superti-Furga & Courtneidge 1995) (Abb.4).

Regqulatorischer Schwanz: Der c-terminal liegende regulatorische Schwanz ist 19

Aminosauren lang und reguliert die Src-kinase Aktivitat. Ein Tyrosin an Position 527
kann durch Phosphorylierung einen Konformationswechsel herbeifiihren, der zur
Inaktivierung der Src-Kinase fuhrt (Tatosyan & Mizenina 2000) (Abb.4).

1.4.2 Aktivierung der Src-Kinase

MR naktives Stadium Mwis'Palm' Aktives Stadium M"I"-S'Pf'm Plasmamembran

SH3 und/oder
SH2 Ligand

Dephosphorylierung Autophosphorylierung
von pY527 von Y418

Abbildung 4: Aktivierung der Src-Kinase

Im inaktiven Stadium bindet das pY527 des c-terminalen regulatorischen Schwanzes an die
SH2-Domaéane. Hierdurch kommt es zu einer geschlossenen Konformation. Wird pY527
dephosphoryliert und/oder Liganden der SH3 und/oder SH2-Doméne binden, 6ffnet sich diese
Konformation. Es kommt zu einer Autophosphorylierung des Y418. Dies stabilisiert die offene
Konformation. Zeichnung abgeleitet von (Roskoski 2004).

Hochauflosende Kristall-Struktur-Analysen haben gezeigt, welche Konformation Src-
Kinasen im inaktiven und aktiven Zustand einnehmen und wie intramolekulare
Interaktionen zwischen der SH2- und SH3-Doméane den inaktiven Zustand
stabilisieren (Xu et al 1997).
Die SH2- und SH3-Domanen liegen dem katalytischen Spalt gegeniber und
unterdricken die Aktivierung der Kinase, indem sie mit Aminosauren der
katalytischen Domane interagieren. Des weiteren bindet die SH3-Domane an die
Linkerregion zwischen SH2- und SH1-Domane (Thomas & Brugge 1997). Dieses
Motiv ist nicht das bevorzugte PXXP-Motiv, hat aber eine links gedrehte polyproline
Helix. Die SH2-Domane bindet das phosphorylierte Tyrosin an Position 527 des
regulatorischen Schwanzes. Hierdurch hat die Kinase eine geschlossene
Konformation und ist somit inaktiv (Abb.4).
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Dephosphorylierung des Tyrosins an Position 527 fUhrt zu einem
Konformationswechsel und zur Aktivierung der Kinase (Brown & Cooper 1996). Die
hohe Affinitat von Substraten kann zur Zerstérung der intramolekularen Bindungen
von SH2-, SH3- und SH1-Doméane fuhren und somit ebenfalls zur Aktivierung der
Src-Kinase beitragen. Die Autophosphorylierung von Y418 ist fur die Aktivierung von
besonderer Bedeutung (Thomas & Brugge 1997). Das Maximum an katalytischer
Aktivitat ist erreicht, wenn die Kontakte zwischen SH2-, SH3- und SH1-Domane
vollstandig geldst sind, das Tyr418 in der Aktivierungsschlaufe phosphoryliert und
das Tyr527 des regulatorischen Schwanzes dephosphoryliert (Ozkirimli & Post 2006)
(Abb.4). Durch den Konformationswechsel 6ffnet sich die Kinase und kann nun

Substrate binden und katalytisch aktiv werden.

Tabelle 2: Aminosaure-Interaktionen der katalytischen Domane: Aktivierung/Deaktivierung der
Src-Kinase (Ozkirimli & Post 2006)

Aminosaure Lokalisation Interaktionspartner Interaktionspartner
Aktives Stadium Nicht-aktives Stadium

K295 Kleine Schlaufe E310 D404, ATP

E310 aC Helix K295 R409, Y382

D386 Katalytische Schlaufe -—-- Y418

D404 Metall-lonen-Bindestelle | Mg** Mg”*, K295

R409 Aktivierungsschlaufe Y418 E310

Y418 Aktivierungsschlaufe R409, R385 D386

ATP Katalytischer Spalt - K295

Die kleine und grof3e Schlaufe der katalytischen Domane konnen unterschiedliche
Orientierungen einnehmen, die zu einer Offnung oder zur SchlieBung des
katalytischen Spaltes fuhren (Abb.5A/B und D/E). In der kleinen Schlaufe befindet
sich eine aC-Helix, die durch rotieren zur Offnung des Spaltes beitragen kann.

Im aktiven Zustand ist die aC-Helix zur ATP-Bindungsstelle gedreht, da E310 mit
K295 interagiert. In der groRen Schlaufe ist die Phosphorylierung des Y418, die zur
Aktivierungsschlaufe gehdrt, wichtig (Roskoski 2004). Die Aktivierungsschlaufe bildet
im phosphorylierten Zustand eine gestreckte Struktur, die den katalytischen Spalt
offnet und Substraten den Zugang ermoglicht. Hierbei interagiert das pY418 mit
R385 und R409 (Abb.5F). Nun kann ATP binden und Phosphat auf das Substrat
transferiert werden. K295 bindet das a- und B- Phosphat des ATPs. D386 orientiert

die Tyrosyl-Gruppe des Substrates, so dass ein Transfer stattfinden kann. D404 ist
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Teil der Aktivierungs-Schlaufe und bindet Mg®* und K295, welche wiederum den
Transfer des y-Phosphats am ATP koordinieren (Ozkirimli & Post 2006) (Tabelle 2).
Die Rotation der aC-Helix nach auf3en fuhrt zu einer Interaktion von E310 mit R409
und Y382 und zur Inaktivierung (Abb.5C). Y418 ist nun im unphosphorylierten
Zustand, so dass die Schlaufe kompakter ist und zwei kurze a-Helices bildet, die den
Spalt blockieren. Dabei geht Y418 eine Wasserstoffbriicken-Bindung mit D386 im
katalytischen Spalt ein. Die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung des Y418
fuhrt zu der grofiten Konformationsanderung im Enzym und ist deshalb von
besonderer Bedeutung (Tabelle 2) (Ozkirimli & Post 2006).

B
kleine Schlaufe

Cc Spalt geschlossen
E310 nach aulien gerichtet
A-Schlaufe kompakt

nicht aktiv

Spalt gedffnet
E310 nach innen gerichtet
A-Schlaufe gestreckt

W
E310
‘i;:m

A

Abbildung 5: Aktivierung der Kinase Doméane (Ozkirimli & Post 2006)

Vergleich der katalytischen Doméanen Struktur der Src-Kinase in der nicht-aktiven (A-C) und
aktiven (D-F) Konformation. Die SH3 und SH2 Doméne ist hier nicht gezeigt. B und E sind im
Vergleich zu A und D um 90° rotiert. Die kleine Schlaufe ist in der Abbildung blau, die groRe
Schlaufe ist gelb und die aC Schlaufe (aC) ist dunkelblau. Die Aktivierungsschlaufe (A-
Schlaufe) ist rot und ist im inaktiven Zustand kompakt und verhindert Substrat-Bindungen und
im aktiven Zustand gestreckt. C und F zeigen den katalytischen Spalt und deren Aminoséaure-
Interaktionen. ATP ist in griin dargestelit.
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1.5 Src-Kinase: Lyn

1.5.1 Aufbau und Aktivierung der Lyn Kinase

Das Gen der Lyn Kinase wurde erstmals 1987 beschrieben (Yamanashi et al 1987)
und dessen grol’e Homologie zu anderen Src-Kinasen festgestellt. In Mausen liegt
das Gen auf Chromosom 4gA1 (Hibbs et al 1995). Das Protein Lyn besteht aus zwei
Isoformen, die aufgrund von alternativem ,Splicing® der mRNA’s entstehen. Der
Unterschied der beiden Isoformen liegt in einer 21 Aminosauren Insertion/Deletion in
der ,Unique“-Domane. Die Lyn Isoform A ist 53 und die Lyn Isoform B 56kD grof3. Es
werden immer beide Isoformen exprimiert und funktionelle Unterschiede sind nicht
bekannt (Abb.6) (Xu et al 2005). Lyn besitzt neben der Myristoylierungsstelle zur
Verankerung in der Membran auch eine Palmytoylierungsstelle, die eine
Verankerung in Mikrodomanen (siehe 1.3) der Plasmamembran ermdglicht (Hibbs &
Dunn 1997).

Der Aufbau und die Aktivierung der Src-Kinase Lyn entspricht dem aller Src-Kinasen
(1.4). In Abb.6 ist jedoch ersichtlich, dass die Autophosphorylierungsstelle statt an
Tyrosin 418 an Tyrosin 397 in der Maus zu finden ist und das sich das Tyrosin des
negativ regulierenden Schwanzes statt an Position 527 an Position 508 befindet
(Hibbs & Dunn 1997).

Lys (279)
ATP-Bindestelle Tyr (508)

neg. Regulierun
Tyr (397) =9 <

Aktivierungsschlaufe

Lyn-A Isoform

N—( SH4 D‘(]Unique

Lyn-B Isoform

N—( SH4 ){ Unique )'€ @51_5? _h'

Abbildung 6: Lyn Kinase Isoformen, Zeichnung nach (Kovarova et al 2001)

Die Lyn Kinase ist aufgebaut wie fiir Src-Kinasen beschrieben und unterscheidet sich in erster
Linie nur in der Unique Domaéne. Es gibt zwei verschiedene Isoformen, Lyn-A und Lyn-B, die
sich aufgrund einer Insertion/Deletion unterscheiden. Das Tyrosin der Aktivierungsschlaufe
liegt an Position 397 und das Tyrosin im negativ regulierenden Schwanz an Position 508.

Die Lyn Kinase wird zumindest teilweise durch die Csk-Kinase (c-src-tyrosine kinase)
reguliert, indem diese das Tyrosin 508 phosphoryliert und damit die Lyn Kinase
inaktiviert (Hibbs & Dunn 1997). Diese Phosphorylierung scheint jedoch in der Lyn
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Kinase eine untergeordnete Rolle zu spielen. In B-Zellen, wie auch in
Oligodendrozyten, kann die Phosphorylierung des Y508 der Lyn Kinase kaum
detektiert werden, auch dann nicht, wenn keine Lyn Kinase Aktivitat messbar ist
(Colognato et al 2004, Thomas & Brugge 1997). Der Verlust der Csk-Kinase in B-
Zellen fuhrt jedoch zur Aktivierung von Lyn. Die Balance von Tyrosin Phosphatase
und Csk-Kinase scheint hier von Bedeutung. Aul3erdem sind andere intramolekulare
Mechanismen fur die Aktivierung wichtig, wie Liganden mit hoher Affinitat oder die

Phosphorylierung von Tyrosin 397 (siehe 1.4.2) (Thomas & Brugge 1997).

1.5.2 Lyn-defiziente Mause

Lyn-defiziente Mause entwickeln Autoimmunkrankheiten, die aufgrund von
Autoantikérpern im Serum, als auch Ablagerungen von Immunkomplexen in der
Niere charakterisiert werden konnen (Hibbs & Dunn 1997). Die B-Zellen haben eine
erhohte Ligation von B-Zell-Rezeptoren (BCR). Dies fuhrt zu einer Aktivierung der
Lyn Kinase, die dann ihrerseits eine negativ-regulierende Funktion einnimmt und die
Immun-Antwort hemmt. AuRerdem ist die Anzahl von B-Zellen reduziert (Xu et al
2005). Die Fce-Rezeptor Signal-Kaskade in Mastzellen ist beeintrachtigt, was zu
einer gestorten allergischen Reaktion fuhrt, deren Symptome an die Autoimmun-
Krankheit Lupus erythematodus erinnern (Enyedy et al 2001, Hibbs & Dunn 1997).
Die Fcy-Rezeptor-abhangige Phagozytose in Makrophagen ist verzdgert (Crowley et
al 1997).

Im zentralen Nervensystem Lyn-defizienter Mause kann kein drastischer Phanotyp in
der Myelinisierung erkannt werden, im Gegensatz zu Fyn-defizienten Mausen, die
eine reduzierte Anzahl von Oligodendrozyten besitzen und an Hypomyelinisierung
leiden. Das Myelin von Lyn-defizienten Mausen ist nicht beeinflusst (Sperber et al
2001) und es zeigen sich auch sonst keine morphologischen Veranderungen des
ZNS. Allerdings ist die spontane Bewegungsaktivitat der Lyn-defizienten Mause
unterdrickt. Dies ist darauf zurickzuflihren, dass PKC (Protein Kinase C) eine hohe
Aktivitat aufweist, da keine negative Regulation durch die Lyn Kinase stattfinden
kann. Dies fuhrt zu einer verstarkten Aktivierung des NMDA-Rezeptors (N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptor), der neben Lernen und Gedachtnis auch eine wichtige Rolle in
der Motorik spielt (Umemori et al 2003). AuRerdem spielt die Lyn Kinase eine Rolle
bei der EAE (experimental allergic encephalomyelitis). EAE ist eine

demyelinisierende Autoimmun-Erkrankung in Mausen, die in Symptomen und
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Pathologie Ahnlichkeiten mit Multipler Sklerose aufweist. In Lyn-defizienten M&usen
erreicht die Krankheit schneller einen erhdhten Schweregrad aufgrund einer

reduzierten Produktion von Zytokinen (Du & Sriram 2002).

1.5.3 Funktionen der Lyn Kinase

Die Lyn Kinase wird sowohl von Zellen des zentralen Nervensystems, als auch des

Immunsystems exprimiert (Tabelle 1) (Thomas & Brugge 1997).

1.5.3.1 Funktionen im Immunsystem

Die Lyn Kinase ist in den Zellen des Immunsystems unter anderem mit dem B-Zell-
Rezeptor (Cambier & Jensen 1994), als auch mit Fc-Rezeptoren, wie dem Fce-
Rezeptor (Eiseman & Bolen 1992),dem Fcy-Rezeptor (Bewarder et al 1996) und dem
Fcu-Rezeptor (Rabinowich et al 1996), mit unterschiedlichen CD-Rezeptoren und
mehreren Zytokin-Rezeptoren assoziiert (Hibbs & Dunn 1997). Vielfach spielen rafts
als Signaltransduktionsplattformen eine wichtige Rolle (Gupta & DeFranco 2003,
Holowka et al 2000, Kovarova et al 2001). Die Signal-Kaskaden, die bisher am
Besten untersucht wurden, sind die des B-Zell-Rezeptors in B-Lymphozyten und des
Fce-Rezeptors in Mastzellen.

B-Zell-Rezeptor: Die Aktivierung der Lyn Kinase nach B-Zell-Rezeptor Stimulierung

beeinflusst zahlreiche Signal-Kaskaden, in der die Lyn Kinase eine Schlisselfunktion
Ubernimmt. So werden, je nach Starke des B-Zell-Rezeptor Signals dem
Entwicklungsstadium der B-Lymphozyten und der Co-Rezeptoren, wie CD19/CD22,
die Reifung der Zellen, Apoptose, Adhesion und Zellteilung beeinflusst. Hierbei kann
die Lyn Kinase sowohl aktivierende als auch hemmende Funktionen Ubernehmen
(Brown & Cooper 1996, Gauld & Cambier 2004, Hibbs & Dunn 1997, Spaargaren et
al 2003). Die Lyn Kinase kann somit in einer Zelle in mehreren
Signaltransduktionswegen involviert sein, die sogar kontrar wirken kénnen.

Fce-Rezeptor: Die Aktivierung dieses Rezeptors fuhrt zu einer Kaskade intrazellularer

biochemischer Ereignisse, die zur Sekretion von pharmakologischen Agenzien, wie
Zytokinen, Chemokinen und Leukotrinen und zur erhdhten Transkripition von
Zytokinen fuhrt. Dies spielt eine wichtige Rolle bei immunologischen,
anaphylaktischen Reaktionen der Makrophagen (Kovarova et al 2001, Tkaczyk &
Gilfillan 2001, Tolar et al 2004). Die Aktivierung des Fce-Rezeptors fuhrt zu einer
Aktivierung der Lyn Kinase, wodurch weitere Proteine aktiviert werden, wie z.B. die

Syk Kinase. Sowohl die B-, als auch die y-Untereinheiten des Fce-Rezeptors werden
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phosphoryliert und kénnen dann ihrerseits Substrate binden. (Hibbs & Dunn 1997,
Honda et al 2000, Tolar et al 2004).

1.5.3.2 Funktionen im Nervensystem

Die Lyn Kinase Expression im ZNS wurde erstmals 1992 beschrieben (Umemori et al
1992). Im ZNS wird die Lyn Kinase in vielen verschiedenen Gehirnabschnitten
exprimiert, wie z.B. im Prosencephalon, Telencephalon und im Cerebellum (Chen et
al 1996). Die Expression der Lyn Kinase wurde im zentralen Nervensystem in
Mikroglia (Katsura et al 2006), Oligodendrozyten (Kramer et al 1999) und Neuronen
(Hayashi et al 1999) nachgewiesen.

In Neuronen sind 1-2% der Lyn Kinasen mit dem AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoaxole-propionate)-Rezeptor assoziiert, der zu den Glutamat-Rezeptoren
des ZNS gehort (Hayashi et al 1999). Er besteht aus vier Untereinheiten, GIuRA, -B,
-C und -D und bildet einen Liganden-gesteuerten Kationenkanal (Palmer et al 2005)
(1.6). Jede Untereinheit besteht aus vier Transmembran Domanen. Die GIuRB
Untereinheit ist mit einer intrazellularen Region zwischen vierter Transmembran-
Domane und C-Terminus mit der SH3-Domane der Lyn Kinase dauerhaft assoziiert.
Diese Assoziation fuhrt zu einer schnellen Lyn Kinase Aktivierung nach Stimulierung
des AMPA Rezeptors, die unabhangig vom Kationenkanal des Rezeptors ist
(Hayashi et al 1999). Als Folge der Aktivierung von Lyn wird die MAPK-Kaskade
(mitogen-activated protein kinase) aktiviert, sowie der PI3K (phosphoinositide-3-
kinase) Signaltransduktionsweg. Dadurch wird die Transkripition der BDNF mRNA
erhoht, als auch BDNF Protein in den synaptischen Spalt ausgeschuttet (Abb.7)
(Hayashi et al 1999, Wu et al 2004). BDNF beeinflusst die synaptische Plastizitat
(Thoenen 1995), aullerdem wirkt BDNF gegen Glutamat-abhangige Exzitotoxizitat
indem es an den TrkB-Rezeptor (tyrosin kinase B receptor) bindet (Jiang et al 2003,
Wu et al 2004).

Die Lyn Kinase ist auRerdem in der Post-Synapse mit PSD-95 (postsynaptic density)
assoziiert, dass seinerseits zu einem grofden Prozentsatz mit dem NMDA-Rezeptor
(n-methyl-d-aspartate receptor) assoziiert ist. Lyn kénnte also auch an der Regulation
des NMDA-Rezeptors beteiligt sein (Kalia & Salter 2003).

Die Lyn Kinase spielt auerhalb von Neuronen eine Rolle bei der PDGF-Rezeptor-
abhangigen Migration von Glioblastoma-Zellen. Glioblastoma sind maligne Tumoren

des Gehirns, die sich aus Gliazellen entwickelt haben. Lyn Kinase Aktivitat ist in
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diesen Tumoren im Gegensatz zu normalen Gewebe signifikant erhéht (Ding et al
2003, Stettner et al 2005).

& Glutamat

.

Abbildung 7: Die Lyn Kinase abhangige Aktivierung der MAPK und PI3K Signal Kaskaden

Die Stimulierung des AMPA Rezeptors mit Glutamat in Neuronen fiihrt zu einer Erhéhung der
BDNF Transkription, sowie zur Freisetzung von BDNF Protein in den synaptischen Spalt. BDNF
filhrt dann zur Aktivierung des TrkB Rezeptors. Zeichnung nach Artikeln von (Hayashi et al
1999, Wu et al 2004).

1.5.4 Lyn Kinase in Oligodendrozyten

Die Lyn Kinase wird, wie auch die Fyn Kinase, in murinen Oligodendrozyten
exprimiert. Sie sind, gemeinsam mit NCAM (120kD) und F3, in den rafts der
Oligodendrozyten und im Myelin lokalisiert, allerdings kann eine stabile Assoziation
nur zwischen der Fyn Kinase, F3 und NCAM 120 festgestellt werden. Neben der
Lokalisation von Fyn und Lyn in rafts, ist auch eine Lokalisation in Bereichen
detektierbar, die sich auRerhalb der rafts befinden. Die Expression der Lyn Kinase ist
hauptsachlich im Myelin junger Mause nachweisbar und nimmt im Myelin von 12-
Tage alten Mausen (P12) stark ab. Die Aktivitat der beiden Src-Kinasen ist, abhangig

von der Entwicklung der Oligodendrozyten, reguliert. Die Aktivitat ist sowohl bei der
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Lyn, als auch bei der Fyn Kinase wahrend der Initierung der Myelinisierung in den
Zellen am starksten (bei der Lyn Kinase: P9-P12) (Kramer et al 1999).

Fir beide Src-Kinasen ist in Oligodendrozyten eine Assoziation mit Integrinen
beschrieben, die die Proliferation bzw. Uberlebensrate durch Wachstumsfaktoren
und deren Rezeptoren regulieren (Colognato et al 2004). Oligodendrozyten
exprimieren aVp1, aVB3, aVB5 und a6B1-Integrine (ffrench-Constant & Colognato
2004). Lyn Kinase ist mit aVB3-Integrin assoziiert und in die PDGF-stimulierte
Proliferation von Oligodendrozyten Vorlauferzellen involviert. Eine Aufgabe in der
Migration konnte nicht festgestellt werden. Eine Assoziation der Lyn Kinase und dem
PDGF-Rezeptor war nach Stimulierung mit PDGF und/oder Wachstum der Zellen auf
Fibronektin, dem Liganden des aVp3-Integrins, am stabilsten. Fibronektin ist ein
extrazellulares Glykoprotein und dient als Adhasionsmolekul fur Zellen. Fibronektin
konnte auch die Assoziation zwischen Lyn Kinase und aVp3-Integrin verstarken.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat der Lyn Kinase in
Oligodendrozyten hauptsachlich Gber die Phosphorylierung/ Dephosphorylierung des
Tyrosin (Y397) in der Autophosphorylierungsschlaufe reguliert wird und nicht durch
den Phosphorylierungszustand des Tyrosin (Y508) am regulatorischen Schwanz
(Colognato et al 2004). In differenzierteren Oligodendrozyten ist die Fyn Kinase mit
a6B1-Integrin assoziiert und beeinflusst die Uberlebensrate und die Differenzierung.
Ligand des a6B1-Integrin ist Laminin2, ein extrazellulares Glykoprotein, das auf
Axonen exprimiert wird. Die Differenzierung der Oligodendrozyten konnte durch die
Reduktion der Fyn Kinase Expression in den Zellen gehemmt werden, jedoch nicht
durch die Reduktion der Lyn Kinase Expression (Colognato et al 2004) (Abb.8).
Src-Kinasen in Oligodendrozyten sind auf3erdem in die Signaltransduktionswege des
IGF-I-Rezeptors (Insulin-like-growth Factor 1) involviert, der Glutamat-abhangige
Apoptose in Oligodendrozyten Uber die PI3K-Signal-Kaskade verhindert und die
Regeneration von Oligodendrozyten fordert. IGF-I-Rezeptor Aktivierung fordert in
EAE (experimental allergic encephalomyelitis) die Regeneration des Myelins. Durch
Inhibierung der  Src-Kinase  Familie in  Oligodendrozyten kann  der
Signaltransduktionsweg des IGF-I-Rezeptors unterbrochen werden, indem das
Protein Akt nicht aktiviert wird. Dies flhrte zu einer Erhéhung der Apoptose in
Oligodendrozyten (Cui et al 2005).
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Abbildung 8: Regulation der Src-Kinasen Lyn und Fyn durch Integrine wahrend der
Oligodendrozyten Entwicklung (libersetzte Zeichnung von (Colognato et al 2004)).

Lyn ist mit dem PDGF-Rezeptor-aVB3-Integrin Komplex assoziiert und wird durch aVp3-
Integrin aktiviert. Hierdurch wird die Proliferation geférdert. Fyn verbleibt in einem inaktiven
Stadium. Nach axonalem Kontakt (Laminin), dissoziiert Lyn aus dem Komplex und Csk wird
herunterreguliert. Fyn befindet sich im Komplex mit dem a6p1-Integrin und wird aktiviert. Das
aktive Fyn aktiviert dann, abhangig vom PDGF-Rezeptor bzw. dem ErbB2/4-Rezeptor die PI13K
bzw. MAPK Kaskaden. Dies fiihrt zum Fortbestand, also einer erhéhten Uberlebensrate, der
Oligodendrozyten, zur Differenzierung und Bildung von Myelin (Colognato et al 2004).

1.6 AMPA Rezeptor in Neuronen und Gliazellen

In Neuronen ist bereits bekannt, dass die Lyn Kinase mit dem AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoaxole-propionate)-Rezeptor assoziiert ist (Hayashi et al 1999).
Unsere Untersuchungen der Lyn Kinase in Oligodendrozyten fuhrten dazu, dass der
AMPA-Rezeptor immer mehr in den Fokus unserer Experimente gelang. Aus diesem
Grund soll der AMPA-Rezeptor hier kurz vorgestellt werden.

Der AMPA-Rezeptor gehort neben dem NMDA-Rezeptor und dem Kainat-Rezeptor
zu den ionotropen Glutamat-Rezeptoren des ZNS (Hayashi et al 1999) und ist mit
seinem Liganden-gesteuerten Kationenkanal einer der wichtigsten exitatorischen
Neurotransmitter im zentralen Nervensystem. Er besteht aus vier Untereinheiten,
Glutamat-Rezeptor (GIuR) A, -B, -C und -D (Mayer 2006). Der Kationenkanal ist fur
Na* und Ca?" durchldssig und der lonen-Einstrom bewirkt eine exitatorische
postsynaptische Erregungsweiterleitung (Mayer 2005, Mayer & Armstrong 2004). Der
Einstrom von Ca®* kann auRerdem sekundire Botenstoffe aktivieren (Michaelis
1998). Die Untereinheiten besitzen vier hydrophobe Domanen, die an der Membran

assoziiert sind. Die erste, dritte und vierte Domane durchspannen die Membran,
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wohingegen die zweite Domane eine Schlaufe innerhalb der Membran formt und so
einen Teil des Kationen-Kanals bildet. Der N-Terminus und die Schlaufe zwischen
dritter und vierter Domane sind extrazellular und besitzen die Bindungssequenzen fur
Agonisten, wie Glutamat und AMPA, und allosterische Modulatoren, wie Aniracetam.
Der C-Terminus liegt intrazellular und interagiert mit Proteinen, wie GRIP (glutamate
receptor interacting protein) oder der Lyn Kinase (Braithwaite et al 2000, Gouaux
2004, Kew & Kemp 2005). Die Untereinheiten besitzen zwei Regionen in denen
alternatives Splicing vorkommt, wodurch das C-terminale Ende eine unterschiedliche
Lange aufweist, bzw. im extrazellularen Bereich flip oder flop Varianten zu finden
sind. Hierdurch ist die Desensitisierung modifiziert (Stensbol et al 2002). Die GIuRB
Untereinheit kann zusatzlich ein RNA-Editing von Glutamin zu Arginin an Position
607 haben, die eine verringerte Permeabilitit des lonenkanals fiir Ca?* mit sich bringt
(Palmer et al 2005).

Wahrend der AMPA Rezeptor in Neuronen flir die exitatorische
Erregungsweiterleitung in Synapsen bekannt ist, wurde die Expression dieses
Rezeptor auch in Gliazellen (Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia) festgestellt
und ist fur die Neuron-Glia Kommunikation wichtig (Gallo & Ghiani 2000, Steinhauser
& Gallo 1996). In undifferenzierten Oligodendrozyten wird der AMPA-Rezeptor
exprimiert (Bergles et al 2000, Borges & Kettenmann 1995, Gallo et al 1996). Dessen
Stimulierung mit Glutamat hemmt die Proliferation und Differenzierung der Zellen.
Diese Inhibierung erfolgt Gber eine Na® abhangige Blockade von K*-Kanalen (Gallo
et al 1996, Yuan et al 1998). Der AMPA-Rezeptor ist in einem Komplex mit NG2 und
GRIP1 nachweisbar (Stegmuller et al 2003) und scheint hier in der Migration eine
Rolle zu spielen (Trotter 2005). Im Komplex mit PLP und Integrin aV beeinflusst der
AMPA Rezeptor ebenfalls die Migration, indem die Adhasion der Zellen nach
Stimulierung des Rezeptors reduziert ist (Gudz et al 2006). Je nach Konzentration,
kann Glutamat allerdings auch exzitotoxisch wirken, indem die Ca®* Konzentration
der Zelle ein kritisches Level erreicht. Dies kann bei mehreren neurodegenerativen
Krankheiten eine Rolle spielen (Matute et al 2006).

Neben dem AMPA-Rezeptor, werden auch der NMDA-Rezeptor und Kainat-Rezeptor
in Oligodendrozyten und im Myelin exprimiert (Karadottir et al 2005, Micu et al 2006).
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Bildung, Aufrechterhaltung und Funktionalitdt von Zellen und komplexen
Geweben Bedarf einer prazisen Regulation von Ereignissen wie Migration,
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen.

Es ist bekannt, dass die Lyn Kinase in Oligodendrozyten exprimiert wird, teilweise
innerhalb von rafts in der Plasmamembran verankert ist und die Expression und
Aktivitat hauptsachlich im Myelin junger Mause zu detektieren ist. Die Lyn Kinase
bildet mit dem PDGF-Rezeptor und Integrin aV33 einen gemeinsamen Komplex, der
in der Regulation der Proliferation von Bedeutung ist (Colognato et al 2004, Kramer
et al 1999).

Da Src-Kinasen jedoch in vielen unterschiedlichen Signalwegen eine Rolle spielen,
sollte die Lyn Kinase in Oligodendrozyten weitergehend untersucht werden.

Die zeitliche Expression der Lyn Kinase wurde in vitro und in vivo in
Oligodendrozyten und im Myelin untersucht. Diese Charakterisierung der Lyn
Expression sollte Aufschluss dartiber geben, in welchem Entwicklungsstadium der
Oligodendrozyten Lyn eine funktionelle Rolle Ubernehmen kénnte.

Die Manipulation der Aktivitat der Lyn Kinase in Oligodendrozyten durch Transfektion
aktiver und inaktiver Konstrukte, sollte einen weiteren Beitrag zur Aufklarung der
Funktion geben.

AulRerdem  wurden  Co-Immunprazipitationen  durchgefiuhrt, um  mogliche
Bindungspartner der Lyn Kinase aufzuzeigen und die Signalkaskade konkret anhand
von interagierenden Proteinen nachzuweisen.

Die Aktivierung des assoziierten Rezeptors mit einem Agonisten sollte weiteren

Einblick in die Aktivierung und Funktion der Lyn Kinase geben.
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2 Material

2.1 Tiere

Es wurden Mause der Zuchtlinie NMRI (Naval Medical Research Institute) fur die
Praparation der primaren Oligodendrozyten, sowie fur die Myelin-Praparation und die
Gehirnschnitte verwendet. Die Mause wurden zu Beginn des Projekts aus dem
Tierstall der Universitat Heidelberg und ab April 2003 aus dem Tierstall der

Universitat Mainz bezogen.

2.2 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Acros B-Mercaptoethanol, MgSQO,

AMAXA Biosystems AMAXA Elektroporationssystem Nukleofektorll, Basic

Nukleofektor-Kit ,Primary neurons”

Amersham Biosciences Hybond-P-PVDF-Membran (Porengrofe 0,45um), Hyperfilm
ECL; Protein-A-Sepharose™ CL-48, ATP*?, S*-Cystein, -
Methionin, Photometer Ultrospec 2100 pro

Applichem Ampicillin

Beckmann OptimaTM MAX-E Ultrazentrifuge (Rotor TLA-55, TLS55),
Optima L-70 Ultrazentrifuge (Rotor SW40Ti, YA20/1)

Biochrom Pferdeserum (horse serum)

Biometra PCR-Gerat Thermocycler T3

Bio-Rad Laboratories GmbH | Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat, Elektroporator

Gene Pulser Xcell

Calbiochem Moviol 4-88 Reagent

Fisher Scientific HCI (37%)

Fermentas ClPase, CIP-Puffer

Fluka Paraformaldehyd; Na,SO,

Heraeus Biofuge fresco (Rotor: 75003328), Biofuge 17RS (Rotor:
1387), Megafuge 1.0R (Rotor: 2704)

Invitrogen Agarose, Bench Mark Prestained, BME, DMEM, Gentamycin,

HBSS, Bench Mark Unstained, L-Glutamin, Trypsin, L-
Glutamat, RPMI1640, Penicillin, Streptomycin

Invitrogen NUPAGE Acrylamid-Gele (4-12%)

Leika Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Leica® (Typ: DMRE),

Fluoreszenzmikroskop Leica®-DMLB, Inverses Mikroskop
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Leika®-DMIL, Vibratom VT1000S

Linaris

Meerschweinchen-Komplement

Menzel

Deckglaser

Merck Biosciences

o-D-Glucose; Borsaure; EDTA; Bromphenolblau; Essigsaure,

Trichloressigsaure (TCA)

Millipore

Bottle-Top-Filter (150ml, 500ml)

National diagnostics

30% Acrylamid / Bisacrylamid—Ldsung

New England Biolabs

MgSO,, BamHI Restriktionsenzym, BamHI-Puffer, Sall
Restriktionsenzym, NEBIII Puffer

Nunc

Plastikware (Zellkultur), Napfplatten (24 Vertiefungen)

Pierce

Super Signal® West Pico Luminol / Enhancer Solution,

Protein-Assay

Promega

Nuklease-freies H,O, pGEMt Puffer, Maxi-Praparationskit,
Mini-Praparationskit, PCR-Aufreinigungskit, Gel-
Aufreinigungs-Kit, Ligase, Ligase-Puffer

Roche

Dnase |, dNTP’s

Roth

CaCl,, Ethanol, Glycin, Hepes-Puffer, MgCl,, Methanol,
NaOH, Sukrose, KCI, Glycerin; KH,PO,4; NaCl; NA,HPO, x
2H,0; NaHCO3;; Magnesiumacetat; Hepes; SDS; Isopropanol;
Tween20; TCA, Chloroform, MnCl,x4H,0, Tris, Glycin, 1,4-
Dithiothreit (DTT), Agar-Agar, Trypton, Hefe-Extrakt

Sarstedt

Einmalplastikwaren, Zellschaber;

Reaktionsrohren (15ml, 50ml); Zellkulturschalen

Serva

TEMED; Phenolrot; Ammoniumperoxiddisulfat, BSA, SDS,
NaF

Sigma

Laborzentrifuge 3K20 (Rotor 12159-H), Phosphoimager

Eraser Raytest

Sigma Aldrich

Digitonin, Insulin, Jodacetamid, Leupeptin, Poly-L-Lysin,
Progesteron, Putrescin, L-Thyroxin; Triton-X100, Aprotinin,
NaNj3, Ponceau-S, Aniracetam, Natriumvanadat, Deoxycholat
(DOC), Hoechst H33258 (DAPI), Red Taq Polymerase, Red
Taqg-Puffer

Tebu-Bio

PDGF, bFGF

VWR

Bromphenolblau-Natriumsalz, Reaktionsgefalie (-80°C),
Deckglaser, DMSO, Einmalspritzen, Whatman-Papier,
Objekttrager, Pasteurpipetten
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2.3 Losungen, Puffer und Medien

Agarplatten-Lésung

1,5% Agar-Agar in LB-Medium

APS

10% Ammoniumperoxiddisulfat in H,O

Blocklésung (in vitro

Farbung)

BME + 10% HS

Blockpuffer (Western Blot)

PBST mit 4% (w/v) Milchpulver

BME/10%HS

9,349/l BME; 2,29/l NaHCOj3; 2,249/l a-D-Glucose; 10000i.u./I
Penicillin; 10000i.u./I Streptomycin; 2mM L-Glutamin; 10% HS

Coomassie-Entfarbe-

Lésung

10% Isopropanol ; 10% Essigsaure

Coomassie-Farbe-Losung

50%Methanol/10%Essigsaure/0,1%
Coomassie blue R250/dH-0

DNase-L6sung, 0,5%

0,5%DNase/HBSS pH6,8

Einfrier-Medium

20%FCS, 70%RPMI, 10%DMSO

Fixier-Losung

4% Paraformaldehyd in PBS

HBSS 4,09/l KCI; 0,69/l KH,POQO4; 80g/I NaCl; 1,13g/I Na;HPO4x2H,0;
10g/l a-D-Glucose; 100mg/l Phenolrot
HBSS+ zu 98,5ml HBSS- werden 1,5ml einer 10%igen MgSO,4-Lésung

gegeben

Kinase Puffer

10mM HEPES (pH7,4), 5mM MgCl;, 1TmM Mn Cl,, 100uM
Nas;VO,, 10mM NaF in PBS

Laufpuffer (10x) 250mM Tris/HCI; 1,9M Gilycin; 1% SDS (pH 8,8)
LB-Medium 1% Trypton, 0,5% Hefe Extrakt, 1% NaCl in dH,O
Moviol 20% Moviol + 1 Teil Glyzerin und 1 Teil dH,0

NaN3-Ldsung

20% NaNs3 in dH20

Paraformaldehyd, 4%

4% Paraformaldehyd in dH,O

PBS

150mM NaCl; 80mM Na,HPO, x 2 H,0; 17mM NaH,PO4 x 2
H,O; pH =7,4

Permeabilisierungs-Ldsung

(in.vivo. Farbung)

0,05%Tx100 in PBS

Blocklosung

Farbung)

(invivo

5%NGS (goat serum)/0,1%Tx100 in PBS

PBS/1%NGS /0,1%Tx100

1%NGS (goat serum)/0,1%Tx100 in PBS

PBST

1xPBS mit 0,1% Tween20

Permeabilisierungslésung

(in vitro Farbung)

0,1% TritonX-100 in PBS
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Poly-L-Lysin 0,01% (w/v) PLL (entspricht 200mM); 0,1M Borsaure in dH,O
Ponceau S 0,2% (w/v) Ponceau S in 3% (w/v) TCA
Probenpuffer (4x) 1M Tris/HCI; 20ml B-Mercaptoethanol; 40ml Glyzerin; 9,29

SDS; 2-3 Spatelspitzen Bromphenolblau;
ad 100ml dH20 (pH 6,8)

Proteaseinhibitoren

Leupeptin [10mg/ml] in H,O; Aprotinin [1Tmg/ml] in 1mM Hepes
(1:1000); PMSF [17,4 mg/ml] in Methanol (1:100), Jodacetamid
(1mg/ml) in H,O

Protein-A-Sepharose-

Lésung

300mg PAS/10ml Tx100 Lysis Puffer

RIPA Puffer

50mM Tris (pH7,2 mit HCI), 150mM NaCl, 1% Tx100, 1% DOC
(Deoxycholat), 0,1% SDS, 1mM DTT

Sammelgelpuffer

0,5M Tris/HCI; 0,4% SDS (pH 6,8)

Sato Medium 13,4g/| DMEM,; 0,29/l NaHCO3; 0,01mg/ml Transferrin;
0,01mg/ml Insulin; 200nM Progesteron; 100uM Putrescin;
220nM Natriumselenit; 500nM Triiodo-L-Thyronin (T3); 500nM
L-Thyroxin (T4); 25ug/ml Gentamycin; 1% hitzeinaktiviertes
Pferdeserum

Sukrose 10,5% und 30% in dH,0O

Sukrose 5, 30, 80%, 5mM EDTA, 1mM PMSF in PBS

TAE 0,04M Tris, 1mM EDTA, 5,71% Essigsaure in dH,0

Transferpuffer 24mM Tris; 20% Methanol; 192mM Glycin (pH 10,4) in H20

Trenngelpuffer

1,5M Tris/HCI; 0,4% SDS (pH 8,8)

Triton-Lysis-Puffer

1% Triton-X100; 50mM Tris; 150mM NaCl

Trypsin/EDTA

0,1% (w/v) Trypsin; 0,02% EDTA in HBSS

Trypsin-Losung, 1%

1%Trypsin (2,5% Loésung in PBS)/HBSS
pH7,8 mit NaOH

2.4 Antikorper

2.4.1 Polyklonale Antikorper

Spezifitdt / |Name des |Spezies Verdinnungen Hersteller / Referenz
Epitop Antikérpers

EGFP EGFP Kaninchen |1:2000 (WB) Gentaur

GIuRB/C GIluR2/3 Kaninchen |1:50 (WB) 1:10 (IP) Chemicon Int.

Lyn Lyn (sc-15) | Kaninchen |1:1000 (WB) 1:100 (IP) |Santa Cruz Biotech. Inc.
Lyn Lyn Kaninchen | 1:100 (IF) Upstate Biotech.
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pY418

SrcpY418

Kaninchen

1:1000 (WB) 1:100 (IF)

Biosource

B-Aktin

Aktin

Kaninchen

1:1000 (WB) 1:100 (IF)

Sigma

WB = Western Blot; IF = Immunfluoreszenz; IP = Immunprazipitation

2.4.2 Monoklonale Antikorper

Spezifitat / |Name des |Spezies Verdinnungen Hersteller / Referenz
Epitop Antikérpers
a-Tubulin o-Tubulin | Maus 1:5000 (WB) Sigma

(DM1A)
CNPase CNPase Maus 1:500 (WB) 1:100 (IF) | Sigma
Fyn Fyn Maus 1:500 (WB) 1:50 (IF) BD Transduction

Laboratories

Galakto- 01 Maus 1:50 (IF) (Sommer & Schachner
cerebrosid 1981)
GFAP GFAP Maus 1:10000 (WB) Boehringer

(G-A-5)
L1 324 Ratte 1:10 (IF) Chemicon int.
L1 555 Ratte 1:200 (WB) (Lindner et al 1983)
Lyn Lyn (H6) Maus 1:500 (WB) Santa Cruz Biotech., Inc.
MAG 513 Maus 1:500 (WB) 1:50 (IF) Chemicon Int.
MOG 8-1805 Maus 1:500 (WB) 1:100 (IF) Linnington Labor
NCAM BSP-2 Ratte 1:100 (WB) 1:10 (IF) Abcam
NG2 AN2 Ratte 1:200 (WB) 1:20 (IF) (Niehaus et al 1999)
PLP 010 Maus Unverdinnt (IF) (Kuhlmann-Krieg et al

1988)

Sulfatid 04 (81) Maus 1:50 (IF) (Sommer & Schachner

1981)

WB = Western Blot; IF = Immunfluoreszenz; IP = Immunprazipitation

2.4.3 Sekundare Antikorper

Name des | gekoppelte funktionelle | gegen Spezies | Verdinnungen |Hersteller
Antikérpers Gruppe

goatamouse-Cy2 Cy2 Maus 1:100 (IF) Dianova
goatamouse-Cy2 Cy2 Maus 1:50 (IF) Dianova
spez.

goatamouse-Cy3 Cy3 Maus 1:100 (IF) Dianova
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goatamouse-HRP HRP Maus 1:10000 (WB) Dianova
goatarat-Cy2 Cy2 Ratte 1:50 (IF) Dianova
goatarat-Cy3 Cy3 Ratte 1:50 (IF) Dianova
goatarat-Cy3 spez. |Cy3 Ratte 1:800 (IF) Dianova
goatarat-HRP HRP Ratte 1:10000 (WB) Dianova
goatarb-Cy3 Cy3 Kaninchen 1:800 (IF) Dianova
goatarb-Cy2 Cy2 Kaninchen 1:50 (IF) Dianova
goatarb-HRP HRP Kaninchen 1:10000 (WB) Dianova

WB = Western Blot; IF = Immunfluoreszenz

HRP = Horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)

2.5 Primer Sequenzen, Plasmide und Software

Plasmide:

LynAwt-GFP-pSFV, LynBwt-GFP-pSFV, LynK279R-GFP-pSFV, LynAKD-GFP-pSFV,
LynY508F-GFP-pSFV von P. Draber, Karls-Universitat Prag (Arudchandran et al
1999, Kovarova et al 2001, Tolar et al 2004); pGEMt, Promega; pCMV
(Cytomegalovirus plasmide) (Kramer-Albers et al 2006); EGFP-pCMV, Invitrogen

Primer, Sigma Genosys:

5Lyn:

5°CGG ATC CGC CAC CAT GGG ATG TAT TAA ATC AAAAAGGAAAGAC 3
3'GFP:

5°GAC GTC GAC TTACTT GTACAGCTC GTCC 3’

Software: AIDA (Advanced Image Data Analyzer) Ver. 4.11, Manual AIDA software,
Raytest Isotopenmessgerate GmbH; FireCam Ver. 1.7 and Application Suite Ver.
2.5.0, Leika ; GraphPad Prism Ver.4.00 for Windows, GraphPad Software; IPLab for
Macintosh Ver. 3.2.4, Scanalytics Inc.; DNA Strider Classics 1.3f9, CEA
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische und histologische Methoden

3.1.1 Praparation primarer Oligodendrozyten

Die Praparation wurde nach (Trotter & Schachner 1989) durchgefuhrt.

Fir die Praparation wurden die Gehirne von 14-16 Tage alten murinen Embryonen
(E14-16) verwendet. Die Embryos wurden unter sterilen Bedingungen aus dem
Uterus herausprapariert und die von den Meningen befreiten Gehirne in HBSS+ auf
Eis gesammelt. Anschlielend wurden die Gehirne fur 1min. mit 1%iger Trypsin-
Losung inkubiert, mit HBSS- gewaschen und in 0,5%iger DNase-Losung dissoziiert.
Diese Einzel-Zell-Suspension wurde bei 130g, 10min, 4°C zentrifugiert, zweimal mit
BME/10%HS gewaschen und in einer Zelldichte von  3-3,5x10’
Zellen/Zellkulturflasche (PLL-beschichtet, 80cm?) ausplattiert. Die Zellkultur wurde
bei 37°C, 5% CO3 kultiviert.

Nach 5 Tagen wurden die Neurone mittels einer Immunzytolyse abgetotet. Hierbei
wurden die Zellen zunachst 5min. bei Raumtemperatur mit 358 Hybridoma
Uberstand (1:10) inkubiert. Dieser erkennt das Neuronen-spezifische Protein L1.
AnschlieBend wurde fir eine Stunde bei 37°C Komplement-aktives
Meerschweinchen-Serum (1:15) zugegeben. Mikroglia und Makrophagen konnten
durch leichtes schwenken und waschen aus der Kultur entfernt werden, da sie nur
locker dem Zellrasen auflagen.

Die Oligodendrozyten Vorlauferzellen lagen den adharenteren Astrozyten auf und
konnten nach zehn Tagen abgeschuttelt werden. Die Zellsuspension wurde bei 130g,
10min, 4°C abzentrifugiert und auf PLL-beschichtete 6cm Kulturschalen (4x10°
Zellen) oder 11 mm Deckglasern (1x10° Zellen) in Sato/1%HS Medium (Bottenstein
& Sato 1979) modifiziert nach (Trotter & Schachner 1989) ausplattiert. Dem Medium
wurde direkt und nach 24 Stunden PDGF (10ng/ml) und bFGF (basic fibroblast
growth factor) (5ng/ml) zur Steigerung der Uberlebens- und Proliferationrate der
Oligodendrozyten Vorlauferzellen beigefugt (Bogler et al 1990).

FUr Immunprazipitations- und Glutamat Rezeptor B Aktivierungs-Experimente, die
eine besondere Reinheit der Oligodendrozyten Kultur vorraussetzten, wurde nach
weiteren zwei Tagen erneut eine Neuronen Immunzytolyse wie oben beschrieben

durchgefuhrt. PDGF und bFGF wurden erneut zum Medium gegeben.
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Drei Tage nach der Separierung der Oligodendrozyten von den restlichen
Gehirnzellen bzw. 1 Tag nach der zweiten Neuronen Immunzytolyse wurden die
Experimente, wenn nicht anders beschrieben, durchgefuhrt.

Die Reinheit der Kulturen wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Farbungen
uberpruft, in denen Antikérper verwendet wurden, die spezifische Antigene von
Neuronen (L1), Astrozyten (GFAP) und Oligodendrozyten (AN2, 04, MAG)
erkannten.

Die primaren Oligodendrozyten wurden mit 1%Tx100 Lysis Puffer (500ul/6cm

Petrischale) lysiert, wenn nicht anders im Experiment beschrieben.

3.1.2 Zelllinie Oli-neu

Diese Zelllinie entstand durch die Infektion von primaren murinen Oligodendrozyten
mit replikationsdefekten Retroviren. Diese Viren wurden aus dem Medium-Uberstand
von Virus-produzierenden Zellen der Zellinie GPE-neu gewonnen. Die
Immortalisierung erfolgte durch ein MMLV-Vektorkonstrukt (moloney murine
leukemia virus), dass das Onkogen t-neu trug (Jung et al 1995).

Die Zellen wurden in Sato /1%HS kultiviert bis sie eine Dichte von ca. 70-90%
erreichten, mittels 37°C warmen Trypsin/0,02%EDTA vom Untergrund geldst und in
kaltem BME/10%HS bei 4°C, 130g, 10min. abzentrifugiert. Anschliefend wurden sie
in der gewunschten Dichte in Sato/1%HS wieder auf Zellkultur-Flaschen/Petri-
Schalen oder Deckglasern ausgesat. Diese wurden vorher mit PLL fur mindestens
30min. bei 37°C beschichtet und vor der Zell-Aussaat zweimal mit ddH,O
gewaschen.

Die Oli-neu Zelllinie wurde mit 1%Tx100 Lysis Puffer (500ul/6cm Petrischale) lysiert,

wenn nicht anders im Experiment beschrieben.

3.1.3 Gehirn-Schnitte

Zur Fixierung des Gewebes wurde eine Perfusion durchgeflhrt. Hierbei wurden die
Mause (P9) mit Chloroform betaubt, anschlieend der Brustkorb gedéffnet und die
Venae cavae durchtrennt. Durch eine Injektion ins Herz wurde zuerst das Blut durch
PBS im BlutgefaBsystem ersetzt und anschlieBend das PBS durch 4%
Paraformaldehyd (PFA). Die Gehirne wurden aus dem Schadel entfernt und flr 24h
in 4% PFA, 4°C auf einem Schuttler zur weiteren Fixierung belassen. Anschlie3end

wurden die Gehirne zur Stabilisierung in 3% Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt
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eingebettet und mit einem Vibratom Schnitte (40um) hergestellt. Diese Schnitte

wurden in PBS mit 0,5% NaN3 bis zur Farbung aufbewahrt.

3.1.4 Zeitabhangige Prufung von Protein-Expressionen

Bei dieser Methode sollte Uberpruft werden, ob die Expression von Proteinen, im
Speziellen der Lyn Kinase, in Oli-neu Zellen zeitabhangig ist und ob unter
verschiedenen Kultur-Bedingungen diese Zeitabhangigkeit Unterschiede aufweist.
Durch die Passage der Zellen (2.8.2) wurden diese in ihrem Zellzyklus synchronisiert
(Hill et al 1977, Schorl & Sedivy 2007), so dall die =zeitabhangigen
Expressionsmuster sichtbar gemacht werden konnten.

Fir das Experiment wurden 6cm-Kulturschalen oder Napf-Platten-Vertiefungen mit
0,01% PLL fur mindestens 30min. beschichtet und anschliel3end zweimal mit dH,O
gewaschen. Um die Oli-neu Zellen in Suspension zu halten wurden diese in
unbeschichteten 15ml-Réhren aufbewahrt. Alle Zellen wurden in Sato/1%HS-Medium
kultiviert. Die Zellen wurden direkt nach der Passage, nach 30min., 45min., 1, 2, 5,
10, 24, 30 und 48 Stunden, wenn nicht anders beschrieben, mit Tx100-Lysis Puffer
lysiert (100pl/cm?) und die Lysate per Western Blot analysiert.

3.1.5 Glutamat Rezeptor B Aktivierung

Der AMPA Rezeptor, zu dem die Untereinheiten Glutamat Rezeptor (GIuR) A, B, C
und D gehdren, kann durch das Substrat Glutamat aktiviert werden (Wu et al 2004)
(1.6.1). In diesem Versuch sollten Veranderungen der Zelle aufgrund der AMPA
Rezeptor Aktivierung untersucht werden, im Speziellen die Aktivitat von Lyn und
deren Einfluss auf die Zelle. Zur Hemmung der Desensitivierung des AMPA
Rezeptors wurde 5min. vor der Aktivierung 1uM Aniracetam in das Sato-Medium der
primaren Oligodendrozyten gegeben. Die Aktivierung erfolgt mit 100uM bzw. 500uM
Glutamat fur 10min. zur Analyse der Lyn Aktivitat und fur 24h zur Analyse der
Zelldifferenzierung. Danach wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen und unmittelbar mit 1%Tx100 Lysis Puffer lysiert oder die Zellen flr eine
Immunfluoreszenz-Analyse fixiert. Als negativ Kontrollen wurden sowohl primare
Oligodendrozyten ohne Behandlung, als auch primare Oligodendrozyten mit
Aniracetam Behandlung verwendet.

Zur Detektion der Lyn Kinase Aktivitat wurden die primaren Oligodendrozyten nach
der Behandlung mit Glutamat mittels Western Blot und mittels Immunfluoreszenz

analysiert. Der Antikorper pY418 detektiert aktive Src-Kinasen, deren Tyrosin 418
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(bei Lyn Kinase 397), phosphoryliert ist. Die Intensitat dieser Aktivitat wurde anhand
der Detektionsbanden nach Entwicklung des Western Blot mit der Software AIDA
analysiert. Die Detektion des Gesamtproteins der Lyn Kinase diente dazu, die
Intensitat der Aktivitat gegenuber der Intensitat der Expression zu normalisieren. Die
statistische Auswertung fand mit der Software Graph Pad Prism statt. Als
statistischer Test wurde One-way ANOVA gewahlt, da eine Gruppe von Resultaten
verglichen werden sollten, die auf denselben Zellen mit unterschiedlicher
Behandlung basieren.

Um zu uberprifen, ob die Differenzierung von Oligodendrozyten nach Glutamat
Behandlung beeinflusst ist, wurden primare Oligodendrozyten nach der Behandlung
mit Glutamat auf ihren Deckglasern fixiert und wie in 2.11.7 beschrieben mit
Oligodendrozyten-spezifischen Markern, angefarbt. Bei den Markern handelte es
sich um NG2, ein Protein, dass in Oligodendrozyten Vorlauferzellen exprimiert wird,
und um das Myelinprotein MAG, dass in differenzierten Oligodendrozyten exprimiert
wird. Es wurden pro Experiment 500 Zellen pro Farbung ausgezahlt. Die Signifikanz
Unterschiede in der Anzahl der Zellen wurde mit dem Student’s T-test statistisch
ausgewertet und hierfur die Graph Pad Prism Software verwendet. Als negativ

Kontrollen dienten nicht behandelte Zellen.

3.1.6 Transfektion der Lyn Konstrukte in Oli-neu Zellen und primaren
Oligodendrozyten

Die Transfektion fand durch Elektroporation statt. Hierbei wird ein elektrisches Feld
erzeugt, dass die Zellmembran fur kurze Zeit permeabel macht und so die Plasmide
in die Zelle gelangen kdonnen. Diese werden dann in den Zellkern transportiert.

Bei der Transfektion der Oli-neu Zellen wurde pro Ansatz 300ul (Konzentration 5x10°
Zellen/ml) Oli-neu in Sato/1%HS mit 10ug DNA in einer Elektroporationsklvette
gemischt und mit dem Elektroporator transfiziert (Protokoll, Tabelle 3).

Anschlie3end wurden die Zellen auf PLL-beschichtete 6cm-Petrischalen ausplattiert.
Die primaren Oligodendrozyten wurden ebenfalls elektroporiert, jedoch mit dem
AMAXA System. 100ul (Konzentration 4x10° Zellen) der Oligodendrozyten in
Nukleofekt-Losung wurden mit 1ug DNA gemischt, in einer AMAXA Kuivette
elektroporiert und anschlieRend in 3cm-Petrischalen ausplattiert (Protokoll, Tabelle
3).
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Nach drei Tagen wurde die Transfektionseffizienz aufgrund der GFP-Fluoreszenz in
Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten Uberpruft und die Zellen entweder

lysiert oder fur Immunfluoreszenzfarbungen weiter verwendet.

Tabelle 3: Transfektion von Oli-neu und priméren Oligodendrozyten mittels Elektroporation

Transfektion der Oli-neu Zellen Transfektion der primaren Oligodendrozyten

BioRad GenePulser Xcell AMAXA Nucleofector Il

220V, 950uF, «Q, 4mm Kivette Progamm O-005, 4mm Kduvette (Nucleofector
Kit)

3.1.7 Analyse der transfizierten Oli-neu Zellen und primaren

Oligodendrozyten

3.1.7.1 Auswertung der Zellauslauferlange und -anzahl

Die transfizierten Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten wurden mit Tubulin
zusatzlich immungefarbt, unter dem Fluoreszenzmikroskop durch GFP identifiziert
und die Anzahl und Lange der tubulinhaltigen Zellauslaufer bei jeder Transfektion mit
der IPLab Software bestimmt.

Sowohl die Anzahl als auch die Lange der Auslaufer wurde zwischen den
unterschiedlich transfizierten Zellen verglichen und die Lange mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whithey Rank Sum Test analysiert. Dieser Test wurde
gewahlt, da angenommen werden muss, dass die Auslaufer-Langen-Verteilung
keiner Normalverteilung nach Gaul folgt. Fur die Anzahl der Auslaufer wurde der
Student’s t-test angewand. Fir die statistische Auswertung wurde die Software
Graph Pad Prism verwendet. Als negativ Kontrollen dienten nicht transfizierte und mit

EGFP-pCMV transfizierte Zellen, die ebenfalls mit Tubulin angefarbt wurden.

3.1.7.2 Auswertung der Oligodendrozyten Differenzierung

Die transfizierten Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten wurden mit
Oligodendrozyten-spezifischen Markern zusatzlich immungefarbt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop durch das GFP identifiziert und die Anzahl Marker-positiver
Zellen bestimmt. Es wurden pro Experiment 500 transfizierte Zellen pro Transfektion
und Farbung ausgezahlt. Die Signifikanz der Anzahl der Zellen wurde mit dem
Student’s t-test statistisch ausgewertet und hierfir die Graph Pad Prism Software
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verwendet. Als negativ Kontrollen dienten nicht transfizierte und mit EGFP-pCMV

transfizierte Zellen, die ebenfalls mit NG2 bzw. MAG angefarbt wurden.

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde nach (Bradford 1976) mittels der
BioRad Proteinassay nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die Proben wurden
soweit bei der Messung verdunnt, dass Detergenzien wie TritonX100 die Messung
nicht mehr beeinflussen. BSA diente als Vergleichsprotein, mit der die Eichgerade

ermittelt wurde.

3.2.2 Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden die Proteine in einem Polyacrylamid-Gel abhangig
von ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dies erfolgt aufgrund ihrer negativen
Ladung im Puffer und einem elektrischen Feld, dass die Proteine durch das Gel
Richtung positivem Pol wandern Iasst, wobei kleinere Proteine schneller durch das
Gel wandern kénnen als Grollere. Es wurde das diskontinuierliche Gelsystem nach
(Laemmli 1970) verwendet.

Es wurden, je nach Experiment, Gele mit unterschiedlich hoher Acrylamid-
Konzentration, sowie einfach-prozentige als auch Gradientengele verwendet (Tab.4).
Neben selbst gegossenen Gelen wurden auch Gele von Invitrogen NuPAGE benutzt
(4-12% Gradientengele).

Tabelle 4: Pipettierschema zur Erstellung von Polyacrylamid-Gelen:

Trenngel Sammelgel
(ca. 15ml): (ca.10ml):
Gelkonzentration 7% 10% 12% 15%
30% AA /0,8% BA 3,5ml 5,0ml 6,0ml 7,5ml 1,7ml
Trenngelpuffer (pH 8,8) bzw. | 3,8ml 3,8ml 3,8ml 3,8ml 1,25ml
Sammelgelpuffer (pH 6,8)
10% SDS 150l 150l 150l 150l 100l
H,O 4,4ml 5,9ml 4,9ml 3,4ml 6,8ml
10% APS 150pl 150yl 150yl 150yl 100l
TEMED 6ul 6ull 6ul 6ul 10pl
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3.2.3 Western Blot

Beim Western Blot kdnnen die nach GroRRe aufgetrennten Proteine im Polyacrylamid-
Gel auf eine PVDF-Membran ubertragen (Jacobson & Karsnas 1990) werden. Diese
konnen dann mittels Poinceau-S-Farbung oder mit protein-spezifischen Antikérpern
nachgewiesen werden. Es wurde sowohl die Semi-Dry-Blot Methode, als auch die
Wet-Blot Methode verwendet.

Bei der Semi-Dry-Blot Methode hangt die mAmpere Zahl und die Dauer des
Transfers von der GroRe des Gels und dem Molekulargewicht der zu
transferierenden Proteine ab. Wenn nicht anders beschrieben wurde der Transfer bei
250mA fur 1h durchgeflihrt um Proteine mit einer Gréfie von bis zu 200kD aus einem
6x8cm Gel zu transferieren. 2h bei gleicher Amperezahl wurde bendtigt, wenn es
sich um ein 10x15cm Gel handelte.

Wet-Blot Methode: Diese Methode wurde ausschlieBlich in Zusammenhang mit dem
Nupage System verwendet und ist aus diesem Grund standardisiert. Die Proteine in

den Gelen wurden bei 30mV fur 1h transferiert.

3.2.4 Radioaktive Markierung

Proteine wurden durch radioaktives Methionin und Cystein markiert, deren Schwefel
Atom eine Atommasse von 35 besitzt und aufgrund dieser Atomkern-Instabilitat mit
einer Halbwertszeit von 87,5 Tagen zerfallt und dabei a-Strahlung freisetzt.

Die primaren Oligodendrozyten wurden fur 1 Stunde in Methionin-Cystein-freiem
DMEM Medium dberfuhrt und anschlieend 12h in DMEM-Medium mit radioaktiv
markierten Methionin und Cystein (200uCi) inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieRend fir Immunprazipitationen verwendet und nach elektrophoretischer

Auftrennung durch Autoradiografie (Phosphoimager) analysiert.

3.2.5 Immunprazipitation

Bei der Immunprazipitation kann man Proteine selektiv durch Antikdrper aus einem
Lysat isolieren und diese, sowie assoziierte Proteine, anschlieend per Western Blot
detektieren.

300mg Protein-A-Sepharose quollen Uber Nacht in 10ml PBS, 4°C, wurden 2x mit
Tx100 Lysis Puffer gewaschen und in 10ml Tx100 Lysis Puffer/0,01%NaN3
aufgenommen. Primare Oligodendrozyten wurden in Tx100 Lysis Puffer (1ml/6cm

Petrischale) lysiert und anschlieRend mit 100ul/ml Protein-A-Sepharose fur 1 Stunde
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bei 4°C unter Rotation inkubiert. Bei dieser Vor-Inkubation sollen Proteine, die
unspezifisch binden, aus dem Lysat entfernt werden. AnschlieBend wurde der
Antikorper fur 12h, 4°C unter Rotation zugegeben um sein Antigen aus dem Lysat zu
binden. Der Antikérper-Antigen Komplex konnte dann mittels der Protein-A-
Sepharose aus dem Lysat gebunden werden (1h, 4°C) und dieser Immunkomplex
durch Zentrifugation vom Lysat getrennt. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren
wurden der Komplex 4x mit RIPA-Puffer gewaschen und einmal mit TBS.
Anschlieend wurde der Immunkomplex in 50ul 4x Probenpuffer aufgenommen und
fur 5min. bei 95°C erhitzt um das Antigen zu I6sen.

Die Immunprazipitationen wurden mittels Western Blot analysiert oder nach
vorhergehender radioaktiver Markierung das Gel getrocknet und mit dem

Phosphoimager ausgewertet.

3.2.6 Kinase Aktivitats-Prufung (radioaktiv)

Kinasen Ubertragen das y-Phosphat von ATP auf ein Substrat um dieses zu
aktivieren. Bei der Kinase Aktivitats-Prufung konnen Phosphorylierungen von
Proteinen durch die Ubertragung eines radioaktiv markierten y-Phosphats sichtbar
gemacht werden. Hierdurch kann die Aktivitat einer Kinase Uberprift, sowie die
phosphorylierten Substrate sichtbar gemacht werden.

Die Immunprazipitation oder die Raft Fraktion wurde hierfur in 50ul Kinase Puffer
aufgenommen und 10uCi radioaktives ATP (P*?, Halbwertszeit 14 Tage, B-Emitter)
dazugegeben. Anschliefend wurden die Zellen 20min. bei 37°C inkubiert, zweimal

mit Tx100-Lysis-Puffer gewaschen und mittels Autoradiografie analysiert.

3.2.7 Immunfluoreszenzfarbung

Bei der Immunfluoreszenzfarbung werden Proteine spezifisch angefarbt, indem man
diese an Antikdrper bindet und mit Fluoreszenz-Farbstoff-gekoppelten Zweit-
Antikorpern inkubiert. Diese Farbstoffe konnen dann durch Licht bestimmter

Wellenlange angeregt und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

3.2.7.1 Invitro

Primare Oligodendrozyten und Oli-neu Zellen wurden auf gereinigten, PLL-
beschichteten Deckglasern (11mm) in Sato/1%HS ausgesat (1x10*). Nach zwei
Tagen wurden die Deckglaser zweimal mit PBS gewaschen, 10min. mit BME/10%HS
blockiert und dann entweder sofort mit 4% Paraformaldehyd fur 10min. fixiert oder
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zuerst eine Lebendfarbung durchgefiihrt. Bei der Lebendfarbung wurde der erste
Antikorper in BME/10%HS fur 45min. auf die Zellen gegeben, zweimal mit PBS
gewaschen und dann mit 4% Paraformaldehyd fur 10min. fixiert um eine verbesserte
Kopplung des Antikdrpers an extrazellulare Epitope zu ermdglichen. Nach der
Fixierung wurden die Zellen 2min. mit 0,1% Tx100haltigem PBS permeabilisiert, mit
PBS gewaschen und der Erst-Antikorper fur intrazellulare Epitope auf die Deckglaser
gegeben und 45min. inkubiert. Bei der direkten Fixierung wurden die Erst-Antikorper
fur extra- und intrazellulare Epitope gleichzeitig nach der Permeabilisierung auf die
Zellen gegeben und 45min. inkubiert. In beiden Fallen wurden danach die Zellen mit
PBS gewaschen und der Zweit-Antikoérper fur 30min. inkubiert, anschlielend eine
Zellkernfarbung mit DAPI fur 2min. vorgenommen und die Zellen nach erneutem
Waschen mit PBS und dH,O mit Moviol auf Objekttragern eingebettet (Schnitzer &
Schachner 1981).

3.2.7.2 In vivo

Die Gehirnschnitte wurden nach der ,free-floating“ Methode gefarbt (Takahashi et al
1989) und hierflr nicht auf Deckglasern fixiert, sondern in Napf-Platten-Vertiefungen
gelegt. Die Gehirnschnitte wurden zweimal mit 0,05%TX100haltigem PBS
gewaschen und anschlieBend 20min. mit PBS/5%NGS/0,01%Tx100 bei
Raumtemperatur auf einem Schiuttler blockiert bevor sie Uber Nacht mit dem ersten
Antikérper in PBS/1%NGS/0,1%Tx100 bei 4°C auf einem Schdttler inkubierten. Die
Gehirnschnitte wurden 3x15min. mit PBS/0,05%Tx100 gewaschen und anschlie3end
mit dem Zweit-Antikorper in PBS/1%NGS/0,1%Tx100 fur 2h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem 3xigen 15min. Waschschritt wurden die Schnitte fur 15min. mit
DAPI gefarbt und nochmals 2x 15min. gewaschen. Schlielllich wurden die
Gehirnschnitte in einem Becherglas mit PBS flach ausgebreitet und auf zweimal PLL-
beschichtete Objekttrager gezogen. Zur Reduktion storender Salzkristalle wurde der
Objekttrager mit dem Schnitt in dH,O eingetaucht, angetrocknet, mit Moviol

uberschichtet und mit einem Deckglaschen uberdeckt.

3.2.8 Myelin Isolierung

Zur Isolierung des Myelins aus Gehirnen wurden Mause im Alter P8, P12, P16, P20,
P30, P60 getotet und deren Gehirne entnommen, indem das Fell vom Kopf prapariert

und die Schadeldecke seitlich gedffnet wurde. Die enthommenen Gehirne wurden
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auf Trockeneis schockgefroren und bei -80°C bis zur Myelin Aufreinigung
aufbewabhrt.

Die Myelin Isolierung aus Gehirnen erfolgte nach bekannten Protokollen (Norton &
Poduslo 1973). Die Gehirne wurden in 10,5% Sukrose in PBS homogenisiert und
anschliellend 45min., bei 17000g zentrifugiert (Beckman, Rotor YA20/1). Das Pellet
wurde in 30% Sukrose in PBS gelost und mit 10,5% Sukrose Uberschichtet um dann
bei 68000g (Beckman, Rotor SW40TIl) 50min. zentrifugiert zu werden. Das Myelin
sammelte sich aufgrund seiner Dichte zwischen der 10,5%igen und 30%igen
Sukrose und konnte mit einer Spritze zwischen den Schichten herausgezogen
werden. Das Myelin wurde mit ddH,O vermischt um durch den osmotischen Schock
Axolemma und Myelin voneinander zu trennen und anschlieffend 30min. bei 680009
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt, dann noch einmal eine Sukrose-
Dichte-Zentrifugation durchgeflihrt und anschlie}end zweimal wie oben beschrieben
mit ddH,O gewaschen. Nach der Praparation wurde das Myelin Pellet in PBS

aufgenommen und eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefuhrt.

3.2.9 Isolierung von Mikrodomanen der Plasmamembran (rafts)

Die rafts wurden durch eine Sukrose-Dichte-Zentrifugation isoliert, da sie, aufgrund
ihrer Lipid Zusammensetzung, eine geringe Dichte aufweisen und so von den
restlichen Zell-Bestandteilen getrennt werden konnen.

Zum primaren Oligodendrozyten Lysat bzw. dem aufgereinigten Myelin wurde das
gleiche Volumen (500ul) 80% Sukrose gegeben, durchmischt und mit 30% (1ml) und
5% (200pl) Sukrose uberschichtet. Anschlielend erfolgte eine Auftrennung der
Zellbestandteile aufgrund des Sukrose-Dichte-Gradienten fur 2h, bei 260000g, 4°C
(Beckman, TLS55 Rotor). Es wurden 400ul-Fraktionen von oben entnommen. Dabei
befinden sich rafts in der ersten Fraktion, da sie eine Dichte aufweisen, die einer
Sukrose-Dichte von 15-20% entspricht. Zellbestandteile mit hdherer Dichte, wie z.B.
das Zytoskelett befanden sich hingegen weiter unten in der 40% Sukrose-Phase.

Je nach nachfolgendem Experiment wurden diese Proben direkt fur einen Western
Blot verwendet oder die Raft-Fraktion mit TBS gewaschen und in dem

entsprechenden Puffer aufgenommen.

3.3 Molekularbiologische Methoden

Die Lyn-Konstrukte wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Draber der Karls-

Universitat Prag zur Verfugung gestellt. Sie umfassen die beiden Wildtyp Lyn-
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Isoformen A und B, jeweils eine inaktive Isoform und die Lyn Isoform B als konstitutiv
aktives Konstrukt (Abb.9).
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Abbildung 9: Lyn-GFP Konstrukte von Prof. P. Draber, Karls-Universitit Prag (Kovarova et al
2001, Tolar et al 2004).

Von oben nach unten: Die beiden Wildtyp-Lyn Isoformen A und B, die inaktive Form von
Isoform A: Lyn AKD (es fehlt die Kinase Domane) und der Isoform B: Lyn K279R (Mutation der
ATP-Bindungsstelle) und eine konstitutiv aktive Form der Isoform B: Lyn Y508F (Mutation des
regulatorischen Schwanzes). Alle Konstrukte besitzen C-terminal ein GFP (green fluorescent
protein).

Die beiden Wildtyp Isoformen Lyn Awt und Lyn Bwt unterscheiden sich nur in der
,2Jnique“ Domane. Lyn AKD ist katalytisch inaktiv, da die gesamte katalytische
Domane SH1 deletiert ist. Lyn K279R ist ebenfalls inaktiv, eine Mutation in der ATP-
Bindungstelle verhindert die Phosphorylierung von Liganden. Lyn Y508F ist
konstitutiv aktiv, da es eine Punktmutation im regulatorischen Schwanz besitzt. Das
Tyrosin 508 wurde durch ein Phenylalanin ersetzt, so dass die Kinase nicht mehr
inaktiviert werden kann. Aktivitatspriafungen zeigen, dass dieses Lyn Konstrukt 4x so

aktiv ist wie eines der Wildtyp Konstrukte (Tolar et al 2004).
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Alle Konstrukte haben am c-terminalen Ende des Lyn Gens ein GFP (green
fluorescent protein) Gen, dass die Zellen nach erfolgreicher Transfektion detektieren
lasst (Tolar et al 2004) (Kovarova et al 2001). Das Lyn-GFP Gen wurde aus dem
pSFV (semiliki forest virus) Uber einen pGEMt Zwischenvektor in einen pCMV

(cytomegalovirus) Expressionsvektor umkloniert.

3.3.1 PCR

Die Lyn-GFP Konstrukte wurden durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
direkt im pSFV amplifiziert und anschlieBend durch ein PCR-Aufreinigungs-Kit
aufgereinigt.

Bei der PCR werden kleine DNA-Sequenz-Sticke (Primer) zu der DNA gegeben.
Diese binden 3" und 5 des zu amplifizierenden DNA-Bereichs. Eine TAQ-
Polymerase verlangert diese Stucke entlang der DNA-Matrize mit Hilfe von
Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTP’s). Dieser Vorgang wird wiederholt, so dal} es
zu einer exponentiellen Vermehrung des Amplikons kommt. Reaktionsgemisch und

Amplifikationsprotokoll sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Reaktionsgemisch und Amplifikationsprotokoll der PCR

Reaktionsgemisch Amplifikationsprotokoll
5 ul DNA (pSFV-Konstrukt) 95°C 30sec

25 ul Nuklease-freies H,O 65°C 30sec 25x
5 ul Red Taq Puffer (10x) 72°C  2,5min

4 yl 5 Primer (Lyn) (15pM) 72°C  10min

4 pl 3'Primer (GFP) (15pM) 4°C 0

4 ul dNTP’s (10mM)

4 ul MgSO, (100mM)

2 ul Red Taqg Polymerase (1U/pl)
0,5 pl BSA (10mg/ml)

3.3.2 Ligation

Bei der Ligation wird das 3’-Ende einer DNA mit dem 5°-Ende einer zweiten DNA mit

Hilfe einer Ligase verbunden. Um die Spezifitat zu erhdhen ist es von Vorteil die DNA
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mit Restriktionsenzymen so zu schneiden, dass Uberhdnge entstehen, die einander
komplementar sind.

Die PCR-Produkte wurden in einen Zwischen-Vektor (pGEMt Vektor) ligiert, bevor
die Klonierung in den pCMV Endvektor stattfand. Der pGEMt Vektor hat keine
Ringstruktur und an seinen Enden mehrere Thymidin-Nukleotide, was die Ligation
von PCR Produkten mit einem Poly-A-Schwanz (mehrere Adenin-Nukleotide)
vereinfachte, da kein vorheriger Restriktionsverdau notig war. Das Protokoll der
Ligation in den pGEMt Vektor ist Tabelle 7 zu entnehmen.

Die Konstrukte im pGEMt Vektor und der pCMV wurden mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Sall verdaut um komplementare DNA-Uberhange
zu schaffen. Der pCMV wurde anschlieend mit einer Phosphatase (CIP) an seinen
Uberhéngen dephosphoryliert um eine Ligation ohne Konstrukt zu verhindern. Das

Protokoll des Restriktionsverdaus ist in Tabelle 6 zu sehen.

Tabelle 6: Restriktionsverdau von Lyn-GFP-pGEMt und -pCMV

5 pul DNA

3 pl Bam HI (20000U/ml)

2 ul Bam HI Puffer (10x)

10 pl Nuklease-freies H,O 1,5h 37°C Wasserbad

DNA Aufreinigung mit dem Promega PCR-Aufreinigungs-Kit

40 ul DNA

5 pl Sal | (20000U/ml)

5 pl Puffer NEB 1l (10x)

0,5 yl BSA (10mg/ml) 1,5h 37°C Wasserbad

20 min. Deaktivierung bei 80°C im Heizblock
pCMV Aufreinigung mit dem Promega PCR-Aufreinigungs-Kit

50 pl pCMV
5,5 pl CIP (10000U/ml)
5 ul CIP Puffer (10x) 1h 37°C Wasserbad

Nach der Aufreinigung der Konstrukte und des pCMV uber ein 1% Agarose Gel (TAE
Puffer, 80mV, 1h) wurden die entsprechenden Banden (Konstrukte 2,3kb, pCMV
4,7kb) aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit dem Gel-Aufreiniungs-Kit von

Promega nach Herstellerangaben isoliert.
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Anschlie®end wurden die Konstrukte in den pCMV Vektor ligiert, wie aus Tabelle 7

ersichtlich wird.

Tabelle 7: Ligation der Lyn-GFP-Konstrukte in den pGEMt bzw. pCMV

5 ul PCR Produkt (1ug) 5 ul Konstrukt (Bam HI/ Sal | Uberhénge) (1ug)
1 ul pGEMLt Vektor (Promega) 3 ul pCMV (Bam HI/Sal | Uberhange) (0,6ug)

1 ul Ligase (3U/ul) 3 ul Ligase (3U/ul)

1ul Ligase Puffer (10x) 3 ul Ligase Puffer (10x)

2 yl Nuklease-freies H,O 16 pl Nuklease-freies H,O

16°C, Uber Nacht im PCR-Gerat 16°C, uber Nacht im PCR-Gerat

3.3.3 Transformation

Die ligierten Lyn-GFP-pGEMt und Lyn-GFP-pCMV Plasmide wurden in E. coli (T10F)
zur Vermehrung der Plasmide transformiert und Bakterienkulturen angelegt.

Es wurden 2ul Ligationsansatz und 100ul T10F vermischt und 30 min. auf Eis
inkubiert. Danach folgte ein Hitze-Schock fur 1 min. bei 42°C im Heizblock und dann
2 min. auf Eis. Durch die Temperaturwechsel wird die Plasmamembran der Bakterien
fur die Plasmide durchlassig. Zu dem Ansatz wurde 1ml LB-Medium gegeben und 45
min. bei 37°C, 150rpm inkubiert, so dass sich die Bakterien vermehren konnten.
Anschlie®end wurden die Bakterien auf LB-Medium-Agar Platten mit 75ul Ampicillin
auplattiert. Da die Plasmide pGEMt und pCMV Ampicillin-Resistenz-Gene besitzen,
sollten nur Bakterien auf der Platte wachsen, die das Plasmid besitzen. Die Agar-

Platten wurden Uber Nacht bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert.

3.3.4 Mini- und Maxi-Praparation

Es wurden Klone von den Agarplatten gepickt, in 5ml LB-Medium mit 75pl/ml
Ampicillin herangezichtet und eine Mini-Praparation nach Promega durchgefuhrt.
AnschlieBend wurde ein Restriktionsverdau durchgefuhrt um zu Gberprufen, ob die
Plasmide mit dem Konstrukt vorhanden sind (Tab.5). Klone, die das Plasmid mit
Konstrukt besalen wurden in 200ml LB-Medium mit 75pul/ml  Ampicillin
weitergezlchtet und eine Maxi-Praparation nach Promega durchgefuhrt. Die DNA-

Konzentrationen wurden mit Hilfe eines Photometers ermittelt (bei 260nm).
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3.4 Statistik

Fir die statistische Analyse wurde die Software Graph Pad Prism, Version 4.00 flr
Windows verwendet. Es wurden die folgenden Statistik Tests eingesetzt:

Student’s t-test: Dieser Test ist parametrisch und vergleicht die Mittelwerte zweier

Gruppen. Es soll festgestellt werden mit welcher Wahrscheinlichkeit die Verteilung
der Einzelergebnisse beider Gruppen zur selben Grundgesamtheit gehoren.

Mann-Whitney Test: Dieser Test ist ein nicht-parametrischer Test, es werden also die

Mediane und nicht die Mittelwerte verglichen. Dadurch konnen Verteilungen
verglichen werden, die nicht der gauld’'schen Verteilung folgen. Er dient zur
Uberprifung der Signifikanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen, also ob zwei
unabhangige Verteilungen zu derselben Grundgesamtheit gehoren.

One-way ANOVA: Dieser Test vergleicht die Mittelwerte von mindestens drei

Gruppen und ist somit ein parametrischer Test. Die Gruppen reprasentieren
Ergebnisse nach unterschiedlicher Behandlung derselben Ausgangsmaterie. Er dient
zur Uberprifung der Signifikanz der Ubereinstimmung von mindestens drei

Verteilungen und ob diese zu derselben Grundgesamtheit gehoren.
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4 Ergebnisse

In dieser Studie wurde die zeitliche Expression der Lyn Kinase in vitro und in vivo in
Oligodendrozyten und im Myelin untersucht, sowie die Lokalisation innerhalb und
aulderhalb von Mikrodomanen der Plasmamembran. Diese Charakterisierung der Lyn
Expression sollte Aufschluss dartber geben, in welchem Entwicklungsstadium der
Oligodendrozyten Lyn eine funktionelle Rolle Gbernehmen kénnte.

Die Manipulation der Aktivitat der Lyn Kinase in Oligodendrozyten durch Transfektion
aktiver und inaktiver Konstrukte, sollte einen weiteren Beitrag zur Aufklarung der
Funktion geben.

Aulerdem wurden Co-Immunprazipitationen  durchgefuhrt, um  mdgliche
Bindungspartner der Lyn Kinase aufzuzeigen und die Signalkaskade konkret anhand
von interagierenden Proteinen nachzuweisen.

Die Aktivierung des assoziierten Rezeptors mit einem Agonisten sollte weiteren

Einblick in die Aktivierung und Funktion der Lyn Kinase geben.

4.1 Expression der Src-Kinase Lyn in Zellen des murinen Gehirns

Um die Lyn Kinase im zentralen Nervensystem der Maus im Allgemeinen und in
Oligodendrozyten im Besonderen zu charakterisieren, wurde ihre Expression
untersucht. Hierbei wurde sowohl die Expression in unterschiedlichen Zelltypen und
Geweben des zentralen Nervensystems in vitro und in vivo, als auch die zeitliche
Expression wahrend der Differenzierung der Oligodendrozyten und im Myelin des
sich entwickelnden Gehirns gepruft. Da Mikrodoméanen oder rafts der
Plasmamembran als Plattform fir Signaltransduktionen gelten, wurde zusatzlich die

Expression der Lyn Kinase in rafts untersucht.

4.1.1 Lyn Kinase Expression in Zellen des Gehirns und im Myelin

Zur Uberprifung der Expression der Lyn Kinase im ZNS wurden aus primaren
Oligodendrozyten und primaren Astrozyten (3.1.1), sowie der Zelllinie Oli-neu (3.1.2)
Tx100-haltige Lysate erstellt. Myelin und Axolemma wurden nach der Praparation
(3.2.8) in PBS aufgenommen. Abb.10 zeigt, dass in primaren Oligodendrozyten und
im Myelin, in Astrozyten und im Axolemma beide Lyn Isoformen (53 und 56kD)
exprimiert werden. Die Expression im jungeren Myelin (P12) ist starker als im alteren

Myelin (P60). Es konnte keine Expression in der Zelllinie Oli-neu festgestellt werden.
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Abbildung 10: Lyn Expression in Zellen und Gewebe des ZNS und der Zelllinie Oli-neu,
Western Blot

Oli-neu Zellen und primédre Oligodendrozyten/Astrozyten (5Tage-Kultur) wurden mit Tx100-
Puffer lysiert, Myelin und Axolemma aus Gehirnen prapariert. Auftrennung der Proteine durch
ein 10% SDS-Gel und Western Blot. Oli-neu Zellen exprimieren kein Lyn (siehe 3.1.5), primére
Oligodendrozyten (pOL), Astrozyten, Myelin von Mausen, 60 bzw. 12 Tage alt (P60, P12) und
das Axolemma von Neuronen exprimieren beide Isoformen der Lyn Kinase (53/56kD).

Zur Kontrolle dieser Ergebnisse wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefuhrt.
Zellen des Gehirns wurden aus Mausen (E15) prapariert und mit Antikorper, die die
Lyn Kinase oder zell-spezifische Marker fir Oligodendrozyten (O4), Astrozyten
(GFAP) und Neurone (L1) detektieren inkubiert (Abb.11). Lyn ist hier in grin zu
sehen, die zell-spezifischen Marker in rot. Zusatzlich wurde eine Lyn Farbung (grun)
der Zelllinie Oli-neu vorgenommen. Die Immunfluoreszenzfarbung bestatigt das
Ergebnis des Western Blots. Lyn wird in allen drei Zelltypen des zentralen

Nervensystems exprimiert (Pfeile), jedoch nicht in der Zelllinie Oli-neu.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzfarbung zur Detektion der Lyn Expression in Zellen des ZNS
und der Zelllinie Oli-neu

Astrozyten, Neurone und Oligodendrozyten wurden aus Gehirnen, Embryonal-Tag 15 (E15)
prapariert und 5 Tage kultiviert. Von links nach rechts: zellspezifische Marker (rot), Lyn Kinase
(griin), Uberlagerung der Bilder mit Zellkernfiarbung (blau). Von oben nach unten: Astrozyten,
zellspezifischer Marker GFAP; Neurone, zellspezifischer Marker L1; Oligodendrozyten,
zellspezifischer Marker O4 und die Zelllinie Oli-neu. Lyn wird in allen drei Zelltypen des
zentralen Nervensystems exprimiert, jedoch nicht in der Zelllinie Oli-neu.

4.1.2 Lyn Kinase Expression in Oligodendrozyten und im Myelin
verschiedener Entwicklungsstadien

Abb.10 zeigt, dass die Expression im Myelin unterschiedlich alter Mause variiert. Um
die Expression in Oligodendrozyten und Myelin naher zu bestimmen wurde Myelin
aus murinen Gehirnen verschiedenen Alters extrahiert (P8, P12, P16, P20, P30 und
P60) , sowie primare Oligodendrozyten nach der Praparation unterschiedlich lange
kultiviert (2, 5 und 9 Tage) (Abb.12). In Abb.12A wurde die Lyn Kinase in Myelin der
Alterstufen P8-P60 nachgewiesen. Zu jedem Zeitpunkt werden beide Isoformen der
Lyn Kinase im Myelin exprimiert. Die Expression verringert sich jedoch nach P16 und
ist in P60 am schwachsten. In Abb.12B wurde die Expression von Lyn in primaren
Oligodendrozyten untersucht. Beide Lyn Isoformen werden zu allen Zeitpunkten

exprimiert, die Expression verringert sich jedoch mit der Lange der Kultivierung.
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Abbildung 12: Entwicklungsbedingte Expression der Lyn Kinase im Myelin und priméaren
Oligodendrozyten

Primére Oligodendrozyten wurden in Tx100-Puffer lysiert und Myelin mit Hilfe eines Sukrose-
Gradienten isoliert. Auftrennung der Proteine durch ein 10% SDS-Gel. Tubulin dient als
Ladekontrolle. A: Lyn Expression in unterschiedlichen Alterstufen des Myelins (postnataler
Tag (P): P8-P60) B: Lyn Expression in primdren Oligodendrozyten, 2, 5 und 9 Tage in Kultur.
Die Lyn Expression beider Isoformen nimmt mit dem Alter der Mause im Myelin und mit der
Dauer der Kultivierung in den primaren Oligodendrozyten ab.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen wurde eine Immunfluoreszenzfarbung
durchgefuihrt. Hierbei wurden primare Oligodendrozyten mit Antikbrpern gegen Lyn
Kinase und zell/entwicklungs-spezifischen Markern fur Oligodendrozyten inkubiert
(1.2.7). In Abb.13 sieht man von oben nach unten die Oligodendrozyten-Marker in
der Reihenfolge, wie sie auch wahrend der Entwicklung exprimiert werden. NG2
(Antikdrper: ANZ2) ist ein frUher Marker, der in undifferenzierten Vorlauferzellen
exprimiert wird. Wahrend der Reifung der Oligodendrozyten werden dann Sulfatid
(O4), CNP und Galaktocerebrosid (O1) exprimiert. MAG, PLP (O10) und MOG
dagegen sind Myelin-Proteine, die in reifen, differenzierten Oligodendrozyten zu
finden sind. In Abb.13 ist Lyn grin dargestellt, die Oligodendrozyten-Marker in rot.
Das jeweils rechte Bild zeigt eine Uberlagerung beider Farbungen. Die Lyn Kinase
zeigt mit jedem Oligodendrozyten-Marker Doppelfarbungen derselben Zelle (Pfeile).

Dies bestatigt die vorherigen Ergebnisse, da in beiden Experimenten eine

Expression der Lyn Kinase festgestellt werden kann. Die Expression nimmt
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allerdings entwicklungsabhangig ab (Abb.12). Gibt es Unterschiede in der Anzahl der
Lyn-exprimierenden Zellen, je nach Reifegrad der Zelle?

Um dies festzustellen wurden die oben beschriebenen Doppelfarbungen
(Marker/Lyn) der Immunfluoreszenz in primaren Oligodendrozyten quantifiziert,
indem in drei unabhangigen Experimenten jeweils 500 Zellen gezahlt wurden. Die
Anzahl der Marker/Lyn-positiven Zellen zur Gesamtzellzahl wurde fur jeden Marker
bestimmt und anschlielBend statistisch ausgewertet (Abb.14). Hierfir wurde der
Student’s t-test (parametrisch) gewahlt.

In Abb.14 sieht man, dass 57% der Lyn-positiven Zellen auch den Marker NG2
(AN2), der in Oligodendrozyten Vorlauferzellen detektiert werden kann, exprimieren.
Wahrend der Reifung zur differenzierten Oligodendrozyte exprimieren noch 19-33%
der Zellen sowohl die Lyn Kinase als auch den Marker (Sulfatid (O4), CNP,
Galaktocerebrosid (O1)), die differenzierte Oligodendrozyte, die Myelin-
Komponenten wie MAG, PLP (O10) und MOG exprimiert besitzt nur noch zu 13-18%
Lyn-positive Zellen (eine Gesamtprozentzahl von uber 100% kommt dadurch
zustande, dass die Marker zeitweise gleichzeitig exprimiert werden).

Undifferenzierte Zellen, die frihe Oligodendrozyten Marker wie NG2 (AN2)
exprimieren, exprimieren auch zu einem signifikant héheren Prozentsatz Lyn Kinase
(NG2-CNP: p<0,01, NG2-restliche Marker: p<0,001). Mit der Fortentwicklung der

Oligodendrozyten nimmt die Expression der Lyn Kinase ab.
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Abbildung 13: Entwicklungsbedingte Expression der Lyn Kinase in primaren
Oligodendrozyten, Inmunfluoreszenz mit Antikorpern gegen Oligodendrozyten-Marker und Lyn
Kinase.

Primdre Oligodendrozyten wurden nach der Praparation 5 Tage kultiviert. Von links nach
rechts: Oligodendrozyten Marker (rot), Lyn Kinase (griin) Uberlagerung der Bilder. Von oben
nach unten: NG2 (AN2), Sulfatid (O4), CNP, Galaktocerebrosid (O1), MAG, PLP (O10) und MOG
Doppelfiarbungen mit der Lyn Kinase. Die Reihenfolge entspricht der Expression der Marker
wahrend der Entwicklung der Oligodendrozyten. Eine Co-Expression der Lyn Kinase kann fiir
jeden Marker detektiert werden (Pfeil). Lyn wird in Oligodendrozyten exprimiert, die Expression
ist sowohl in jiingeren, als auch in spateren Entwicklungsstadien zu finden.
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Abbildung 14: Statistische Analyse der Lyn Expression in Oligodendrozyten unterschiedlichen
Entwicklungsgrades

Quantifizierung von Lyn/Marker-Doppelfarbungen der Immunfluoreszenz in priméren
Oligodendrozyten. Entwicklungsspezifische Marker von links nach rechts: NG2 (AN2), Sulfatid
(O4), CNP, Galaktocerebrosid (01), MAG, PLP (010) und MOG. Auszdhlung von 500
Zellen/Experiment von drei unabhdngigen Experimenten. Marker/Lyn-positive Zellen: 57%
NG2/Lyn, 29% O4/Lyn, 33% CNP/Lyn, 19% O1/Lyn, 13% MAG/Lyn, 16% O10/Lyn und 18%
MOGI/Lyn. Es sind signifikant mehr Lyn/NG2-positive Zellen zu detektieren. Die Lyn Kinase
Expression reduziert sich wahrend der Reifung der Oligodendrozyten. Software GraphPad
Prism, Student’s t-test,**p<0,01, ***p<0,001, n=3

4.1.3 Lyn Kinase Expression in murinen Gehirnen in vivo

In 4.1.2 wurde gezeigt, dass die Lyn Kinase in Oligodendrozyten in vitro exprimiert
wird und auch in Myelin-Lysaten nachzuweisen ist. Um diese Daten zu unterstitzen
und die Expressions-Analyse der Lyn Kinase in Oligodendrozyten zu
vervollstandigen wurden in vivo-Untersuchungen durchgeflhrt. Hierbei wurden
Gehirne von 9 Tage alten Mausen (P9) mit einem Vibratom in Schnitte der Dicke
40um angefertigt (3.1.3) und die Lyn Kinase und Oligodendrozyten Marker durch
Immunfluoreszenz nachgewiesen (3.2.7).

In Abb.15 sind Doppelfarbungen der Lyn Kinase und Oligodendrozyten Marker im
Bereich des Corpus Callosum gezeigt. Es wurden dieselben Marker, wie auch bei
der in vitro-Farbung der Oligodendrozyten in Abb.13, verwendet. Links in Abb.15 sind
jeweils die Marker zu sehen (rot), daneben die entsprechende Lyn Farbung (grun)
und rechts eine Uberlagerung beider Bilder mit einer zusatzlichen Zellkernfarbung
mit DAPI (blau).
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Abbildung 15: Expression der Lyn Kinase in Gehirnschnitten einer Maus (postnataler Tag 9) im
Bereich des Corpus Callosum, Inmunfluoreszenz mit Antikdrpern gegen Oligodendrozyten-
Marker und Lyn Kinase.

Von links nach rechts: Oligodendrozyten Marker (rot), Lyn Kinase (griin), Uberlagerung der
Bilder mit einer Zellkernfarbung (DAPI, blau). Von oben nach unten: NG2 (AN2), Sulfatid (04),
CNP, Galaktocerebrosid (O1), MAG, PLP (010) und MOG Doppelfarbungen mit Lyn. Die
Reihenfolge entspricht der Expression der Marker wahrend der Entwicklung der
Oligodendrozyten. Die Co-Expression von Lyn und 04, O1, MAG und MOG in einer Zelle kann
detektiert werden (Pfeile). Im Bereich des Corpus Callosum konnte jedoch keine Co-Expression
von Lyn und NG2 (AN2) bzw. CNPase festgestellt werden. Doppelmarkierungen von Lyn und
010 in einer Zelle sind schwierig zu detektieren, da 010 hauptsachlich Zell-Auslaufer markiert
wahrend Lyn Kinase hauptsachlich im Zellkérper zu finden ist.
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Es konnten Zellen identifiziert werden, die sowohl Sulfatid (O4), Galaktocerebrosid
(O1), MAG oder MOG exprimieren, als auch Lyn Kinase (Pfeile). Da die PLP (O10)-
Farbung hauptsachlich in den myelinisierenden Auslaufern zu finden ist, Lyn Kinase
dagegen hauptsachlich im Zellkdrper, ist eine Aussage Uber die Co-Expression in
einer Zelle nicht zu treffen. Es konnten keine Zellen im Corpus Callosum gefunden
werden, die sowohl NG2 (AN2) oder CNPase, als auch Lyn exprimieren.

Dieses Ergebnis (Abb.15) entspricht nicht den Resultaten aus den in vitro
Untersuchungen, in denen die Lyn Kinase in Oligodendrozyten jeden Reifegrades
exprimiert wird, jedoch signifikant haufiger in undifferenzierten NG2-positiven
Oligodendrozyten. Um dieses Phanomen genauer zu untersuchen wurden
zusatzliche Farbungen im Thalamus des Gehirns, das ventral vom Corpus Callosum

liegt, angefertigt.

Thalamus

Abbildung 16: Expression der Lyn Kinase in Gehirnschnitten einer Maus (postnataler Tag 9) im
Bereich des Thalamus, Immunfluoreszenz mit Antikérpern gegen Oligodendrozyten-Marker
und Lyn Kinase.

Von links nach rechts: Oligodendrozyten Marker (rot), Lyn Kinase (griin), Uberlagerung der
Bilder mit einer Zellkernfarbung (DAPI, blau). Von oben nach unten: NG2 (AN2), CNP und MAG
Doppelfarbungen mit der Lyn Kinase. Die Reihenfolge entspricht der Expression der Marker
wahrend der Entwicklung der Oligodendrozyten. Lyn wird in Oligodendrozyten in vivo im
Thalamus exprimiert, die Expression ist sowohl in jingeren, als auch in spateren
Entwicklungsstadien zu finden. Es konnte eine Co-Expression von Lyn mit allen drei Markern
detektiert werden (Pfeile).

In Abb.16 sind Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikérper gegen Lyn Kinase und
den Oligodendrozyten-Markern NG2 (AN2), CNPase und MAG zu sehen. In Abb.16
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sind links jeweils die Marker gezeigt (rot), daneben Lyn Kinase (griin) und rechts eine
Uberlagerung mit zuséatzlicher Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Eine Co-Expression
von NG2 (AN2), CNPase oder MAG mit Lyn Kinase ist in allen drei Fallen zu
detektieren (Pfeile).

Es ist also festzustellen, dass Lyn Kinase auch in vivo in Oligodendrozyten exprimiert
wird und diese Expression sowohl in undifferenzierten als auch in differenzierten
Oligodendrozyten zu finden ist. Ob die Expression verstarkt in undifferenzierten

Zellen vorhanden ist, Iasst sich anhand dieses Experimentes nicht eindeutig sagen.

4.1.4 Lyn Kinase Expression in der Zelllinie Oli-neu

Es konnte gezeigt werden, dass die Lyn Kinase in vitro und in vivo in
Oligodendrozyten exprimiert wird. Eine Expression in der Oligodendrozyten Zelllinie
Oli-neu konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, allerdings wurden in wenigen
Oli-neu Lysaten eine schwache Lyn Kinase Expression mittels Western Blot und
Antikdérper Detektion festgestellt (nicht gezeigt).

Um die Lyn Kinase der Lysate anzureichern und die Detektion dadurch zu erleichtern
wurden Immunprazipitationen aus radioaktiv markierten Lysaten hergestellt. In
Abb.17 sind jeweils von links nach rechts Lysate, die Immunprazipitationen (IPLyn)
und Kontrollen zu sehen. Sowohl im Oli-neu Lysat (A), als auch im Lysat der
primaren Oligodendrozyten (pOL, B) sind viele radioaktiv markierte Proteine zu
erkennen. In dem Immunprazipitat aus Oli-neu Lysat (IPLyn, A) sind keine Banden
bei 53 und 56kD zu detektieren, im Immunprazipitat aus primaren Oligodendrozyten
(IPLyn, B) sind zwei schwache Banden dieser GréRenordnung zu erkennen, rechts
starker kontrastiert (C). Es ist eine weitere Bande bei 49kD zu sehen. Dabei konnte
es sich um ein Protein handeln, dass mit der Lyn Kinase assoziiert ist und deshalb
mit im Immunprazipitat auftaucht. Die Identitat dieses Proteins konnte jedoch nicht
geklart werden. Die Kontrollen zeigen in beiden Fallen (A und B) keinerlei Banden,
Proteine haben also nicht unspezifisch gebunden.

Es konnte ein weiteres Mal gezeigt werden, dass Lyn Kinase in primaren
Oligodendrozyten exprimiert wird, jedoch konnte keine Expression in Oli-neu Zellen

festgestellt werden.
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Abbildung 17: Lyn Kinase Expressionsnachweis in Oli-neu und primaren Oligodendrozyten
nach Immunprazipitationen radioaktiv-markierter Zellen, Phosphoimager Detektion

Radioakive Markierung der Zellen mit Cystein-Ss’5 und Methionin-$* —haltigem Medium. A/B
von links nach rechts. Zell-Lysat, Imnmunpréazipitation (IP), Kontrolle. Die Kontrollen zeigen in
beiden Féllen keine Banden und somit keine unspezifische Bindung von Proteinen. A: Im Oli-
neu Lysat sind alle radioaktiv markierten Proteine zu sehen, in der IPLyn ist kein Lyn Protein
detektierbar. B: Im Lysat der primdren Oligodendrozyten (pOL) (5 Tage Kultur) sind alle
radioaktiv markierten Proteine zu sehen. In der Immunprazipitation sieht man eine
Doppelbande bei 53/56kD, die die beiden Lyn Isoformen zeigen. Es ist eine weitere Bande bei
49kD zu sehen, die ein assoziiertes Protein anzeigt (B/C). Das Immunprézipitat sieht man links
verstarkt (C).

Da in vorherigen Versuchen gelegentlich eine schwache Lyn Expression in Oli-neu
Zellen beobachtet wurde (nicht gezeigt), sollte zusatzlich gepruft werden, ob die Lyn
Kinase in Oli-neu Zellen nur Zellzyklus-abhangig exprimiert wird. Einige Zellen
wurden sofort lysiert (Passage), die anderen Zellen in Kulturschalen ausplattiert und
nach 30, 45 min., 1, 2, 5, 10, 24, 30 und 48 Stunden (h) mit Tx100-haltigem Lysis-
Puffer lysiert (Abb.18). Die hohe Serum-Konzentration (HS) im BME-Medium, sowie
die Kontakt-Inhibition der Zellen nach der Trypsinierung fihrte zu einer
Synchronisation des Zell-Zyklus aller Zellen (Hill et al 1977, Schorl & Sedivy 2007).

Des Weiteren wurden zwei Oli-neu Kulturen mit unterschiedlich langen Kultur-
Zeitraumen gewahlt (die Zellen wurden 27 bzw. 44x trypsiniert und in neue
Kulturschalen ausgesat: P27 und P44). Neben PLL-beschichteten Kulturschalen
wurden die Oli-neu Zellen auch in unbeschichtete Kulturschalen ausgesat bzw. in

15ml-Reaktionsgefallen in Suspension gehalten.
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Abbildung 18: Western Blot zur Detektion der Lyn Expression in Oli-neu Zellen unter
verschiedenen Kulturbedingungen und -zeiten

Oli-neu Lysate wurden trypsiniert und in BME/10%HS pelletiert (Passage, P), sowie fiir 30,
45min, 1, 2, 5, 10, 24 und 48h nach der Passage der Zellen auf unterschiedlich beschichteten
Kulturschalen bzw. in Suspension kultiviert. Tubulin dient als Ladekontrolle. Lysat aus
primaren Oligodendrozyten (pOL) dient als Positiv-Kontrolle. A: Die zeitliche Expression von
Lyn in Oli-neu P27 ist in der Passage und nach 24h am hoéchsten, in P44 nach 2h. B: In
unbeschichteten Schalen (links) ist die Lyn Expression in P27 nach 1h und in P44 nach 30min
und 24h am hochsten. In der Suspension ist die Expression gleich bleibend, in allen anderen
Féllen kann eine zyklische Expression beobachtet werden.

In Abb.18A wird deutlich, dal} die Lyn Expression in den Oli-neu Zellen von P27 und
P44 unterschiedlich ist. Die Zellen von P27 exprimieren Lyn Kinase hauptsachlich
direkt in der Passage und nach 24 Stunden Kultivierung, die Zellen von P44 haben
die hochste Lyn Kinase Expression nach 2 Stunden. In beiden Fallen scheint die
Expression der Lyn Kinase zyklisch zu verlaufen. Wiederholungen dieses
Experiments zeigen, dal® die Expression der Lyn Kinase immer unterschiedlich ist,
dass das Expressionmuster jedoch immer zyklisch verlauft und ca. einen 24
Stunden-Rhythmus einhalt.

Abb.18B zeigt die Lyn Kinase Expression in Zellen, die auf unbeschichteten

Kulturschalen wuchsen (links) oder in Suspension gehalten wurden (rechts). Die
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Zellen, die auf den unbeschichteten Kulturschalen gewachsen sind, haben ebenfalls
eine zyklische Expression (hochste Expression von P27: nach 45min., von P44: nach
30min. und 24h), wohingegen die Zellen in Suspension eher eine gleichbleibende,

schwache Expression der Lyn Kinase zeigen.

4.1.5 Lyn Kinase Expression in Mikrodomanen (rafts) von
Oligodendrozyten und Myelin

Nachdem untersucht wurde, wann die Lyn Kinase in Oligodendrozyten, im Myelin
und in der Zelllinie Oli-neu exprimiert wird, sollte als Nachstes ermittelt werden, wo
die Lyn Kinase in der Plasmamembran lokalisiert ist. Es wurden Mikrodomanen oder
rafts der Plasmamembran isoliert (3.2.9) und die Verteilung der Lyn Kinase in der
Plasmamembran untersucht. Die rafts sammeln sich dabei aufgrund ihrer Dichte in
Fraktion 1 (F1), die anderen Fraktionen beinhalten Bestandteile der Zelle die sich
entsprechend ihrer Dichte in dem Sukrose-Gradienten verteilen. Fraktion 5 (F5) hat
die groRte Sukrose-Dichte. In Abb.19 sind die Fraktionen der Sukrose-Dichte-
Zentrifugation aus primaren Oligodendrozyten zu sehen. Der Nachweis der drei
NCAM lIsoformen mittels Antikdrper Detektion diente als Kontrolle, da nur die Isoform
NCAM120 in rafts lokalisiert ist. Der Nachweis der Lyn Kinase erfolgte mit einem
Lyn-spezifischen Antikorper. Die Isolierung der rafts ist gelungen, da nur NCAM120
in den Fraktionen F1-F3 zu finden ist. Es konnten beide Isoformen der Lyn Kinase

sowohl in F1 (rafts), als auch in F5 (aul3erhalb von rafts) nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Expression der Lyn Kinase in Mikrodomédnen der Plasmamembran (rafts),
Sukrose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation aus primaren Oligodendrozyten, Western Blot

Tx100-haltiges Lysat aus primaren Oligodendrozyten, 5 Tage Kultur. Das Gesamt-Lysat aus
primaren Oligodendrozyten dient als Positiv-Kontrolle. Von links nach rechts: Fraktion 1 (F1,
rafts), F2, F3, F4, F5. Die Dichte der Bestandteile nimmt entsprechend der Sukrose-Dichte von
F1-F5 zu. Der Nachweis der drei NCAM Isoformen diente als Kontrolle, da nur NCAM120 in rafts
lokalisiert ist. Lyn ist sowohl in der raft-Fraktion (F1) als auch ausserhalb von rafts zu finden
(F4 und F5).
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Die Fraktionen der Sukrose-Dichte-Zentrifugation aus Myelin unterschiedlichen Alters
ist in Abb.20 gezeigt. Abb.20A zeigt die Lyn Expression in Myelin aus Mausen
(postnataler Tag (P) 8-60). Die Expression der Lyn Kinase nimmt mit dem Alter der
Mause ab. Gleiche Mengen wurden flr die raft-Isolierung eingesetzt (Abb.20B). Im
Myelin von 8-16 Tage alten Mausen (P8-P16) ist die Lyn Kinase sowohl in der raft-
Fraktion, als auch aullerhalb von rafts zu detektieren. Im Myelin von 20-60 Tage
alten Mausen (P20-60) ist die Lyn Kinase nur noch in der raft-Fraktion zu finden. Die
Lyn Kinase Expression nimmt jedoch insgesamt, auch in der raft-Fraktion, ab
(Abb.20C).
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Abbildung 20: Expression der Lyn Kinase in Mikrodomanen der Plasmamembran (rafts),
Sukrose-Dichte-Gradienten-Zentrifugation aus Myelin, Western Blot

Das Myelin wurde aus Mausen postnataler Tag (P) 8, 12, 16, 20, 30 und 60 isoliert. A: Lyn
Expression in Myelin, Tubulin dient als Ladekontrolle; gleiche Mengen wurden fiir die raft
Isolierung eingesetzt. B: Raft Isolierung aus Myelin (P8-60), von links nach rechts: F1 (raft-
Fraktion), F2, F3, F4, F5, die Dichte der Bestandteile nimmt entsprechend der Sukrose-Dichte
von F1 bis F5 zu. Das Gehirnlysat dient als Positiv-Kontrolle. Lyn ist im Myelin (P8-P16) sowohl
in rafts als auch in anderen Bestandteilen zu finden. Im Myelin dlterer Mause (P20-P60) ist
insgesamt weniger Lyn Protein zu detektieren, die Lyn Kinase konzentriert sich nun
hauptsachlich in den rafts. C: Raft Fraktionen des Myelins. Die héchste Lyn Expression in rafts
des Myelins ist in P12-P16 zu detektieren.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Lyn Kinase in Oligodendrozyten,
Neuronen und Astrozyten in vitro, als auch im Myelin in vivo exprimiert wird.
Farbungen von Gehirnschnitten haben die Expression der Lyn Kinase in
Oligodendrozyten in vivo bestatigt. Die Expression ist im Myelin mit ansteigendem
Alter der Mause reduziert. In Oligodendrozyten nimmt sie in vitro bei andauernder
Kultivierung ab. Dies ist mit der fortschreitenden Reifung der Oligodendrozyten zu
erklaren, da Immunfluoreszenzfarbungen gezeigt haben, dass die Lyn Kinase
hauptsachlich in undifferenzierten Zellen exprimiert wird und diese Expression mit
der Reifung der Zellen abnimmt. In der Oligodendrozyten Zelllinie Oli-neu konnte
keine Expression der Lyn Kinase nachgewiesen werden, bis zeitabhangige
Experimente deutlich machten, das die Lyn Kinase Expression in Oli-neu Zellen sehr
kurzfristig ist und sich zyklisch verhalt. Untersuchungen der Lyn Kinase Expression in
rafts aus primaren Oligodendrozyten und Myelin haben gezeigt, dass die Lyn Kinase
sowohl in rafts als auch in anderen Bereichen der Plasmamembran zu finden ist. Die
Lyn Kinase Expression in Myelin nimmt insgesamt mit dem Alter der Mause ab und

ist dann zunehmend in den rafts zu finden.

4.2 Aktivitat und Funktion der Src-Kinase Lyn

Nachdem die Expression der Lyn Kinase in Zellen des zentralen Nervensystems in
vivo und in vitro untersucht wurde, soll nun die mogliche Funktion dieses Proteins
naher analysiert werden. Dafur soll zunachst festgestellt werden, zu welchem
Zeitpunkt die Lyn Kinase aktiv ist.

In Abb.21 wurden die raft-Fraktionen aus Myelin (P8-16) einer Kinase-Aktivitats-
Prufung unterzogen (3.2.6). Links ist die gesamte raft-Fraktion zu sehen und rechts
nach einer Immunprazipitation mit einem Lyn-spezifischen Antikorper. In den raft-
Fraktionen kann keine Lyn Kinase Aktivitat detektiert werden. Die Anreicherung der
Lyn Kinase aus den Lysaten durch eine Immunprazipitation erleichtert die Detektion.
Hier ist eine Bande bei ca. 53/56kD festzustellen. Die Aktivitat ist in P8 schwach, in
P12 am hochsten und nimmt dann wieder ab. Dies korreliert mit der Expression der

Lyn Kinase.
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Abbildung 21: Lyn Kinase Aktivitit in rafts und in Immunprazipitationen aus rafts des Myelins
nach einer Kinase-Aktivitits-Priifung mit ATP*, Autoradiografie

Kinase-Aktivitats-Priifung mit ATP*? und anschlieBende raftsolierung aus Myelin. Auftrennung
der Proteine auf einem 4-12% SDS-Gel. Links: Raft-Fraktionen (F1) Rechts: Imnmunpréazipitation
mit einem polyklonalen Lyn-spezifischen Antikérper aus den raft-Fraktionen (IPLynpcrb). Von
links nach rechts: jeweils P8, P12, P16. Die Aktivitat ist in der raft-Fraktion erst detektierbar,
nachdem eine Anreicherung der Lyn Kinase mit einer Immunprazipitation stattgefunden hat.
Die Aktivitat der Lyn Kinase ist in den rafts (F1) P12 am hochsten.

4.2.1 Transfektion von Lyn Konstrukten in Oligodendrozyten

Um die Funktion der Lyn Kinase naher zu untersuchen wurden Plasmide mit
unterschiedlichen Lyn Konstrukten hergestellt. Die urspringlichen Konstrukte wurden
von Prof. Petr Draber der Karls-Universitat Prag zur Verfigung gestellt. Es handelt
sich dabei um die beiden Wildtyp Lyn-Isoformen Awt und Bwt, den Kinase inaktiven
Formen (B: K279R, A: AKD) und der Isoform B als konstitutiv aktive Form (Y508F)
(3.3). Alle Konstrukte sind 2,3kb grol3, nur die inaktive Form AKD ist 1,5kb grof3, da
die SH1-Domane deletiert wurde. Dies entspricht Proteinen mit einer Gréflze von 80
bzw. 60kD.

4.2.1.1 Nachweis der Expression und Aktivitat der Lyn Konstrukte in den Zellen

Abb.22 zeigt transfizierte Oli-neu Zellen. Von oben nach unten sieht man Zellen mit
den Wildtyp-Konstrukten Awt und Bwt, Zellen mit den inaktiven Konstrukten K279R
und AKD und dem konstitutiv aktiven Konstrukt Y508F. Als Kontrollen dienten Oli-
neu Zellen, die mit EGFP-pCMV transfiziert wurden und nicht transfizierte Zellen.
Links sieht man eine Fluoreszenzaufnahme des GFP, rechts eine
Phasenkontrastaufnahme der Zellen. Vergleicht man Kontroll-Zellen mit Zellen, die
ein Wildtyp-Konstrukt tragen, so kann man keine morphologischen Veranderungen

feststellen. Oli-neu Zellen, die mit einem inaktiven Konstrukt transfiziert wurden,
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haben eine hohere Anzahl an Auslaufern als nicht transfizierte Zellen. Zellen, die mit
dem konstitutiv aktiven Konstrukt transfiziert wurden haben dagegen wenige, kurze
Auslaufer.

Zunachst sollten die Konstrukte getestet werden. In Abb.23 ist ein Western Blot der
transfizierten Oli-neu Zellen (A) und primaren Oligodendrozyten (B) zu sehen. In
Abb.23A sind von links nach rechts dargestellt: Oli-neu transfiziert mit Awt, Bwit,
K279R, AKD, Y508F und dem EGFP-pCMV Vektor. Als Positiv-Kontrolle diente ein
Gehirn-Lysat (gemischtes Kultur). Der Lyn Antikorper (Lyn AB) erkennt das
ektopischen Lyn-GFP (80kD bzw. 60kD (AKD)) als auch die endogen exprimierte Lyn
Kinase (53/56kD). Darunter wurde die Expression von GFP mit einem GFP-
spezifischen Antikorper nachgewiesen (GFP-AB). Es wird das ektopische Lyn-GFP
bestatigt und das EGFP in der Kontrolle erkannt (25kD). Ein Antikorper, der
ausschlielich aktive Src-Kinasen erkennt (pY418), zeigt im unteren Blot, dass Awt
und Bwt und das konstitutiv aktive Y508F Aktivitat zeigen, wohingegen die beiden
inaktiven K279R und AKD keinerlei Aktivitat aufweisen. Dadurch wurde bestatigt,
dass die transfizierten Konstrukte in Proteine translatiert werden konnen, diese
Proteine durch einen Lyn Antikdrper, sowie durch einen GFP-Antikorper erkannt
werden und die zu erwartenden Aktivitaten vorhanden sind. In Abb.23B sind primare
Oligodendrozyten mit Awt, K279R und Y508F transfiziert und die Resultate der
Ergebnisse in Abb.23A bestatigt worden.
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Abbildung 22: Oli-neu Zellen transfiziert mit Lyn-GFP-pCMV Konstrukten und Kontrollen
mittels Elektroporation;

Von oben nach unten: Oli-neu transfiziert mit Awt, Bwt, K279R, LynAKD und Y508F. Der EGFP-
pCMV Leervektor dient als Kontrollvektor, daneben sieht man nicht transfizierte Zellen. Links
ist jeweils das entsprechende Phasenkontrast-Bild (Phase) zu sehen. Oli-neu Zellen, die mit
den Wildtyp-Konstrukten transfiziert wurden entsprechen morphologisch den Oli-neu Zellen,
die nicht oder mit einem Leervektor transfiziert wurden. Oli-neu Zellen, transfiziert mit einem
inaktiven Lyn-Konstrukt, haben eine erhéhte Anzahl an Zellauslaufern, wohingegen Zellen, die
mit dem konstitutiv aktiven Lyn-Konstrukt transfiziert wurden, weniger Auslaufer bilden.
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Abbildung 23: Western Blot Nachweis der Transfektion von Lyn-GFP-pCMV Konstrukten in Oli-
neu Zellen (A) und priméaren Oligodendrozyten (B).

A: Lysate aus transfizierten Oli-neu Zellen. Von links nach rechts transfiziert mit Awt, Bwt,
K279R, LynAKD und Y508F. Als Kontrolle dienen Oli-neu Zellen transfiziert mit dem Leervektor
EGFP-pCMV und Lysat aus einer Gehirn-Kultur (gemischte Kultur). In der oberen Abbildung
kann sowohl das ektopische Lyn-GFP als auch das endogene Lyn mit einem Lyn-spezifischen
Antikorper in allen Lysaten nachgewiesen werden. Darunter sieht man den Nachweis des Lyn-
GFP als auch des EGFP in der Kontrolle mit einem GFP-spezifischen Antikérper. Darunter wird
die Aktivitat der Lyn Kinase mit einem Antikorper nachgewiesen, der ausschlieBlich aktive Src-
Kinasen erkennt (pY418). Beide Wildtyp-Konstrukte (Awt, Bwt) und das konstitutiv aktive Lyn
(Y508F) zeigen Aktivitiat, wohingegen die beiden inaktiven Konstrukte (K279R, AKD) keinerlei
Aktivitdt zeigen. B: Die primaren Oligodendrozyten (pOL) wurden mit Awt, K279R, Y508F und
EGFP transfiziert und die Proteine mit einem Lyn-spezifischen und GFP-spezifischen
Antikorper nachgewiesen. Ein Gehirn-Lysat (gemischte Kultur) diente als Kontrolle.

Die unterschiedliche Aktivitdt der Lyn Kinasen kann auch in einer
Immunofluoreszenzfarbung demonstriert werden. Primare Oligodendrozyten wurden
mit Awt, AKD und Y508F transfiziert (GFP-gekoppelt) und die Zellen nach drei Tagen
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mit einem Antikdrper gegen pY418 (Cy3-gekoppelt) inkubiert, der ausschliellich
aktive Src-Kinasen erkennt. In Abb.24 sind die transfizierten Zellen grun
gekennzeichnet (obere Reihe), die Aktivitat von Src Kinasen dieser Zellen wird in rot
deutlich (zweite und dritte Reihe). In der zweiten Reihe wurde eine Belichtungszeit
von 50ms gewahlt, darunter sind die gleichen Zellen mit einer Belichtungszeit von
500ms abgelichtet. Die unterste Reihe zeigt eine Uberlagerung der GFP-Fluoreszenz
und der von pY418 (50ms). Die Zellen, die mit dem Wildtyp Konstrukt oder dem
konstitutiv aktiven Kinase Konstrukt transfiziert wurden zeigen eine hohere Src-
Kinase-Aktivitat als die umliegenden nicht transfizierten Zellen. Die Zellen, die mit der
inaktiven Kinase transfiziert wurden, zeigen eine Src-Kinase-Aktivitat, die gleich oder

noch geringer ist als die Aktivitat der umliegenden nicht transfizierten Zellen.

Kinase inaktiv Kinase const. aktiv

Lyn-GFP-pCMV

Src418 (50ms belichtet)

Src418 (500ms belichtet)

Uberlagert (50ms)

Abbildung 24: Src-Kinase Aktivitat in primdren Oligodendrozyten transfiziert mit Lyn-GFP-
pCMV Konstrukten, Inmunfluoreszenzfarbung

Von links nach rechts: Zellen transfiziert mit Awt, AKD und Y508F. Von oben nach unten: GFP
(grin), Src418 (rot), Belichtungszeiten: 50ms und 500ms. Darunter sieht man eine
Uberlagerung von GFP und Src418 (50ms). Src418 ist ein Antikérper, der die Aktivitit von Src-
Kinasen in den Zellen nachweist. Die Src-Kinase-Aktivitdt von Zellen, die mit dem Wildtyp oder
konstitutiv aktiven Lyn-Konstrukt transfiziert wurden ist erhdoht gegeniiber den nicht
transfizierten Zellen, wohingegen Zellen, die mit dem Kinase-inaktiven Konstrukt transfiziert
wurden nur eine Src-Kinase Aktivitit aufweisen, die der von nicht transfizierten Zellen
entspricht oder noch darunter liegt.
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4.2.1.2 Auswirkungen der Lyn Kinase Aktivitdt auf die Morphologie der
Oligodendrozyten

In Abb.22 wurde bereits gezeigt, dass die Transfektion der Lyn-GFP-pCMV
Konstrukte in Oli-neu Zellen zu einer Veranderung der Zellmorphologie fuhrt. Die
Zellen, die mit einem der Wildtyp-Konstrukte transfiziert wurden haben keine
morphologische Veranderung im Vergleich zu nicht transfizierten oder EGFP-pCMV
transfizierten Zellen. Oli-neu Zellen, transfiziert mit einem inaktiven Konstrukt, haben
eine hohere Anzahl an Auslaufern, wohingegen die Zellen, die mit dem konstitutiv
aktiven Konstrukt transfiziert wurden wenige, kurze Auslaufer haben.

Um festzustellen, ob die betroffenen Auslaufer Tubulin- oder Aktin-gestitzte
Auslaufer sind, wurde nach der Transfektion eine Immunfluoreszenzfarbung mit
Antikérpern gegen Tubulin bzw. gegen Aktin durchgefihrt.

Abb.25 zeigt transfizierte Oli-neu Zellen. Von oben nach unten transfiziert mit Awt,
Bwt, K279R, AKD und Y508F. Als Kontrollen dienten Oli-neu Zellen, die mit EGFP-
pCMV transfiziert wurden und nicht transfizierte Zellen. Von links nach rechts ist die
Fluoreszenz des Lyn-GFP gezeigt (griin), die Tubulin-Farbung (violett) und eine
Uberlagerung beider vorheriger Bilder mit zusatzlicher Anfarbung des Zellkerns mit
DAPI (blau), sowie eine VergroRerung des Uberlagerten Bildes bei Zellen transfiziert
mit Awt und K279R. Die Anzahl der Tubulin-gestitzten Auslaufer ist in LynAwt/Bwit-
transfizierten Zellen genauso grof3, wie in den Kontrollen. Zellen, transfiziert mit
einem inaktiven Konstrukt haben mehr Tubulin-gestutzte Auslaufer, aber auch mehr
kleinere Auslaufer, die nicht Tubulin beinhalten. Zellen, transfiziert mit Y508F, haben
deutlich weniger oder gar keine Tubulin-gestitzten Auslaufer. Die VergroRerungen
zeigen, dass die Lyn Kinase und Tubulin im Bereich der Plasmamembran eine Co-
Verteilung aufweisen (Pfeile), die kleinen Lyn-positiven Auslaufer sind jedoch
Tubulin-negativ.

In Abb.26 sind ebenfalls transfizierte Oli-neu Zellen zu sehen, jedoch mit einer

Immunfluoreszenzfarbung gegen Aktin (rot).
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Lyn-GFPpCMV Tubulin Uberlagerung (+DAPI)

Wildtyp

Kinase inaktiv

Kinase konst. aktiv

Kontrolle

nicht transfiziert 3%um

Abbildung 25: Morphologische Veranderungen von Oli-neu Zellen nach Transfektion mit Lyn-
GFP-pCMV-Konstrukten und Imnmunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gegen B-Tubulin.

Von oben nach unten: Oli-neu Zellen transfiziert mit Awt, Bwt, K279R, LynAKD und Y508F. Der
EGFP-pCMV Leervektor diente als Kontrollvektor, sowie nicht transfizierte Zellen. Von links
nach rechts: GFP (griin) der Lyn-GFP Konstrukte, Inmunfluoreszenzfiarbung gegen B-Tubulin
(violett), Uberlagerung beider vorhergehender Bilder und Zellkernfiarbung mit DAPI (blau).
Oli-neu Zellen, transfiziert mit einem inaktiven Lyn-Konstrukt (K279, AKD), haben eine erhdhte
Anzahl und Menge an Zellauslaufern, wohingegen Zellen, die mit dem konstitutiv aktiven Lyn-
Konstrukt transfiziert wurden (Y508F), weniger Auslaufer besitzen. Diese Ausldufer sind
hauptsachlich Tubulin-gestiitzte Auslaufer. In den VergroBerungen sind Co-Verteilungen von
Lyn und Tubulin in weiB zu sehen (Pfeile). Kleinere Auslaufer sind Lyn-positiv, aber Tubulin-
negativ.
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Abbildung 26: Morphologische Verdnderungen von Oli-neu Zellen nach Transfektion mit Lyn-
GFP-pCMV-Konstrukten und Inmunfluoreszenzfarbung mit einem Antikorper gegen a-Aktin.

Von oben nach unten: Oli-neu transfiziert mit Awt, Bwt, K279R, LynAKD und Y508F. Der EGFP-
pCMV Leervektor diente als Kontrollvektor, sowie nicht transfizierte Zellen. Von links nach
rechts: GFP (griin) der Lyn-GFP Konstrukte, Inmunfluoreszenzfarbung gegen a-Aktin (rot),
Uberlagerung beider vorhergehender Bilder und Zellkernfirbung mit DAPI (blau). Oli-neu
Zellen, transfiziert mit einem inaktiven Lyn-Konstrukt haben eine erhohte Anzahl und Menge an
Zellauslaufern, wohingegen Zellen, die mit dem konstitutiv aktiven Lyn-Konstrukt transfiziert
wurden, weniger Auslaufer besitzen. Die kleineren, diinneren Auslaufer sind Aktin-gestiitzte
Auslaufer, Lyn ist auch in diesen Auslaufern lokalisiert und mit Aktin teilweise co-verteilt, wie
man in den VergréBerungen in gelb sieht (Pfeile).

Die Anzahl der Aktin-gestitzten Auslaufer ist in LynAwt/Bwi-transfizierten Zellen
genauso grof3, wie in den Kontrollen. Zellen, die mit einem der inaktiven Konstrukte

transfiziert wurden haben mehr Aktin-gestutzte Auslaufer. Dies bezieht sich sowohl
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auf die Auslaufer, die Tubulin- und Aktin-Filamente besitzen, als auch auf die
kleineren Auslaufer, die ausschlieBlich ein Aktin-Zytoskelett besitzen. Zellen,
transfiziert mit Y508F, haben meist ausschlieBlich die kleinen Aktin-gestitzten
Auslaufer. Die VergrofRerungen zeigen, dass die Lyn Kinase und Aktin in den kleinen
Auslaufern eine Co-Verteilung aufweisen (gelb, Pfeile).

Da die Mikrotubuli-gestutzten Auslaufer in Oli-neu Zellen, je nach Lyn-GFP-pCMV
Transfektion, Unterschiede aufweisen, sollte dies fur primare Oligodendrozyten
ebenfalls Uberpruft werden (Abb.27).

Lyn-GFP-pCMV

Tubulin Uberlagerung

Wildtyp

Kinase konst. aktiv] Kinase inaktiv

Kontrolle

50um

nicht transfiziert

Abbildung 27: Morphologische Veranderungen von primaren Oligodendrozyten nach
Transfektion mit Lyn-GFP-pCMV-Konstrukten und Immunfluoreszenzfirbung mit einem
Antikorper gegen a-Tubulin.

Von oben nach unten: pOL transfiziert mit Awt, AKD und Y508F. Der EGFP-pCMV Leervektor
diente als Kontrollvektor, sowie nicht transfizierte Zellen. Von links nach rechts: GFP (griin)
der Lyn-GFP Konstrukte, Immunfluoreszenzfarbung gegen a-Tubulin (rot) und eine
Uberlagerung beider vorherigen Bilder. Die Anzahl der Ausliufer scheint im Vergleich zu nicht
transfizierten Zellen unverandert, wenn eine Transfektion mit Awt oder EGFP stattgefunden
hat. Die Anzahl der Auslaufer ist nach Transfektion mit dem inaktiven Lyn Konstrukt (AKD)
erhoht und nach Transfektion mit dem konstitutiv aktiven Lyn Konstrukt (Y508F) reduziert.
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Die Anzahl der Tubulin-gestitzten Auslaufer scheint, wie in den Oli-neu Zellen, so
auch in den primaren Oligodendrozyten unverandert zu sein, wenn diese mit dem
Wildtyp Konstrukt transfiziert wurden. Zellen, die mit dem inaktiven Konstrukt
transfiziert wurden haben mehr Tubulin-gestitzte Auslaufer als die Kontrollen, aber
auch mehr kleinere Auslaufer, die nicht Tubulin-gestitzt sind. Zellen, transfiziert mit
dem konstitutiv aktiven Konstrukt, haben deutlich weniger oder gar keine Tubulin-
gestutzten Auslaufer (Pfeile).

Zur statistischen Auswertung der Zellauslaufer Anzahl und Lange von Oli-neu Zellen
und primaren Oligodendrozyten, transfiziert mit den Lyn-GFP-pCMV Konstrukten,
wurden ausschlielich Auslaufer bertcksichtigt, die Mikrotubuli besal3en (3.1.7.1).

Es wurden in drei unabhangigen Experimenten pro Transfektion und Experiment die
Auslaufer von jeweils 20 Zellen gezahlt und gemessen. Die statistische Analyse
wurde mit der Software GraphPad Prism 4 durchgefihrt und fur die Auswertung der
Auslauferlangen der Mann-Whitney-Test angewandt.

In Abb.28A/B werden die Zellauslaufer-Langen der unterschiedlich transfizierten Oli-
neu Zellen bzw. primaren Oligodendrozyten verglichen. Die Zellauslaufer-Langen
werden in der Anzahl der pixel dargestellt (Y-Achse), auf der X-Achse sind zuerst die
Auslaufer-Langen der nicht transfizierten Zellen (Kontrolle) und der EGFP-pCMV
transfizierten Zellen zu sehen. Anschliel3end sind in Abb.28A die Oli-neu Zellen, die
mit den verschiedenen Konstrukten transfiziert wurden, gezeigt. Die Zellauslaufer-
Lange ist im Vergleich zur Kontrolle in den Zellen transfiziert mit EGFP, Awt, Bwi,
AKD, K279R nicht signifikant unterschiedlich. In Y508F transfizierten Zellen ist eine
signifikante Verkurzung der Zellauslaufer (p<0,001) festzustellen. In Abb.28B werden
die Zellauslaufer-Langen der unterschiedlich transfizierten primaren
Oligodendrozyten verglichen. Die Zellauslaufer-Lange ist im Vergleich zwischen der
Kontrolle und den Zellen transfiziert mit EGFP, Awt und AKD nicht signifikant
unterschiedlich. In Y508F transfizierten Zellen kann eine signifikante Verkurzung
(p<0,001) der Zellauslaufer festgestellt werden.

In Abb.28C/D wird die Anzahl der Zellauslaufer der unterschiedlich transfizierten Oli-
neu Zellen und primaren Oligodendrozyten verglichen. Die Zellauslaufer wurden
hierbei gezahlt und durch die Gesamtzahl der Zellen geteilt, so dal} der
Durchschnittswert als Basis fur die statistische Auswertung verwendet werden
konnte (Y-Achse). Die Darstellung des Experiments in den Grafiken entspricht
Abb.28A/B.
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Die Anzahl der Zellauslaufer von Oli-neu Zellen (Abb.28C) ist im Vergleich zwischen
der Kontrolle und den Zellen transfiziert mit EGFP, Awt und Bwt nicht signifikant
unterschiedlich. Zellen, transfiziert mit AKD und K279R, haben eine signifikant
hohere Anzahl an Auslaufern. Bei Zellen, die mit dem Y508F Konstrukt transfiziert
wurden, ist eine signifikant geringere Anzahl an Zellauslaufern festzustellen. In
beiden Fallen ist die Signifikanz p<0,001.

In Abb.28D wird die Anzahl der Zellauslaufer der unterschiedlich transfizierten
primaren Oligodendrozyten verglichen. Die Anzahl der Zellauslaufer ist im Vergleich
zwischen der Kontrolle und den Zellen transfiziert mit EGFP und Awt nicht signifikant
unterschiedlich. Die Anzahl der Zellauslaufer ist bei Zellen transfiziert mit AKD
signifikant erhoht (p<0,01). Zellen, die mit Y508F transfiziert wurden, weisen eine

signifikant geringere Anzahl an Zellauslaufern auf (p<0,01).
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Abbildung 28: Statistische Auswertung der Lange und Anzahl der Zellauslaufer von Oli-neu
Zellen und primaren Oligodendrozyten nach Transfektion mit aktiven und inaktiven Lyn-GFP-
pCMV-Konstrukten.

Die Zellen wurden transfiziert und eine Immunfluoreszenz-Farbung gegen a-Tubulin
durchgefiihrt. Es wurden in drei unabhdngigen Experimenten die Auslaufer von jeweils 20
Zellen/Transfektion mit der Software IPLab vermessen und mit GraphPad Prism statistisch
ausgewertet. Oli-neu Zellen wurden mit EGFP, Awt, Bwt, K279R, AKD und Y508F transfiziert,
primare Oligodendrozyten nur mit EGFP, Awt, AKD und Y508F; nicht transfizierte Zellen
dienten als Kontrollen. A: Zellauslaufer Lange von Oli-neu Zellen; Zellen transfiziert mit EGFP,
Awt, Bwt, K279R und AKD haben keine veranderte Zellauslaufer Lange im Vergleich zu nicht
transfizierten Zellen, Y508F hat signifikant kiirzere Auslaufer. B: Wie in A, ist auch in primaren
Oligodendrozyten nur die Auslaufer Lange der Zellen signifikant verdndert, die mit Y508F
transfiziert wurden. C: Anzahl der Zellausldufer/Zelle in Oli-neu. Die Anzahl der Auslaufer in
Zellen transfiziert mit EGFP, Awt oder Bwt ist im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen nicht
verandert. Zellen transfiziert mit K279R oder AKD haben signifikant mehr Ausldufer, Zellen
transfiziert mit Y508F haben signifikant weniger Auslaufer. D: Wie in C, ist auch die Anzahl der
Auslaufer von priméaren Oligodendrozyten in Zellen transfiziert mit AKD signifikant erh6ht und
von Zellen transfiziert mit Y508F signifikant verkiirzt. Analyse der Auslaufer Lange: Mann-
Whitney Test, Analyse der Auslaufer Anzahl: Student’s t-test; **p<0,01; ***p<0,001, n=3
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Die Aktivitat der Lyn Kinase beeinflusst die Zellauslaufer Bildung. Eine aktive Lyn
Kinase hemmt die Bildung von Auslaufern in Oligodendrozyten, wohingegen Zellen,
deren Lyn Kinase inaktiv ist, viele Zellauslaufer bilden kdnnen.

Die Bildung von Auslaufern in Oligodendrozyten erfolgt mit der Reifung zu
differenzierten Zellen. Beeinflusst die Lyn Kinase ausschliel3lich die Zellauslaufer
Bildung oder auch die Reifung der Oligodendrozyten?

Um diese Frage zu beantworten wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefuhrt.
Hierbei wurden die, mit den Lyn-GFP-pCMV transfizierten, Oli-neu Zellen und
primaren Oligodendrozyten mit Antikdrpern gegen entwicklungsspezifische Marker
fur Oligodendrozyten inkubiert (1.2.2). Es wurde ein friher Oligodendrozyten-Marker
gewahlt, NG2 (AN2), und ein Marker, der in reifen Oligodendrozyten exprimiert wird,
das Myelinprotein MAG.

In Abb.29 sieht man Oli-neu Zellen, transfiziert mit den Lyn-GFP Konstrukten und
nicht transfizierte Zellen. Von links nach rechts ist Lyn griin dargestellt (GFP), AN2 in
rot. Das jeweils rechte Bild zeigt eine Uberlagerung beider Farbungen mit
zusatzlicher Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Pfeile zeigen Lyn/NG2 (AN2)-
Doppelmarkierungen. Die Anzahl NG2-positiver Zellen nach Transfektion mit einem
inaktiven Lyn-GFP Konstrukt ist reduziert. Abb.30 zeigt wie in Abb.29 transfizierte
Oli-neu Zellen, hier wurde jedoch nicht AN2, sondern MAG detektiert. Die Anzahl
MAG-positiver Zellen war nach Transfektion mit einem inaktiven Lyn-GFP Konstrukt
erhoht.

Sowie in den Oli-neu Zellen sollten die Ergebnisse auch in den primaren
Oligodendrozyten Uberpruft werden. In Abb.31 sind die transfizierten primaren
Oligodendrozyten mit NG2 (AN2) gefarbt und in Abb.32 mit MAG. Die Anzahl NG2
(AN2)-positiver und MAG-positiver Zellen war in primaren Oligodendrozyten genauso

beeinflusst wie in Oli-neu Zellen.
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Abbildung 29: Transfektion von Oli-neu Zellen mit Lyn-GFP-pCMV Konstrukten und
Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gegen NG2 (AN2).

Von oben nach unten: Oli-neu transfiziert mit Awt, Bwt, K279R, LynAKD, Y508F, EGFP und
nicht transfizierte Zellen. Von links nach rechts: GFP (griin) der Lyn-GFP Konstrukte,
Immunfluoreszenz gegen NG2 (AN2) (rot), Uberlagerung beider vorhergehenden Bilder mit
zusatzlicher Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Oli-neu Zellen transfiziert mit den Wildtyp Lyn-
GFP-Konstrukten, den inaktiven Lyn-GFP-Konstrukten und dem konstitutiv aktiven Lyn-GFP-
Konstrukt zeigen Co-Expression der Lyn Kinase und NG2 (AN2) (Pfeile). Die Anzahl der NG2-
exprimierenden Zellen war bei den Zellen reduziert, die mit einem der inaktiven Lyn-GFP-
Konstrukte transfiziert wurden.
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Abbildung 30: Transfektion von Oli-neu Zellen mit Lyn-GFP-pCMV Konstrukten und
Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikorper gegen MAG.

Von oben nach unten: Oli-neu transfiziert mit Awt, Bwt, K279R, LynAKD, Y508F, EGFP und
nicht transfizierte Zellen. Von links nach rechts: GFP (griin) der Lyn-GFP Konstrukte,
Immunfluoreszenz gegen MAG (rot), Uberlagerung beider vorhergehenden Bilder mit
zusatzlicher Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Oli-neu Zellen transfiziert mit den Wildtyp Lyn-
GFP-Konstrukten, den inaktiven Lyn-GFP-Konstrukten und dem konstitutiv aktiven Lyn-GFP-
Konstrukt zeigen Co-Expression von Lyn Kinase und MAG (Pfeile) (fiir YS508F nicht gezeigt).
Die Anzahl der MAG-exprimierenden Zellen war bei den Zellen erhéht, die mit einem der
inaktiven Lyn-GFP-Konstrukte transfiziert wurden.
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Abbildung 31: Transfektion von primdren Oligodendrozyten (pOL) mit Lyn-GFP-pCMV
Konstrukten und Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gegen NG2 (AN2).

Von oben nach unten: pOL transfiziert mit Awt, AKD und Y508F, EGFP und nicht transfizierten
Zellen. Von links nach rechts: GFP (griin) der Lyn-GFP Konstrukte, Inmunfluoreszenz gegen
NG2 (AN2) (rot), Uberlagerung beider vorhergehenden Bilder mit zusitzlicher Zellkernfarbung
mit DAPI (blau). Primare Oligodendrozyten transfiziert mit den Wildtyp und dem konstitutiv
aktiven Lyn-GFP-Konstrukt zeigen Co-Expression von Lyn Kinase und NG2 (AN2). Co-
Expression von NG2 (AN2) mit dem inaktiven AKD waren ebenfalls vorhanden (hier nicht
gezeigt). Die Anzahl der NG2-exprimierenden Zellen war in denen, die mit dem inaktiven Lyn-
GFP-Konstrukt transfiziert waren, reduziert.

Zur statistischen Auswertung der Anzahl NG2 (AN2)-positiver bzw. MAG-positiver
Oli-neu Zellen und primarer Oligodendrozyten nach der Transfektion mit einem der
Lyn-GFP-pCMV Konstrukte, wurden in drei unabhangigen Experimenten jeweils 500
Zellen/Transfektion ausgezahlt. Die statistische Analyse wurde mit der Software

GraphPad Prism 4 durchgefuhrt und der Student’s t-test genutzt.
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Abbildung 32: Transfektion von primdren Oligodendrozyten (pOL) mit Lyn-GFP-pCMV
Konstrukten und Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gegen MAG.

Von oben nach unten: pOL transfiziert mit Awt, LynAKD, Y508F, EGFP und nicht transfizierten
Zellen. Von links nach rechts: GFP (griin) der Lyn-GFP Konstrukte, Inmunfluoreszenz gegen
MAG (rot), Uberlagerung beider vorhergehenden Bilder mit zusitzlicher Zellkernfarbung mit
DAPI (blau). Primdre Oligodendrozyten transfiziert mit dem inaktiven AKD zeigen Co-
Expression der Lyn Kinase und MAG. Co-Expression von MAG mit dem Wildtyp-Konstrukt und
dem konstitutiv aktiven Lyn-GFP-Konstrukt waren ebenfalls vorhanden (hier nicht gezeigt). Die
Anzahl der MAG-exprimierenden Zellen war in denen, die mit dem inaktiven Lyn-GFP-Konstrukt
transfiziert waren, erhoht.

In Abb.33A/B wurde die Anzahl NG2 (AN2)-positiver Zellen in den unterschiedlich
transfizierten Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten verglichen. Die Anzahl
der NG2 (AN2)-positiven Zellen wurde prozentual zu der Gesamtzellzahl dargestellt
(Y-Achse), auf der X-Achse sind zuerst die Anzahl der NG2 (AN2)-positiven Zellen
angegeben, die nicht transfiziert wurden (Kontrolle) und die mit der EGFP-pCMV

Transfektion.
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Anschlieend sind in Abb.33A die mit den Lyn-GFP Konstrukten transfizierten Oli-
neu Zellen dargestellt. Die Anzahl der NG2 (AN2)-positiven Zellen ist im Vergleich
von Kontrolle zu Zellen transfiziert mit EGFP, Awt, Bwt und Y508F nicht signifikant
unterschiedlich. Zellen, transfiziert mit K279R oder AKD, bestehen aus einer
signifikant geringeren Anzahl NG2 (AN2)-positiver und damit undifferenzierter Zellen.
Die Signifikanz betragt im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen bei K279R p<0,05
und bei AKD p<0,01.

In Abb.33B wurde die Anzahl NG2 (ANZ2)-positiver Zellen in den unterschiedlich
transfizierten primaren Oligodendrozyten verglichen. Die Anzahl der NG2 (AN2)-
positiven Zellen ist im Vergleich von nicht transfizierten Zellen zu Zellen transfiziert
mit EGFP, Awt, AKD und Y508F nicht signifikant unterschiedlich.

In Abb.33C/D wurde die Anzahl MAG-positiver Zellen in den unterschiedlich
transfizierten Oli-neu Zellen und primaren Oligodendrozyten verglichen. Die
Darstellung der Experimente in den Grafiken entsprechen Abb.33A/B.

Die Anzahl der MAG-positiven Oli-neu Zellen (Abb.33C) ist im Vergleich von
Kontrolle zu Zellen transfiziert mit EGFP, Awt und Bwt nicht signifikant
unterschiedlich. Zellen, transfiziert mit K279R oder AKD, bestehen aus einer
signifikant hoheren Anzahl MAG-positiver und damit differenzierter Zellen (p<0,05).
Zellen mit dem konstitutiv aktiven Y508F Konstrukt haben signifikant weniger MAG-
positive Zellen (p<0,01).

In Abb.33D wurde die Anzahl MAG-positiver Zellen in den unterschiedlich
transfizierten primaren Oligodendrozyten verglichen. Die Anzahl der MAG-positiven
Zellen ist im Vergleich von Kontrolle zu Zellen transfiziert mit EGFP, Awt und Y508F
nicht signifikant unterschiedlich. Zellen, transfiziert mit AKD, besitzen eine signifikant
hdhere Anzahl MAG-positiver und damit differenzierter Zellen (p<0,05).

Die Aktivitdt der Lyn Kinase beeinflusst somit die Zellauslaufer Bildung und die
Differenzierung von Oligodendrozyten. Eine aktive Lyn Kinase hemmt die Auslaufer
Bildung und belasst signifikant mehr Zellen in einem undifferenzierten, NG2-positiven
Entwicklungsstand. Wird die Aktivitdt der Lyn Kinase gehemmt, indem, wie in
unseren Experimenten, inaktive Lyn-Konstrukte in die Zelle transfiziert werden,
kommt es zu einer verstarkten Auslaufer Bildung und die Zellen differenzieren sogar
schneller als unbehandelte Oligodendrozyten. In Oli-neu Zellen sind diese

Tendenzen jedoch deutlicher zu sehen als in primaren Oligodendrozyten.
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Abbildung 33: Statistische Auswertung des Entwicklungsgrades von Oli-neu Zellen und
primérer Oligodendrozyten, transfiziert mit Lyn-GFP-pCMV Konstrukten

Die Zellen wurden transfiziert und nach drei Tagen in Kultur eine Immunfluoreszenzfarbung
gegen NG2 (AN2) und MAG durchgefiihrt. Es wurden in drei unabhangigen Experimenten
jeweils 500 Zellen/Marker und Transfektion gezahlt und mit GraphPad Prism statistisch
ausgewertet. Oli-neu Zellen wurden mit EGFP, Awt, Bwt, K279R, AKD und Y508F transfiziert,
primére Oligodendrozyten mit EGFP, Awt, AKD und Y508F. Nicht transfizierte Zellen dienten als
Kontrollen. A: Anzahl NG2 (AN2)-positiver Oli-neu Zellen. Zellen transfiziert mit EGFP, Awt, Bwt
und Y508F zeigen keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl NG2 (AN2)-positiver Zellen im
Vergleich zu nicht transfizierten Zellen. Zellen, die mit K279R oder AKD transfiziert wurden,
haben signifikant weniger NG2 (AN2)-positive Zellen. B: Die Anzahl der NG2 (AN2)-positiven
Zellen verédndert sich in primdren Oligodendrozyten nicht signifikant nach Transfektion eines
der Lyn-GFP-pCMV Konstrukte. C: Anzahl MAG-positiver Oli-neu Zellen. Zellen transfiziert mit
EGFP, Awt oder Bwt zeigen keine verdnderte Anzahl MAG-positiver Zellen, Zellen transfiziert
mit K279R oder AKD haben signifikant mehr und Zellen transfiziert mit Y508F haben signifkant
weniger MAG-positive Zellen. D: Die Anzahl der MAG-positiven Zellen in priméren
Oligodendrozyten ist nur in Zellen, die mit AKD transfiziert wurden signifikant veradndert.
Student’s t-test, *p<0,05, **p<0,01.
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4.3 Assoziation und Funktion der Src-Kinase Lyn

4.3.1 Co-Immunprazipitation der Src-Kinase Lyn zur Klarung moglicher
Bindungspartner

Nachdem wir die Expression und Funktion der Lyn Kinase untersucht haben, sollte
ermittelt werden mit welchen Proteinen die Lyn Kinase interagiert um eine bessere
Vorstellung davon zu bekommen, welche Lyn-abhangige Signal-Kaskade flr die
Steuerung der Auslaufer-Bildung und Differenzierung der Oligodendrozyten
verantwortlich ist. In Neuronen wurde eine Assoziation der Glutamat-Rezeptor B
Untereinheit des AMPA-Rezeptors mit der Lyn Kinase beschrieben (Hayashi et al
1999, Wu et al 2004). Da bekannt ist, dass der AMPA-Rezeptor auch in
Oligodendrozyten-Vorlaufer Zellen und undifferenzierten Oligodendrozyten exprimiert
wird (Gallo et al 1996, Patneau et al 1994) sollte untersucht werden, ob der AMPA-
Rezeptor auch in Oligodendrozyten mit der Lyn Kinase assoziiert.

Hierfir wurde eine Co-Immunprazipitation durchgefihrt. Es wurde sowohl eine
Immunprazipitation mit einem Antikorper gegen die Lyn Kinase als auch gegen die
Glutamat Rezeptor Untereinheiten B und C (GIuRB/C) durchgefuhrt. In Abb.34A ist
links die Co-Immunprazipitation mit einem polyklonalen Antikorper gegen Lyn Kinase
dargestellt (IPLyn), daneben ein Gesamt-Lysat der primaren Oligodendrozyten
(Lysat). Ein monoklonaler Antikdrper gegen die Lyn Kinase zeigt, dass Lyn sowohl im
Immunprazipitat, als auch im Gesamt-Lysat zu detektieren ist. Die kleine Lyn Isoform
B ist starker im Prazipitat vertreten. GIuURB/C ist ebenfalls im Immunprazipitat, wie
auch im Gesamt-Lysat vertreten. Dies weist auf eine Assoziation der Lyn Kinase mit
der AMPA-Rezeptor Untereinheit GIURB/C hin. Es wurde angenommen, dass die
zweite Src-Kinase der Oligodendrozyten, die Fyn Kinase, nicht mit Lyn oder dem
AMPA Rezeptor assoziiert ist. Aus diesem Grund wurde der Nachweis der Fyn
Kinase als Kontrolle verwand um festzustellen, ob die Assoziation von Lyn Kinase
und AMPA Rezeptor spezifisch ist. Die Tatsache, dass die Fyn Kinase im Lysat der
Oligodendrozyten nachzuweisen ist, jedoch nicht im Immunprazipitat (IPLyn),
bestatigt diese Annahme. Dasselbe gilt fur das Protein NCAM, ein Transmembran
Protein, das ebenfalls nur in den Lysaten und nicht im Prazipitat zu detektieren ist.
Da die Bindung von GIuRB/C und der Lyn Kinase in Neuronen schon bekannt ist,
war es von besonderer Bedeutung, dass keine neuronale Kontamination im Lysat

vorhanden ist. Ein Antikorper gegen das Neuronen-spezifische Protein L1 zeigt
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weder ein Signal im Lysat als auch im Immunprazipitat, wodurch der Nachweis
erbracht ist, dass die Assoziation von Lyn Kinase und GIuRB/C nicht durch
neuronale Kontamination detektiert wurde.

Eine Co-Immunprazipitation mit einem Antikdrper gegen GIuRB/C (IPGIURB/C)
bestatigt die Resultate. GIURB/C und Lyn Kinase kdénne sowohl im Immunprazipitat
als auch im Gesamt-Lysat (Lysat) detektiert werden. Die kleine Lyn-Isoform B ist
auch hier verstarkt in Prazipitat zu detektieren. Die Fyn Kinase und NCAM ist vom
Immunprazipitat ausgeschlossen. Der neuronale Marker L1 ist weder im primaren
Oligodendrozyten-Lysat, noch im Prazipitat zu finden. Im Gehirn-Lysat, indem auch
Neurone zu finden sind, sind samtliche Proteine, inklusive L1 zu detektieren.

Als weitere Kontrolle fur neuronale Kontamination wurde ein Teil der Zellen aus der
gleichen Kultur mit Antikdrpern gegen L1, als neuronaler Marker und Sulfatid (O4),
als Oligodendrozyten Marker, gefarbt (Abb.34B). Es konnten keine Zellen detektiert
werden, die L1-positiv waren, jedoch viele die den Oligodendrozyten Marker Sulfatid
(O4) exprimieren.

Diese Resultate zeigen, dass die Lyn Kinase in Oligodendrozyten mit einem der
AMPA-Rezeptor Untereinheiten GIuRB oder C assoziiert ist. Da der Antikdrper beide
Untereinheiten erkennt, kann die Assoziation nicht weiter spezifiziert werden.

Eine Transfektion des Lyn-GFP-pCMV Wildtyp Konstrukts Awt (GFP) in primare
Oligodendrozyten und anschliellende Immunfluoreszenz-Farbung mit dem GIuRB/C
Antikorper zeigt eine Co-Verteilung der Lyn Kinase (grin) und GIuRB/C (rot) an der
Plasmamembran (Abb.35). Links in Abb.35 ist GIuURB/C dargestellt, daneben die
Expression der Lyn Kinase und rechts eine Uberlagerung beider Bilder mit
zusatzlicher Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Die Pfeile zeigen die Stelle an, an der

sowohl Lyn Kinase, als auch die GIuRB/C Untereinheiten exprimiert werden (gelb).
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Abbildung 34: A: Immunprazipitationen (IP) primérer Oligodendrozyten (pOL), Western Blot, B:
Immunfluoreszenzfarbung der primaren Oligodendrozyten mit Antikérpern gegen O4 und L1

A: Die Zellen wurden nach drei Tagen in Kultur in Tx100-haltigem Puffer lysiert. Eine IP wurde
mit einem polyklonalen Lyn Antikorper durchgefiihrt (links, IPLyn), und mit einem polyklonalen
Antikérper gegen GIURB/C (rechts, IPGIuURBC). Von links nach rechts: IPLyn, Lysat aus pOL,
IPGIURB/C, Lysat aus pOL, Gehirnlysat. Von oben nach unten erfolgte der Nachweis von Lyn
Kinase, GIuURB/C, Fyn Kinase, NCAM und L1. Sowohl in der IPLyn als auch in der IPGIuRBC ist
die Lyn Kinase zu detektieren, wie auch in den Lysaten, GIuURBC ist ebenfalls in den
Prazipitaten und Lysaten nachzuweisen. Dies zeigt eine Assoziation der beiden Proteine. Die
Fyn Kinase und NCAM ist nur im Lysat detektierbar und nicht in den Prazipitaten, beide
Proteine sind nicht mit dem Lyn Kinase-GluRB/C Komplex assoziiert. L1, ein neuronaler
Marker, ist nur im Gehirnlysat nachweisbar, die pOL Lysate und Prazipitate zeigen daher keine
neuronalen Kontaminationen.

B: Immunfluoreszenzfirbung der primaren Oligodendrozyten Kulturen mit Antikérpern gegen
Sulfatid (0O4) (Oligodendrozyten-Marker) und L1 (Neuronen-Marker) zur Kontrolle von
neuronaler Kontamination. Die Zellen sind O4-positiv und L1-negativ und die Kultur somit nicht
neuronal kontaminiert.

83



Ergebnisse

tiberlagert

Abbildung 35: Transfektion primédrer Oligodendrozyten mit Wildtyp Lyn Awt und
Immunfluoreszenzfarbung mit einem Antikérper gegen Glutamat Rezeptor B/C.

In den kleineren Zellauslaufern wird nur die Lyn Kinase exprimiert, im Zellkdrper und groReren
Auslaufern sowohl Lyn als auch die Glutamat Rezeptor Untereinheiten B/C. Die Verteilung
beider Proteine ist nicht liberall in der Zelle identisch, es gibt jedoch eine Co-Verteilung in der
Plasmamembran (Pfeil).

4.3.2 Glutamat Behandlung von Oligodendrozyten zur Aktivierung des
AMPA-Rezeptors

Die Lyn Kinase interagiert mit der Glutamat Rezeptor Untereinheit B/C des AMPA
Rezeptors. AuRerdem beeinflusst die Aktivitat der Lyn Kinase die Zellauslaufer
Bildung und die Differenzierung der Oligodendrozyten. In den nachsten
Experimenten soll geklart werden, ob die Lyn Kinase Uber den AMPA Rezeptor
aktiviert werden kann und ob diese Aktivierung einen Einfluss auf die Differenzierung
und Auslaufer Bildung der Oligodendrozyten hat.

Um den AMPA-Rezeptor durch Glutamat zu stimulieren, wurden primare
Oligodendrozyten zuerst mit 1uM Aniracetam behandelt und anschlielend far 10
Minuten mit OpyM, 100uM und 500uM Glutamat.

Von links nach rechts sind in Abb.36A Lysate primarer Oligodendrozyten zu sehen,
die mit keinem, 100 yM oder 500 uM Glutamat behandelt wurden. Der Nachweis
aktiver Src-Kinasen ist mit dem pY418 Antikorper, der ausschlieRlich aktive Src-
Kinasen erkennt, moglich. Die obere Bande entspricht der Fyn-Kinase, die ihre
Aktivitat nach Behandlung mit Glutamat nicht verandert. Die untere Bande entspricht
der kleineren Lyn Kinase Isoform B (53kD), deren Aktivitdt nach Behandlung mit
Glutamat erhoht ist. Der Nachweis des gesamten Lyn Kinase Proteins erfolgte mit
einem Antikorper gegen Lyn (Lyn-AB). Die Menge an Lyn Protein bleibt gleich, die
erhohte Aktivitat ist also nicht auf eine gesteigerte Expression der Lyn Kinase
zuruckzufihren, sondern Glutamat steigert indirekt GUber den AMPA-Rezeptor die

Aktivitat der Lyn Kinase.
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Abbildung 36: Glutamat Behandlung primérer Oligodendrozyten und Detektion der Src Kinase
Aktivitat, A: Western Blot, B: Statistische Analyse

Primare Oligodendrozyten, 3-Tage Kultur, sensitiviert mit 1uM Aniracetam, dann, fiir 10
Minuten, mit OuM, 100uM und 500uM Glutamat stimuliert und in Tx100-haltigem Puffer lysiert.
Auftrennung der Proteine iiber ein 10%SDS-Gel, Western Blot. A: Ein Antikorper gegen das pY
der Aktivierungsschlaufe bei Src-Kinasen (pY418-AB) zeigt die Aktivitdt der Src-Kinasen an.
Die Aktivitdit von Fyn Kinase ist gleich bleibend, die der Lyn Kinase steigt nach Glutamat
Behandlung an. Der Nachweis des Gesamtproteins Lyn zeigt keine Steigerung der Lyn Kinase
Expression. B: Lyn Kinase Aktivitatsbestimmung durch Western Blot Nachweis mit
Antikorpern pY418 und Lyn Gesamtprotein-Nachweis mit einem Antikorper gegen Lyn Kinase.
Messung der Bandenintensitidten des Western Blot mit AIDA und Normalisierung der Aktivitats-
Intensitiaten mit Lyn Gesamtprotein. Die Lyn Aktivitit, gemessen in Pixel (Y-Achse) in
Abhéangigkeit zur Glutamat-Konzentration (X-Achse). Die Lyn Aktivitdt nimmt mit Erh6hung der
Glutamat Konzentration signifikant zu. Zur statistischen Auswertung wurde der One-way
ANOVA Test verwendet, p<0,01, n=5.

Fir die statistische Auswertung wurde die Aktivitdt der Lyn Kinase nach Glutamat
Behandlung in funf unabhangigen Experimenten wiederholt. Die Intensitaten der
Banden, die mit dem Antikdrper pY418 nachgewiesen wurden (aktive Lyn Kinase),
wie auch die Banden des Gesamtprotein Lyn, wurden mit der Software AIDA 4.11
gemessen. Die Intensitat der aktiven Lyn Kinase wurde gegen das Gesamtprotein
normalisiert und dieser Wert in die statistische Analyse einbezogen. Es wurde die
Software GraphPad Prism 4 und der One-way ANOVA Test gewahlt.

In Abb.36B ist die Quantifizierung der Lyn Kinase Aktivitat nach Glutamat
Behandlung dargestellt. Die Aktivitat der Lyn Kinase steigt mit der Glutamat
Konzentration (OpM, 100uM und 500uM) signifikant an (p<0,01).
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Eine Immunfluoreszenzfarbung von Oligodendrozyten nach Glutamat Behandlung
mit dem pY418 Antikorper bestatigt das vorangegangene Ergebnis. In Abb.37 sind
von links nach rechts primare Oligodendrozyten gezeigt, die, nach einer Pra-
Inkubation mit 1uM Aniracetam, mit OyM, 100uM und 500uM Glutamat behandelt
wurden. Die aktiven Src-Kinasen sind in rot dargestellt, aullerdem wurden die
Zellkerne mit DAPI (blau) angefarbt. Die Belichtungszeit ist in jeder Reihe identisch,
in der oberen Bilderreihe wurden 50ms gewahlt, in der zweiten Reihe 500ms. Die
erhohte Aktivitat der Src-Kinasen ist anhand der erhdhten Intensitat der Rot-Farbung
zu sehen. Der Intensitats-Unterschied ist nicht grof3 und damit zu erklaren, dass sich
die Aktivitat der Fyn Kinase, die weitaus starker in Oligodendrozyten vertreten ist,
nicht andert. Es kann in dieser Abbildung nicht zwischen Lyn und Fyn Kinase

unterschieden werden.

100uM Glutamat 500UM Glutamat

50ms
belichtet

500ms
belichtet

Abbildung  37: Primare  Oligodendrozyten nach Behandlung mit  Glutamat,
Immunfluoreszenzfarbung

Die Zellen wurden 5min. mit 1uM Aniracetam zur Inhibierung der Desensitivierung des AMPA-
Rezeptors behandelt und anschlieBend fiir 10min. mit 0, 100 oder 500uM Glutamat (von links
nach rechts) inkubiert. Die Aktivitat der Src-Kinasen in den Zellen wurden mit dem Y418-
Antikorper nachgewiesen, der das pY418 (bei Lyn: pY397) erkennt. Dieser wurde mit einem
Zweitantikorper gekoppelt (rot). Die Belichtungszeiten von 50ms und 500ms zeigen, dass die
Src-Kinase-Aktivitat von Zellen, die mit Glutamat behandelt wurden ansteigt.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Stimulierung des AMPA Rezeptors zu einer
Aktivierung der Lyn Kinase fuhrt, bleibt zu beantworten, ob die Aktivierung einen
Einfluss auf die Zellauslaufer-Bildung und Differenzierung der Oligodendrozyten hat.
Die Zahlung und Messung der Zellauslaufer nach Glutamat Behandlung erwiesen

sich als schwierig, da die primaren Oligodendrozyten in ihrer Morphologie sehr
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heterogen sind und man nicht, wie bei der Transfektion (transfiziert oder nicht
transfiziert), deutlich zwischen Zellen unterscheiden kann, die vom Glutamat
stimuliert wurden. Aus diesem Grund wurde ausschlie3lich die Differenzierung der
Oligodendrozyten nach Glutamat Behandlung untersucht. Hierfir wurden die Zellen 5
Minuten mit 1uM Aniracetam und anschliel3end fir 24 Stunden mit OuyM, 100uM und
500uM Glutamat behandelt. AnschlielRend wurden die Zellen mit AntikGrpern gegen
den fruhen Oligodendrozyten Marker NG2 (AN2) und den spaten Oligodendrozyten
Marker MAG immungefarbt. In Abb.38 sieht man von links nach rechts Zellen, die mit
OuM, 100uM und 500uM Glutamat behandelt wurden. Die obere Reihe zeigt die NG2
(AN2) Farbung (rot) und eine Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Die untere Reihe zeigt
die MAG Farbung (rot) und ebenfalls eine Farbung der Zellkerne mit DAPI (blau).

Kontrolle

100uM Glutamat 500uM Glutamat

Abbildung 38: Immunfluoreszenzfarbung von primédren Oligodendrozyten gegen NG2 (AN2)
und MAG nach Glutamat Behandlung

Von links nach rechts: Zellen, sensitiviert mit 1uM Aniracetam und behandelt mit OuyM, 100uM
und 500pM Glutamat, obere Reihe: Farbung mit einem Antikorper gegen NG2 (AN2) (rot) und
DAPI (blau), untere Reihe: Farbung mit einem Antikorper gegen MAG (rot) und DAPI (blau); Die
Anzahl der NG2-positiven Zellen ist nach Glutamat Behandlung erhéht. Die Anzahl der MAG-
positiven Zellen ist unverandert.

Zur statistischen Auswertung der Anzahl NG2 (ANZ2)-positiver bzw. MAG-positiver
primarer Oligodendrozyten nach Behandlung mit Glutamat wurden in drei
unabhangigen Experimenten jeweils 500 Zellen/Experiment ausgezahlt. Die
statistische Analyse wurde mit der Software GraphPad Prism 4 durchgefuhrt und der
One-way ANOVA-Test benutzt.

In Abb.39A wurde die Anzahl NG2 (ANZ2)-positiver Zellen (prozentual zur

Gesamtzellzahl) (Y-Achse) nach Behandlung der primaren Oligodendrozyten mit
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OuM, 100uM und 500uM Glutamat (X-Achse) dargestellt. Die Anzahl der NG2 (AN2)-
positiven Zellen steigt nach Behandlung mit Glutamat signifikant an (p<0,001).

In Abb.39B wurde die Anzahl MAG-positiver Zellen (prozentual zur Gesamtzellzahl)
(Y-Achse) nach Behandlung der primaren Oligodendrozyten mit OuM, 100uM und
500uM Glutamat (X-Achse) dargestellt. Die Anzahl der MAG-positiven Zellen

verandert sich nicht signifikant.
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Abbildung 39: Statistische Auswertung des Entwicklungsgrades von Oligodendrozyten nach
Glutamat Behandlung.

Die Zellen wurden 5min. mit 1uM Aniractam zur Inhibierung der Desensitivierung des AMPA-
Rezeptors behandelt und anschlieBend fiir 24h mit 0, 100 oder 500pM Glutamat inkubiert und
anschlieBend eine Immunfluoreszenzfarbung gegen NG2 (AN2) und MAG durchgefiihrt. Es
wurde in drei unabhangigen Experimenten je Marker 500 Zellen ausgezihlt und statistisch
analysiert. A: Die Prozentzahl der NG2 (AN2)-positiven Zellen steigt nach Glutamat Behandlung
signifikant an B: Die Prozentzahl der MAG-positiven Zellen verdndert sich nicht signifikant
nach Behandlung mit Glutamat. One-way ANOVA, ***p<0,001.

Die Lyn Kinase ist in Oligodendrozyten mit der Glutamat Rezeptor Untereinheit B/C
des AMPA Rezeptors in der Plasmamembran assoziiert. Es konnte aulierdem
gezeigt werden, dass durch die Stimulierung des AMPA Rezeptors mit Glutamat die
Lyn Kinase aktiviert werden kann. Die Experimente mit den aktiven und inaktiven
Lyn-GFP-pCMV Konstrukten zeigten, dass eine aktive Lyn Kinase die Auslaufer
Bildung und die Differenzierung der Oligodendrozyten hemmt. Wird die endogene
Lyn Kinase von Oligodendrozyten indirekt durch Glutamat aktiviert, wird die
Differenzierung ebenfalls gehemmt, signifikant mehr Zellen verbleiben im
undifferenzierten NG2 (AN2)-positiven Stadium.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Expression der Lyn Kinase in Oligodendrozyten und
Myelin in vitro und in vivo, sowie die Lokalisation innerhalb und aul3erhalb von rafts
charakterisiert. Je alter die Mause, desto weniger Lyn wird in Myelin exprimiert und
desto starker ist das verbleibende Lyn in den rafts lokalisiert. Die Aktivitat von Lyn ist
im Myelin 12-Tage alter Mause am hochsten. Eine Synchronisation des Zellzyklus in
Oli-neu Zellen zeigte eine zyklische Expression der Lyn Kinase.

Transfektion aktiver und inaktiver Konstrukte in Oligodendrozyten zeigte, dass Lyn
Aktivitat die Zellauslaufer Bildung, sowie die Differenzierung der Zelle, hemmt.
Immunprazipitationen konnten eine Assoziation der GIuRB/C Untereinheit des AMPA
Rezeptors mit Lyn nachweisen.

Stimulierung des AMPA-Rezeptors mit Glutamat flhrt zu einer Aktivierung der Lyn
Kinase und daraus resultierend, zu einer Inhibierung der Zelldifferenzierung.

A extrazellular | 1

AMPA-Rezeptor
N,

aktives Lyn

extrazellular

Aktives Lyn

Abbildung 40: Die Lyn Kinase Aktivitit inhibiert die Zellauslauferbildung und
Zelldifferenzierung in Oligodendrozyten

A: Die Lyn Kinase ist mit der GIURB/C Untereinheit des AMPA Rezeptors assoziiert.
Stimulierung des AMPA Rezeptors mit Glutamat aktiviert die Lyn Kinase. B: Ist die Lyn Kinase
inaktiv, kann die Zelle Zellauslaufer bilden und differenzieren. Wird die Lyn Kinase iiber den
AMPA Rezeptor aktiviert, wird die Zellauslauferbildung und die Zelldifferenzierung gehemmt.
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5.1 Expression und Aktivitat der Lyn Kinase in Oligodendrozyten

5.1.1 Die Lyn Expression und Aktivitat nimmt mit Fortentwicklung der
Oligodendrozyten und des Myelins ab

Die Lyn Kinase wird im zentralen Nervensystem der Maus sowohl in
Oligodendrozyten, als auch in Neuronen und Astrozyten exprimiert. Wahrend die
Expression von Lyn in Oligodendrozyten und Neuronen schon beschrieben wurde
(Hayashi et al 1999, Kramer et al 1999) gibt es noch keine Publikation Uber die Lyn
Kinase in Astrozyten. Die ubiquitare Expression von Lyn im ZNS macht eine
Untersuchung der Lyn Kinase in Oligodendrozyten schwierig, da eine Kontamination
durch Neurone oder Astrozyten die Ergebnisse verfalschen kénnten. Aus diesem
Grund wurden Neuronen-Zytolysen und Immunfluoreszenz-Farbungen mit
Antikorpern gegen Astrozyten- bzw. Neuronen-spezifischen Markern angefertigt, um
eine Kontamination auszuschlief3en.

Die Expression von Lyn nimmt mit der Fortentwicklung der Oligodendrozyten und
des Myelins ab. Lyn ist hauptsachlich in vitro in oligodendroglialen Vorlauferzellen
und im sich bildenden Myelin zu finden. Dies lasst darauf schliessen, dass die
Funktion von Lyn ebenfalls in der frihen Entwicklung der Oligodendrozyten liegt.
Dies konnte die Migration, Proliferation oder die Initiierung der Myelinisierung
beinhalten. In Glioma Zellen wurde ein Zusammenhang zwischen der Lyn Kinase
und Migration hergestellt (Stettner et al 2005), in Oligodendrozyten mit der Forderung
der Proliferation (Colognato et al 2004) und in dieser Arbeit mit der Hemmung der
Differenzierung durch den AMPA-Rezeptor. Im Myelin reduziert sich die Lyn
Expression nach P16 (Abb.12), die Aktivitdt nimmt nach P12 ab (Abb.21). Die
Myelinisierung im murinen Gehirnen erfolgt von anterior nach posterior und beginnt
mit P7, ist P15 am starksten und ist mit P28 abgeschlossen (Murtie et al 2005). Die
Lyn Kinase wird also kurz vor bzw. nach dem Beginn der Myelinisierung
herunterreguliert.

In vivo Immunfluoreszenzfarbungen von Gehirnschnitten aus P9-Mausen zeigten
eine Expression von Lyn in Oligodendrozyten. Lyn wurde sowohl in undifferenzierten
als auch in differenzierteren Zellen exprimiert (Abb. 15/16). Allerdings scheint es eine
unterschiedliche Verteilung der Lyn-positiven Oligodendrozyten zu geben. Im Corpus
Callosum, z.B. sind zwar undifferenziertere Oligodendrozyten zu finden, allerdings

exprimieren sie kein Lyn. Lyn/NG2-positive Zellen konnten im Corpus Callosum nicht
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detektiert werden. In anderen Bereichen des Gehirns, wie im Bereich des Thalamus,
wurden Lyn/NG2-positive Zellen entdeckt.

Der Corpus Callosum ist Teil der weissen Substanz im Gehirn, da die Axone der
Nervenstrange myelinisiert sind (Fields 2005). Maoglicherweise ist in den
oligodendroglialen Vorlauferzellen des Corpus Callosum 9 Tage alter Mause die Lyn
Expression unterdrickt, damit die Zellen differenzieren und myelinisieren konnen.
Der Thalamus hingegen gehort zur grauen Substanz, d.h. keine oder nur wenige
Axone werden in diesem Bereich myelinisiert (Khaleeli et al 2007). Hier kdnnten die
Vorlauferzellen zumindest teilweise Lyn exprimieren und so in ihrer Differenzierung
gehemmt werden, um z.B. Neuron-Glia Synapsen zu bilden oder als Reserve im

Falle von De- bzw. Remyelinisierung bereit zu stehen.

5.1.2 Lyn wird in der Plasmamembran in Mikrodomanen (rafts)
exprimiert

Mikrodomanen der Plasmamembran, rafts, sind wichtige Signaltransduktions-
plattformen, da sie aufgrund ihrer Lipid-Zusammensetzung bestimmte Proteine aus-
bzw. einschliessen und so Proteine, die miteinander interagieren in physiologische
Nahe zueinander bringen (Simons & Ehehalt 2002). Src-Kinasen, die die Umgebung
der rafts favorisieren, sind ebenfalls wichtige Elemente von Signaltransduktions-
wegen (Parsons & Parsons 2004).

Das Lyn in Oligodendrozyten exprimiert wird und sowohl innerhalb, als auch
aulRerhalb von rafts in Oligodendrozyten lokalisiert ist wurde bereits gezeigt (Kramer
et al 1999) und in dieser Arbeit bestatigt. Im Myelin junger Mause wird Lyn ebenfalls
sowohl in rafts als auch in anderen Bereichen der Plasmamembran exprimiert.
Spater ist die Lyn Expression insgesamt reduziert und konzentriert sich dann auf die
rafts. Dies weist darauf hin, dass Lyn in unterschiedlichen Signaltransduktionswegen
eine Rolle spielt und Lyn, je nach Lokalisation, mit unterschiedlichen Proteinen in
Assoziation gebracht wird. Ob die Lyn Kinase mit dem AMPA-Rezeptor ausserhalb
oder innerhalb von rafts assoziiert ist, konnte noch nicht geklart werden. Es ist jedoch
bekannt, dass auch der AMPA Rezeptor in rafts assoziiert sein kann (Hering et al
2003). Da die Lyn Kinase die Auslauferbildung hemmt und dies eine Inhibierung von
Zytoskelett-Elementen voraussetzt, mul} die Lyn Kinase direkt oder indirekt Einfluss
auf die Zytoskelett Bildung haben. Zytoskelett-Elemente sind haufig direkt oder Uber

assoziierte Proteine mit rafts verbunden (Klein et al 2002, Taguchi et al 2005).
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Lyn ist auch mit dem PDGF-Rezeptor und Integrin aVB3 assoziiert, wodurch die
Proliferation gefordert wird. Diese Assoziation ist ebenfalls in Oligodendrozyten
Vorlauferzellen zu detektieren (Colognato et al 2004). Es ist also wahrscheinlich,
dass parallel ein Teil der Lyn Kinase mit dem PDGF-Rezeptor-Integrin-Komplex
assoziiert ist, wahrend ein anderer Teil an den AMPA-Rezeptor bindet. Da Lyn
sowohl innerhalb als auch aufllerhalb von rafts exprimiert wird und so in die
Umgebung unterschiedlicher Proteine gebracht werden kann, ware es moglich, dass
die beiden Komplexe in einem der jeweiligen Plasmamembran-Bereiche zu finden
sind.

Da Lyn nicht ausschlie3lich in rafts zu detektieren ist, kdnnte es auch sein, dass
bestimmte Ereignisse erst dazu fuhren, dass Lyn in die rafts rekrutiert wird. Dies ist

schon aus T-Lymphozyten bekannt (Kovarova et al 2001).
5.2 Transfektion von Oligodendrozyten mit Lyn-Mutanten

5.2.1 Translation und Aktivitat der Lyn-GFP Mutanten in
Oligodendrozyten

Um die Funktion der Lyn Kinase naher zu untersuchen, wurden Plasmide mit
unterschiedlichen Lyn-GFP Konstrukten in Oli-neu Zellen und primaren
Oligodendrozyten transfiziert. Die Expression von endogenem Lyn scheint ebenfalls
nach Transfektion erhdht zu sein. Dies kénnte dadurch erklart werden, dass das
transfizierte Lyn mit hemmenden Proteinen interagiert und so auf die endogene Lyn
Expression einen positiven Einfluss hat.

Die Aktivitat wurde durch den pY418 Antikorper bestimmt. Es konnte gezeigt werden,
dass die beiden Wildtyp Konstrukte, sowie das konstitutiv aktive Konstrukt Aktivitat
aufweisen.

Die Aktivitat zwischen dem Wildtyp und der konstitutiv aktiven Src Kinase zeigt nur
einen geringen Unterschied. Die Quantifizierung des Oli-neu Blots zeigt eine
1,22fach starkere Aktivitat der konstitutiv aktiven Kinase im Verhaltnis zum Wildtyp
Konstrukt Bwt (nicht gezeigt). In Makrophagen wurde die Aktivitat des konstitutiv
aktivem Konstrukts als 4x hoher beschrieben (Tolar et al 2004).

Die Tatsache, dass die Wildtyp Konstrukte zu einem hohen Prozentsatz aktiv sind
kann durch die vorhandenen Bindungspartner in den Oligodendrozyten erklart
werden. In Makrophagen kénnte die Csk-Kinase eine wichtige Rolle spielen und die

Wildtyp Lyn-Konstrukte in einem inaktiven Zustand halten oder es gibt in
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Oligodendrozyten viele Lyn-spezifische Liganden, die die Kinase aktivieren. Genaue
Aktivierungs-  und Deaktivierungsmechanismen in Makrophagen und
Oligodendrozyten sind noch nicht bekannt.

Es bleibt anzumerken, dass der geringe Aktivitats-Unterschied des Y508F Konstrukts
und der Wildtyp-Konstrukte ausreicht, um eine starkere Hemmung in der

Auslauferbildung und der Zelldifferenzierung zu beobachten.

5.2.2 Lyn Aktivitat hemmt die Bildung zytoskelett-gestutzter Auslaufer

Die Zellauslaufer-Lange der Y508F transfizierten Oligodendrozyten ist im Vergleich
zu nicht transfizierten Zellen signifikant kirzer. Die anderen Konstrukte zeigen keinen
Einfluss auf die Zellauslauferlange, jedoch auf die Anzahl der Auslaufer. Eine
Transfektion mit inaktiven Konstrukten fuhrt zu einer signifikanten Erhohung der
Zellauslaufer-Anzahl, die Transfektion mit einem konstitutiv aktiven Konstrukt zu
einer signifikanten Reduktion. Die Lyn Aktivitat inhibiert also die Ausbildung von
Zellauslaufern.

Immunfluoreszenzfarbungen von transfizierten Oli-neu Zellen mit Tubulin und Aktin
zeigen, das die grofleren, verzweigten Auslaufer Mikrotubuli- und Aktin-gestutzte
Auslaufer sind, wohingegen die kleinen, unverzweigten Auslaufer, die auf den
Mikrotubuli Auslaufern und dem Zellkdrper aufsitzen, ausschliellich Aktin besitzen.
Bereits veroffentlichte Daten unterstutzen diese Beobachtung. In Vorlauferzellen ist
hauptsachlich Aktin zu finden, dass sich in den vielen feinen Fortsatzen konzentriert,
Mikrotubuli sind nur im Zellkorper lokalisiert (Wilson & Brophy 1989). Die Filopodien
des Aktin Zytoskeletts sind sehr dynamisch und wichtig flr die Migration und den
ersten Axon Kontakt (Collinson et al 1998, Simpson & Armstrong 1999). Wahrend
der Reifung der Oligodendrozyten entstehen groere Zellauslaufer, die sich
verzweigen und ein Mikrotubuli Zytoskelett besitzen. Dieses Zytoskelett ist flr die
Entstehung der Myelin-bildenden Auslaufer und fir den Transport von Myelin-
Komponenten zur Myelinisierungsstelle wichtig (Richter-Landsberg 2000).

Die Farbungen zeigen, dass die Lyn-Aktivitat die Mikrotubuli-gestutzten Auslaufer
hemmt, wohingegen kleine Aktin-gestutzte Auslaufer auch nach der Transfektion mit
dem konstitutiv aktiven Konstrukt festzustellen sind. Hemmung der Lyn Aktivitat fuhrt
zu einer stark vermehrten Bildung von Mikrotubuli Auslaufern. In diesen Zellen ist
zwar auch die Anzahl an Aktin-gestutzen Auslaufern erhoht, allerdings Iasst sich dies

auf die, durch die Mikrotubuli Auslaufer bedingte, groRere Oberflache zuruckfuhren.
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Wie die Lyn Kinase die Zellauslaufer Bildung in Oligodendrozyten hemmt (Abb.28)
kann unterschiedliche Grunde haben. Die Lyn Kinase konnte die Bildung
filamentdsen Tubulins oder Aktins durch Hemmung der Polymerisierung erreichen
oder die Translation bzw. Aktivierung Tubulin- oder Aktin- depolymerisierender
Proteine fordern. Studien oligodendroglialer Vorlauferzellen aus Ratten zeigen, dass
die Hemmung der Auslauferbildung in Oligodendrozyten durch die verstarkte
Expression Mikrotubuli- und Mikrofilament-depolarisierender Proteine erreicht wird
(Liu et al 2003). Leider gibt es noch keine konkreten Untersuchungen, welche
Proteine dabei in Oligodendrozyten involviert sein kénnten.

Mikrodomanen der Plasmamembran (rafts), in denen auch Lyn lokalisiert ist
(Abb.19/20), sind sowohl mit Mikrotubuli, also auch mit Mikrofilamenten assoziiert
(Klein et al 2002, Taguchi et al 2005) und konnen auf beide Zytoskelett
Komponenten sowohl bildungsférdernd, als auch inhibierend wirken (Boggs & Wang
2004, Taguchi et al 2005).

In Oligodendrozyten ist bekannt, dass die Fyn Kinase die Zellauslauferbildung positiv
beeinflusst und dabei sowohl mit dem Aktin- (Uber das Protein Mayven) (Jiang et al
2005) als auch mit dem Mikrotubuli-Zytoskelett (Uber das Protein Tau) (Klein et al
2002) assoziiert ist. Eine Assoziation der Lyn Kinase mit dem Zytoskelett wurde fur
Oligodendrozyten noch nicht beschrieben. Der AMPA-Rezeptor, mit dem Lyn
assoziiert ist (Abb. 34), hat, wie auch die anderen Glutamat-Rezeptoren, in Neuronen
einen Einfluss auf die Organisation des Aktin-Zytoskeletts. Calcium Einstrom in die
Zelle fuhrt zu einer Depolarisierung filamentésen Aktins (Cristofanilli & Akopian 20086,
Slemmer et al 2005). In Oligodendrozyten ist der AMPA Rezeptor auch uber Grip1
mit NG2 assoziiert (Stegmuller et al 2003). NG2 hat einen positiven Einfluss auf die
Migration (Makagiansar et al 2007, Niehaus et al 1999) und ist mit dem Aktin-
Zytoskelett verbunden (Fang et al 1999). Desweiteren wirken Matrix-
Metalloproteinase-9 (Oh et al 1999), Neuroglycan C (Ichihara-Tanaka et al 2006),
WAVE1 (Kim et al 2006) und Simvastatin (Miron et al 2007) positiv auf die
Auslauferbildung in Oligodendrozyten.

In anderen Zelltypen ist ein Einfluss der Lyn Kinase auf das Zytoskelett schon
beschrieben. So aktiviert die Lyn Kinase indirekt MAP (microtubule-associated
protein) in eosinophilen Granulozyten (Pazdrak et al 1995) und B-Zellen (Pleiman et
al 1993) und beeinflusst so das Mikrotubuli Zytoskelett. In B-Zellen wird jedoch auch
die Bindung des BC-Rezeptors an das Aktin-Zytoskelett durch die Lyn Kinase
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vermittelt (Cheng et al 2001). In Makrophagen ist es an der Bildung des
phagozytotischen cups beteiligt, dass mit einer Umstrukturierung des Aktin-
Zytoskeletts einhergeht (Dombrosky-Ferlan et al 2003, Kwiatkowska et al 2003). In
Zellen des zentralen Nervensystems wurde in Ratten eine Assoziation der Lyn
Kinase mit dem Zytoskelett im Wachstumskegel von Neuronen nachgewiesen
(Helmke & Pfenninger 1995). Lyn beeinflusst also, je nach Zelltyp, beide Zytoskelett
Elemente.

Die Literatur gibt also keine eindeutigen Hinweise auf den mdglichen Zytoskelett
Partner von Lyn, der fur die Hemmung der Auslauferbildung verantwortlich sein
konnte. Unsere ersten Beobachtungen deuten auf eine Inhibierung des Mikrotubuli
Zytoskeletts hin, allerdings sind dies nur erste Hinweise, die durch weitere

Experimente bestatigt werden mussen.

5.2.3 Lyn Aktivitat hemmt die Differenzierung und Auslauferbildung

Die Aktivitat der Lyn Kinase beeinflusst jedoch nicht nur die Zellauslaufer Bildung,
sondern auch die Reifung der Oligodendrozyten (friher Marker NG2 (ANZ2), spater
Marker MAG). Ein Teil der Oli-neu Zellen zeigen in vitro eine spontane
Differenzierung und exprimieren Proteine, die reife Oligodendrozyten markieren, wie
PLP und MAG (Jung et al 1995). Die Lyn Aktivitat hemmt diese spontane
Differenzierung der Oli-neu Zellen. Signifikant weniger Zellen sind im reiferen MAG-
positiven Stadium zu verzeichnen. Allerdings ist keine erhohte Anzahl von stark
NG2-positiven Zellen zu detektieren. Dies konnte dadurch erklart werden, dass Oli-
neu Zellen zu einem hohen Prozentsatz NG2-positiv sind und die Hemmung der
Differenzierung durch eine Lyn Aktivitat keinen weiteren Einfluss auf die Anzahl der
NG2-positiven Zellen haben kann. Inhibierung dieser Aktivitat durch die Transfektion
inaktiver Konstrukte fordert dagegen die Differenzierung in MAG-positive Zellen.

In primaren Oligodendrozyten ist nach Transfektion des inaktiven Konstrukts eine
erhdohte Anzahl MAG-positiver Zellen festzustellen, jedoch keine Reduktion von NG2-
positiven Zellen. AufRerdem zeigt das konstitutiv aktive Lyn-Konstrukt keine
Hemmung der Differenzierung. Die primaren Zellen sind sehr heterogen und die
meisten Zellen haben den NG2-positiven Entwicklungsgrad zu Beginn des
Experiments schon verlassen, wohingegen die Mehrzahl der Oli-neu Zellen vor der
Transfektion NG2-positiv waren. Hierdurch kann es nach der Transfektion zu einer

starkeren und deutlicheren Verschiebung des Entwicklungsgrades kommen.
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Aulerdem konnten andere Mechanismen, die in den Oli-neu Zellen nicht vorhanden
sind oder nicht aktiviert werden, in primaren Zellen die reduzierte Aktivitat von Lyn
ausgleichen. Man kann davon ausgehen, dass unterschiedliche Signal Kaskaden fur
die Zellauslaufer Bildung und Differenzierung der Oligodendrozyten verantwortlich
sind.

So ist z.B. die Regulierung der Transkripition bestimmter Proteine wahrend der
Oligodendrozyten Reifung von besonderer Bedeutung (Marin-Husstege et al 2002).
Neben intrazellularen sind auch extrazellulare Mechanismen grundlegend fur die
Auslauferbildung und Reifung der Oligodendrozyten wichtig. Adhesionmolekile der
Axone, wie L1 spielen hier genauso eine Rolle wie diffusionsfahige Molekile, wie
Wachstumsfaktoren. So haben z.B. auch Astrozyten einen positiven Einfluss auf die
Auslauferbildung der Oligodendrozyten durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren,
wie bFGF (Oh & Yong 1996). Von aktiven Neuronen freigesetztes Adenosin fordert
die Differenzierung und Myelinisierung von Oligodendrozyten direkt (Stevens et al
2002) bzw. ATP steigert die Freisetzung von LIF (cytokine leukemia inhibitory factor)
aus Astrozyten, dass seinerseits die Reifung der Oligodendrozyten fordert (Ishibashi
et al 2006).

Auf eines dieser vielen Mechanismen zur Regulation der Auslauferbildung und
Reifung konnte Lyn inhibierend wirken.

Des Weiteren gibt es Signal-Kaskaden, die Einfluss auf die Auslauferbildung und
Reifung haben, jedoch in Oligodendrozyten noch nicht aufgedeckt wurden. So
beeinflusst IGF-1 und der PI3K-Akt Signaltransduktionsweg die Auslauferbildung in
Neuronen, indem aktives PI3K an Tubulin bindet (Laurino et al 2005). In
Oligodendrozyten ist bekannt, dass die Lyn Kinase sowohl mit IGF-1, als auch mit
der PI3K-Kaskade interagiert (Colognato et al 2004, Cui et al 2005). IGF-1-defiziente
Mause haben ein Defizit in der Myelinisierung, so dass IGF-1 ebenfalls eine wichtige
Rolle in der die Auslauferbildung der Oligodendrozyten spielt (Ye et al 2002).

Es war bis jetzt nicht bekannt, dass die Lyn Kinase die Auslauferbildung in
Oligodendrozyten inhibiert. Allerdings wurde die Inhibierung der Auslauferbildung
nach Stimulierung des AMPA-Rezeptors in Oligodendrozyten bestatigt (Gallo et al
1996). Weitere Untersuchungen mussen folgen, die zusatzliche Partner dieser

Signal-Kaskade aufdecken.
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5.3 Lyn Kinase und AMPA Rezeptor sind assoziiert

5.3.1 Die Lyn Kinase ist mit der GIuURB/C Untereinheit des AMPA
Rezeptors assoziiert

Aus Abb. 34 wird ersichtlich, dass die GIuURB/C Untereinheit des AMPA-Rezeptors
mit der Lyn Kinase assoziiert ist. Eine Assoziation beider Proteine wurde schon in
Neuronen beschrieben (Hayashi et al 1999), deshalb war es von besonderer
Bedeutung jegliche neuronale Kontamination auszuschlieBen. Eine zweifache
Immunzytolyse von Neuronen in der Primarkultur, sowie negative
Immunfluoreszenzfarbungen mit neuronen-spezifischen Markern und die fehlende
Detektion neuronaler Marker in der Immunprazipitation und dem Gesamtlysat der
Primarkultur schlieen jegliche Kontamination aus. Lyn ist nicht nur in Neuronen,
sondern auch in Oligodendrozyten mit dem AMPA-Rezeptor assoziiert.

Es sind beide Isoformen sowohl im Lysat als auch im Prazipitat zu sehen, allerdings
ist ein weitaus groRerer Teil der kleinen Lyn-Isoform B mit dem AMPA-Rezeptor
assoziiert. Die beiden Isoformen unterscheiden sich ausschlie3lich in der ,Unique®
Domane (Xu et al 2005), die Bindung der Lyn Kinase an den AMPA-Rezeptor erfolgt
jedoch Uber die SH3-Domane (Hayashi et al 1999). Zusatzliche Assoziationen der
,Unique“ Domane an den AMPA-Rezeptor erhdhen mdglicherweise die Affinitat der
kleinen Lyn Isoform B gegenuber der Isoform A.

Eine Transfektion von Lyn und Immunfluoreszenzfarbung gegen den AMPA-
Rezeptor zeigt keine vollstandige Co-Verteilung beider Proteine (Abb.35). In
Neuronen wurde beschrieben, dass nur ca. 1-2% der Lyn Kinase mit dem AMPA
Rezeptor im Cerebellum assoziiert ist (Hayashi et al 1999). In dieser Arbeit wurde
keine Quantifizierung durchgefiihrt, jedoch scheint der Anteil assoziierten Lyn
Proteins groRer zu sein (Abb.34/35). Es wurden drei Tage alte Primar-Kulturen
gewahlt, die hauptsachlich aus undifferenzierten Oligodendrozyten und
Vorlauferzellen bestehen, da die Expression der Lyn Kinase zu diesem Zeitpunkt am
hdchsten ist (Abb.12/14). Der AMPA-Rezeptor wird ebenfalls in oligodendroglialen
Vorlauferzellen exprimiert und ist in differenzierten Oligodendrozyten nicht mehr zu
detektieren (Bergles et al 2000, Borges & Kettenmann 1995, Gallo et al 1996). Die
Funktion, die dieser Assoziation von AMPA-Rezeptor und Lyn Kinase zugrunde liegt,

muss also in oligodendroglialen Vorlauferzellen liegen.
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5.3.2 Stimulierung des Glutamat Rezeptors aktiviert die Lyn Kinase

In Abb.36 wird deutlich, dass es durch die Behandlung der Zellen mit Glutamat zu
einer signifikanten Erhohung der Lyn Kinase Aktivitat kommt, wahrend die Aktivitat
der Fyn Kinase gleich bleibt. Fyn wird also nicht durch Glutamat beeinflusst,
wohingegen Lyn aktiviert wird. Da Lyn mit dem Glutamat Rezeptor AMPA assoziiert
ist, kann angenommen werden, dass Lyn Uber den AMPA Rezeptor aktiviert wird.
Die Calcium-unabhangige Aktivierung von Lyn durch den AMPA-Rezeptor wurde
auch schon fur Neuronen beschrieben (Hayashi et al 1999). Detektion des
Gesamtproteins der Lyn Kinase macht jedoch deutlich, dass nur die kleinere Lyn-
Isoform B (53kD) aktiviert wird, wohingegen keinerlei Aktivitat der gréReren Isoform A
(56kD) vorhanden zu sein scheint. Die Lyn-Isoform B ist hauptsachlich mit GIuRB/C
assoziiert (Abb. 34) Es ist also wahrscheinlich, dass die kleine Lyn-Isoform B aus
diesem Grund durch die Glutamat Behandlung aktiviert wird, wahrend die Lyn-
Isoform A andere Assoziationspartner besitzt.

Die Tatsache, dass beide transfizierten Isoformen eine Hemmung der
Auslauferbildung und Differenzierung herbeifuhren konnen, kann dadurch erklart
werden, dass bei einer Transfektion die artifiziell exprimierten Proteine in sehr hohen
Konzentrationen in der Zelle vorhanden sind und aus diesem Grund endogene
Proteine verdrangen. Dadurch kann es dazu kommen, dass die Lyn-Isoform A, die in
endogenen Konzentrationen keine Bindung mit dem AMPA-Rezeptor eingeht, dies

im Falle der Uberexpression tut und denselben Effekt erzielt.

5.3.3 Der AMPA Rezeptor inhibiert die Zelldifferenzierung

In Abb.38/39 wird deutlich, dass Glutamat nicht nur die Lyn Kinase aktiviert, sondern
auch die Fortentwicklung der Oligodendrozyten hemmt. Die Anzahl undifferenzierter
Oligodendrozyten Vorlauferzellen, die NG2 (AN2) exprimieren, ist nach Glutamat
Behandlung signifikant erhoht (p<0,001). Die Anzahl differenzierter MAG-positiver
Zellen ist jedoch nicht verandert. Die Zellen, die nicht mit Glutamat behandelt
wurden, werden auch nicht in ihrer Fortentwicklung behindert. Ein Teil der Zellen
kann also das NG2 (AN2)-positive Stadium verlassen. Es kann jedoch sein, dass
diese Zellen zum Zeitpunkt der Zellfixierung noch nicht den MAG-positiven Status
erreicht haben. Dies wuirde erklaren, warum nach Glutamat Behandlung signifikant
mehr NG2-positive Zellen zu verzeichnen sind, jedoch nicht signifikant weniger MAG-

positive Zellen.
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Die vermehrte Anzahl NG2-positiver Zellen kénnte man auch auf eine erhohte
Proliferationsrate zuruckfuhren. Dieser Erklarungsansatz ist  jedoch
unwahrscheinlich, da Glutamat in Oligodendrozyten eher die Proliferation hemmt als
fordert (Gallo et al 1996).

Das Glutamat, dass Lyn Uber den AMPA-Rezeptor aktiviert, kann sowohl von den
Synapsen oder Axonen der Neurone freigesetzt werden (Gallo & Ghiani 2000), als
auch von Astrozyten (Fellin et al 2006). Welchen Ursprungs das Glutamat in vivo ist,
dass fur die Hemmung der Oligodendrozyten Entwicklung verantwortlich ist, kann in
dieser Arbeit nicht geklart werden und wird in den Hypothesen (Abb.41)
weitergehend diskutiert.

Welche weiteren Proteine in der GIuRB/C-Lyn Signal-Kaskade in Oligodendrozyten
involviert sind, ist noch nicht vollstandig geklart. Da die Auslauferbildung
Veranderungen im Zytoskelett voraussetzt, missen Zytoskelett-Elemente oder
dessen assoziierte Proteine in die Kaskade involviert sein (Wilson & Brophy 1989).
Das die Stimulierung des AMPA Rezeptors sowohl die Auslauferbildung als auch die
Differenzierung in Oligodendrozyten durch die Blockade von K*-Kanélen inhibiert
wurde schon gezeigt (Gallo et al 1996, Yuan et al 1998). Allerdings wurde erst in
dieser Arbeit ein Zusammenhang zur Lyn Kinase hergestellt. Es wurde beschrieben,
dass Lyn durch den AMPA-Rezeptor in Neuronen Calcium-unabhangig aktiviert wird
(Hayashi et al 1999). Die AMPA-Rezeptor-abhangige Inhibierung der
Auslauferbildung und Differenzierung in Oligodendrozyten wurde ebenfalls als
Calcium-unabhangig beschrieben (Gallo et al 1996, Yuan et al 1998).

Lyn kénnte nach Aktivierung durch den AMPA-Rezeptor die K'-Kanéle blockieren
und hierdurch die Inhibierung herbeifiihren. Wahrend die Blockade der K*-Kanale
eine Anreicherung von Zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren p27(Kip1) und
p21(CIP1) bedingt und es so zu einer Inhibierung der Proliferation durch Hemmung
des Zellzyklus in der G1-Phase kommt, ist der Mechanismus der Hemmung der
Differenzierung weiterhin nicht bekannt (Ghiani et al 1999b).

In Neuronen wird durch die Aktivierung der Lyn Kinase sowohl die MAPK als auch
die PI3K Kaskade aktiviert (Hayashi et al 1999, Wu et al 2004). In Oligodendrozyten
wurde bis jetzt noch kein Zusammenhang zwischen der MAPK Kaskade und Lyn
festgestellt. Die MAPK-Kaskade fordert tber BDNF (Du et al 2006) bzw. durch den
Fyn-Integrin a6B1-Komplex (Colognato et al 2004) die Differenzierung von
Oligodendrozyten. Die PI3K Kaskade, aktiviert durch IGF-1, spielt eine wichtige Rolle
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im Fortbestand von Oligodendrozyten. Die Lyn Kinase konnte in dieser Signal-
Kaskade involviert sein (Cui et al 2005). Es ist jedoch nicht bekannt, dass die MAPK
oder PI3K Kaskade in der Hemmung der Zelldifferenzierung involviert sind.

Inhibierende Funktionen der Lyn Kinase kdnnen auch in anderen Zellen, besonders
des Immunsystems festgestellt werden. So kommt es in Lyn-defizienten Mausen
durch die fehlende Lyn Aktivitat in B-Zellen, Mastzellen und Makrophagen zu
Autoimmunkrankheiten (Crowley et al 1997, Enyedy et al 2001, Xu et al 2005). Die
demyelinisierende Autoimmunkrankheit EAE in Mausen erreicht in Lyn-defizienten
Mausen schneller einen erhéhten Schweregrad unter Anderem aufgrund von einer

reduzierten Produktion von Zytokinen (Du & Sriram 2002).

5.4 Die Lyn Expression in der Zelllinie Oli-neu verlauft zyklisch

Die Detektion der Lyn Kinase in Oli-neu Zellen gestaltete sich wahrend des Projektes
als schwierig, da die Expression sehr schwach und zeitlich unterschiedlich ist
(Abb.10/11/17). Adhesive Zellen einer Zelllinie kénnen aufgrund von Kontakt
Inhibierung (nach Trypsinierung) und wechselnden Serum Konzentrationen zur
Synchronisation des Zell Zyklus gebracht werden (Hill et al 1977, Schorl & Sedivy
2007). Oli-neu Zellen, die nach der Trypsinierung und vor der erneuten Aussaat in
Kulturschalen, in ihrem Zellzyklus synchronisiert wurden, zeigen eine zyklische
Expression der Lyn Kinase (Abb.18). Die zyklische Expression wiederholt sich in
etwa alle 24h und entspricht damit der Dauer eines Zellzyklus (Shi et al 1998). Dies
konnte bedeuten, dass die Funktion der Lyn Kinase in bestimmten Zeiten des
Zellzyklus eine Rolle spielt. Hierbei konnte die Lyn Kinase selbst den Zellzyklus
Verlauf fordern oder inhibieren oder andere Funktionen Ubernehmen, die jedoch
Zellzyklus-abhangig sind.

In anderen Zellen beeinflusst die Lyn Kinase ebenfalls den Zellzyklus. In B-Zellen
interagiert Lyn mit Shc, Cbl und Vav, die ebenfalls den Zellzyklus und das Zytoskelett
regulieren, sowie Felic, ein Protein nahe verwandt mit dem Protein CIP4 (cdk-
interacting protein) (Dombrosky-Ferlan et al 2003). Shc, Cbl und Vav sind an der
Regulierung von Proliferation und Differenzierung in B-Zellen beteiligt (Smit et al
1996). In HL60 Zellen fuhrt eine Lyn Aktivitdt ebenfalls zu einer Arrestierung des
Zellzyklus in der G1-Phase (Wang et al 2000) und auch in Mastzellen wird die
Proliferation durch Lyn inhibiert (Hernandez-Hansen et al 2004). Auch der AMPA-

Rezeptor wirkt hemmend auf die Proliferation von Zellen. Retinale Vorlauferzellen
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kénnen z.B. durch Glutamat-abhangige Stimulierung des AMPA-Rezeptors in der
Proliferation gehemmt werden (Martins et al 2006).

In Oligodendrozyten inhibiert der AMPA-Rezeptor (ber die Blockierung von K-
Kanalen sowohl die Differenzierung als auch die Proliferation (Gallo et al 1996). Die
Anhaufung von p27/Kip1 férdert hierbei die Inhibierung der Proliferation (Gallo &
Ghiani 2000, Ghiani et al 1999a, Ghiani et al 1999b, Nguyen et al 2006). Es ist
bekannt, dass die Lyn Kinase p27/Kip1 in einigen Zelllinien reguliert und die
Proliferation inhibiert (Grimmler et al 2007, Niv et al 2004). Da Lyn mit dem AMPA-
Rezeptor assoziiert ist, konnte die Lyn Kinase fur diese Zellzyklus-abhangige
Aufgabe entscheidend sein und die Zelle in der G1-Phase inhibieren, so dass es zu
keiner weiteren Proliferation mehr kommt. Die Zyklin-abhangigen Kinasen, die fur die
Regulation des Zellzyklus in Oligodendrozyten wichtig sind, sowie fiir den Ubergang
von Proliferation zu Differenzierung sind ZyklinE/Zyklin-abhangige Kinase 2. Sie
konnten aulerdem eine Rolle in der Verlangsamung der Proliferation in adulten
OPC'’s spielen (Belachew et al 2002, Ghiani & Gallo 2001).

Eine zyklische Expression findet man auch bei Proteinen, die in der Regulierung der
.inneren Uhr“ involviert sind. Hier ist der typische Expressionszyklus, wie bei der Lyn
Kinase, ebenfalls 24h, da er vom Tag-Nacht-Zyklus abhangig ist (Hastings &
Maywood 2000). Lichtempfindliche Zellen im suprachiasmatischen Kern des Gehirns
sind fur die exakte Anpassung des Zyklus an den Tag-Nacht-Rhythmus zustandig
und geben diesen an die Ubrigen Zellen des Organismus durch
Hormonausschuittungen oder durch neuronale Kommunikation weiter (Kalsbeek et al
2006, Kavakli & Sancar 2002). In den Zellen sorgt ein komplexer autonomer
Mechanismus, der Protein-Expressionen durch negative und positive feedback-loops
reguliert, fur die Einhaltung dieses speziellen, auf die Funktion der Zelle
abgestimmten Rhythmus. Wichtigste Komponenten dieses Mechanismus sind die
Proteine Clock, BMAL1, Per und Cry (Kavakli & Sancar 2002).

Viele Zellen beenden ihre Proliferationsphase nach einer bestimmten Anzahl an
Zellzyklen oder einer bestimmten Zeit. Diese Regulation kénnte durch die innere Uhr
bestimmt werden (Roussel 2000). Oligodendrozyten proliferieren ebenfalls innerhalb
einer bestimmten Zeit, um dann von der Proliferationsphase in die
Differenzierungsphase Uberzugehen. PDGF und TH sind an dieser Regulation
beteiligt (Barres et al 1994). AuRerdem erhdht sich mit jedem Proliferationszyklus die

Konzentration von p27/Kip1 in der Zelle, so dass auch dieser Zyklin-abhangige
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Kinase-Inhibitor in den Zeitmechanismus involviert zu sein scheint und den Ubergang
von Proliferation zu Differenzierung mitreguliert. p27-/- Mause sind besonders grof3
und unterstutzen so die These (Durand et al 1997, Gao et al 1997).

Die Lyn- und AMPA-Rezeptor Expression wird schliel3lich herunterreguliert und
bestimmte Faktoren, wie Signale von Axonen oder Astrozyten missen hinzukommen
um die Differenzierung einzuleiten.

In dieser Arbeit wurde die Funktion der Lyn Kinase in der Proliferation nicht
weitergehend untersucht. Es sollten jedoch Experimente folgen, so z.B. ein
Proliferations-Assay mittels BrdU nach Transfektion der Lyn-Mutanten in

Oligodendrozyten.

5.5 Hypothese 1: Die Lyn Kinase reguliert die zeitliche Entwicklung
von Oligodendrozyten

Perinatale oligodendrogliale Vorlauferzellen (OPC) migrieren und proliferieren, bis sie
zu einem bestimmten Zeitpunkt differenzieren. Mit der Differenzierung verlieren sie
die Mdoglichkeit der Proliferation. Bestimmte Wachstumsfaktoren, wie PDGF oder
cAMP sind fiir die Proliferation wichtig. Fir den Ubergang von Proliferation zu
Differenzierung scheinen intrinsische Faktoren eine Rolle zu spielen, die zeitlich
abgestimmt die Proliferation und/oder Differenzierung hemmen bzw. fordern (Shi et
al 1998). In diesem Prozess kdnnte auch Lyn eine Rolle spielen und im Komplex mit
dem AMPA-Rezeptor eine ahnliche Funktion Ubernehmen wie der Notch-Jagged1
Komplex (Abb.41, Hypothese 1).

Fur den Notch-Jagged1 Komplex wurde eine Hemmung der Differenzierung bei
perinatalen OPC’s am optischen Nerv beschrieben (Wang et al 1998) (1.2.4).

Der AMPA-Rezeptor und die Lyn Kinase werden ebenfalls nur bzw. hauptsachlich in
OPC's exprimiert. Die Inhibierung der Differenzierung durch diesen Komplex kénnte
hier auch Uber die Axone erfolgen, indem diese Glutamat freisetzen (Gallo & Ghiani
2000). Nach der Herunterregulierung der Lyn und AMPA-Rezeptor Expression kann
dann ebenfalls die Differenzierung einsetzen. Die Expression der Lyn Kinase im
Myelin wird ab P16 herunterreguliert (Abb.12), die Aktivitat der Lyn Kinase in rafts
des Myelins ist schon nach P12 stark reduziert (Abb.21). Da die Myelinisierung im
murinen Gehirne mit P7 beginnt, P15 am starksten ist und ab P28 abgeschlossen
(Murtie et al 2005), wird Lyn nur zu Beginn der Differenzierung exprimiert und die

Aktivitat nimmt schon sehr schnell nach der Initiierung der Myelinisierung ab. An dem
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Tag, an dem die Myelinisierung seinen Hohepunkt erreicht, ist kaum noch Lyn
Aktivitat zu messen. Die verbleibende Lyn Aktivitat und Expression konnte sich auf
die Zellen beschranken, die im OPC Stadium verbleiben und spater die Gruppe der
adulten OPC's bilden.

Ein weiteres Argument fir diese Hypothese ist die zyklische Expression der Lyn
Kinase alle 24h, die in Oli-neu Zellen beobachtet werden kann. Dies konnte darauf
hinweisen, dass die Lyn Kinase den Zellzyklus reguliert und in einem
Zeitmechanismus involviert ist, der fiir einen zeitlich genauen Ubergang von
Proliferation zu Differenzierung sorgt. Der AMPA-Rezeptor hemmt in
Oligodendrozyten die Proliferation Uber die Cdk’s p27/Kip1, Zyklin-Inhibitoren
(Ghiani et al 1999a, Ghiani et al 1999b). Die Konzentration dieser Inhibitoren erhoht
sich mit jedem Proliferationszyklus, so dass auch dieser Zyklin-abhangige Kinase-
Inhibitor in den Zeitmechanismus involviert zu sein scheint und den Ubergang von
Proliferation zu Differenzierung mitreguliert (Durand et al 1997, Gao et al 1997). Lyn
konnte hier involviert sein und so den Entwicklungsstillstand der Zellen hervorrufen
bis die Lyn Expression herunterreguliert wird und andere Faktoren die

Differenzierung einleiten.

Hypothese 1: zeitliche Entwicklung von Oligodendrozyten im sich entwickelnden Gehirn

Waihrend der Migration: Waéhrend der Differenzierung:
Glutamat Glutamat
A

KtKanal

1y Auslaufe Auslaufers
AMPA- \ﬁ\ Bildung Bildung
Rezeptor ¢ L c ? Zell- Zell-
Lyn klnas\ differenzierung differenzierung
Zytoskelett Zytoskelett

Oligodendrozyte

Abbildung 41: Schemazeichnung der Hypothese ,,zeitliche Entwicklung“

Hypothese1: Die Lyn Kinase in perinatalen Oligodendrozyten Vorlduferzellen unterdriickt die
Differenzierung und reguliert damit die zeitliche Abfolge von Migration, Proliferation und
Differenzierung.
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5.6 Hypothese 2: Die Lyn Kinase reguliert den Fortbestand von
Oligodendrozyten Vorlauferzellen im adulten Gehirn

Im adulten Gehirn verbleiben oligodendrogliale Vorlauferzellen (OPC), die im
Vergleich zu perinatalen OPC’s in Anwesenheit von PDGF langsamer proliferieren.
Im Gegensatz zu perinatalen OPC’s wird die Proliferationsrate adulter OPC’s nur
erhoht, wenn GGF2, cAMP und PDGF zur Verfigung stehen (Shi et al 1998). Des
Weiteren sind auch Migrationsrate und Differenzierungdauer in adulten OPC's
verlangsamt (Wolswijk & Noble 1989). Alle drei Wachstumsfaktoren kénnten im
adulten Gehirn dann von Axonen sekretiert werden, wenn es zu einer
Demyelinisierung kommt und die Axone keine Myelinschicht mehr besitzen. Dies
konnte bedeuten, dass die Erhdhung der Proliferationsrate und die spatere
Differenzierung und Myelinisierung eine wichtige Rolle bei der Remyelinisierung
spielt. In diesem Prozess konnte auch die Lyn Kinase eine Rolle spielen und im
Komplex mit dem AMPA-Rezeptor eine ahnliche Funktion Ubernehmen wie der
Notch-Jagged1 Komplex (Abb.41, Hypothese 2) (1.2.4).
Der Notch-Jagged1 Signaltransduktionsweg inhibiert sowohl die Differenzierung von
perinatalen als auch adulten Oligodendrozyten (Hu et al 2004, Wang et al 1998).
Anders als bei vielen Wachstumsfaktoren wie PDGF und GGF2, die die Proliferation
fordern und dadurch die Differenzierung indirekt hemmen, kann man bei der
Hemmung durch die Aktivierung des Notch-Rezeptors keinen Zusammenhang zur
Proliferation erkennen. Sie wird weder geférdert noch hat der Jagged1-Notch
Komplex einen Einfluss auf die Wachstumsfaktoren (Wang et al 1998).
Da Lyn im Komplex mit dem AMPA-Rezeptor ebenfalls die Differenzierung hemmt,
konnte Lyn in dem Mechanismus der Remyelinisierung ebenfalls eine regulierende
Funktion Gbernehmen. Dies konnte sicherstellen, dass die Zellen nicht differenzieren,
solange keine Remyelinisierung notwendig ist. Aullerdem mussen die Zellen vor der
Remyelinisierung proliferieren (Gensert & Goldman 1997), es soll also zu keiner
verfrihten Differenzierung kommen. GGF2 greift hier ebenfalls ein und fordert nicht
nur die Proliferation, sondern hemmt auch die Differenzierung (Shi et al 1998). Als
dritter Punkt konnte von Bedeutung sein, dass nicht alle Zellen fur die
Remyelinisierung bereit stehen sollen, sondern einige im undifferenzierten Zustand
verbleiben um zu einem spateren Zeitpunkt fur eine Remyelinisierung bereit zu
stehen. Dies bendtigt einen komplexen, vielschichtigen Regulierungsapparat, indem
Lyn zeitweise in die Inhibierung der Differenzierung involviert sein konnte, bis die Lyn
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Kinase deaktiviert bzw. die Expression der Lyn Kinase unterdrickt wird. Das
Glutamat, dass Lyn Uber den AMPA-Rezeptor aktiviert, konnte von Astrozyten (Fellin
et al 2006) sowie Axonen stammen, die aufgrund ihres Durchmessers nicht
myelinisiert wurden (Gallo & Ghiani 2000, Kukley et al 2007, Ziskin et al 2007).

Argumente fur die Hypothese sind die Ergebnisse, dass die Lyn Kinase Aktivitat und
Expression in Oligodendrozyten des adulten Gehirns zwar stark reduziert ist, jedoch
nie ganz verschwindet. Die Aktivitat und Expression konnte sich auf die adulten
OPC’s beschranken. Diese sind NG2-positiv und in vitro Untersuchungen haben
gezeigt, dass signifikant viele Lyn-positive Zellen auch NG2-positiv sind. In in vivo
Untersuchungen konnten keine Lyn/NG2-positiven Zellen im Corpus Callosum 9
Tage alter Mause gefunden werden, vielleicht weil die NG2-positiven Zellen dort im
Begriff waren zu differenzieren. Im Thalamus, eine Region in der wenige Axone
myelinisiert werden, konnten jedoch Lyn/NG2-positive Zellen detektiert werden.

Ob die Aktivitat der Lyn Kinase die Proliferation positiv oder negativ beeinflusst,
wurde in diesem Projekt nicht untersucht. Allerdings inhibiert die Aktivitat des AMPA-
Rezeptor nicht nur die Differenzierung, sondern auch die Proliferation in
Oligodendrozyten (Gallo et al 1996, Yuan et al 1998). Aulierdem wird die Lyn Kinase
zyklisch exprimiert, ein Hinweis darauf, dass sie in den Zellzyklus involviert ist. Man
kann also annehmen, dass der AMPA-Lyn Komplex ahnlich wie der Jagged1-Notch
Komplex wirkt und eine ahnliche Aufgabe hat. Die Zellen werden zeitweise in einen
Ruhezustand versetzt bis bestimmte andere Mechanismen einsetzen, wie die
Freisetzung von GGF2, PDGF und cAMP durch demyelinisierte Axone. Intrinsische
Mechanismen sind nun wichtig fir die Uberleitung in den Differenzierungmodus,
indem z.B. TH eine Rolle spielt (Casaccia-Bonnefil et al 1997, Raff et al 1998, Tang
et al 2000, Tokumoto et al 2001). Die Lyn Kinase, der AMPA-Rezeptor und auch die
Jagged1 Expression wird schlie3lich herunterreguliert und die Inhibierung der

Differenzierung dadurch aufgehoben.

5.7 Hypothese 3: Die Lyn Kinase spielt eine Rolle in der Neuron-
Glia Synapsenbildung

Im adulten Gehirn gibt es sowohl in der wei3en als auch in der grauen Substanz
NG2-positive Zellen. Da die NG2-positiven Zellen heterogen zu sein scheinen und
teilweise eventuell gar nicht alle zu den Oligodendrozyten Vorlauferzellen gehoren,

werden sie auch Synantozyten genannt (Butt et al 2005). Ein Teil dieser Zellen bilden
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Synapsen mit Neuronen (Abb.41, Hypothese 3) (Lin et al 2005, Ziskin et al 2007).
Glutamat, freigesetzt von Neuronen, stimuliert den AMPA-Rezeptor dieser
Synantozyten, und dies fuhrt zu einer Erhdhung der Calcium-Konzentration in der
Zelle (Bergles et al 2000, Butt et al 2005, Chittajallu et al 2004). Da sie K- und Na*-
Kanale besitzen, sind sie in der Lage unreife Aktionspotentiale zu initiieren (Butt et al
2005, Wigley et al 2007).

In unseren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass ein besonders hoher
Anteil NG2-positiver Zellen in Kultur auch Lyn exprimiert. Dabei kann es sich neben
den beschriebenen adulten OPC’s auch um die NG2-positiven Zellen handeln, die
Synapsen mit Neuronen bilden. Die Aktivierung der Lyn Kinase durch den AMPA-
Rezeptor belasst diese Zellen in einem Vorlauferstadium, wie man nach Transfektion
mit Lyn-Mutanten sehen kann.

Wenn es zu einer Synapsenbildung zwischen Neuron und Synantozyt kommt, konnte
es sein, dass diese NG2-positive Zelle nicht zu einer myelinisierenden
Oligodendrozyte heranreift, sondern in einem undifferenzierten Zustand verbleibt um
die Aufgabe der Synapsenbildung und Weiterleitung von Aktionspotentialen zu
ubernehmen. Deshalb [6st die Stimulierung des AMPA-Rezeptors nicht nur
Aktionspotentiale aus, sondern es aktiviert auch die Lyn Kinase um die Zelle in

diesem Zustand zu belassen.
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Hypothese 2: Hypothese 3:Regulierung der
Fortbestand von OPC’s im adulten Gehirn Neuron-Glia Synapsen Bildung
‘ Axon
Glutamat Neuron/Astrozyte
N
\
Ktkanal neuronale Prasynapse
___?___+ Auslaufer-
\ﬂ ’\ Bildung
AMPA-Rezeptorc ) , Zell-
Lyn kinase™~< ifferenzierung
\:;—d Glutamat
: Zytoskelett
Oligodendrozyte yt A KeKanal

Wahrend der Remyelinisierung:

@Axon
L

" ? j
e,
Lyn kinase 4 Y psiaufer-

AMPA-Rezeptor

2 Bildung
® Glutamat ' Zell-
® Neuron/Astrozyte differenzierung
Ny ﬁ
K-Kanal Zytoskelett
Auslaufer- .

\_4 \ ~h Bildung gliale Postsynapse
AMPA-Rezeptor ¢ ) Zell-

Lyn kinase differenzierung

/ NG2-positive Zelle
Oligodendrozyte SEe

Abbildung 42: Schemazeichnungen der Hypothesen: Remyelinisierung und Neuron-Glia-
Synapse

Hypothese 2: Remyelinisierung; die Lyn Kinase unterdriickt die Differenzierung von adulten
Oligodendrozyten Vorlauferzellen, die als Stammzellen fungieren und somit im Falle einer
Demyelinisierung fiir eine Remyelinisierung bereit zu stehen. Hypothese 3: Neuron-Glia
Synapse; Die Lyn Kinase unterdriickt die Differenzierung von Oligodendrozyten um die
Bildung von Glia-Neuron Synapsen zu ermdoglichen.

5.8 Uberblick und Ausblick

Die Ergebnisse dieses Projektes machen deutlich, dass die Lyn Kinase, genau wie
der AMPA-Rezeptor, in undifferenzierten Oligodendrozyten exprimiert wird. Hierfur
kommen sowohl perinatale als auch adulte OPC’s bzw. Synantozyten in Frage.
Expression und Aktivitat findet man jedoch hauptsachlich in Gehirnen junger Mause
kurz vor und wahrend der Myelinisierung. Die Tatsache, dass Lyn sowohl innerhalb
als auch ausserhalb von rafts in der Plasmamembran zu finden ist zeigt, dass die
Kinase, je nach Umfeld, in unterschiedlichen Signalkaskaden involviert sein kénnte.

Die zyklische Expression der Lyn Kinase von 24h in Oli-neu Zellen ist ein Hinweis
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darauf, dass Lyn in der Regulierung des Zellzyklus involviert sein kdnnte. Expression
von Lyn-Mutanten in Oligodendrozyten zeigen eine Funktion der Lyn Kinase in der
Auslauferbildung und Differenzierung. Lyn Aktivitdt hemmt beide Vorgénge.
Aktivierung von Lyn durch den AMPA-Rezeptor zeigt ebenfalls eine Inhibierung der
Differenzierung. Welche Zytoskelett-Elemente hier beeinflusst werden bleibt
unbeantwortet, jedoch deuten erste Ergebnisse auf die Inhibierung des Mikrotubuli
Zytoskeletts.

Welche biologische Relevanz koénnte die Inhibierung der Auslauferbildung und
Differenzierung haben? Welche Bedeutung kdnnte die zyklische Expression der Lyn
Kinase hierbei haben? Drei Hypothesen wurden aufgezeigt, die alle mdglich sind und
durch weitere Experimente belegt werden mussen. Zum einen konnte die Lyn Kinase
den zeitlichen Ubergang von Proliferation und Differenzierung in Oligodendrozyten
regulieren und zwar sowohl in perinatalen oligodendroglialen Vorlauferzellen, als
auch, unter besonderen Umstanden, in adulten oligodendroglialen Vorlauferzellen.
Des Weiteren konnte die Lyn Kinase auch eine Rolle in der Neuron-Glia-
Synapsenbildung spielen.

Die Fragestellung dieses Projekts wurde weitestgehend beantwortet. Die Expression
und Aktivitat der Lyn Kinase wurde charakterisiert, die Hemmung der
Zellauslauferbildung und Differenzierung aufgedeckt und die Assoziation mit dem
AMPA-Rezeptor dargelegt und dessen Einflussnahme auf die Inhibierung gezeigt.
Trotzdem bleiben noch viele Fragen offen.

Es sollten weitere Proteine, die in der Lyn-AMPA-Rezeptor Signalkaskade involviert
sind durch Immunprazipitationen aufgedeckt werden. Insbesondere die Zytoskelett-
Elemente, die fur die Hemmung der Zellauslauferbildung verantwortlich sind, sind
von besonderem Interesse. Hier kdnnte man, nach Transfektion mit inaktiven Lyn
Mutanten, das Tubulin- bzw. Aktin-Zytoskelett durch die Inhibitoren Colchicin und
Cytochalasin hemmen und die Zellauslaufer-Bildung untersuchen.

Besonders wichtig ware auch herauszufinden, ob Lyn die Proliferation oder Migration
beeinflusst, da AMPA neben der Differenzierung auch die Proliferation hemmt und
die Migration reguliert. Migrations-Assays und Proliferations-Assay mittels BrdU
nach Transfektion der Lyn-Mutanten in Oligodendrozyten konnten diese Frage
beantworten.

Die genaue Bestimmung der Lyn Expression wahrend des Zellzyklus in Oli-neu

konnte ebenfalls zur Aufklarung beitragen, inwieweit Lyn in die Regulation des
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Zellzyklus involviert ist. Die Detektion von Zyklinen und Lyn mittels Western Blot
ermoglicht eine genaue Bestimmung der Zellzyklus-Phase in der Lyn exprimiert wird.
Aulerdem sollte Uberprift werden, ob Lyn einen direkten Einfluss auf die Expression
von p27/Kip1 hat.

Um die Hypothesen weitergehend zu Uberprifen sollten auch in vivo
Untersuchungen folgen. Wann genau findet man im Gehirn Lyn/NG2-positive Zellen?
In welchen Regionen des Gehirns sind sie? Bilden sie Synapsen, migrieren sie
verstarkt zu Lasionen, findet man sie wahrend der Gehirnentwicklung am optischen
Nerv? Immunfarbungen von Oligodendrozyten Vorlauferzellen in verschiedenen
Bereichen (weilte/graue Substanz) und zu verschiedenen Zeitpunkten (Kurz vor der
Differenzierung/im adulten Gehirn) sollte einen besseren Uberblick Uber die
madglichen Aufgaben geben.

Aulerdem sollten Lyn-defiziente Mause noch einmal unter neuen Gesichtspunkten
untersucht werden, z.B. ob die =zeitliche Regulation von Proliferation und
Differenzierung verandert ist und ob die Anzahl von adulten OPC’s bzw.

Synantozyten erhdht ist, sowie die Anzahl von Neuron-Glia Synapsen.
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6 Zusammenfassung

Die Bildung, Aufrechterhaltung und die Funktionalitat von Oligodendrozyten, den
myelinisierenden Zellen des ZNS, bedarf einer prazisen Regulation von Ereignissen
wie Migration, Proliferation und Differenzierung. Die Src-Kinasen spielen in vielen
Signalkaskaden eine zentrale Rolle. In murinen Oligodendrozyten werden die beiden
Src-Kinasen Fyn und Lyn exprimiert, diese Arbeit konzentriert sich auf die Analyse
der Lyn Kinase.

Es konnte die Expression von Lyn in Oligodendrozyten und Myelin in vitro und in vivo
bestatigen werden, sowie die Lokalisation innerhalb und auRerhalb von rafts. Je alter
die Mause, desto weniger Lyn wird in Myelin exprimiert und desto starker ist das
verbleibende Lyn in den rafts lokalisiert. Die Aktivitat von Lyn ist im Myelin 12-Tage
alter Mause am hochsten. Synchronisation des Zellzyklus in Oli-neu Zellen zeigte
eine zyklische Expression von Lyn. Transfektion aktiver und inaktiver Konstrukte
machte deutlich, dass eine Lyn Aktivitdt die Zellauslaufer Bildung, sowie die
Differenzierung der Zelle, hemmt. Es konnte eine Assoziation der GIuRB/C
Untereinheit des AMPA Rezeptors mit Lyn nachgewiesen werden. Stimulierung des
AMPA-Rezeptors mit Glutamat flhrte zu einer Aktivierung der Lyn Kinase und daraus
resultierend, zu einer Inhibierung der Zelldifferenzierung.

Welche biologische Relevanz diese Ergebnisse haben konnten, wurde in drei
Hypothesen festgehalten. Zum einen kénnte die Lyn Kinase den zeitlichen Ubergang
von Proliferation und Differenzierung in Oligodendrozyten regulieren und zwar
sowohl in perinatalen oligodendroglialen Vorlauferzellen, als auch, unter besonderen
Umstanden, in adulten oligodendroglialen Vorlauferzellen. Des Weiteren kdnnte die
Lyn Kinase auch eine Rolle in der Neuron-Glia-Synapsenbildung spielen. Weitere
Versuche, insbesondere in vivo, mussen folgen, um diese Hypothesen zu bestatigen

oder zu widerlegen.
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8 Abkiurzungsverzeichnis

A Ampere

Abb Abbildung

AMPA-R a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoaxole-propionate Rezeptor

ATP Adenosintriphosphat

BCR B-cell Rezeptor

BDNF Gehirn-abgeleiteter Neurotrophischer Faktor (brain-derived

neurotrophic factor)

bFGF Elementarer Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic fibroblast

growth factor)

BME Balanced Medium Eagle

BMP Knochenmatrix Protein (Bone morphogen protein)

BSA Albumin von Kalberserum (bovine serum albumin)

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat (cyclic-adenosin-
monophosphate)

Caspr Contactin-assoziiertes Protein

CD Co-Receptor Domane

Cdk Zyklin-abhangige Kinase (cyclin-dependent kinase)

CIP Intestinale Phosphatase des Kalbs (calve intestinal phosphatase)

CIP4 cdk-interagierendes Protein

CNF Ziliarer Neurotrophischer Faktor (ciliary neurotrophic factor)

CNP Zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase (2°,3"-cyclic-nucleotide
3’-phosphodiesterase)

Csk c-Src-Tyrosin Kinase

Cx-32 Connexin

Cy Cytochrom

dH,O Deionisiertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonucleic acid)

dNTP’s Desoxynukleotidtriphosphate

E Embryonaler Tag
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E.coli

Escherichia coli

EAE Experimentelle allergische Encephalomyelitis

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (ethylenediamine tetraacetic acid)

EGFP Verstarktes grines Fluoreszenz-Protein (enhanced green
fluorescent protein)

F Farad

F1-6 Fraktion 1-6

FGF Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)

G Relative Zentrifugalbeschleunigung

G1-Phase Wachstumsphase 1 (growth phase 1)

GD3 Gangliosid-induziertes  Differenzierungs-assoziiertes  Protein
(ganglioside-induced differentiation-associated-protein)

GFAP Saures fibrillares Gliaprotein (glial fibrillary acidic protein)

GFP Grunes Fluoreszenz-Protein (green fluorescent protein)

GGF Glialer Wachstumsfaktor (glial growth factor)

GluR Glutamat-Rezeptor

GPI Glycosyl-phosphatidylinositol

Grip1 Glutamat Rezeptor interagierendes Protein (glutamate receptor
interacting protein)

h Stunde (hour)

HBSS Hanks gepufferte Salzldsung (Hank's buffered salt solution)

HGF Hepatozyten Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor)

HRP Meerrettich Peroxidase (horse radish peroxidase)

HS Pferdeserum (horse serum)

IGF-1 Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor (insulin-like growth factor)

IP Immunprazipitation

kB kiloBasen

kD kiloDalton

LB-Medium  Luria-Bertani Medium

LIF Leukamie inhibitorischer Faktor (leukemia inhibitory factor)

MAG Myelin-assoziiertes Glykoprotein

MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase
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MBP Elementares Myelin Protein (myelin basic protein)

min Minute

MMLV Moloney Maus Leukamie Virus (moloney murine leukemia virus)

MOG Myelin-Oligodendrozyten Glykoprotein

mRNA Boten-Ribonukleinsaure (messenger Ribonucleic acid)

NCAM Neurales Zell-Adhesions MolekUl (neural cell adhesion molecule)

NG2 Neuron-Glia Antigen 2

NGF Nerven-Wachstumsfaktor (nerve growth factor)

NGS Normales Ziegenserum (normal goat serum)

NMDA-R N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor

NMRI Naval Medical Research Institute

NT-3 Neurotrophin

Olig Oligodendrozyten Transkripitionsfaktor (oligodendrocyte
transcription factor)

OPC Oligodendrogliale Vorlauferzelle (oligodendroglial precursor cell)

OSP Oligodendrozyten-spezifisches Protein, Claudin-11

P Postnataler Tag

PBS Phosphat gepufferte Salzlésung (phosphate-buffered salt-
solution)

pCMV Plasmid cytomegalovirus

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction)

PDGF Thrombozyten-abgeleiteter Wachstumsfaktor (platelet derived
growth factor)

PFA Paraformaldehyd

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKC Protein Kinase C

PLL Poly-L-Lysin

PLP Proteolipid Protein

pMN Motorneuron-Vorlaufer Domane (motorneuron-precursor domain)

pOL Primare Oligodendrozyten

PSD Postsynaptische Dichte

pSFV Plasmid semiliki forest virus

PVDF Polyvenyliden Difluorid
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SDS Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)

SH Src-Homologie Domane

Shh Sonic hedgehog

siRNA Kleine interferierende RNA (small interfering RNA)

Src Sarcoma Virus Onkogen Homolog (sarcoma viral oncogene
homolog)

Tab Tabelle

TBS Tris gepufferte Salzlosung (Tris-buffered salt-solution)

TH Schilddrisenhormon (thyroid hormone)

TOAD-64 turned on after division

TrkB-R Tyrosin Kinase B-Rezeptor

Tx-100 TritonX-100

\" Volt

ZNS zentrales Nervensystem

Chemische Elemente wurden gemall dem Periodensystem nach Mendelejew und
Meyer abgekiirzt (Beispiel: Kalium: K*), Aminosduren entsprechend der allgemein
anerkannten Ein- oder Drei-Buchstaben-Kodierung (Beispiel: Tyrosin: Tyr oder Y),
ein p zeigt phosphorylierte Aminosauren an.

Langen- und Gewichtsmald entspricht europaischen Maleinheiten und wurde in
allgemein Ublichen Kirzeln angegeben (Beispiel: cm: Centimeter, g: Gramm),
Konzentrationen wurden in Gewicht/\VVolumen oder in Mol-Einheiten (Beispiel: M: Mol)

angegeben.
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