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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Entstehung chemischer Synapsen ist einer deentdchen Schritte der neuronalen
Entwicklung. Sie erlauben die gesteuerte Kommuiokazwischen zwei Neuronen oder
zwischen Neuronen und anderen Zellen und sind esBeftir alle wesentlichen Gehirn-
funktionen wie z.B. Informationsverarbeitung, Lamend Gedachtnis. Die synaptische
Ubertragung setzt die genaue Anreihung von pra- pmstsynaptischen Spezialisierungen
wahrend der neuronalen Entwicklung voraus.

Die neuromuskulare Endplatte ist aufgrund ihrer(8&;6ihrer Zuganglichkein vivo sowie
ihres relativ einfachen Aufbaus das Modellobjekt flie Erforschung der synaptischen
Transmission und Synapsenentwicklung. In zahlreicBiidien wahrend der letzten 30 Jahre
wurde das extrazellulare Matrixprotein Agrin als élauptregulator bei der Entstehung der
neuromuskularen Endplatte (NMJ) beschrieben. Zlishtdazu gibt es vermehrt Belege fur
eine Funktion Agrins bei der Entstehung und Auftedimltung von Synapsen im
Zentralnervensystem (ZNS).

Im Einzelnen soll nun naher auf die Struktur Agrioed seine Funktionen an der

neuromuskularen Endplatte sowie im ZNS eingegamgeaden.

1.1 Die Struktur von Agrin

Agrin ist ein Heparansulfat-Proteoglycan (HSPG) daverschiedenen Spezies vorkommt.
So konnte Agrin unter anderem aus dem Zitterroddisnopyge ommatéSmith et al., 1992),
dem Huhn (Tsim et al., 1992), der Ratte (Rupp €t1891) und dem Menschen (Groffen et
al., 1998) isoliert werden. Das Agrin-Gen kodieiir fein Protein mit mehr als 2000
Aminosauren und einem berechneten Molekulargewidt 225 kDa. Aufgrund starker
Glykosylierung, insbesondere in der N-terminaletfted@es Proteins, betragt das tatsachliche
Molekulargewicht mehr als 500 kDa (Tsen et al.,3:98Gesemann et al., 1995; Kroger und
Mann, 1996). Agrin besitzt zwei Serin-Glycin-reicRegionen, an die sich mindestens drei
Heparansulfat- bzw. Chondroitinsulfat-Seitenket@tagern konnen sowie weitere Konsen-
sussequenzen fur N-verkntpfte Glykosylierungste(lesen et al., 1995; Winzen et al., 2003)
(Abb. 1).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Agdigen eine 95 nm lange, fadenartige

Struktur mit drei kugelférmigen Verdickungen am €rhinus (Denzer et al., 1998). Hierbei
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EINLEITUNG

handelt es sich um drei globulare, zu den G-Domd&esn_aminins homologe Doméanen. Die
G3-Doméne zusammen mit einem Insert in der benathbaSpleistelle (B/z +) ist
notwendig und auch hinreichend fur die synapserziedende Aktivitdt von Agrin an der
neuromuskularen Endplatte (Gesemann et al., 198tesJet al., 1997; Cornish et al., 1999)
(siehe Kapitel 1.2). Der Bereich um die G1- und @#nane mit der Aly-Spleil3stelle und
den benachbarten EGF-Domanen fungiert als Bindtelggsdir die Zuckerseitenketten des
extrazellularen Matrixproteinsi-Dystroglycan (Hopf und Hoch, 1996; Gesemann et al.

1996). Heparin kann an die G2-Doméane von Agrin @mfGesemann et al., 1996).

Aly B/z
. e Y

‘, ? \\ N\ 4 1 s R
N | ST
0AS 0AS
{| 4AS 8AS
11 AS
19 AS
B Intrazellulare Domane Laminin EGF-ahnliche Domane
H Transmembran-Doméane (TM) Serin/Threonin-reiche Region
‘ tA-Doméne == SEA (Seegurken-Spermaprotein,
) Enterokinase und Agrin) Domane
[ ] Follistatin-ahnliche Domane = =
Y GAG Seitenketten Y| EGF-ahnliche Domane

? Potentielle N-Glykosilierungsstelle Laminin G-homologe Domane

Y Aly + B/z - SpleiRstellen <X GFP-Tag

Abb. 1: Schematische Darstellung der Domanenstrukiuvon Agrin. Anhand der cDNA-Sequenz
kann die Struktur der einzelnen Doménen abgeleiggtien. Unterschiedliche erste Exons fuhren
zur Bildung zweier N-terminaler Isoformen: NtA-Agrund TM-Agrin. TM-Agrin ist ein Typ-lI
Transmembranprotein und besitzt neben der Transmagmmibmane eine kurze intrazellulare Region.
NtA-Agrin hingegen besteht aus einer Signalsequenizder Laminin-bindenden NtA-Doméne. Der
etwa 1900 Aminosauren grof3e extrazellulare Teil Pleeins ist bei beiden Isoformen identisch.
Der N-terminale Bereich ist durch neun Follistaitmliche Doméanen geprégt, wohingegen sich am
C-Terminus drei globuldare Laminin G-homologe Donrérsowie vier EGF-ahnliche Domanen
befinden. Alternatives Splei3en an zwei Stellen ledeins (Aly bzw. B/z) fiihrt zu Isoformen, die
sich in Expressionsmuster und synaptogener Aktivdi# der neuromuskularen Endplatte
unterscheiden.
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Im zentralen Bereich des Agrin-Proteins befindet gwei Serin/Threonin-reiche Regionen,
die eine so genannte SEA-Domane (benannt nach keegfhermaprotein, Bterokinase
und Agrin) flankieren (Bork und Patthy, 1995). Hier &ich eine der beiden Anlagerungs-
stellen fur Glycosaminoglycan (GAG)-Seitenkettekalssiert, an der sich sowohl Chon-
droitinsulfat- als auch Heparinsulfat-Seitenkettanlagern konnen. Die andere GAG-
Bindungsstelle befindet sich zwischen der siebtah achten von insgesamt neun Follistatin-
ahnlichen Domaéanen, die die N-terminale Halfte destdhs dominieren. An dieser
Bindungsstelle ist nur eine einzelne Heparans@titenkette angelagert (Winzen et al.,
2003) (Abb. ).

Die Klonierung der ersten Volllangen-cDNA aus R&Repp et al., 1991) und Huhn (Tsim et
al., 1992) zeigte eine hohe Sequenzhomologie zersdieiden Spezies, mit Ausnahme des
N-Terminus. Die erste, aus dem Huhn klonierte IsofdNtA-Agrin) besitzt nach einer
Signalsequenz eine N-terminale Agrin-Domane (NtBgrizer et al., 1995; Denzer et al.,
1997). Bei der anderen, zunachst in der Ratte gefugn Isoform (TM-Agrin) ist diese NtA-
Doméane durch eine 23 Aminosauren langdjelikale Transmembran-Doméane und eine
intrazellulare Domane mit 34 Aminosauren ersetz. Bildung der beiden unterschiedlichen
Isoformen beruht auf der Expression zwelier altéraaerster Exons, die vermutlich unter der
Regulation verschiedener Promotoren steht (Burgeak, 2000; Neumann et al., 2001).
Beide Isoformen unterscheiden sich sowohl in iffe@nktion als auch in ihrer Lokalisierung
im Organismus. Die l6sliche, sekretierte NtA-Isofiokann Uber die bisher nur in Agrin
gefundene NtA-Domane an dyeKette des Laminins und somit an die Basallamimalén
(Denzer et al., 1995; Denzer et al., 1998; Kammeteal., 1999). Diese Isoform wird
hauptséachlich in Motoneuronen (Smith und Odowd, 4199la et al., 1995; Stone und
Nikolics, 1995), der Skelettmuskulatur (Ruegg etE92; Hoch et al., 1993; Ma et al., 1994)
sowie in Lunge und Niere exprimiert (Hoch et aQ93; Ma et al., 1994; Stone und Nikolics,
1995). lhre am besten charakterisierte Funktiondist Bildung, Aufrechterhaltung und
Regeneration der synaptischen Spezialisierungemleanneuromuskularen Endplatte. Die
membrangebundene TM-Agrin-Isoform ist die domimeie Isoform im ZNS und findet sich
hauptséachlich in Neuronen (Burgess et al., 200@;nNan et al., 2001) wie zum Beispiel in
retinalen Ganglienzellen (Annies und Kroger, 20@ie Expression von TM-Agrin wird
entwicklungsabhéngig reguliert und erfolgt hauptdéh wahrend der Phase des axonalen
Wachstums. Die Entdeckung der membrangebundendarrisovon Agrin fihrte zu der
Hypothese, dass das Protein einen Rezeptor oddReZeptor mit signaltransduzierenden

Eigenschaften darstellt (Neumann et al., 2001).
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1.2 Agrin an der neuromuskularen Endplatte

Die neuromuskuldre Endplatte (NMJ) ist eine sp&zi€lynapse des peripheren Nerven-
systems (PNS) und stellt die Kommunikationsstellwiszhen dem Axonende eines
Motoneurons und der Muskelfaser dar. Die Pra- uastdynapse sind morphologisch und
biochemisch hochspezialisierte Einheiten, und diduBg dieser Spezialisierung gehort zu
den Schlusselprozessen der Synaptogenese an der DiMlheuromuskuldren Endplatte
wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv untetsuafter anderem auch in der Arbeits-
gruppe von McMahan, die erkannte, dass fir die Adisiog von Pra- und Postsynapse ein
Bestandteil oder Faktor der Basallamina notwensligBurden et al., 1979). Dieser Faktor
wurde nach dem griechischen Wort ,ageirein” firsammenbringen“ benannt, was fur die
Eigenschaft von Agrin steht, Acetylcholinrezepto(A&hRS) zu aggregieren.

Mitte der 80er Jahre wurde Agrin erstmals aus desaBnembran des elektrischen Organs des
RochensTorpedo californiaextrahiert und biochemisch aufgereinigt (Nitkinadt, 1987).
McMahan formulierte einige Jahre spéater die mittkale weitestgehend bestétigte Agrin-
Hypothese, die besagt, dass Agrin im Soma von Muatmnen im ventralen Horn des
Ruckenmarks synthetisiert, dann anterograd zuryRa@se transportiert und dort in den
synaptischen Spalt freigesetzt wird. Dort wird eard stabil in die Basalmembran eingebaut
und ist verantwortlich fur die Bildung, Aufrechtattung und Regeneration der synaptischen
Spezialisierungen an der neuromuskularen Endplldit®)) (McMahan, 1990).

Die Hypothese wurde spéter durch Ergebnisse mitnAgrockout-Mausen gestiitzt. Diese
entwickeln keine funktionsfahige Atemmuskulatur wstdrben wahrend der Geburt, da sich
bei ihnen keine funktionsfahigen neuromuskularedatten bilden, sondern stattdessen die
Motoneurone verzweigen und Uber die Muskelfasealdsnwachsen. Somit wird keine
Prasynapse gebildet, und es kommt auch nicht zisyreptischen Spezialisierungen und der
Aggregation von Acetylcholin-Rezeptoren an der @&ehe der Muskelfasern (Gautam et
al., 1996). Im Gegensatz dazu bildet sich bei dgktion von rekombinantem Agrin in nicht-
synaptische Bereiche des Muskadlsvivo ein ausgereifter und voll funktionsfahiger
postsynaptischer Apparat aus (Jones et al., 198f7eiCet al., 1997a; Bezakova et al., 2001).
Dies zeigt, dass Agrin nicht nur notwendig, sondaroh hinreichend fur die Entwicklung der
neuromuskularen Endplatte ist.

Die Differenzierung der NMJ in Pra- und Postsynapéel durch die Bindung Agrins an
einen heteromeren Rezeptorkomplex an der Postsyniaghsziert (Glass et al., 1996), dessen
signaltransduzierender Teil die muskelspezifiscgeodinkinase (MuSK) ist (Valenzuela et
al., 1995). Agrin bindet nicht direkt an MuSK, send an einen anderen Teil des
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Rezeptorkomplexes (Glass et al., 1996; Herbst undidh, 2000). LRP4, ein Mitglied der
Familie der Low-density-Lipoprotein-Rezeptoren (UB). wurde als das langgesuchte
Bindeglied zwischen Agrin und MuSK identifiziert if et al., 2008; Zhang et al., 2008).
LRP4 ist ebenso wie MuSK zwingend fur die Bildungr cheuromuskularen Endplatte
notwendig; sowohl LRP4-defiziente als auch MuSKkdehte Mause bilden analog zu
Agrin-defizienten Mausen keine funktionsfahige Ateaskulatur aus und sterben bei der
Geburt (Gautam et al., 1996; DeChiara et al., 19@6atherbee et al., 2006).

Die durch Agrin induzierte und Uber LRP4 vermitgelfktivierung von MuSK durch
Autophosphorylierung fuhrt Gber das an den Acetlichezeptor assoziierte Molekul rapsyn,
welches an die zytoplasmatischen Teile von MuSK wvmeh AChR bindet (Antolik et al.,
2006), zur Phosphorylierung von Tyrosinresten @eUntereinheit des Acetylcholin-
Rezeptors (Gesemann et al.,, 1995), zur Veranked&sgRezeptors im Aktin-Zytoskelett
(Antolik et al., 2007) und somit letztlich zur Aggration von Acetylcholin-Rezeptoren auf
der Oberflache der Skelettmuskelfaser (Moransardl.et2003). Diese Aggregation wird
jedoch nur von Agrin-Isoformen induziert, die arr @#z-Splicestelle ein Insert von 8, 11
oder 19 Aminosauren besitzen (B/z-positiv) (Gesameainal., 1995; Burgess et al., 1999).
Hierbei genlgt bereits ein etwa 21 kDa grol3es Femgmmamlich die C-terminale Laminin-
G3-Doméne mit der benachbarten B&plicestelle, um Acetylcholin-Rezeptoren zu cluste
(Gesemann et al., 1995; Cornish et al., 1999).

Des Weiteren bewirkt Agrin die Aggregation von Mwafei im post-synaptischen Bereich
des Muskels und die Synapsen-spezifische Genexpmegsn Utrophin, Acetycholinesterase
und dere-Untereinheit des Acetylcholin-Rezeptors sowie ganiweiterer Proteine (Jones et
al., 1996; Rimer et al., 1997; Gramolini et al. 982 Neueste Untersuchungen zeigen die
Bedeutung Agrins bei der Regulierung der Genexmmessler Myonuclei durch die
Beteiligung bei der Dekondensation des Chromatiles, Histon-Hyperacetylierung sowie
-Hyperphosphorilierung (Ravel-Chapuis et al.,, 200#@rner induziert Agrin die Bildung
morphologischer Veranderungen wie zum Beispiel giyseher Falten auf der Muskelfaser
(Meier et al., 1997; Jones et al., 1997; Coherl.efl@97a). Der Einfluss von Agrin ist nicht
nur auf die Postsynapse der neuromuskuléaren Enefaschrankt. Agrin ist auch notwendig
fur die Ausbildung prasynaptischer Spezialisierumga der NMJ (Campagna et al., 1995)
und induziert die Bildung von filopodienartigen Adusfern auf Muskelfasern (Uhm et al.,
2001). Diese auslauferinduzierende Fahigkeit vonimAgeigt sich auch bei ZNS-Neuronen
(McCroskery et al., 2006; Annies et al., 2006) amdieren, nicht-neuronalen Zelltypen und

wird im Rahmen dieser Arbeit noch ausfihrlich bestien und diskutiert werden.
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1.3 Agrin im Zentralnervensystem

Die Bedeutung von Agrin bei der Bildung der NMJ wtid weit verbreitete Expression im

Zentralnervensystem, insbesondere der Transmeniboéorm, lassen auf eine &hnlich

wichtige Rolle von Agrin bei der Synaptogenese iNSZschlieRen. Jedoch ist die Funktion
von Agrin im ZNS noch nicht anndhernd so gut untens und verstanden wie an der neuro-
muskuléren Endplatte.

Transmembran-Agrin wird im ZNS dberwiegend von Ne@n (Burgess et al., 2000;

Neumann et al.,, 2001) und auch von Gliazellen exiert (Tournell et al., 2006), wobei

einzelne Neurone unterschiedliche C-terminale Isoém gleichzeitig exprimieren kénnen

(Annies und Krdger, 2002). Die Expression von Agrm ZNS beginnt sehr frih und halt

wahrend der Entwicklung des Zentralnervensystemd.iagt al., 1997; Cohen et al., 1997b).
Die Funktionen von Agrin bei der Synaptogenese salé nicht-synaptogene Funktionen im

ZNS werden im Folgenden naher erlautert.

1.3.1 Die Funktionen von Agrin wahrend der Synapsenbildug im ZNS

Eine Reihe von Beobachtungen deutet darauf hirg Agsin analog zu seiner Funktion an
der NMJ eine Rolle bei der Bildung der SynapserZM$ spielt. So wird die Expression von
Agrin wahrend der Synaptogenese hochreguliert. dn theisten Hirnregionen wird die
Expressionsrate von Agrin anschlielend wieder herrgguliert, jedoch bleibt es im adulten
Gehirn im Hippocampus, im Cortex und im olfaktohien System bei einer hohen
Expressionsrate, also in Regionen in denen wahdsrd gesamten Lebensspanne neue
Synapsen entstehen und reifen (Biroc et al., 18@3ynnor et al., 1994; Stone und Nikolics,
1995; Li et al.,, 1997; Cohen et al., 1997b). Nadtri&tzungen, beispielsweise verursacht
durch einen Schlaganfall oder Epilepsie, kommt lesntalls zu einer Hochregulation von
Agrin mRNA (OConnor et al., 1995; Thomas et al99.9Falo et al., 2008).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass Agrin im synapéiscSpalt von interneuronalen cholin-
ergen (Gingras und Ferns, 2001), GABAergen, glygee sowie glutamatergen Synapsen
konzentriert ist (Escher et al., 1996; Mann undgé 1996; Koulen et al., 1999; Ksiazek et
al., 2007). In Synaptosomen-Préparationen des Ghsamist Agrin ebenfalls angereichert
(Koulen et al., 1999; Bose et al., 2000). Agrindvwon Neuronen sekretiert, und isoliertes,
neuronales Agrin aus dem ZNS ist in der Lage, digragation des Acetylcholinrezeptors zu

induzieren (Mann und Kroger, 1996).
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Die Hypothese, dass Agrin bei der Synaptogenes@NM8 eine wesentliche Rolle spielt,
erhalt weitere Unterstltzung durithvitro-Experimente zur Blockierung von Agrin in hippo-
campalen Neuronen von Mausen mit Hilfe von antisgDbgonukleotiden oder inhi-
bierenden Antikdrpern. Diese Blockade fiihrt zu emeeluzierten Aggregation der Glutamat-
und GABA-Rezeptoren und somit zu einer Storungsyeaptischen Transmission (Ferreira,
1999; Bose et al., 2000). Dadurch ist die Expresdigs an der Aggregation von GABA- und
Glycinrezeptoren beteiligten Gephyrins verringaryd die Aggregation des Synapsen-
assoziierten Proteins synGAP sowie der Transpodgjscher Vesikel sind gestoért (Ferreira,
1999; Bose et al., 2000). Im Gegensatz zur akutaibierung von Agrinin-vitro sind bei
Agrin-defizienten Mausen die Glutamat- und GABA-Bgtoren in Cortex- und Hippo-
campusneuronen normal verteilt. Im Vergleich zumld®yp zeigt die synaptische Trans-
mission ebenfalls keine Einschrankungen (Ferrdi®89; Li et al., 1999; Serpinskaya et al.,
1999). Diese scheinbar widerspriichlichen Beobag®urkonnten durch kompensatorische
Mechanismen oder reduntante Faktorarvivo wahrend der frihen Entwicklung Agrin-
defizienter Mause begriindet sein, die bei der ak@&eckierung Agrins durch Antikorper
oder Oligonukleotide nicht auftreten kbnnen.

Weitere Belege fir eine mogliche Funktion von Adogi der Synaptogenese im ZNS liefert
die Zugabe von gereinigtem Agrin zu Hippocampustiten, die zu einer hdheren Ex-
pression der Synapsen-spezfischen Proteine Syrgsiopund Synapsin fuhrt (Mantych und
Ferreira, 2001). DarUber hinaus fuhrt die mittelsog@steronstimulierung ausgeltste
Expression von Agrin in Astrozyten auf darauf ku#rten hippocampalen Neuronen zu einer
verstarkten Synapsenbildung (Tournell et al., 2006)

Es wird vermutet, dass die Funktion von Agrin im ZNind im Speziellen bei der
Synaptogenese ahnlich wie bei der neuromuskulaneiplgtte Gber einen Rezeptor und eine
damit verbundene Signalkaskade ablauft. Die Exase#nes mdglichen Agrin-Rezeptors wird
durch die Beobachtung gestutzt, dass Agrin die &gon des ,immediate early gerefos
sowie die Phosphorylierung des cAMP response elebirding-Proteins (CREB) in
corticalen und anderen Neuronen induziert (Ji et1898; Hilgenberg et al., 1999). Weitere
Untersuchungen zur SignallUbertragung zeigen eingazellularen Anstieg der Calcium-
Konzentration in Neuronen durch Agrin, was durch drosin-Kinase-Hemmer Genistein
und Herbimycin inhibiert werden kann (HilgenbergduBmith, 2004). Dies weist auf eine
Tyrosinkinase als mdglichen Agrin-Rezeptor hin. leichbare Ergebnisse zeigen sich auch
an der neuromuskularen Endplatte (Hilgenberg undth6r2004). Jedoch weisen bei den

Untersuchungen an ZNS-Neuronen sowohl die” Bils auch die B/dsoform dieselbe
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Aktivitat auf (Hilgenberg et al., 1999; Hilgenbengd Smith, 2004). Dies deutet darauf hin,
dass MuSK, das mittlerweile auch im ZNS nachgewmeserde (Cheusova et al., 2006;
Ksiazek et al., 2007), im Gegensatz zur Situationdar neuromuskularen Endplatte nicht
daran beteiligt ist. Vielmehr konnte gezeigt werdgass Agrinin vitro undin vivo an die
a-3-Untereinheit der Natrium-Kalium-ATPase (NKA) bet. Beide sind in synaptischen
Bereichen angereichert und kolokalisieren dortdétilberg et al., 2006). Dies fuhrt zu der
Hypothese, dass die NKA einen neuronalen Rezeptakdrin im ZNS darstellen kénnte, der
auch wichtig ist im Hinblick auf Agrins mdgliche Rowahrend der Synaptogenese.
Zusammenfassend deutet vieles auf eine Rolle Agensler Synaptogenese im ZNS hin. Die
genaue Funktion von Agrin im Zentralnervensystetnjadoch noch ungeklart und bedarf

weiterer Untersuchungen.

1.3.2 Nicht-synaptogene Funktionen von Agrin im Zentraln@vensystem

Neben einer moglichen Rolle von Agrin bei der Briguwon Synapsen im ZNS gibt es viele
Hinweise auf weitere, nicht mit der Synapsenbildmugammenhangende Funktionen von
Agrin im sich entwickelnden Gehirn.

Agrin wird bereits vor dem Beginn der Synaptogenasger ventrikularen und subventriku-
laren Zone des sich entwickelnden ZNS exprimieresB Expression verringert sich wahrend
der Entwicklung und ist im adulten Gehirn in diesBereich nicht mehr vorhanden, wenn
Zellproliferation und Migration abgeschlossen sibé die Neuroepithelzellen der ventriku-
laren Zone die Vorlauferzellen der Neurone und f&liie@n sind, deutet dies auf mogliche
Funktionen von Agrin wahrend der Neuro- bzw. Gliagge hin (Stone und Nikolics, 1995;
Cohen et al., 1997b). In Agrin-defizienten Mausemrde beispielsweise gezeigt, dass das
Gehirn Kleiner als in Wild-Typ-Méausen ist (Serpiagh et al., 1999), und dass die Anzahl der
cortikalen Synapsen ebenso verringert ist wie diege der Dendriten. Elektrophysiologische
Untersuchungen weisen hierbei auf eine selektiveiMgerung der exzitatorischen Synapsen
hin, inhibitorische Synapsen sind nicht betroff&siézek et al., 2007).

Analog zu Agrin ist die Expressionsrate des FibasblGrowth Factors (FGF)-2 wahrend der
cortikalen Neurogenese hoch, und FGF-2 spielt wilchtige Rolle bei der Ausreifung von
Neuroepithelzellen in Neuronen oder Gliazellen (Blbwt al., 1991; Giordano et al., 1992;
Qian et al., 1997). Die FGF-Aktivitat hangt hierlv@in ihrer Interaktion mit Heparansulfat-
Proteoglycanen ab (Ornitz, 2000), was auf eine rolkiglWechselwirkung mit den Agrin-

HSPG-Seitenketten hindeutén-vitro-Untersuchungen haben ergeben, dass FGF-2 an die
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Agrin-Seitenketten binden kann (Cotman et al., 198 dass beide Proteine bei Zugabe auf
kultivierte retinale Ganglienellen die Ausbildungdudas Wachstum von Neuriten verstarken
(Kim et al., 2003). Der gleiche Effekt tritt bei gabe von FGF-2 auf kultivierte cortikale
Neurone auf (Szebenyi et al., 2001). Das deutet eink Funktion von Agrin —
maoglicherweise im Zusammenspiel mit FGF-2 — beiBitung und Elongation von Axonen
und Dendriten hin.

Eine mogliche weitere, nicht-synaptogene Funktigmnids zeigt sich wahrend des gerichteten
axonalen Wachstums. So wird Agrin auch von Gligrekxprimiert, die als eine Art Leit-
struktur eine wichtige Rolle bei der Wegfindung deione bei der ZNS-Entwicklung spielen
(Halfter et al., 1997).In vitro konnte gezeigt werden, dass die axonale Wegfindung
entscheidend voml-Integrin abhangt, welches mit Agrin interagiekaftin und Sanes,
1997; Bixby et al., 2002). Agrin bindet auch an emnedZelloberflachenproteine, die fir ihre
Funktion bei der axonalen Entwicklung bekannt simde z.B. N-CAM, Laminin und
Thrombospondin (Cotman et al., 1999; Bixby et2002).

Agrin wird wahrend der Phase des axonalen Wachsjaedwch nicht nur von Gliazellen,
sondern auch direkt auf Axonen und deren Wachstagek exprimiert (Neuhuber und
Daniels, 2003). Sobald die Axone ihr Zielgebietemit haben wird die Agrin-Expression
jedoch wieder herunterreguliert (Halfter et al.9Tp Dies fuhrt zu der Hypothese, dass Agrin
bei der axonalen Wegfindung eine Rolle spielt. Wsitgzt wird dies durch die Tatsache, dass
in vitro die Zugabe von Agrin zu hippocampalen Ratten-Neemozur Ausbildung von
kirzeren, stark verzweigten Axonen sowie langezbenfalls stark verzweigten Dendriten im
Vergleich zu Kontrollkulturen fuhrt. Die Blockiergrder Agrin-Expression mittels antisense-
Oligonukleotiden fuihrt jedoch zur Bildung langeraher geringer verzweigter Axone. Die
Dendriten sind kirzer und ebenfalls geringer veigtveals die Dendriten im
Kontrollexperiment (Mantych und Ferreira, 2001).n&i ahnliche Studie, bei der
rekombinantes Agrin auf kultivierte, spinale NewramusXenopus laevigugegeben wurde,
fuhrte ebenfalls zur Ausbildung verkirzter Axonesr d/erzweigungsgrad wurde hierbei
jedoch nicht untersucht (Xu et al., 2005).

Untersuchungen an Zebrafisch-Embryonen zeigen, dase Blockierung der Agrin-
Expression sowohl zu einem eingeschrankten Wachstamprimaren Motoneuronen und
Branchiomotoneuronen, als auch von sensorischerorRBRard-Neuronen im peripheren
Nervensystem fuhrt (Kim et al., 2007).

Zusammenfassend lassen diese Beobachtungen demssSdahl, dass Agrin beim axonalen

Wachstum sowohl von ZNS- als auch von PNS-Neuremes Rolle spielt.
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1.4 Induzierung von filopodienartigen Fortsatzen auf Neironen
durch Transmembran-Agrin

Transmembran-Agrin ist die dominierende IsoformZiS und wird von Neuronen (Burgess
et al., 2000; Neumann et al., 2001), zum Beisp&inalen Ganglienzellen (Annies und
Kroger, 2002), und Astrozyten (Tournell et al., @p@xprimiert. Auf wachsenden Axonen
und Dendriten findet sich ausschliel3lich die tramsrorane Isoform von Agrin (Neumann et
al., 2001; Annies und Kroger, 2002).

Die Identifizierung der membranstéandigen Agrin-tsofi mit einer a-helikalen Trans-
membrandomane fuhrte zu der Annahme, dass TM-Agiin Rezeptor mit signaltrans-
duzierenden Eigenschaften sein kénnte. Zur Ubeanpgitiieser Hypothese wurde der Effekt
genutzt, dass sich Rezeptoren mit einer einzelnemsmembrandomane mit Hilfe poly-
klonaler Antikdrper kreuzvernetzen und dadurch védten lassen, und das auch ohne
Kenntnis des physiologischen Liganden (Heldin, 299®iss und Schlessinger, 1998). Somit
wird durch Inkubation mit einem polyklonalen Seruauch in Abwesenheit des
physiologischen Liganden eine Signalkaskade ausgetiie spezifisch der Funktion des
Rezeptors entspricht.

Um zu untersuchen, ob TM-Agrin ein Rezeptor seinrité, wurden Axone von retinalen
Ganglienzellen (RGC) mit polyklonalen anti-Agrin #dorpern inkubiert. Dies fuhrte zu
dramatischen morphologischen Veranderungen, némlictBildung zahlreicher filopodien-
artiger Auslaufer oder Fortsatze entlang der gesarbinge der Axone (Annies et al., 2006)

(Abb. 2B, D und F. Filopodien sind dinne, aktinreiche Auslaufer Bé&asmamembran, die

als Sensoren zur Untersuchung der ZellumgebungedieBie spielen eine wichtige Rolle
unter anderem bei Zellmigration, Wundheilung undrb@&uswachsen der Neuriten (siehe
Review Mattila und Lappalainen, 2008). Die Inkubatvon Praimmunseren, monoklonalen
Antikérpern und Fab-Fragmenten von polyklonalen-Agtin-Antikdrpern fuhrte zu keiner

Ausbildung der filopodienartigen Auslaufer (Abb. 28 und B, da es hierbei nicht zur

Quervernetzung und Multimerisierung von TM-Agrinnkimt. Die Vorinkubation der anti-
Agrin Antikdrper mit gereinigtem Agrin hingegen hérderte die Bildung der Auslaufer, da
die Agrin-Bindestellen der Antikdrper blockiert wden (Annies et al., 2006). Mittels RNA-
Interferenz wurde TM-Agrin als entscheidender Fakiio die Bildung der filopodienartigen
Auslaufer nachgewiesen. Mit spezifischen siRNA-Kamigen gegen TM-Agrin transfizierte
hippocampale Neurone bildeten nicht nur weniger@ufer aus. Es kam aufgrund der akuten
Hemmung der TM-Agrin-Expression auch zu einer Dabsderung bereits gebildeter
Auslaufer (McCroskery et al., 2006).
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Die durch Transmembran-Agrin induzierte Bildung de&lopodienartigen Auslaufer
beschréankt sich aber nicht nur auf hippocampaledieuund retinalen Ganglienzellen. Auch
auf anderen Neuronen des ZNS und des PNS konntskéufer durch Zugabe polyklonaler
Antikorper induziert werden, sowohl auf Axonen aisch auf Dendriten (McCroskery et al.,
2006; Annies et al., 2006).

Neben der Aggregation von endogenem TM-Agrin natf@lyklonaler Antikorper bietet die
Uberexpression durch Transfektion mit TM-Agrin cDNeine weitere Mdglichkeit zur
Bildung filopodienartiger Fortsatze in Neuronen. bBa kommt es zu einer starken
Anreicherung des Proteins in der Zellmembran unditsavahrscheinlich zur Selbst-
aggregation mehrerer TM-Agrin-Molekille oder zu eirfonzentration in bestimmten
Membransubdoméanen, was zur Aktivierung einer Slgislade und zur Bildung der
Fortsatze fiihrt (McCroskery et al., 2006). Die Wh@ression durch Transfektion erméglicht
es auch, die filopodienartigen Fortsatze in niduronalen Zellen und in Zellen, die kein
oder kaum endogenes Agrin enthalten, zu induzieres,beispielsweise in 293HEK oder
PC12-Zellen (Ramseger, 2004).

Die filopodienartigen Auslaufer oder Fortsétze aitn neben Transmembran-Agrin, das bis
in die Spitzen hineinreicht (siehe Pfeilkbopfe AlBb.D), auch mittels Phalloidin-Farbung
anfarbbares F-Aktin_(Abb. 3FEbenfalls findet sich dort Fascin, welches fieg Querver-
netzung der Aktin-Filamente verantwortlich ist (Mo8kery et al., 2006). Dies deutet darauf
hin, dass die Bildung der Auslaufer auf einer Ranrgation des Aktin-Zytoskeletts beruht. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese fiihrt eineli@dabation der Axone mit anti-Agrin-
Antiserum und Cytochalasin D aufgrund der blockierPolymerisation der Aktin-Filamente
nicht zur Bildung der Fortsatze (Annies et al.,, @00Des Weiteren findet sich in den
Fortséatzen Synaptotagmin (Abb. PHnd GAP-43 (Abb. 2J Neurofilament-68 jedoch gar
nicht (Abb. 2G undp-Tubulin nur an der Auslaufer-Basis (Abb) PAnnies et al., 2006). Die
filopodienartigen Fortsatze enthalten also ein kiexgs Zytoskelett.

Videomikroskopische Zeitraffer-Aufnahmen zeigen,ssiadie Bildung der Fortsatze ein
hochdynamischer Prozess ist, der bereits wenigeutéimnach Zugabe des polyklonalen
Antiserums beginnt (Annies et al., 2006). Die maadgnAnzahl wird nach etwa dreistlindiger
Inkubation erreicht. Die Fortsatze wachsen latated Axon und Dendrit heraus, adharieren
an das Substrat und Uben Zugkrafte auf den Neuwten (siehe auch die gebogene
Axonstruktur in_Abb. 2| und)J Die Wachstumskegel der Auslaufer sind jedoclintngtabil,
kollabieren nach wenigen Minuten wieder und ziekmm bis auf den sichtbaren Rest der

filopodienartigen Fortséatze zurtick (Annies et 2006).
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Die molekularen Mechanismen, die zur Bildung den iodansmembran-Agrin induzierten
Auslaufer fuhren, sind derzeit Gegenstand einigetekduchungen und konnten bisher nur
teilweise entschlisselt werden. So wurde gezeags dlie Inkubation mit Staurosporin und
Pervanadat, welche die Funktion von NtA-Agrin an mieuromuskularen Endplatte hemmen,
keinen Einfluss auf die Ausbildung der durch TM-iginduzierten Auslaufer zeigt, was auf
unterschiedliche Signalkaskaden bei beiden Promdssdeutet (Annies et al., 2006). Nahere
Untersuchungen zur durch TM-Agrin induzierten Slgaskade ergaben, dass die Rho-
GTPase Cdc42 daran beteiligt ist und durch TM-Agratirekt aktiviert wird (McCroskery et
al., 2006).

Des Weiteren zeigte sich, dass sich TM-Agrin auswachsenden Axonen und nach
Uberexpression in nicht-neuronalen Zellen in ligfts anreichert und dass lipid rafts sowohl
fur die Bildung als auch fur die Aufrechterhaltuder Auslaufer notwendig sind. Die durch
Antikorper induzierte Bildung von Auslaufern kanowsohl durch die Inhibierung der
Src-Kinase Fyn, welche in lipid rafts lokalisiest,ials auch der 44/42 MAP-Kinase gehemmt
werden. Zudem fuhrt die Aggregation von TM-Agrinaner erhéhten Aktivitat von Fyn und
44/42 MAPK (Ramseger et al., 2009).

Die physiologische Funktion der durch TM-Agrin imzierten filopodienartigen Fortsatze ist
bis dato noch nicht vollstandig geklart. Um den Keusmus zur Bildung der Auslaufer
genauer zu verstehen, sind weitere Untersuchunge8ignaliibertragung sowie zur Bindung

des physiologischen Liganden an TM-Agrin notwendig.
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Abb. 2: Induktion von filopodienartigen Fortsétze auf kultivierten retinalen Ganglienzellen .Die
Inkubation von Axonen retinaler Ganglienzellen exder mit Praimmunserum (A, C, E) oder mit
polyklonalem anti-Agrin-Antiserum (B, D, F) induriedie Bildung vieler Fortsatze entlang der
primaren Axone. Wachstumskegel und Axone sind imBiski-Optik (A, B) bzw. nach Agrin-
Antikérperfarbung (C, D) dargestellt. Auf den mittiaAgrin Antiserum inkubierten Axonen bilden
sich zahlreiche Fortsatze aus (Pfeilkopfe B, D).-Altin findet sich ebenfalls auf Axonen, die mit
Praimmunserum behandelt wurden, zeigt dort jedachykeichmaRiges Verteilungsmuster Uber das
gesamte Axon (C). Farbungen von Axonen mit Phahgickultiviert in der Gegenwart von
Praimmunserum (E) und anti-Agrin-Antiserum (F),gesi, dass die durch TM-Agrin induzierten
Auslaufer Aktin enthalten, was auf eine Reorgaiisaties axonalen Zytoskeletts hindeutet, sowie
Synaptotagmin (H) und GAP-43 (J) (rote Farbufigyubulin (1) hingegen findet sich jedoch nur an
der Basis und Neurofilament 68 (G) gar nicht in deaslaufern. (Skalierungsbalken = 10n;
Abbildung aus Annies et al., 2006)
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2 Zielsetzung

Die transmembrane Isoform des Heparansulfat-Prijteags Agrin (TM-Agrin) wird von
Neuronen des zentralen und peripheren Nervensyssgpraniert. Uber ihre Funktion ist im
Gegensatz zur gut erforschten NtA-Isoform, die an meuromuskuléren Endplatte haupt-
verantwortlich fir die Ausbildung des postsynagtest Apparates ist, nicht viel bekannt. Ein
Ansatzpunkt fur die Funktion von TM-Agrin im ZNStiglie Beobachtung, dass die
Inkubation von Neuronen mit polyklonalen Antikorpegegen TM-Agrin oder die Uber-
expression durch Transfektion von TM-Agrin cDNA Ritdung filopodienartiger Auslaufer
auf Axonen und Dendriten fuhrt. Diese Auslauferhaiten unter anderem das Zytoskelett-
protein Aktin und sind hoch dynamisch. Sie entstehech nach Uberexpression durch
Transfektion von TM-Agrin in nicht-neuronale Zelleme beispielsweise 293HEK-Zellen.

Da sich die Mechanismen der SignallubertragungzuaiieBildung der NMJ und der axonalen
Auslaufer fuhren, unterscheiden, ist davon auszemgeldass ein bis dato noch nicht
funktionell charakterisierter Bereich von TM-Agriar die Bildung der filopodienartigen
Fortsatze verantwortlich ist. Ziel dieser Disseoiatwvar es, diesen Bereich von TM-Agrin zu
identifizieren und zu charakterisieren. Dies so#itghand folgender methodischer Anséatze

erreicht werden:

* Klonierung verschiedener Deletions- und Mutatiomsikoukte von TM-Agrin

 Transfektion dieser Konstrukte in das 293HEK-Zedteyn sowie in primére neuronale
Zellen

* Quantitative Bestimmung der Protein-Expression nadnsfektion der Konstrukte
mittels Western-Blot

» Mikroskopische Untersuchungen zur lokalen Expresder tranfizierten Konstrukte
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Chemikalien wurden von Roth, Merck, Appém, Life Technologies oder
Sigma bezogen. Fur die Zellkultur wurden Verbrauw®rialien von Falcon, Greiner und

Nunc verwendet.

3.1.2 Materialien fur die Molekularbiologie

Agarose NEEO Roth

Orange G Sigma
DNA-Standard MBI Fermentas
Restriktionsenzyme MBI Fermentas / New England d&el
T4 DNA Ligase New England Biolabs
Oligonukleotide IBA

Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase New Englandi&bs
dNTP-Mix (je 10 mM) New England Biolabs
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ ml) Sigma

Blue View™ Nucleic Acid Stain Sigma

Ampicillin Roth

Kanamycin Roth

Bakterienstamm

E. coli XL1-Blue recAl end Al gyrA96 thi-1 hsdR1upE44 relAl lac [F pro AB
9ZAM15Tn10(TeY)] (Stratagene)
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Medien und Lésungen fur die Bakterienkultivierung

LB-Medium

fur 1 1: 10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt,g NaCl, pH-Wert auf

7,5 einstellen und autoklavieren (Life Technolopies

LB-Selektionsmedium

LB-Medium mit 100 pg/ml Ampleilbzw. 50 pg/ml Kana-
LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar, 100 pg/mimpicillin bzw.

20 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 10 midCI, 2,5 mM KClI,

10 mM MgCh, 10 mM MgSQ, auf 1 | mit HO bidest. auffillen,
pH-Wert auf 7,5 einstellen, autoklavieren und 20 BMcose

mycin
LB-Agar

50 pg/ml Kanamycin
S.0.C.-Medium

zugeben
Kits

QIAEX Il Gel Extraction Kit
QIAfilter Plasmid Maxi Kit
EndoFree® Plasmid Maxi Kit
QIAprep® Spin Miniprep Kit
QIAquick® PCR Purification Kit

Quik Change® XL Site-Directed Mutagenesis Kit

3.1.3 Material fur die Zellkultur

DMEM-Medium

RPMI 1640-Medium

Neurobasal A-Medium

Fetales Kalberserum (FCS)

B27 supplement

Penicillin

Streptomycin

L-Glutamin

GlutaMAX

Natriumpyruvat
SuperFect®-Transfektionsreagenz
Lipofectamin®-Transfektionsreagenz
Fibronektin

Laminin

Poly-L-Lysin

Chicken Neuron Nucleofector® Kit

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
SHogEne

PAA
PAA
PAA
PAA
Invitrogen
PAA
PAA
PAA
Invitrogen
Invitrogen
Qiagen
Invitrogen
Sigma
Invitrogen
Sigma
Amaxa
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Zelllinien

Die Zelllinie HEK 293T, auch als 293HEK bezeichnet,eine humane embryonale Nieren-
zelllinie, die mit dem Adenovirus Typ 5 (Grahamaét 1977) sowie mit dem SV40 Large T
Antigen transformiert wurde. Letzteres erlaubt diensfektion von Vektoren, die die

Expression des SV40 Large T Antigens zur episomkgplikation bendtigen.

3.1.4 Material fir die Immunohistologie

Objekttrager Menzel-Glaser
Deckglaser Menzel-Glaser
Citifluor AF1 (Einbettmedium) Plano
Phalloidin-Alexa-488/594 Molecular Probes
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol) Sigma

Farbstoff 33258

Puffer und Losungen

Waschlosung 1xPBS pH 7,4; 0,1 % BSA,; 0,2 % TritdidX
Blocking-L6sung 1xPBS pH 7,4; 1 % BSA; 0,2 % Trit§h00

3.1.5 Material fur die Proteinbiochemie

Acrylamid/ Bisacrylamid (30 %) Roth
Nonidet P40 Sigma
Triton X-100 Sigma
Tween 20 Sigma
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth
Ammoniumperoxosulfat (APS) Sigma
N, N, N’, N’-Tetramethylethyldiamin (TEMED) Sigma

PVDF-Membran
Whatman-Papier

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder Plus MBI Eptas
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substraiercé

Hyperfilm (Photosensitiver Rontgenfilm) Amershano&tiences
Entwickler und Fixierer Kodak
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Puffer und Medien
Zelllysepuffer

SDS-Probenauftragspuffer

10x Elektrophoresepuffer
(Laemmlipuffer)

4x Trenngelpuffer
4x Sammelgelpuffer

10 %iges Trenngel

4 %iges Sammelgel

10x Nassblotpuffer

1x TBS

1x TBST
Blockingpuffer

50 mM Tris

500 mM NacCl

2 mM EDTA

1 % Nonidet P40

1 % Triton X-100

1 Tablette Complete-EDTA-free Protease Inhibitockiall
(Roche) auf 25 ml Puffer

125 mM Tris
4 % SDS
20 % Glyzerin
10 %p-Mercaptoethanol
0,01 % Bromphenolblau
mit H,O bidest. auffullen

30 g Tris

10 g SDS

144 g Glycin, mit HO bidest
auf 1 | auffillen

375 mM Tris-Base (pH = 8,8)
0,1 % SDS

125 mM Tris-Base (pH = 6,8)
0,1 % SDS

3 ml 4x Trenngelpuffer
4 ml 30 % Acrylamidlsg.
5 ml H,O bidest.

60 pl 10 % APS-Lsg.
12 pl TEMED-Lsg.

1 ml 4x Trenngelpuffer
0,52 ml 30 % Acrylamidlsg.
1,48 ml HO bidest.
20 pul 10 % APS-Lsg.
4 ul TEMED-Lsg.
29 g Tris-Base
144 g Glycin
0,1 % SDS
20 % Ethanol (techn.)
auf 1 | mit O bidest. auffillen

50 ml 1 M Tris-HCI (pH = 7,5)
30 ml 5 M NacCl
mit H,O bidest. auf 1 | auffullen

0,1 % Tween 20 in 1x TBS
5 % Magermilchpulver (Sucofin) in TBST
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3.1.6 Antikorper

Primare Antikorper

Antikorper Spezies Verdinnung | Bezugsquelle | Referenz
Agrin #46 Kaninchen 1:1000 IHC Kroger Tsen et PR3
Kroger et al.
1996

TM-Agrin Schaf 1:50 IHC Krdger Neumann et al.

1:1000 WB 2001
GFP Kaninchen | 1:1000 IHC | Molecular

1:5000 WB Probes
B-Tubulin (clone | Maus 1:200 IHC Sigma
Tub 2.1)
Aktin (clone C4) | Maus 1:10000 WB| Chemicon
Sekundare Antikorper
Antikorper Spezies Verdinnung | Bezugsquelle
anti-Maus 1gG Ziege 1:1000 IHC Molecular Probes
Alexa-488/594 (Invitrogen)
anti-Schaf 1IgG Esel 1:1000 IHC Molecular Probes
Alexa-488/594 (Invitrogen)
anti-Kaninchen IgG | Ziege 1:1000 IHC Molecular Probes
Alexa-488/594 (Invitrogen)
anti-Maus 1IgG HRP | Ziege 1:5000 WB Dianova
anti-Schaf IgG HRP| Esel 1:5000 WB Dianova
anti-Kaninchen HRP  Ziege 1:5000 WB Dianova
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3.1.7 Plasmide

pcDNA4/TO

Die cDNA der TM-Agrin-Deletionskonstrukte wurde ilibdie Restriktionsschnittstellen
EcoRI und Xbal (TMFD8 und TMFD6) bzwHindlll und EcoRI (TMFD7-572, -568, und
-566; siehe Kap. 3.1.8 Oligonukleotide) in den \bekpcDNA4/TO (5078 bp, Invitrogen)
einkloniert. Das Plasmid beinhaltet Resistenzgesgeng Zeocin und Ampicillin und erlaubt
somit eine selektive Vermehrung der transformieBEeaoli-Bakterien.

Die gewonnene und aufgereinigte Plasmid-DNA wurde die transiente Transfektion in
HEK 293T-Zellen (293HEK) verwendet.

Abb. 3: Karte des Vektors pcDNA 4/TO mit Multiple clonings site (Invitrogen, Instruction
Manual No. V1020-20).
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pEGFP-N1
Die cDNA der mit ,—GFP“ bezeichneten Deletionskoukte (siehe Kap. 3.1.8 Oligo-
nukleotide) sowie die Mutationskonstrukte wurdenden Vektor pEGFP-N1 (4.7 kb, BD
Biosiences Clontech) tUber die Restriktionsscheiftst EcCoORI und BamHI einkloniert. Der
Vektor enthélt ein Kanamycin-Resistenzgen sowiee éliterminale Sequenz, die fur das
GFP-Protein (,green fluorescent protein“) codi®teses wird als Fusionsprotein zusammen
mit dem Insert exprimiert und dient zur Detektiogi lden immunohistochemischen sowie
proteinbiochemischen Versuchen.

Neben den oben bezeichneten Konstrukten wurde dkto¥ noch fur folgende Konstrukte
verwendet:

- Fur die Zwischenstufen TMFD6-503 (Schnittstelléimdlll und EcoR) und intTM-Linker
(NhelundXhol, unter Verwendung der endogernédmol-Schnittstelle an Position 209)

- Fir die Konstrukte TMFD2-8-GFP und TMFD3-8-GFRI{BittstellenXhol undBamHY).

Asel
(8)

SnaB |

Apal | 341)

MCS
(591-671)

P[:M‘." IE

Eco01091
{2856)

EGFP

"% pEGFP-N1
47 kb

BsiG 11389

i ool A Not 1 (1a02)
Neo" Xbal* 1412)
V40 ori fl A s
orl
'05\.&1::1g P
Aflll (18a0)
Dralll 1874
Stul
(2579)
59 01 1 B21 51 Ba1 651 61 (78] EGFP
& CTA GCE CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CEA ATT CTG CAG TCE ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG 6TC GCC ACC ATG GTG
Nhe | EcoarTll Bgill  Xhel S\ IHJ'nd W Ecoltl Pstl  Sall  Kpnl | Apal BamH1 Agel
a Accl Aspmigl _\ Bsp1201 Xmal
Ecl36ll Sacll Smal

Abb. 4: Karte des Vektors pEGFP-N1 inklusive der Sguenz der Multiple Cloning Site (BD
Biosciences Clontech, Protocol PT3027-5)
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3.1.8 Oligonukleotide

Primer fur Deletionskonstrukte
Konstrukt Sequenz5 -3’ Orien-
tierung
GTGTGGTGGAATTCACAGCATGACGGC sense
TMFD8 GCTCTAGACTGACTGCAGTGCACAACTGG antisense
TMFD6 GCTCTAGAGTCATAGGTGAGGCCATCGGTGC antisense
TMFD8-GFP CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC antisense
TMFD6-GFP CGCGGATCCTCATAGGTGAGGCCATCG antisense
ATAAAGCTTAGCATGACGGCTTGCCAGTACC sense
TMFD7-572 AATGAATTCTTAGCCACATTCGTCCTCACACG antiseas
TMFD7-568 AATGAATTCTTACTCACACGGCCCCATCTTGG antiseas
TMFD7-566 AATGAATTCTTACGGCCCCATCTTGGCCACC antisense
TMFD6 (503aa) ATAAAGCTTAGCATGACGGCTTGCCAGTACC sense
TAGAATTCTTGCAGTCGCCTTGGGCAGC antisense
TMFD6+FD1-GFP | ATGAATTCAGATGCCTGCCGAGGGATGC sense
ATGGATCCGTGCTGCCAAAGCTGC antisense
TMFD6+FD6-GFP | ATGAATTCCGACCGCTGTGGCAAGTGC sense
ATGGATCCAAGGAGCACACCGTCGTGC antisense
TMFD6+FD8-GFP | ATGAATTCTGAGGACGAATGTGGCTCAGG sense
CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC antisense
TMFD6+FD7-8- ATGAATTCCTGCGGCACGACGGTGTGC sense
GFP CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC antisense
intTM-Linker ATAGCTAGCAGCATGACGGCTTGCCAGTACC sense
ATTGAATTCATCTCGAGGGGTCGGCGG antisense
TMFD2-8-GFP ATACTCGAGGACCATGTGGCTCCAAGGACC sense
CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC antisense
TMFD3-8-GFP ATACTCGAGTCTTCAAGAAGTTTGATGGAGCC | sense
CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC antisense

Die beiden gelb unterlegten sense-Primer wurdendférnachfolgenden Konstrukte ver-

wendet. Die blau unterlegten Konstrukte waren Ziesstufen fur die jeweils nachfolgenden

Konstrukte.
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Primer fur Mutationskonstrukte

Konstrukt Sequenz 5’ -3’

TMFD8A GAG 1 | GGACGAATGTGGCgCAGGGGGCTCAGGCTCTGG
2| GTGGCGCAGGGGGCYCAGGCTCTGGTGATGGG
3| CAGGGGGCGCAGGCYCTGGTGATGGGAGTGAGTG

TMFD8 C535G-GFP | CCTGGCCCAGGTCgGTGGCACCGATGGC

TMFD8 C567G-GFP | CCAAGATGGGGCCGgGTGAGGACGAATGTGG

TMFD8 N544D-GFP | GGCCTCACCTATGACgACCGCTGCGAGCTCCG

TMFD8 C470G-GFP | CCTCCCAGCCTGTCgGTGGCACAGATGGCAACACC

Angegeben ist hier nur der sense-Primer. Der arges®rimer ergibt sich aus der reversen
und komplementéren Sequenz. Die mutierte Basdestgeschrieben.
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma IBA (Gatgen) bezogen.

-29 -



MATERIAL UND METHODEN

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

PCR

Fur die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Hertsigllder Deletionskonstrukte wurde die
Phusion™ High-Fidelity Polymerase (New England Bixd) aufgrund ihrer Geschwindigkeit
und hohen Genauigkeit gewahlt. Nach Protokoll desstéllers wurden 50 pl Ansatze in
einem Thermocycler (Biometra) gefahren:

Ansatz PCR-Programm

5x Phusion HF-Puffer 10 pl Temperatur  Zeit Zyklen
10 mM dNTPs 1l 98 °C 30s 1
sense Primer (10 pmol/ul) 2,5 ul 98 °C 10s

reverse Primer (10 pmol/ul) 2,5 pul 60—-72°C 30s

Template DNA (10 ng/ul) 1l 72 °C 30s/1kb 25
Phusion DNA Polymerase 0,5 ul 72 °C 5 min 1

H,0O bidest. 32,5 ul

AnschlieBend wurden die PCR-Fragmente mittels dé&g@ck PCR Purification Kit
(Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers aufgegtirkiir die weitere Klonierung wurden mit

Hilfe der entsprechenden Oligosequenz an den ERdstriktionsschnittstellen eingeflugt.

Restriktionsverdau

Die aufgereinigte DNA wurde mit Hilfe von Restristisendonukleasen (MBI Fermentas
bzw. New England Biolabs) geschnitten. Fiur eingiparativen Verdau, mit dem die weitere
Klonierung erfolgte, wurden 5-10 ug DNA mit 5-10nkeiten Restriktionsendonuklease bei
37 °C in der entsprechenden Pufferlosung tUber Niaghibiert. Eine entsprechende Menge
des Vektors (pcDNA4/TO bzw. pEGFP-N1) wurde mit sidhen Restriktionsenzymen
verdaut. Ein analytischer Verdau diente zur Koiérder Klone nach der Transformation und
wurde mit deutlich weniger DNA (0,5-1 pg) und ggem Enzymeinsatz (0,5-1 Units) fur
1-2 Stunden bei 37 °C durchgefuhrt.

-30 -



MATERIAL UND METHODEN

Aufreinigung aus Agarosegelen

Da Ethidiumbromid mit der DNA interkaliert und widV-Licht Strangbriiche induzieren

kann, wurde zur Aufreinigung der geschnittenen D#&& Ethidiumbromid freie Blue View

System (Sigma) verwendet. Hierbei erscheinen dieAbkagmente im Agarosegel bei

Tageslicht als blaue Streifen. Diese wurden mieirSkalpell herausgetrennt und die DNA
mit dem QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen) nacho¥schrift des Herstellers isoliert und
aufgereinigt. Die DNA wurde in #D bidest. eluiert.

Ligation

Die Ligation ist der Einbau des DNA-Fragments imesi Vektor. Das Enzym Ligase
katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbriickeisezhen freien 5’-Phosphatgruppen des
DNA-Fragments und 3’-Hydroxylgruppen des Vektorasdrt und Vektor-DNA wurden
quantifiziert und in einem stochiometrischen Vethiglvon 5:1 mit T4-Ligase (New England
Biolabs) im entsprechenden Puffer Gber mehreredetubei 16 °C inkubiert.

Transformation

Die durch die Ligation entstandenen DNA-Plasmiderden anschlielRend in chemisch
kompetenteE.coli XL1-Blue-Bakterien transformiert. Die Bakterien sden hierzu auf Eis

aufgetaut, der gesamte Ligationsansatz nach Hakguierung (65 °C fur 15 Minuten) hinzu-
gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der als@bnde ,heat shock in einem
Wasserbad (90 Sekunden bei 42 °C) fuhrt zur Aufrealther Plasmide in die Bakterien.
AnschlieRend wurde vorgewarmtes SOC-Medium hinzelgeg, 2 Stunden bei 37 °C und
200 rpm inkubiert und die Bakterien auf Agarplattansgestrichen. Die Selektion der
transformierten Bakterien erfolgte mittels ZusatanvAntibiotika, gegen die sich ein
entsprechendes Resistenzgen auf dem Vektor befibaetAgarplatten wurden Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

Isolierung der Plasmid-DNA

Einzelne Bakterienkolonien wurden gepickt und mB-Medium plus entsprechendem
Antibiotikum tGber Nacht bei 37 °C und 200 rpm imh8ttler kultiviert. Fir einen Miniprep-
Ansatz wurden 1,5 — 3 ml Bakterienkultur verwendletl die DNA mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) isoliert. Fur groRere DNA-Mgen wurde eine Bakterienkultur mit
150 — 200 ml LB-Medium plus Antibiotika angeimpftdiiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm
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kultiviert. Die DNA wurde mit dem QIAfilter Plasmiaxi Kit (Qiagen) nach Angabe des
Herstellers isoliert.

Die Isolierung der Plasmid-DNA basiert auf dem Ripnder alkalischen Lyse, anschlieRend
erfolgt die Bindung der DNA an eine Anionen-Austeher-Saule bei niedriger Salzkonzen-
tration und geringem pH-Wert. Proteine, RNA und weeinigungen werden durch den
anschlieBenden Waschschritt bei mittlerem Salzgen#flernt. Durch einen Puffer mit hohem
Salzgehalt wird letztlich die DNA eluiert, mit Isapanol geféllt, gewaschen und in
H.O bidest. gelost.

Fur die Transfektion mit primaren Neuronen war esvendig, endotoxinfreie DNA-L6sung

zu isolieren. Hierzu wurde der EndoFree Plasmid iMé&k (Qiagen) verwendet, der nach

demselben Prinzip ablauft. Jedoch wird nach dealiglthen Lyse ein Zwischenschritt

eingefuhrt, der die Endotoxine grof3tenteils begeiti

Photometrische Konzentrationsbestimmung doppelstragiger DNA

Die Konzentration der isolierten DNA wurde mit Hileines Eppendorf-Photometers durch
Messung der Absorption bei 260 und 280 nm bestimNukleinsduren besitzen ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 Bme optische Dichte (OD) von 1,0
bei 260 nm entspricht etwa 50 ug DNA pro ml. Dero@nt Esi/Ezso erlaubt eine
Abschatzung zur Reinheit der DNA. Der Quotient eimeitgehend proteinfreien DNA-

Lésung sollte etwa bei 1,8 bis 2,0 liegen.

Sequenzierung und Analyse

Um Mutationen durch die PCR-Reaktion auszuschlieRearden alle Deletions- und

Mutationskonstrukte von TM-Agrin durch die GATC Bieh AG (Konstanz) sequenziert.
Dabei wurden sowohl Standardprimer verwendet, dielem Vektor hybridisieren, sodass in
das Insert hineinsequenziert wurde, als auch spezifhergestellte Primer, die im Insert
liegen und eine vollstandige Sequenzierung ermidghic Der Vergleich der Sequenzdaten
mit der publizierten DNA-Sequenz von TM-Agrin edté mit Hilfe des Blast Programms im

Internet auf www.ncbi.nlm.nih.gov.

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis
Alle TM-Agrin-Mutationskonstrukte wurden mit Hilfedes QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kits (Stratagene) hergestellt. Diesabglicht es, spezifische Mutationen in ein

doppelstrangiges Plasmid einzufiigen. Dazu werdes zueinander komplementéare Primer
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bendtigt, die die gewlnschte Mutation ungefahr én Mitte ihrer Sequenz enthalten. Mit
Hilfe der Pfu Turbo DNA-Polymerase werden in einer PCR-Reakbeitde Plasmidstrange
mit hoher Genauigkeit repliziert, ohne dass digg@iukleotide verschoben oder abgespalten
werden. Anschlieend wird die methylierte paren2MA spezifisch von der Endonuklease
Dpnl (Erkennungssequenz 5-GmATC-3') abgebaut. Die Plasmid-DNA mit der ge-
wunschten Mutation wird anschlie3end in ultrakorepet XL10-Gold-Zellen (Stratagene)
transformiert, und die kultivierten Bakterien wemdauf LB-Agarplatten ausgestrichen. Alle

Versuchsschritte wurden nach Vorschrift des Hdesteturchgefihrt.

3.2.2 Zellkulturmethoden

Beschichtung von Deckglasern mit Fibronektin

Die Kultivierung von 293HEK-Zellen fur die immunaidochemischen Untersuchungen
erfolgte auf Fibronektin-beschichteten Deckglascheierzu wurden sterilisierte runde
Deckglaschen mit 12 mm Durchmesser in eine 24-Rigltte Uberfiihrt, mit jeweils 500 pl
Fibronektinldsung (100 pg/ml Fibronektin in PBSkidrhichtet und 2 Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Rgé&kchen dreimal mit sterilem PBS
gewaschen und feucht bis zur Verwendung in PBS4b& maximal eine Woche lang

gelagert.

Kultivierung von 293HEK-Zellen

Eingefrorene 293HEK-Zellen wurden im Wasserbad B&°C zigig aufgetaut, mit
vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert, kurz H#Q0Lg abzentrifugiert und der zyto-
toxische DMSO-haltige Uberstand abgenommen. Ans@bhd wurde das Zellpellet mit
frischem Kulturmedium erneut resuspendiert und Zidlen in eine 25 cm? Kulturflasche
uberflhrt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem G@kubator bei 37 °C, 10 % C&5ehalt und
95 % relativer Luftfeuchte. Je nach Teilungsrateden die Zellen bei einem konfluenten
Zellrasen nach 2-3 Tagen passagiert. Hierzu wuede Medium abgenommen, die Zellen
einmal mit vorgewarmter PBS-LOsung gewaschen urd500 pl 0,5 %iger Trypsin-PBS-
Losung versetzt. Die Zellen wurden fur 2-3 MinutemBrutschrank inkubiert, mit Medium
von der Flaschenwand abgespiilt, mittels Pasteutpipereinzelt und im Verhaltnis 1:4 bis

1:6 gesplittet.
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Zum Einfrieren wurden die Zellen wie beim Passamietrypsiniert, in 5 ml Kulturmedium
aufgenommen und jeweils etwa 2-3 X’ Bellen 5 Minuten bei 1000 g abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1,8 ml Einfriermedium (90 % fetalédlberserum (PAA), 10 % DMSO)
resuspendiert, in Cryoréhrchen Uberfihrt und ire e@thanolgefillte Einfrierbox gegeben.
Dieses Verfahren bewirkt eine langsames Einfrienéreiner Temperaturrate von 1-2 °C pro
Minute im -80 °C Tiefkuhlschrank.

Transfektion von 293HEK-Zellen

Calciumphosphat-Transfektion

Die Transfektion mit Calciumphosphat beruht auf eledozytotischen Aufnahme der Fremd-
DNA in Form von feinkdrnigen DNA-CalciumphosphatéRipitaten. Diese bilden sich, wenn
eine DNA-CaCj-Losung mit einer Phosphat-Lésung vermischt wirthgl€ und Okayama,
1987).

Die Transfektionldsung setzte sich wie folgt zusanm420ul 0,05x TE-Puffer (10 mM
Tris-HCI, pH 8,0 + 1 mM EDTA) wurden mit 7,5y des jeweiligen cDNA-Konstruktes in
60 ul steriler 2 M CaCGkLOsung vermischt. Anschliel3end wurde tropfenwd@epl 2x HBS
(280 mM NaCl + 50 mM Hepes + 1,5 mM NHPO,) unter Vortexen hinzugegeben. Die
Bildung des Préazipitats erfolgte nach 20 minutijgwubation bei Raumtemperatur. Jeweils
50ul eines Transfektionsansatzes wurden pro well effewell-Gewebekulturschale ein-
gesetzt. Nach 24 stundiger Inkubation der trarefien Zellen bei 37° C erfolgte ein
Mediumwechsel Nach weiteren 24 Stunden konntenZeien fur immunozytochemische

Experimente verwendet werden.

SuperFe - Transfektion

Das SuperFect-Transfektions-Reagenz (Qiagen) ist afitiviertes Dendrimer mit einer
kugelférmigen Struktur (Tang et al., 1996), mit demm breites Spektrum an Zelllinien
transfiziert werden kann. Der Komplex aus Supe®agtd DNA hat eine positive Netto-
ladung, bindet an negativ geladene Rezeptoren euiZdlloberflache und dringt so in das
Zellinnere ein. In der Zelle schiitzt Superfeeudem die DNA vor dem Abbau durch

lysosomale Nukleasen. Die Transfektion erfolgtehnacweisung des Herstellers.

Praparation und Kultivierung von primaren tektalen Neuronen
Die optischen Tekta von Hihnern am Embryonaltag7) fvurden herausprapariert und in

vorgewarmtes PBS Uberfiihrt. Anschliel3end erfolgitee enechanische Zerkleinerung und
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eine Inkubation mit 0,4 % Trypsin in 5 ml PBS {6 Minuten bei 37° C. Dieser Schritt
diente dazu, die Zellen zu vereinzeln, was furaheauf folgende Nukleofektion sowie die
spatere immunohistochemische Auswertung der Veesuakrlasslich ist. Durch Zugabe von
Kulturmedium I (RPMI 1640, 10% FCS, 1% PenicillinStreptomycin, 1 % GlutaMAX)
wurde die Proteolyse durch Trypsin und somit dere\fzelungsprozess gestoppt. Die Zellen
wurden 5 Minuten bei 1000 rpm (= 80 g) abzentriéugi Das entstandene Pellet wurde
daraufhin mit verengten Pasteur-Pipetten in 2 mltimedium | resuspendiert. Dieser
Schritt wurde zwecks Vereinzelung der Zellen zwes dreimal wiederholt. AnschlieRend
wurden die Zellen in 5 ml Kulturmedium | Uberfihuhd gezahlt. Fur die nachfolgende
Nukleofektion wurden pro Ansatz etwa 4 X Hellen eingesetzt.

Nukleofektion von primaren tektalen Neuronen

Die Nukleofektions-Methode der Firma Amaxa ist betsrs fur primare und schwer
transfizierbare Zellen geeignet, da sie die Elgidration mit optimierten und auf den
jeweiligen Zelltyp spezifizierten Puffern kombiriemd so eine hohe Transfektionseffizienz
und Uberlebensrate sicherstellt. Die Nukleofektuer tektalen Neurone wurde mit dem
».Chicken Neuron Nucleofector® Kit“, der NukleofektbMaschine und dem gespeicherten
Programm G-13 nach Anweisung des Herstellers (Apnduechgefuhrt. Pro Ansatz wurden
etwa 6 —8 ug DNA eingesetzt. Nach dem Nukleofelsorgang erfolgte mit Hilfe von
Trypan-Blau die Bestimmung der Anzahl der tGberleleenZellen, und etwa 400.000 wurden
auf vier mit PLL und Laminin beschichteten Deckglésn in einer 35 mm Petrischale verteilt
(~10.000 Zellen pro cAr Nach 4 - 6 Stunden Inkubation im Brutschrank 3&i C und 5 %
CO, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und gegetukuoedium 1l (Neurobasal A;
2% B27 supplement; 1% GlutaMAX; 1% Penicillin tfréptomycin) ausgetauscht. Die

immunohistochemische Auswertung erfolgte nach 48 Stunden.
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3.2.3 Immunohistologische Methoden

Antikorperfarbung

In dieser Arbeit wurden transfizierte 293HEK-Zellsowie tektale Neurone immuno-
zytochemisch analysiert. Dazu wurden die Zellendzhst mit PBS gewaschen und danach
5-7 Minuten mit 4 %iger Paraformaldehyd-Lésung (4P%A in PBS) bei Raumtemperatur
(RT) fixiert. Anschliel3end erfolgte ein dreimalig&faschschritt mit PBS (je 5 min). Nach der
Fixierung wurden die Zellen 15-20 Minuten lang B8i mit Blocking-Lésung (10 % FCS in
PBS) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellenudlecken und um eventuell unzugang-
liche Epitope freizulegen. Die Inkubation mit priraén Antikdrper, verdinnt in Blocking-
Losung, erfolgte entweder tber Nacht bei 4° C ddie? - 3 Stunden bei RT. Danach wurden
die Zellen wieder 3x 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit den jevgeih sekundéren Antikérpern bzw. mit
fluoreszenz-markiertem Phalloidin-Alexa 488 fur @®-Minuten bei Raumtemperatur. Zur
Identifizierung der einzelnen Zellen wurde dann i@ Minuten mit dem 1:200 in PBS
verduinnten Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt, qezeisch mit nuklearer DNA interagiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurden Rickglaschen kurz in,B bidest.
und danach in -20° C kaltes Ethanol getaucht. 88hdh wurden die Deckglaschen mit
Eindeckmedium (Citifluor Fluorescent Mounting Mewh) auf Objekttragern eingedeckelt.
Die Auswertung der gefarbten Zellen erfolgte mitfédleines Fluoreszenzmikroskops (Leica
DMRA).

Lebendfarbung

Eine Variante der soeben beschriebenen Antikdrgemrfiy stellt die sogenannte ,Lebend-
farbung” dar. Sie diente bei den Transfektionsexpemten mit TM-Agrin-Mutations- bzw.
Deletionskonstrukten als Nachweis der exprimiertait, GFP gekoppelten Proteine auf der
Aul3enseite der Zellmembran. Bei dieser Farbemethadelen 24 Stunden nach erfolgter
Transfektion die kultivierten Zellen 2 Stunden lamg im Kulturmedium verdiinnten anti-
GFP-Antikorpern versetzt (1:1000). AnschlieRend deur die Zellen wie oben beschrieben
gewaschen und fixiert, und es erfolgte die Inkubatimit dem sekundaren, rot-
fluoreszierenden Alexa 594-Antikdrper (verdinnt BBS), um nicht die grine Eigen-
fluoreszenz des GFP-Proteins im Mikroskop zu belofesc Die Waschschritte und das

Eindeckeln erfolgten wie oben beschrieben.
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Quantitative Auswertung der Auslauferbildung

Zur quantitativen Auswertung der Auslaufer-induereden Aktivitat von TM-Agrin-
Mutations- bzw. Deletionskonstrukten wurden 293HEHlen wie in 3.2.2 beschrieben
transfiziert und anschlieBend mit anti-TM-Agrin-Ader GFP-Antikérper fluoreszenz-
markiert. Zur Ermittlung der Zellzahl diente die BAFarbung. Die jeweiligen Konstrukte
wurden als positiv (in Bezug auf ihre Fahigkeit,shwfer zu induzieren) gewertet, wenn die
transfizierten Zellen mehr als zehn Fortsatze debihatten, oder, falls weniger Fortsatze
vorhanden waren, ein Auslaufer mindestens doppeljrel3 war wie der Zelldurchmesser.
Bei der Auswertung wurden einzeln liegende Zellemdozugt, da bei Zellverbanden keine
klaren Aussagen uber die Anzahl und Lange der Afsidgemacht werden konnten. Die
Ergebnisse der statistischen Auswertungen wurdeMadtelwert +/- S.E.M. (Standardfehler
des Mittelwertes) dargestellt. Die Anzahl der uriigdigen Experimente betrug pro trans-
fiziertem Konstrukt mindestens 3 mit jeweils min@es 100 ausgewerteten Zellen.
Transfizierte Neurone wurden durch Farbung paftubulin-Antikdrper identifiziert Fur die
quantitative Auswertung wurden nur isolierte Newrdrerticksichtigt, aus deren Neuriten die
Auslaufer klar hervorgingen. Es wurden nur Ausléafie 3 um Lange gezahlt. Als Ergebniss
der statistischen Auswertungen wurde die AnzahlAdesiaufer pro 10 pm Neuritenlange als
Mittelwert +/- S.E.M. (Standardfehler des Mittelwes) dargestellt. Die Anzahl der
unabhangigen Experimente betrug pro transfiziertéonstrukt mindestens 3 mit jeweils

10 ausgewerteten Neuronen.
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3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Zelllyse

Konfluent mit Zellen bewachsene 35 mm Kulturschalemsfizierter bzw. untransfizierter
293HEK-Zellen wurden 2 Tage nach der Transfektionédzhst mit PBS gewaschen. Die
anschlieBende Lyse der Zellen erfolgte durch Aldsehader Zellen mit 200l Lysepuffer
und Inkubation auf Eis fir 30 Minuten. Mit Hilfe tanschiedlicher Kantlen der Gro3en 22G
bis 27G wurden die Lysate homogenisiert und zudeangdnomische DNA geschert. Die
entstandenen Homogenisate wurden anschlieBend ih@éNfas 1:1 mit SDS-Probenauftrags-
puffer versetzt und bei 95° C fur 5 Minuten hitzeakeiriert. Das Auftragen der Proben auf
ein SDS-Polyacrylamidgel erfolgte entweder direktAnschluss, oder die Proben wurden bis

zu einer Woche bei -20° C gelagert.

Gelelektrophorese

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelekthorese (SDS-PAGE) werden
Proteine elektrophoretisch in einem Polyacrylamiiggesprechend ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das anionische DetezgdNatriumdodecylsulfat (SDS)
denaturiert die Proteine und verleiht ihnen eingatige Ladung, deren Grél3e proportional
zum Molekulargewicht ist. Dadurch wird das Auftrennder Proteine in einem elektrischen
Feld nach ihrer GroRe ermdglicht. Glykosylierte tBiree wie Agrin weisen ein etwas
atypisches Laufmuster im Gel auf, da ihre Zuckées&etten kein SDS binden. Sie laufen
nicht in einer streng begrenzten Bande, sondermimem ,Schmier®. Volllangen-Agrin
erscheint beispielsweise als breite Bande im Blenein 400 bis 600 kDa.

Alle verwendeten SDS-Polyacrylamidgele bestanden einem 4 % igem Sammelgel und
einem Trenngel von variabler GroR3e (6 % - 16 % Blektrophorese erfolgte bei 70 bis
80V in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Sagndie mit 1x Elektrophoresepuffer
gefullt wurde. Mit Hilfe des Gro3enstandards ,P&yder™ Prestained Protein Ladder Plus*

(MBI Fermentas) konnte das Molekulargewicht degatrennten Proteine bestimmt werden.

Western-Blot

Der Western-Blot dient zum Nachweis bestimmter éinat mit jeweils spezifischen Anti-
korpern. Die Proteine wurden hierzu nach der gefiedphoretischen Auftrennung auf eine
Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran durch Anlegeginer elektrischen Spannung im

Nassblottverfahren (Peqlab, Erlangen) tibertragda. $romstarke und die Ubertragungs-
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dauer wurden abhangig von der GrofRe bzw. dem Mtaegewicht der zu transferierenden
Proteine gewahlt (200—360 mA; 1,5-4 Stunden). AhsBkend wurden unspezifische Protein-
bindestellen mit Hilfe von 4 % Magermilchpulver TTBST-Puffer bei einer 30 minttigen
Inkubationszeit abgesattigt. Die PVDF-Membranen deuar dann entweder tber Nacht bei
4° C oder zwei Stunden bei Raumtemperatur mit pem&ntikdrpern inkubiert.

Nach drei Waschschritten (jeweils 10 Minuten mit STB wurde fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur mit einem Spezies-spezifischen, a@eridttich-Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikérper inkubiert. Nach drei weiterensé¥schritten erfolgte die Detektion mit
Hilfe von Chemilumineszenz-Reagenzien (SuperSfyifdést Pico, Pierce) nach Vorschrift
des Herstellers und anschliel3ender Exposition ¥&@HMembran auf einem RoOntgenfilm.
Die Expositionsdauer betrug dabei abhangig vonrtensitat des Signals zwischen wenigen
Sekunden und etwa 5 Minuten. Anschliel3end wurdenFdime entwickelt, fixiert und nach
einem Waschschritt getrocknet.

Die Filme wurden eingescannt und die Protein-BandlEmsitometrisch ausgewertet
(Software: TINA 2.09, Raytest GmbH, Straubenhaidgutschland). Die Intensitat der

Konstrukt-Banden wurde jeweils auf die Aktin-Barmezogen.

3.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der gesamten Daten evard der Graph Pad Prism Software
Version 4.03 (Graph Pad Software, San Diego CA, Y&#ter Verwendung des einseitigen
t-Tests erstellt. Statistisch signifikante Untersda zwischen zwei Messreihen wurden mit
Sternchen versehen, die Irrtumswahrscheinlichkgitvurde folgendermassen definiert:

unter 5% (p < 0,05; *) = statistisch signifikant

unter 1% (p < 0,01, **) = statistisch hoch sigka#nt

unter 0,01% (p <0,001; ***) = statistisch extrergrsfikant
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4 Ergebnisse

4.1 Vorarbeiten

Die Multimerisierung von TM-Agrin durch Zugabe pklgnaler Antikrper oder die Uber-
expression mittels Transfektion induziert die Bidu dynamischer, filopodienartiger
Fortsatze auf Axonen und Dendriten von NeuronenZiNS oder PNS (McCroskery et al.,
2006; Annies et al.,, 2006). Dieser Effekt konntechaunach transienter Transfektion
verschiedener Zelllinien (COS-7, PC-12 und HEK 2083it der aus Huhn gewonnenen
cDNA von TM-Agrin beobachtet werden. Dabei zeigtehsauch, dass die Bindung von
TM-Agrin an die Zellmembran eine wichtige Voraugsety fur die Ausbildung der Fortsétze
ist. Denn die sekretierte Isoform NtA-Agrin, dielsivon TM-Agrin nur in der N-terminalen
Domane unterscheidet und ansonsten identisch gstpnicht in der Lage, Fortsatze zu
induzieren (W6ll, 2002) (Abb.)5

Im Rahmen der Diplomarbeit von René Ramseger (Raense2004) wurden einige
Deletionskonstrukte hergestellt, die im Rahmen atie&rbeit verwendet wurden. Hierbei
handelte es sich um die Konstrukte TM-AgaAiC, TMFD9 und intTM-GFP (schematische
Darstellung siehe_Abb.)6 Diese Konstrukte wurden in HEK293T-Zellen tramdi trans-
fiziert, die Zellen wurden fixiert und mit Agrin-Aikorpern und fluoreszenzmarkiertem
Phalloidin gefarbt. Dabei zeigte sich, dass die $tarkte TM-AgrinAIC und TMFD9 in der
Lage waren, die Reorganisation des Aktin-Zytoskelenhd die Ausbildung filopodienartiger
Fortsatze zu induzieren, das Konstrukt intTM-GF#&ogh nicht mehr (siehe Abb. far die
schematische Darstellung, Abbfii die quantitative Auswertung der transfizieriégllen).
Daraus folgt, dass die fur diesen Effekt verantliaré Region von TM-Agrin im Bereich der
N-terminalen Follistatin-Doméanen liegen muss (sigie. 6. Zu einem ahnlichen Ergebnis
kam auch die Forschungsgruppe um Mathew Daniels, die N-terminale Halfte des
extrazellularen Teils von TM-Agrin als verantwastie Region identifizierte (McCroskery et
al., 2006).
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Abb. 5: HEK 293T-Zellen nach Transfektion mit Agrin. HEK 293T-Zellen nach transienter
Transfektion mit TM-Agrin cDNA(A, C, E) und NtA-Agn cDNA(B, D, F). Nach 24 Stunden wurden
die Zellen mit anti-Agrin-Antikérper (A, B) bzw. Aka488-konjugiertem Phalloidin (C, D) gefarbt.
Wahrend die Expression von NtA-Agrin keinen Eindif die Morphologie der transfizierten Zellen
hat, fuhrt die TM-Agrin-Expression in transfiziant&@ellen zur Bildung zahlreicher filopodienartiger
Fortsétze, die bis in die Spitzen mit Aktin-Filartesm geflillt sind (E). Untransfizierte Zellen zeigen
den Effekt nicht (C, E, Zelle rechts unten). Ubgelaing sowie Bisbenzimid- (DAPI)-Farbung des
Zellkerns (blau, E, F) Skalierbalken in A 20pum.
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4.2 Lokalisierung der Fortsatz-induzierenden Region

4.2.1 Grobkartierung der Fortsatz-induzierenden Region

Um herauszufinden, welche Domane von TM-Agrin fig bhduktion der filopodienartigen
Fortsatze verantwortlich ist, wurden verschiedemdefionskonstrukte hergestellt (Abb). 6
Die cDNA dieser Konstrukte wurde in HEK 293T-Zell¢éransfiziert, 24 Stunden spéater
wurden die Zellen fixiert und mit dem TM-Agrin-Akbirper und fluoreszenzmarkiertem

Phalloidin gefarbt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Deletionskonstkte von TM-Agrin. Die verschiedenen
Doméanen der TM-Agrin-Deletionskonstrukte fir dieo@kartierung der Fortsatz-induzierenden
Region und anhédngende GFP-Tags sind angegeben.
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Die quantitative Auswertung (siehe Material und Meten Kap. 3.2.3) ergab, dass nach
Transfektion von TM-Agrin, TM-AgrimIC, TMFD9 und TMFD8 ca. 80-85 % der
transfizierten Zellen filopodienartige Fortsatzekildeten. Diese Fortsatze beruhten auf einer
Reorganisation des Zytoskeletts und enthielten m\kgienauso wie die in ZNS-Axonen
induzierten Fortsatze (Annies et al., 2006). Nacin$fektion mit NtA-Agrin wurden keine
Fortsatze ausgebildet, bei den Konstrukte intTM-GiRB TMFD6 waren weniger als 10 %
der transfizierten Zellen mit Fortséatzen versehrb( 7).

Da TMFDS8 Fortsatze induziert, wahrend TMFD6 dazthhin der Lage ist, folgt daraus, dass
die fur die Bildung der filopodienartigen Fortsazetwendige Region von TM-Agrin im

Bereich der 7. und 8. Follistatin-&hnlichen Dombkegen muss.

1

3

% Zellen mit Fortsatzen

Abb. 7: Grobkartierung der Fortsatz-induzierenden Region. Durchschnittliche Anzahl der
transfizierten Zellen mit ausgebildeten FortsatZeer Bereich der 7. und 8. Follistatin-&hnlichen
Domaéne ist notwendig fur die Bildung der Fortsat2er Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit
n=3.
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4.2.2 Einfluss der Glycosaminoglycan-Seitenketten auf diBildung der
Fortsatze
Die 8. Follistatin-Domane von TM-Agrin unterscheidgch von den Ubrigen Follistatin-
Doméanen. An ihrem N-Terminus befindet sich ein 15&lycin-Cluster, der als Bindungs-
stelle fur Glycosaminoglycan-(GAG) Seitenketten dient. Eine weitere Bindungsstelle
befindet sich in der ersten Serin-Threonin-reicRagion (Abb. 1. An die drei Serine 573,
576 und 578 lagern sich insgesamt zwei Hepararisséftienketten an (Winzen et al., 2003).
Um den Einfluss dieser Glycosaminoglycan-Seiteekettm N-Terminus der 8. Follistatin-
ahnlichen Doméane auf die Bildung der Fortsatze mtersuchen, wurden an diesen drei
Positionen Serin zu Alanin mutiert. Das Proteinsdge Konstruktes (TMFD&\GAG),
welches keine GAG-Seitenketten mehr binden kanmgdevnach Transfektion in HEK 293T-
Zellen exprimiert. Die Anzahl der Fortsatze tragamd@ellen reduzierte sich auf etwa 30 %
aller transfizierten Zellen (Abb.)8Dies deutet auf einen Einfluss der GAG-Seitetgketuf
die Bildung der filopodienartigen Fortséatze hin.
In Ubereinstimmung mit bereits veroffentlichen Da(®Vinzen et al., 2003; Baerwald-De La
Torre et al., 2004) fuhrte die Einzel- oder Doppetation der Serine 573 und 576 zu Alanin
zu keinem Verlust bei der Induzierung der Fortsg2aten nicht gezeigt), da alle Serine
funktionell gleichwertig sind und der Verlust voim @der zwei Serinen als Anlagerungsstelle
fur GAG-Seitenketten durch das verbleibende Sesmpensiert werden kann.
Die vollstandige Deletion der GAG-Seitenketten-Ay@aungsstelle hingegen fuhrte zu einer
Wiederherstellung der Fortsatz-induzierenden A#iivi (Konstrukte TMFD7-572 und
TMFD7-568, Abb. 8 Damit zeigt sich, dass Punktmutation der Serue, als GAG-
Seitenketten-Akzeptoren dienen, zu einem Verlustrdetsatz-induzierenden Aktivitat fuhrt,
die Deletion der gesamten Region aber nicht. EnkéEing ware, dass die Mutation der drei
Serine und der damit verbundene Verlust der Hepgattai-Seitenketten mdglicherweise zu
einer Anderung der dreidimensionalen Struktur desteths und dadurch zu einer
Reduzierung der Fortsatz-induzierenden Aktivitéurfii
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass efiardisulfat-Seitenketten fir die

Fortsatz-induzierende Aktivitdt von TM-Agrin entbkth sind.
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Abb. 8: Die GAG-Seitenketten sind nicht notwendig dr die Induzierung der Fortséatze. Die
Mutation der Serine 573, 576 und 578 zu Alanin brgin Konstrukt ohne GAG-Seitenketten
(TMFD8 AGAG). Die Expression in HEK293T-Zellen fuhrte zwnei deutlichen Reduktion der
Fortsatz-Induzierung auf nur noch ca. 30 % dersfraierten Zellen. Die vollstandige Deletion der
GAG-Seitenketten-Anlagerungstelle (Konstrukte TMFRY2 und TMFD7-568) hingegen fuhrt zu
einer Wiederherstellung der Fortsatz-induzierend&tivitat. Dies deutet auf einen vernachlassig-
baren Einfluss der GAG-Seitenketten auf diesen KEffein. Die Deletion zweier weiterer
Aminosauren (Glutaminsaure 568 und Cystein 567t féiln einem nahezu vollstandigen Verlust der
Fortsatz-Induzierung (Konstrukt TMFD7-566). Der leghalken entspricht +/- SEM mit n = 3.
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4.2.3 Einfluss der Disulfidbriicke C535-C567 auf den Fortatz-

induzierenden Effekt
Nachdem sich herausgestellt hatte, dass die HepdfataSeitenketten in der 8. Follistatin-
Domaéne keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzieeeAktivitdt von TM-Agrin haben, wurde
die 7. Follistatin-Domé&ne naher betrachtet. Nachdgoh nach Transfektion mit dem
Konstrukt TMFD7-568 Fortsatze bildeten, wurden i&cimsten Schritt zwei weitere Amino-
sauren deletiert (Konstrukt TMFD7-566). Dieses Kuorld wies nach Transfektion in
HEK 293T-Zellen einen vollstandigen Verlust der tBatz-induzierenden Aktivitat auf (Abb.
8). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass elew@lutaminsaure 568 oder Cystein 567
an der Fortsatz-induzierenden Aktivitat beteilgt i
Daraufhin wurde Cystein 567 mittels ortsspezifiscMutagenese (Strategene) zu Glycin
mutiert (Konstrukt TMFD8 C567G-GFP, Abb).Die Transfektion mit diesem Konstrukt

ergab einen fast vollstdndigen Verlust der Fortsadmzierenden Aktivitat. Somit wurde

gezeigt, dass das Cystein 567 in der 7. Follis@bmane fur diesen Effekt benétigt wird.
Ein C-terminal angehdngtes GFP-Tag diente zur Kdatrder korrekten Membran-
Orientierung (siehe Kap 4.3.). Das nichtmutiertent€oll-Konstrukt TMFD8-GFP zeigte eine
gleich starke Fortsatz-induzierende Aktivitat wielNangen-TM-Agrin (etwa 80 % der trans-
fizierten Zellen haben Fortsatze), der LeervektoGpP-N1 jedoch gar keine (nicht gezeigt).
Damit ist ausgeschlossen, dass das GFP-Tag selsh é€influss auf den fortsatz-
induzierenden Effekt hat.

Die Struktur der Follistatin-Domé&ne wurde beim Glgkotein BM-40 bereits mit Hilfe der
Rontgenstrukturanalyse ermittelt (Hohenester et1&97), und die Ergebnisse weisen auf
eine Disulfidbriicke zwischen den Cysteinen C567 @535 hin. Um die essentielle Rolle
dieser Disulfidbricke auf die Fortsatz-induzierendktivitat zu bestatigen, wurde im
nachsten Schritt das Cystein an Position 535 muti@nstrukt TMFD8 C535G-GFP). Die
Transfektion von 293HEK-Zellen mit diesem Konstr@tgab ebenfalls nur noch wenige
Zellen mit Fortsatzen, was auf eine wichtige Fumktiler Disulfidbricke C567-C535 bei der
Fortsatz-induzierenden Aktivitdt von TransmembragriA schlie3en lasst und das vorherige
Ergebnis bestatigt (Abb)9

Im Gegensatz dazu hatte die Mutation des zu C58tagen Cysteins in der 6. Follistatin-
Doméane (TMFD8 C470G-GFP) keinen Einfluss auf didulnierung der Fortsatze. Ebenso
fuhrte die Mutation der zwischen den beiden Cysteidiegenden potentiellen Glyko-

sylierungsstelle Asparagin 544 zu AsparaginsaukdHD8 N544D-GFP) zu keiner Abnahme
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der Fortsatz-induzierenden Aktivitat (Abb). Dies zeigt, dass diese beiden untersuchten
Bereiche von TM-Agrin keinen Einfluss auf den Etfalben.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dassluwl@h die Disulfidbriicke C535-C567
gebildete Proteinstruktur in der 7. Follistatin-itime Doméne flr die Fortsatz-induzierende

Aktivitat von Transmembran-Agrin von entscheidenBledeutung ist.

TMFD8-GFP %1|2‘3|4‘5‘678
S-S
535 544 567
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. G... S ) I - G ...
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Abb. 9: Die Unterbrechung der Disulfidbricke C535-G67 in der 7. Follistatin-dhnlichen
Domane hebt die Fortsatz-induzierende Aktivitat vonTM-Agrin auf. Die Cysteine C535 und
C567 wurden zu Glycin mutiert (TMFD8 C535G-GFP umtMFD8 C567G-GFP), was nach
Transfektion zu einem vollstandigen Verlust der t§@z-induzierenden Aktivitat von TM-Agrin
fuhrt. Die Mutation einer potentiellen Glykosyliegsstelle zwischen beiden Cysteinen
(TMFD8 N544D-GFP) und eines homologen Cysteins der Follistatin-ahnlichen Domaéane
(TMFD8 C470G-GFP) hat keinen Einfluss auf die Fatsnduzierende Aktivitat. Fehlerbalken
entspricht +/- SEM mit n = 3.
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4.2 .4 Uberexpression von TM-Agrin-Mutationskonstrukten in primaren
Neuronen

Um zu zeigen, dass dieselbe Region von TM-Agrirhdlc die filopodienartigen Fortsatze in

Neuronen verantwortlich ist, wurden tektale Neurans dem Hihnerembryo transfiziert. In

friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wbedeits gezeigt, dass diese Neurone

prinzipiell in der Lage sind, nach dem Clustern vivi-Agrin mittels polyklonaler Anti-

korper filopodienartige Auslaufer zu bilden (Annegsal., 2006). Sie eignen sich also gut fir

die Untersuchung der Fortsatz-induzierenden Akiivider verschiedenen TM-Agrin-

Konstrukte.
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Abb. 10: Transfektion der TM-Agrin-Mutationskonstru kte in Neurone bestatigt, dass die
Disulfidbriicke C535 — C567 die fur den Fortsatz-indzierenden Aktivitat verantwortliche
Region von TM-Agrin ist. Priméare tektale Neurone aus Huhn (E7) wurden mitFfDg-GFP (A),
TMFD8 C535G-GFP (B) und dem Leervektor pEGFP-N1 ¢k)o(C) transfiziert und nach 3 Tagen
fixiert und mit GFP-Antiserum gefarbt. TMFD8-GFRutisfizierte Neurone zeigen eine 2,5-fache
Erhéhung der Filopodienzahl im Bezug auf das migi&onstrukt bzw. die Kontrolle (p < 0,01) (D).
Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 3 (mit dusgewerteten Neuronen), Skalierung 20 um.
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Mit Hilfe der Nukleofectof-Methode von Amaxa (siehe Kap. 3.2.2) wurden préantaktale
Neurone des Huhnerembryos (isoliert am Embryonaltagmit cDNA der Konstrukte
TMFD8-GFP, TMFD8 C535G-GFP und als Kontrolle mitndd_eervektor pEGFP-N1
transfiziert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fikignd mit GFP-Antiserum sowie mit arfi-
Tubulin-Antikdrpern als Neuronmarker gefarbt. Diazahl der Fortsatze bezogen auf 10 um
Neuritenlange wurde bestimmt. Hierbei wurden dudas Konstrukt TMFD8-GFP etwa
2,5-mal so viele Fortsatze wie durch TMFD8 C535G”GbBzw. die Negativkontrolle
PEGFP-N1 induziert (Abb. 30

Somit konnte gezeigt werden, dass die Ergebnissedan Transfektionsexperimenten in
HEK 293T-Zellen auch auf primére tektale Neuronertibgbar sind.

4.2.5 Funktioneller Ersatz der 7. Follistatin-Doméane

Um die Spezifitdt des Fortsatz-induziereden Effekten TM-Agrin ndher zu untersuchen,
wurde die 7. Follistatin-Domé&ne durch andere Raltin-Domanen Agrins ersetzt. Dabei
zeigte sich, dass ein Ersatz der 7. Follistatin-Bioendurch die 1. bzw. 6. Follistatin-Doméne
keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Alidivhat. Das bedeutet, dass sich diese
Follistatin-Domanen so sehr dhneln, dass sie malteer Lage sind, filopodienartige Auslaufer
zu induzieren. Im Gegensatz dazu fuhrte ein EdatZ/. durch die 8. Follistatin-Domane zu
einer Abnahme der Fortsatzbildung auf etwa 20 %ramsfizierten HEK 293T-Zellen. Diese
Heterogenitat der verschiedenen Domanen liegt woldrster Linie an den Glycosamino-
glycan-Seitenketten am N-Terminus der 8. Follistafnlichen Domane, die die Fortsatz-
induzierende Aktivitat, moglicherweise aus sterestierinden, beeinflussen (Abb.)11

Des Weiteren wurde die Frage untersucht, ob detafdsder induzierenden Region zur
Plasmamembran Auswirkungen auf die Bildung der dabze hat. Hierzu wurde die
1. Follistatin-Doméane des TMFD8-GFP-Konstruktesetlett, was keinen Einfluss auf die
Aktivitat hatte. Eine Deletion der 1. und 2. Fdbin-Doméane fuhrte jedoch zu einem nahezu
vollstandigen Verlust der Fortsatz-induzierenderiiAiéat (Abb. 17). Dieses Ergebnis zeigt,
dass neben der Membranassoziierung von Agrin estinbmter Abstand der 7. Follistatin-

Doméne zur Membran wichtig fur die Bildung der fitmlienartigen Fortsatze ist.
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Abb. 11: Spezifitdt der Fortsatz-induzierenden Aktvitat der 7. Follistatin-ahnlichen Domaéne.
Ein Ersatz der 7. Follistatin-ahnlichen Doméane Hudie 1. bzw. 6. Follistatin-ahnliche Doméne hat
keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Afditlv Ersetzt man sie allerdings mit der
8. Follistatin-dhnlichen Doméane, so werden keinetdadze induziert. Aus technischen Grinden
wurde bei der Klonierung der Konstrukte eine Irnsar{N504) am C-Terminus der 6. Follistatin-
ahnlichen Doméane vorgenommen, was aber keinenussfiuf die Fortsatz-induzierende Aktivitat
hatte (vgl. TMFD6+FD7-8-GFP mit TMFD8-GFP). Der Adnsd der Fortsatz-induzierenden Region
von TM-Agrin zur Plasmamembran ist hingegen wiclitig den Effekt. Die Deletion der ersten
beiden Follistatin-dhnlichen Domanen fihrt zu einéenlust der Fortsatz-induzierenden Aktivitat.
Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 3.
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4.3 Integration der TM-Agrin-Konstrukte in die Zellmemb ran

Die fehlende Fortsatz-induzierende Aktivitat der -Pgrin-Mutationskonstrukte
TMFD8 C535G-GFP bzw. TMFD8 C567G-GFP konnte darawfiickzufuhren sein, dass
diese Proteine nicht in der richtigen Orientierunglie Plasmamembran integriert werden
oder schwacher exprimiert werden als das Fortsalzzierende Konstrukt TMFD8-GFP. Um
diese Mdglichkeit auszuschlie3en, wurde eine sagderd_ebendfarbung durchgefihrt.

Dazu wurden HEK 293T-Zellen 24 Stunden nach dem&fektion 2 Stunden lang mit
normalem DMEM-Kulturmedium inkubiert, dem anti-GRRtiserum zugefligt wurde.
Anschlie3end wurden die Zellen fixiert und unterhtipermeabilisierenden Bedingungen mit
einem sekundaren Alexa 594-Antikorper inkubierteddei wurde nur das extrazellulare
GFP-Tag rot angefarbt, die GFP-Eigenfluoreszenzherat im Fluoreszenzmikroskop bei
einer anderen Wellenlange im griinen Bereich undievaicht detektiert.

Es zeigte sich, dass die TM-Agrin-Mutationskonsteukhne Fortsatz-induzierende Aktivitat

ebenso stark wie Fortsatz-induzierende Konstrukpgimiert werden (siehe auch Kap. 4.4)

und auch in der richtigen Orientierung in die Plasmmbran integriert werden (Abb. 12)

Abb. 12: Integration der TM-Agrin-Mutationskonstruk te in die Plasmamembran Die cDNA der
Konstrukte TMFD8-GFP (A) und TMFD8 C535G-GFP (B)nde in HEK 293T-Zellen transfiziert.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen fir 2 Stundendarh normalen Kulturmedium versetzt, dem
anti-GFP-Antiserum zugeflgt wurde, anschlieBendefixund mit einem sekundaren Alexa 594-
Antikérper gefarbt. Beide Konstrukte wurden gleiéf$ig exprimiert (siehe auch Kap. 4.4) und in die
Plasmamembran eingebaut, auch wenn nur TMFD8-GFelerihage ist, Fortsatze zu induzieren (A).
Skalierbalken in A 20pum.
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4.4 Expression der TM-Agrin-Konstrukte

Die fehlende Fortsatz-induzierende Aktivitat eimigf@nstrukte kénnte darin begrindet sein,
dass das Protein nach der Transfektion geringenireiget und/oder wieder abgebaut wird.
Um dies auszuschlieRen, wurden gleich groRe Ansétre HEK 293T-Zellen mit den
verschiedenen Konstrukten transfiziert und nachSA@nden lysiert. Das homogenisierte
Zelllysat wurde mittels SDS-PAGE / Western Blot geifennt und analysiert (siehe
Kap. 3.2.4).
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Abb. 13: Gleiche Expressionsrate der TM-Agrin-Delebnskonstrukte. SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot von transfizierten HEX2Zelllysaten. Die Fortsatz-
induzierenden Konstrukte TMFD7-572 und TMFD7-568viendie Deletionskonstrukte ohne
Fortsatz-induzierende Aktivitdt TMFD7-566 und TMFD#gaben im Western Blot nach
Detektion mit TM-Agrin-Antiserum eine breite Bantiei etwa 75 kDa. Ein Zelllysat nach
Transfektion mit dem pcDNA4/TO-Vektor ergab keinanBe (Mock) Zur Quantifizierung
wurde Aktin (Bande bei 43 kDa) codetektiert. Die pEession wurde densitometrisch
quantifiziert und auf die Kontrolle bezogen (hell&alken). Alle Konstrukte wurden
gleichmaRig exprimiert. Fehlerbalken entsprichtSEM mit n = 5.

Zur Detektion der exprimierten Konstrukte wurders dati-TM-Agrin- sowie das anti-GFP-

Antiserum eingesetzt. Zur Uberprufung der gleichigéf Beladung wurde Aktin mit Hilfe
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von anti-Aktin-Antikérpern codetektiert. Die Quditierung erfolgte densitometrisch durch
Normalisierung der Intensitaten der TM-Agrin-Bandeauf die Aktin-Bande. Die
Expressionsrate des Fortsatz-induzierenden KorteBUKMFD7-572 wurde als Referenzwert
festgelegt und die Expressionsrate der andereeiReotierauf bezogen.

Hierbei zeigte sich, dass die Konstrukte TMFD7-58@ TMFD6, die keine Fortsatz-
induzierende Aktivitat aufweisen, ebenso stark emert werden wie die Fortsatz-
induzierenden Konstrukte TMFD7-572 und TMFD7-56®6A13.
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Abb. 14: Gleiche Expressionsrate bei TM-Agrin-Mutatonskonstrukten. SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot von transfizierten HE83T-Zelllysaten. Die TMFD8-GFP-
Mutationskonstrukte zeigten im Western Blot nachteR&on mit GFP-Antiserum eine breite
Einzelbande bzw. eine Doppelbande im Bereich vo0-1135 kDa, TMFD6-GFP von etwa
100 kDa. Aktin (Bande bei 43 kDa) wurde zur Quazifung codetektiert. Die Expression wurde
densitometrisch quantifiziert und auf die KontrollMFD8-GFP bezogen (heller Balken). Nur die
beiden Fortsatz-induzierenden MutationskonstrukiéfFD8 N544D-GFP und TMFD8 C470G-
GFP wurden signifikant geringer exprimiert (~ 25 pog< 0,05) als die Kontrolle TMFD8-GFP.
Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 5.
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Im Gegensatz zu den TM-Agrin-Deletionskonstrukténl. 13 zeigt die Expression der
TMFD8-GFP-Mutationskonstrukte im Western Blot mebreerschiedene Banden. In die
Auswertung einbezogen wurden hierbei entweder leiage Einzelbande bzw. eine Doppel-
bande im Bereich von 120-130 kDa (beim KonstruktFDD8-GFP die Einzelbande bei etwa
100 kDa). Eine madgliche Erklarung fir die Doppeldbam konnten Unterschiede in der
Glykosylierung sein. Die Bande oberhalb von 200 kd@atet auf Dimerisierung hin und
wurde bei der Auswertung nicht berlcksichtigt. We den TM-Agrin-Deletionskonstrukten
wurden die Intensitaten der Banden der TM-Agrin-Mianskonstrukte auf die Aktin-Bande
normalisiert. Die Expressionsrate des Fortsatzaieanden Konstruktes TMFD8-GFP
wurde als 100% gesetzt und die Expressionsratarakaren Proteine hierauf bezogen.
Hierbei zeigte sich, dass die nicht-Fortsatz-indteniden Konstrukte TMFD8 C535G-GFP
und TMFD8 C567G-GFP ebenso stark exprimiert wurdén die Kontrolle TMFD8-GFP,
wohingegen die Konstrukte TMFD8 N544D-GFP (76 % %Bund TMFD8 C470G-GFP
(77 % = 7 %) signifikant schwacher exprimiert wurdg < 0,05, Abb. 14 Allerdings sind
diese beiden Konstrukte in der Lage, Fortsatze rmuzieren (Abb. 9) Die geringere
Expression hat darauf keinen signifikanten Einfluss

Die fehlende Fortsatz-induzierende Aktivitat der nkoukte TMFD8 C535G-GFP und
TMFD8 C567G-GFP kann somit nicht auf eine geringexeression zurtckgefihrt werden.
Der Austausch der 7. Follistatin-Ahnlichen Domanie anderen Follistatin-Doméanen von
TM-Agrin hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Eegsionsrate der Proteine (Abb).1Auch
das Konstrukt TMFD6+FD8-GFP, dessen Fortsatz-iretende Aktivitat stark vermindert ist
(siehe_Abb. 1), wird ebenso stark exprimiert wie die Positivkolle TMFD8-GFP bzw. wie
das Konstrukt TMFD6-GFP, welches nicht in der LajeFortsatze zu induzieren.

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der WastBlots zeigen somit, dass die
Expressionsrate der Konstrukte, die keine Fortsatuzierende Aktivitat aufweisen, ebenso
hoch ist wie die der Konstrukte mit Fortsatz-induender Aktivitat. Die etwas geringere
Expression der Konstrukte TMFD8 N544D-GFP und TMFDB870G-GFP hat keinen
Einfluss auf ihre Fahigkeit, filopodienartige Féitse zu induzieren.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dessVerlust der Fortsatzbildung
ursachlich auf die Mutationen zurtckzufiihren istl unicht auf einer geringeren Protein-
syntheserate, einer erhdhten proteolytische Abbauwrder auf eine fehlende Expression der

Proteine auf der Zelloberflache beruht.
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Abb. 15: Gleiche Expressionsrate nach Austausch dét. Follistatin-ahnlichen Doméne.SDS-
PAGE mit anschlieendem Western Blot von transtizgie HEK 293T-Zelllysaten. Die TMFD8-
GFP-Mutationskonstrukte zeigten im Western Blot mabetektion mit GFP-Antiserum
Doppelbanden im Bereich von 110-135 kDa, TMFD6-Gdfe Einzelbande bei etwa 105 kDa.
Aktin (Bande bei 43 kDa) wurde zur Quantifizierurmpdetektiert. Die Expression wurde
densitometrisch quantifiziert und auf die Kontrolkezogen (heller Balken). Alle Konstrukte
wurden gleichmafig exprimiert. Fehlerbalken entsyri/- SEM mit n = 3.
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5 Diskussion

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation v&rden Bereich von Agrin zu identifizieren

und zu charakterisieren, der fur die Bildung deEpibdienartigen Fortsatze verantwortlich ist.
Mit Hilfe verschiedener Deletions- und Mutationskbmkte wurde gezeigt, dass der Bereich
zwischen den Cysteinen C535 und C567 der 7. FailisBhnlichen Domane von Agrin

wichtig fur die Bildung filopodienartiger Auslaufest. Aufgrund der grof3en Sequenz-
homologie der verschiedenen Follistatin-ahnlichem@nen Agrins hat ein Austausch dieser
7. Follistatin-Doméane mit einer anderen Agrin-Fsilitin-Doméane keine Verminderung der
Auslauferanzahl zur Folge. Die Bildung der Auslawennte mittels Uberexpression sowohl

in Neuronen als auch in nicht-neuronalen Zellemanert werden.

5.1 TM-Agrin Mutationskonstrukte werden gleichmalfig
exprimiert und in die Zellmembran integriert

Die unterschiedliche Induzierung von filopodiengetn Fortsdtzen durch verschiedene
Mutationen und Deletionen an TM-Agrin konnte dadurerklart werden, dass die
verschiedenen Mutationskonstrukte unterschiedlitdrksexprimiert oder unterschiedlich
effizient in die Zellmembran eingebaut werden. Batbau in die Zellmembran ist essentiell
fur die Bildung der Fortsatze, da die sekretiertd-isoform, die sich nur im N-terminalen
Bereich und der damit verbundenen MembraneinbindkamgTM-Agrin unterscheidet, nicht
in der Lage ist, die filopodienartigen Fortsatzearmuzieren.

So genannte ,Lebendfarbungen”, bei denen der Hiktaper vor der Fixierung und
Permeabilisierung der transfizierten 293HEK-Zellengegeben wird, zeigten, dass die
untersuchten Konstrukte TMFD8-GFP und TMFD8 C535ERGeide in die Zellmembran
integriert werden (Abb. )2 TMFD8-GFP ist in der Lage, Fortsatze zu induaerdas
Mutationskonstrukt TMFD8 C535G-GFP ist dazu jedoatht fahig. Die unterschiedliche
fortsatzinduzierende Aktivitat kann also nicht meiher unterschiedlichen Effizienz beim
Transport auf die Zelloberflache erklart werden.

Alle untersuchten TM-Agrin-Mutations- und Deletidosistrukte wurden mit vergleichbarer
Proteinsyntheserate nach Transfektion in 293HEKedekxprimiert (Kap. 4.4). Einzige
Ausnahmen bildeten die Mutationskonstrukte TMFD84#B-GFP und TMFD8 C470G-
GFP, deren Expression um etwa 25 % verringert @as hatte aber keinerlei Einfluss auf

ihre Fahigkeit, Fortsatze zu induzieren.
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Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass m=nkeesentlichen Unterschied in der
Expressionsrate bzw. beim Einbau der Proteine & Zkllmembran zwischen Fortsatz-
induzierenden und nicht-induzierenden Konstruktdpot. gDer Verlust der induzierenden

Aktivitdt beruht ursachlich auf den Mutationen undht auf sekundaren Effekten.

5.2 Die Funktion von TM-Agrin wahrend der frihen ZNS-
Entwicklung

Um die vorliegenden Ergebnisse besser diskutietektnnen, soll zunachst die Rolle von
Agrin bei der ZNS-Entwicklung dargestellt werden.

Agrin kommt in Neuronen des ZNS uberwiegend inzéimembrangebundenen Isoform vor
(TM-Agrin) (Burgess et al., 2000; Neumann et alQ2), wohingegen die langere NtA-Form
sekretiert wird und an der Basalmembran an Lam{bienzer et al., 1995; Denzer et al.,
1997) und Dystroglycan (Gesemann et al., 1996; Gaelp et al., 1996; Otoole et al., 1996)
bindet. Im Gegensatz zu NtA-Agrin, dessen Funktaon der neuromuskularen Endplatte
bereits gut charakterisiert wurde, ist die RollenvdM-Agrin im Zentralnervensystem
weitgehend ungeklart.

Die Transmembran-lsoform von Agrin wird in Neuronerprimiert und findet sich auf
Axonen und Dendriten angereichert. Die maximale rEggionsrate von Agrin im ZNS
wahrend des axonalen Wachstums und der BildungSymapsen sowie seine anschlielende
Herunterregulierung, lasst auf eine Rolle von Agvithrend des Neuritenwachstums und der
Synaptogenese schlieRen (siehe Review Kroger uhdo&er, 2002; Kroger und Pfister,
2009). Jedoch zeigt sich bei kultivierten hippocalep und corticalen Neuronen aus
Agrin " -Mausen bei Neuritenwachstum und SynapsenstritkinrUnterschied zum Wildtyp
(Li et al., 1999; Serpinskaya et al., 1999). Einkl&ung fur diesen Befund sind mdgliche
kompensatorische Mechanismen wahrend der frihemoNalentwicklung. Denn die akute
Inhibierung der Agrin-Expression mittels Verwenduran antisense-Oligonukleotiden bzw.
die Blockierung der Funktion von Agrin mittels Akirperprainkubation fuhrin-vitro zu
einer Reduzierung der axonalen Verzweigungen sdefeAnzahl der gebildeten Synapsen.
Die Lange der Axone bleibt davon jedoch unbeeistiEerreira, 1999; Bose et al., 2000).
Die Zugabe von rekombinantem Agrin auf kultivienippocampale Neurone hingegen fuhrt
zu einem verminderten Axonwachstum, jedoch aucteimner starkeren Verzweigung. Im
Gegensatz dazu fuhrt die Behandlung mit antisengg@kleotiden zu langeren und

unverzweigten Axonen (Mantych und Ferreira, 20@iese Befunde, sowie die Induktion
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filopodienartiger Fortséatze durch Zugabe von argiA Antikorpern auf TM-Agrin
exprimierende Neurone (Annies et al., 2006) odere- die in dieser Arbeit gezeigt - durch
Uberexpression nach Transfektion, filhren zu demuSshdass Agrin eine Funktion bei der
neuronalen Entwicklung haben kénnte.

Die hohe Expression von Agrin in der ventrikularBane wahrend der frihen Cortex-
Entwicklung deutet auf eine mogliche Rolle Agrinsiheend der Zellproliferation und
Migration hin (Stone und Nikolics, 1995; Cohen ket 8997b). Eine Reihe von Wachstums-
faktoren finden sich ebenfalls in der ventrikula®mme wahrend dieser Entwicklungsphase,
wie beispielsweise Activin und andere Vertreter d&fF-Familie (Cameron et al., 1998).
Die Regulation dieser Wachstumsfaktoren erfolgt Hilfe von Antagonisten, und der
natirliche Antagonist von Activin ist Follistatiie Follistatin-ahnlichen Domanen am N-
Terminus von Agrin kénnten ein Hinweis daraf selass Agrin eine Rolle bei der Regulation
von Activin oder anderen TGFWachstumsfaktoren spielt. Jedoch unterscheidem die
Bereiche von Follistatin, die verantwortlich fied8indung und Neutralisierung von Activin
sind, stark von den Follistatin-ahnlichen-Domanemn yAgrin, sodass eine Wechselwirkung

zwischen Agrin und Activin unwahrscheinlich istd&i et al., 2001).

5.3 Follistatin-Domanen

Das sekretierte Protein Follistatin reguliert zelkd gewebespezifisch mehrere Signaluber-
tragungswege mittels Inaktivierung von TER/achstumsfaktoren (de Winter et al., 1996;
Phillips und de Kretser, 1998) und spielt eine wgd Rolle bei Zellwachstum und
Differenzierung (Tashiro et al., 1991; Hemmati-Brlou et al., 1994; lemura et al., 1998).
So weisen Follistatin-defiziente-Mause, die in &&gel wenige Stunden nach der Geburt
aufgrund von Atmungsversagen sterben, multiplekalnd Hautabnormitaten auf (Matzuk
et al., 1995).

Die Entdeckung Follistatins ging mit der Beobacktwrinher, dass es der Sekretion des
Follikel-Stimulierenden Hormons (FSH), die durchtin induziert wird, entgegenwirkt
(Esch et al., 1987; Robertson et al., 1987). Disenmung beruht auf der hohen Bindungs-
affinitdt von Follistatin an Activin (Nakamura et.,a1990) und die dadurch verhinderte
Bindung von Activin an seinen Rezeptor (Thompsoalgt2005). Die Interaktion zwischen
Follistatin und Activin wird durch Heparin potendgi€Sumitomo et al., 1995).

Alternatives Splei3en fuhrt zu drei Follistatinfisionen (FS-288, FS-303 und FS-315), die

sich in ihrer Bindungsfahigkeit bezuglich Heparidsutlich unterscheiden. Die kirzeste
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Isoform mit 288 Aminosauren hat die hochste Afihizu Heparin, die langste Isoform mit
315 Aminosauren ist aufgrund eines sauren, Glutsdwire-reichen C-Terminus nicht mehr in
der Lage, Heparin zu binden (Sugino et al., 1988. Bindungsstelle fir Heparin befindet
sich in der stark basischen Region der EGF-ahmidbetereinheit (siehe Abb. 17n der
ersten von drei Follistatin-Domanen (Inouye et 34992; Innis und Hyvonen, 2003). Auch
Agrin bindet an Heparin, jedoch ist hierbei die @ingsstelle an der Laminin G2-Doméane
und nicht an einer der Follistatin-Domanen lokalisi

Follistatin besteht aus 3 homologen Follistatin-Zmen von 73 bis 75 Aminosauren Lange,
denen ein 63 Aminosauren grof3es N-terminales Segwoegelagert ist, das keine bekannte
Sequenzhomologie aufweist (Shimasaki et al., 198@ses N-terminale Segment sowie die
beiden ersten Follistatin-Doméanen sind fur die Bimglan Activin und die damit verbundene
Inaktivierung notwendig (Sidis et al., 2001; Keutmaet al., 2004).

Kristallstrukturanalysen der Follistatin-Domane \@WAARC/BM-40 (Hohenester et al., 1997)
und der ersten FS-Domane von Follistatin selbstigland Hyvonen, 2003) zeigen, dass die
fur Follistatin-Domanen charakteristischen 10 Cysteausschliel3lich innerhalb der Doméne
Disulfidbriicken bilden und Follistatin-Doméanen sbmwitonome Einheiten darstellen (siehe
Abb. 16. Diese lassen sich aufgrund der Position der Iakuticken (Verknipfung der
Cysteine 1-3, 2-4 sowie 5-9, 6-8, 7-10) grob in izegparate strukturelle Untereinheiten
einteilen, die kaum miteinander interagieren (Haster et al., 1997; Innis und Hyvonen,
2003). Die N-terminale Untereinheit ist durch eisiark verdrehte-Haarnadel-Struktur
charakterisiertfl undp2) und wird aufgrund ihrer Sequenzhomologie austE&F-ahnliche
Untereinheit bezeichnet (Hohenester et al., 199®.C-terminale Untereinheit besteht aus
einera-Helix (al), an die sich drei kurze, antiparallel ausgeetdt-Faltblattstrukturenfi3,

B4 undp5) anschlielRen_(Abb. J§Hohenester et al., 1997; Innis und Hyvonen, 2008
Sequenz &ahnelt Protease-Inhibitoren der Kazal-kanuihd wird daher auch als Kazal-
ahnliche Untereinheit bezeichnet (Hohenester g1897).

Follistatin-Domanen wurden neben Agrin (Rupp et #091) auch bei weiteren extrazellu-
laren Matrixproteinen gefunden wie z.B. bei Ostédiné BM-40 (Murphy-Ullrich et al.,
1995), den Komplement-Proteinen C6 und C7 (Ullmad Berkins, 1997) und Tomoregulin
(Uchida et al., 1999). Sequenzvergleiche zeiger bohe, speziesubergreifende Homologie
(siehe auch Abb. 37 die spezifischen Liganden dieser Follistatin-Cman sind allerdings
bisher nicht identifiziert worden. Aufgrund der ardgchiedlichen Proteine, in denen
Follistatin-Doméanen vorkommen, sind weitere Funk&io und Bindungspartner fur

Follistatin-Domanen wahrscheinlich.
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Abb. 16: Darstellung der Follistatin-Domane 1 (Fsl)aus Follistatin (Huhn) und seiner
sekundaren Strukturelemente (aus (Innis und Hyvonen2003) modifiziert). Die Disulfidbriicken
(gelb) sind nummeriert. Alle Disulfidbricken sowd&e wesentlichen Strukturelemente sind auch in
den Follistatin-Doméanen von TM-Agrin (Huhn) vorhand
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5.4 Die siebte Follistain-Domé&ne von TM-Agrin ist flr de
Bildung der Fortsatze verantwortlich

Die Identifikation der membranstandigen Isoform Varin fiihrte zu der Hypothese, dass es
sich bei TM-Agrin um einen Rezeptor mit signaltdumserenden Eigenschaften handeln
konnte. Rezeptoren mit einer einzelnen Transmendoraane, wie sie auch bei TM-Agrin
vorkommt, konnen in der Regel durch einen Liganderdtimerisiert und dadurch aktiviert
werden (Heldin, 1995; Weiss und Schlessinger, 1998j physiologische Ligand von TM-
Agrin ist bis dato noch unbekannt, jedoch kann Migtimerisierung auch durch Kreuz-
vernetzung mittels polyklonaler Antikorper erfolg@mnies et al., 2006). Des Weiteren kann
es durch Uberexpression nach einer TransfektionAziomultimerisierung von TM-Agrin
kommen. Beide Wege fuhren Uber eine SignalkaskadeReorganisation des Zytoskeletts
und zur Ausbildung filopodienartiger Fortsatze (Rager et al., 2009). Die Aktivierung einer
intrazellularen Sigalkaskade ist konsistent mieeiRezeptorfunktion von TM-Agrin.

Ziel dieser Arbeit war es, den Bereich von Agrinidentifizieren, der fur die Induzierung der
filopienartigen Fortsatze verantwortlich ist. Voandbeiden Isoformen, NtA-Agrin und TM-
Agrin, ist trotz ihrer groBen Ubereinstimmung inr de@minosauresequenz nur die letzt-
genannte in der Lage, diese Fortsatze zu induziéréndie Bildung der Fortsatze ist die
Verankerung von Agrin in der Membran somit unbeter@orderlich, was fur die Theorie der
Signaltbertragung durch einen Rezeptor TM-Agrincépr

Die Verankerung erfolgt durch eine einzelne, 23 AssAuren langex-helikale Trans-
membran-Doméne. Transfektionsexperimente mit TMuA@reletions- und Mutations-
konstrukten zeigten, dass die 34 Aminosauren gidfezellulare Doméane von TM-Agrin fur
die Induzierung der Fortsétze entbehrlich ist (Reges, 2004; McCroskery et al., 2006).
Ebenso kann die G3-Domane am C-Terminus, die fér slinaptogene Wirkung von
NtA-Agrin an der neuromuskularen Endplatte veramtiobh ist (Gesemann et al., 1995),
ohne Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivitéletiert werden.

Weitere Deletionen am etwa 1900 Aminosauren umifatese extrazellularen Teil von TM-
Agrin zeigten, dass die 7. Follistatin-Doméne emesend flr die Fortsatzbildung ist, ins-
besondere der Bereich zwischen den beiden CysteG&8b und C567, die die letzte
Disulfidbriicke der 7. Follistatin-Doméane bilden. tdtionen an diesen beiden Positionen
(Mutationskonstrukte TMFD8 C535G-GFP und TMFD8 CG6GFP, Abb. 9 fihren zu
einem vollstandigen Verlust der Fortsatz-induziden Aktivitdt von TM-Agrin. Die
Disulfidbriicke verbindet die 33-Faltblattstruktur mit dem C-Terminus der Doméanee S

umschliel3t eine Doméanen-Schleife, die noch zwetesep-Faltblattstrukturenff4 undp5)
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sowie einea-Helix beinhaltet (Abb. 16 Eine Unterbrechung dieser Disulfidbricke flhut z
einer starken Veranderung der raumlichen Struktneirhalb der Follistatin-Doméane, sodass
wahrscheinlich die Di- bzw. Multimerisierung odee @indung eines Liganden an TM-Agrin
verhindert wird.

Zur genaueren Lokalisierung wurden in unserer Asgeiippe weitere Aminosauren im
Bereich der 5. Disulfidbriickenbindung innerhalb @efFollistatin-Domane mutiert. Jedoch
hatte weder die Mutation der Cysteine an Posited zw. 546 zu Alanin, oder Prolin 530 zu
Alanin noch die Doppelmutation der Glutamin-Seitettdn 555 und 556 zu Glutaminsaure
eine Reduzierung der Fortsatzbildung zur Folgeig&el 2008; Porten et al., 2010). Dies
spricht fir eine hohe strukturelle Stabilitat deflistatin-Domane. Im Gegensatz dazu fihrte
die Mutation von Aspartat 538 zu Glycin in einemopeBereich zwischen der 3. und #.
Faltblattstruktur (Abb. 16 zu einem vollstandigen Verlust der Fortsatz-indrenden
Aktivitat. Die Unterbrechung des Loops durch Muatides benachbarten Glycins 539 zu
Prolin, fuhrte ebenfalls zu einer Reduktion dert&atzbildung (Seliger, 2008; Porten et al.,
2010). Somit ist die Integritat der Kazal-ahnlichentereinheit der 7. Follistain-Domane,
insbesondere der Loop-Bereich zwischen der 3. ufidFaltblattstruktur, fir die Induzierung

der filopodienartigen Fortsatze verantwortlich.

AgrFD7 (503) [CG-------- TTVCSFGSTCVGG-——————————~— QCVHCPR---CEQ--QPLAQVCGTDGLTYDNRCELRAASCQOOKS ————— TEVARMGPC| (567!
AgrFD1 (72) |CR-------- GMLCGFGAVCERSPTDPS----QASCV[-CKKTA-CP---VVVAPVCGSDYSTYSNECELEKAQCNQORR--—-~~ IKVISKGPC| (144,
AgrFD6 (438) |CG-----—---- KCQFGAICEAETG------—-— RCVHCP-TE-CV---PSSQPVCGTDGNTYGSECELHVRACTQQOKN-—---- ILVAAQGDC| (502,
AgrFD8 (570) |CGSGGSGSGDGSECEQDR-CRHYGGWWDEDAEDDRCV-CDFT--CLA--VPRSPVCGSDDVTYANECELKKTRCEKRQN--—--~- YVTSOGAC| (652,
Fsl (94) [CEN----—---= VDCGPGKKCKMNKKNKP-----— RCV-CAPD--CSNI-TWKGPVCGLDGKTYRNECALLKARCKEQPE----- EVQYOGKC| (163,
Fs2 (167) [CR-—------- DVLCPGSSTCVVDQTNN------. AYCV[IICNRI--CPEPTSPEQYLCGNDGITYASACHLRKATCLLGRS----- IGLAYEGKC| (238
Fs3 (238) [CED-------- IQCSAGKKCLWDFKVGR----- GRCALCDEL--CPES-KSDEAVCASDNTTYPSECAMKEAACSMGVL--—--- EVKHSGSC| (315,
BM-40 (67) [CON---—-—--—-—- HHCKHGKVCEVDDNNSP------ MCVIHCQDPSSCPAHSGVFEKVCGTDNKTYDSSCHFFATKCTLEGTKKGHKLHLDYIGPC| (144,
EGF-ahnliche Untereinheit Kazal-ahnliche Untereinheit

Abb. 17: Vergleich der Proteinsequenz der Follistatin-Donmade 6, 7 und 8 aus TM-Agrin, der

Follistatin-Doméanen 1 bis 3 aus Follistatin, sower Follistatin-&hnlichen Doméane aus BM-40 (alle
aus Huhn). Identische Aminoséauren sind rot, konegerAminosauren blau bzw. grin markiert. Alle
Cysteine sind konserviert.

Bemerkenswert ist zudem die Tatsache, dass die dg@ure Aspartat 538 hochkonserviert ist
und bei allen Follistatin-dhnlichen Doméanen von iAgrorkommt (Abb. 17. Der Austausch
der 7. Follistatin-Domane zeigt, dass die Induzgruder Fortsatze auch durch andere
Follistatin-Doméanen Agrins hervorgerufen werdenrkésbb. 1.

Die Follistatin-Domanen 1, 6, 7 und 8 der insgesaeiin Follistatin-Domanen von TM-
Agrin zeigen neben Aspartat 538 insgesamt eine Belgeienzhomologie, insbesondere in der
Kazal-&dhnlichen Untereinheit der Doméne (Abb.).1Die N-terminale EGF-ahnliche
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Untereinheit weist hingegen eine deutlich geringgeguenzhomologie auf, insbesondere bei
der 8. Follistatin-&hnliche Domane. Hier befindethsein Serin-Glycin-Cluster, der eine
Bindungsstelle fur Glycosaminoglycan-Seitenkettaarstéllt (Winzen et al., 2003). Der
sterische Einfluss dieser Heparansulfat-Seitenketteren Lange bis zu 40 nm betragen kann
(Denzer et al., 1998) oder die negative Ladungldudlie Sulfatierung der Glucosaminreste
konnte der Grund dafiur sein, dass bei dem KonstilMFD6+FD8-GFP die Bildung
filopodienartiger Fortsatze stark vermindert isbpA1J).

Da die Deletion der 1. und 2. Follistatin-Doméaneeei vollstéandigen Verlust der Fortsatz-
induzierenden Aktivitat zur Folge hat, scheint &@stimmter Abstand des induzierenden
Bereichs der 7. Follistatin-Doméane zur Zellmembwaohtig zu sein. Dieser Abstand wird
durch das repetitive Vorkommen der Follistatin-Dowd reguliert. Die Kristall-
strukturanalyse des Follistatin-Domanenpaares indBMergibt eine Lange von etwa 7 nm,
also ca. 35 mm pro Follistatin-Doméane (Hohenester al., 1997). Durch
Rotationsbedampfung zeigt sich die langgestreclddeRartige Struktur der Follistatin-
Doméanen in Agrin (Denzer et al., 1998). Dies laasf einen Abstand des Fortsatz-
induzierenden Bereichs der 7. Follistatin-Doméne Zellmembran von etwa 24 nm bei
gerader und nicht geknickter Struktur der FollistRlomanenkette schlielen. Beim
Konstrukt TMFD2-8-GFP ist dieser Abstand zur Zelinfgan nach Deletion der
1. Follistain-Doméane auf ca. 21 nm verkirzt, jede@rden nach wie vor Fortsatze induziert.
Eine weitere Verkirzung der Follistatin-Domanenkettif etwa 17 nm (Konstrukt TMFD3-8-
GFP) fuhrt jedoch zum fast vollstandigen Verlust figtsatzinduzierenden Aktivitat (Abb.
11). Eine mdgliche Erklarung hierfur ist ein stehier Einfluss auf einen potentiellen
Liganden durch die Annaherung der Bindungsstelieerinalb der 7. Follistatin-Doméane an

die Zellmembran, sodass die Fortsatze nicht metuziert werden kdnnen.
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5.5 Die Induktion filopodienartiger Fortsatze durch TM- Agrin
erfolgt Uber eine Signalkaskade

Die Entdeckung der Transmembran-lsoform des Proteags Agrin fuhrte zu der Hypo-
these, dass TM-Agrin ein Rezeptor oder Co-Rezeptut signaltransduzierenden
Eigenschaften sein kénnte. Die Beobachtung, da&sBitlung der filopodienartigen Fortsatze
mittels Antikorper-Induktion die Folge einer Reangsation des Aktin-Zytoskeletts darstellt,
unterstitzt diese Hypothese (Annies et al., 2006).

Wie koénnte diese Signalkaskade genau ablaufen?rdicteungen unserer Arbeitsgruppe
zeigten als einen der ersten Schritte nach dervigkting durch Zugabe polyklonaler
Antikorper die Relokalisation von TM-Agrin in glykphingolipid- und cholesterolreiche
Mikrodomé&nen der Plasmamembran, sogenannte ,lgdtd“r(Ramseger et al., 2009). Lipid
rafts sind weitverbreitet und wurden, neben viegladeren Zelltypen, auch in hippocampalen
und cortikalen Neuronen detektiert (Hering et 2003; Butchbach et al., 2004; Ko et al.,
2005). Diese Verschiebung innerhalb der Zellmembsarein weitverbreiteter Initiations-
schritt bei vielen Signaltransduktionswegen (Simang Toomre, 2000).

In den lipid rafts finden sich auch einige Proteidie bei Signalkaskaden eine wichtige Rolle
spielen, wie beispielsweise GPIl-verankerte ProteiReoteine, die Uber einen an Glykosyl-
phosphatidylinositol gekoppelten Lipidrest in déagthamemban verankert sind - (Hooper,
1999; Tansey et al., 2000) sowie Kinasen der SrmoHiea(Resh, 1998). Ein Mitglied dieser
Src-Kinasen, namlich Fyn, wurde als weiteres Gliedder Signalkette identifiziert. Die
Zugabe von polyklonalen Antikérpern und die damirbundenen Aggregation von
TM-Agrin sowie die Relokalisation in lipd rafts fidn zur Phosphorylierung von Fyn. Ein
weiteres Protein, die 44/42 MAP-Kinase, wird hierbebenfalls phosphoryliert. Die
chemische Inhibierung der Phosphorylierung dieseiddn Proteine resultiert in einer
signifikanten Abnahme der durch TM-Agrin induziertélopodienartigen Auslaufer. Die
Hemmung von Fyn zeigt auch, dass phosphorylieryasnétwendig fur die Aktivierung von
44/42 MAPK ist, diese also wohl direkt oder indirelon Fyn downstream in der Signal-
kaskade phosphoryliert wird (Ramseger et al., 2009)

Die Tatsache, dass die intrazellulare Domane vorA¥in keinen Einfluss auf die Bildung
filopodienartiger Auslaufer hat (Ramseger, 2004;Qvicskery et al., 2006), fuhrt zu dem
Schluss, dass TM-Agrin nicht als direkter Rezepter der Phosphorylierung von Fyn
fungiert, sondern vielmehr als Co-Rezeptor, der dein eigentlichen Rezeptorprotein
interagiert. Ein Beispiel fur Heparansulfat-Protgogne mit Corezeptorfunktion sind die

Syndecane. Zusammen mit Mitgliedern der Integriotétnfamilie bilden sie adhasive

-64 -



DISKUSSION

Rezeptor-Signalkomplexe, die unter anderem beiAd@rdnung des Zytoskeletts und der
Zellmorphologie eine wichtig Rolle spielen (Couchmet al., 2001; Woods und Couchman,
2001; Thodeti et al., 2003). So reguliert Syndetam Brustkarzinomzellen die Aktivitéat von
a3 Integrin, was fir die Ausbreitung der Tumorzellem grofRer Bedeutung ist (McQuade
und Rapraeger, 2003; Beauvais und Rapraeger, 2B8&8uvais et al., 2004). Ahnliche
Mechanismen finden sich fur die Signalibertraguog Byndecan 1 mit,fs Integrin in
Mause-Fibroblasten. Es wurde nachgewiesen, dassné@rSignallibertragung, analog zu TM-
Agrin, der extrazellulare Teil von Syndacan 1 esisndie intrazellulare Doméne jedoch
nicht notwendig ist (McQuade et al.,, 2006). Analeg den Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe an TM-Agrin (Annies et al., 2006) deirdie Signalkaskade durch Syndecan 1-
spezifische Antikorper induziert, was ebenfalls eimem Umbau des Zytoskeletts und zur
Ausbildung von filopodienartigen Ausléaufern fiihBe@auvais und Rapraeger, 2003; Beauvais
et al., 2004; McQuade et al., 2006).

Das Rezeptor-Protein, das fur die TM-Agrin-Signaliitagung und die dadurch induzierten
filopodienartigen Auslaufer notwendig ist, konntéARC (Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor)
sein. In der Arbeitsgruppe von F.G. Rathjen konimeCoimmunoprazipitationsstudien
gezeigt werden, dass TM-Agrin an CAR bindet (unfferidlichte Beobachtung). CAR ist ein
Typ | Transmembranrezeptor und zahlt zur ImmunagiobSuperfamilie (Tomko et al.,
1997; Bergelson et al., 1997). Wahrend der Embrgotaicklung wird CAR im ZNS in
hohem Mal3e exprimiert (Tomko et al., 2000; Hondalgt2000; Hotta et al., 2003), und es
wird postuliert, dass CAR als Adhasionsmolekil ar Quervernetzung von Neuronen
beteiligt ist (Honda et al., 2000). Neuere Studsigen eine direkte Interaktion der
intrazellularen Domane von CAR mit Tubulin (Fokakt 2007) und auch Aktin (Huang et al.,
2007), was im Zusammenhang mit den Auswirkungen TdrAgrin-Induktion auf das
Zytoskelett besonders interessant ist und auf emigliche Funktion von CAR bei
Neuritenwachstum und Zellmigration hindeutet.

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werdens €#R wie TM-Agrin ebenfalls in lipid
rafts von auslauferbildenden RGC oder 293HEK zddmist (Ramseger, 2007). Weiterhin
sind beide Proteine auf den Auslaufern sowie auni dxonschaft von retinalen Ganglien-
zellen kolokalisiert. Die Uberexpression von CAR riguronalen sowie nicht-neuronalen
Zellen wie 293HEK fuhrt zur Bildung zahlreicher tiakaltiger Auslaufer, ahnlich viele wie
bei der TM-Agrin-Uberexpression. Der deutlichstenwis auf einen Zusammenhang
zwischen CAR und der durch TM-Agrin induzierten tSétze ist die konzentrations-

abhangige Hemmung dieser Auslaufer durch spezdis@nti-CAR Fab-Fragmente
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(Ramseger, 2007). Weitere Untersuchungen Uber ehaug Interaktion von CAR mit TM-
Agrin sind jedoch notwendig, beispielsweise inwiefalie 7. Follistatin-Domane an der
Interaktion beteiligt ist.

Calcium spielt ebenfalls eine Rolle bei der Aus#ibildung und Signaltibertragung. Calcium
ist, neben vielen anderen Funktionen, auch notvgefididie Bildung, das Wachstum und die
Stabilitat von dendritischen Dornen und Filopod{&mgert und Bonhoeffer, 1999; Maletic-
Savatic et al., 1999). Lokal erhdhte Calciumkonzidnen beeinflussen die Dynamik des
Aktin-Zytoskeletts und somit die Bildung von Filagien und dendritischen Dornen (Fischer
et al., 1998; Richards et al., 2004). Die Bildurgg durch TM-Agrin induzierten filopodien-
artigen Auslaufer ist ebenfalls calciumabhéangig,Zdgabe von BAPTA-AM, einem Cal-
cium-Chelator, die Auslauferbildung konzentratidstsingig hemmt (Annies et al., 2006).

Ein mogliches Zielmolekl fur Calcium koénnte in sin Zusammenhang die bereits
erwahnte 44/42 MAP-Kinase sein, da Calcium auf MEP-Kinase-Weg einwirkt (Konur
und Ghosh, 2005). So konnte gezeigt werden, dagsbf&uvon NtA-Agrin in cortikalen
Neuronen zu einem Anstieg von Calcium fuhrt, dasniiegend aus intrazellularen
Speichern freigesetzt wird. Dies fuhrt zur Aktivieg der Calcium/Calmodulin-abhangigen
Kinase (CaMKIl) sowie MAP-Kinase und letztlich zExpression des Transkriptionsfaktors
c-fos (Hilgenberg et al., 1999; Hilgenberg und SmithQ£20 Auch wenn in diesem Versuch
NtA-Agrin und nicht TM-Agrin verwendet wurde, sat idie Aktivierung von 44/42 MAP-
Kinase durch Calcium nicht auszuschlief3en.

Die Rho GTPase Cdc42 konnte die mogliche Verbindivigchen der MAP-Kinase und der
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts darstellenARvKinasen interagieren mit Cdc42
(Szczur et al., 2006), und Cdc42 ist wichtig fue dReorganisation des Aktin-Zytoskeletts
(Kaverina et al., 2002; Meyer und Feldman, 2002rnEr wurde die Phosphorylierung von
Cdc42 mittels TM-Agrin-Uberexpression nachgewie@dicCroskery et al., 2006), was fur
eine Funktion dieses Proteins innerhalb der Sigisidkde und bei der Bildung
filopodienartiger Auslaufer spricht (Abb. 18

Die Theorie der Induktion der Fortsatze Uber eingn&kaskade wird durch all diese
Ergebnisse unterstitzt. Weitere Untersuchungemestndere Uber die genaue Interaktion
von CAR mit TM-Agrin sowie die Identifizierung dgsotentiellen Liganden, sind jedoch

notwendig.
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Abb. 18: Schematische Modell-Darstellung der durchTM-Agrin induzierten Bildung von
Fortsatzen. Die Multimerisierung einzelner TM-Agrin Molekule dih polyklonale Antikbrper bzw.
durch Bindung des physiologischen Liganden im Bédreier 7. Follistatin-ahnlichen Doméne, fuhrt
innerhalb von lipid rafts zur Bindung TM-Agrins den Transmembranrezeptor CAR und veranlasst
den Einstrom von Calcium in das Cytosol. Der Armgtiker intrazellularen Calcium-Konzentration
beeinflusst vermutlich die Aktivitat der MAP-Kinag®APK). TM-Agrin gebundenes CAR kodnnte
an Fyn binden bzw. aktivieren, was Uber Zwischerittehzur Aktivierung von MAPK flhrt. Die
durch Calcium und Fyn aktivierte MAPK interagierit er GTPase Cdc42, die die Polymerisation
von Aktin-Filamenten beeinflusst und somit let#tlizur Bildung der Fortséatze fuhrt. Eine weitere
Mdglichkeit ist die direkte Interaktion von Fyn miktin-Filamenten. Die mit Fragezeichen
versehenen Zwischenschritte sind Hypothesen undurfeed noch weiterer detaillierter
Untersuchungen.
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5.6 Physiologische Bedeutung der Fortsatze

Die Bildung der filopodienartigen Fortsatze beruhif einer Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts. Sowohl in ZNS- als auch in PNS-Axona&md Dendriten tritt der durch
polyklonale Agrin-Antikérper induzierte Effekt a@hnnies et al., 2006). Die Uberexpression
durch Transfektion von TM-Agrin cDNA in ZNS-Neurandihrt ebenfalls zur Bildung
zahlreicher Auslaufer auf Dendriten und Axonen, ingbgen die Unterdriickung der TM-
Agrin Expression mittels RNAi deren Anzahl deutlickduziert (McCroskery et al., 2006).
Weitere Experimente, unter anderem in der vorlidgenArbeit, konnten zeigen, dass dieser
Effekt ebenfalls in anderen, nicht-neuronalen Zellgie 293HEK (humane, embryonale
Nierenzelllinie), COS-7 (Affennierenzellen), PC-{Rumorzelllinie aus der Nebenniere der
Ratte), CHO-Zellen (chinesische Hamsterovarienagliend primaren Myoblasten (Huhn)
auftritt (Annies et al., 2006; Ramseger, 2007). Dikerexpression in der humanen
Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y fuhrt ebenfalls ZzBildung von Auslaufern (McCroskery
et al., 2006).

Der Mechanismus der durch TM-Agrin induzierten Batzbildung scheint also ubiquitér in
allen Gewebetypen und evolutiondr zwischen verslegmen Spezies konserviert zu sein. Die
Tatsache, dass die weitverbreiteten Lipid rafts dei Fortsatzbildung eine wichtige Rolle
spielen (Ramseger et al.,, 2009), ist womdoglich @eund, dass die durch TM-Agrin
induzierten Fortséatze in vielen unterschiedlichafitgpen verschiedener Spezies auftreten.
Lipid rafts kdnnten auch bei der Entstehung fildpodrtiger Fortsétze beteiligt sein, die
durch die Uberexpression anderer Proteine hervofger werden, wie z. B. das
Transmembran-Proteoglykan Syndecan (Yoneda und Homarr, 2003), Tenascin-R
(Zacharias et al., 2002) oder Thrombospondin (AdantsSchwartz, 2000).

Allerdings unterscheiden sich die Auslaufer neul@nand nicht-neuronaler Zellen. So
konnte auf Axonen retinaler Ganglienzellen mittésitraffer-Videoaufnahmen gezeigt
werden, dass nach Zugabe polyklonaler Antikérpegege TM-Agrin und der dadurch
bedingten Quervernetzung des Transmembranprotesh nvenigen Minuten hoch-
dynamische Auslaufer entstanden. Diese bildeterocjedim Gegensatz zu den nicht-
neuronalen Zellen einen Wachstumskegel aus undlkelten nach wenigen Minuten wieder
(Annies et al., 2006). In nicht-neuronalen Zelleargden die Auslaufer immer langer und
Uberwucherten mit der Zeit das gesamte Substrdtdemn sie kultiviert wurden. Dieser
Unterschied lasst sich durch die stark unterscitieellAusstattung an Zytoskelettproteinen in
Nervenzellen wahrend der Wachstumsphase und siationZellinien erklaren, in denen

aul3er Zellteilung kaum noch dynamische Prozessaifdn. Eine Gemeinsamkeit aller unter-
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suchten Zelltypen, ob neuronal oder nicht-neuromat, das Zytoskelettprotein Aktin, das bis
in die Spitzen aller Fortsatze nachweisbar war.

Die entscheidende Frage ist, welche physiologigainktion die filopodienartigen Auslaufer
in vivo haben kénnten?

Filopodien sind Aktinfilamente enthaltende, hochalymsche Zellauslaufer und wurden in
vielen unterschiedlichen Zelltypen wie z. B. Fibesten, Keratinozyten und auch Neuronen
nachgewiesen (Wood und Martin, 2002; Mattila ungopadainen, 2008). Sie spielen eine
wichtige Rolle bei Zellmigration und —adhasion, ukdmmen in Neuronen sowohl in
Wachstumskegeln von Axonen als auch in dentritiscBernfortsatzen vor (Jontes und
Smith, 2000; Chang und De Camilli, 2001). Im Waahsikegel sind Filopodien mit-
verantwortlich fur die Ausrichtung des Axons hinr zdielregion, indem sie in ihrer
Umgebung als Sensoren fir Gradienten sogenanntgsigmalstoffe (,guidance cues®)
dienen (Tessier-Lavigne und Goodman, 1996; Luo22D@nt und Gertler, 2003).

In Axonen spielen Filopodien eine wichtige Rollei b#er Bildung neuer axonaler
Verzweigungen und dienen als Vorlaufer von PrasseagNikonenko et al., 2003; Dent et
al., 2004). Axone hippocampaler Ratten-Neurone,adietransfizierten und deshalb Agrin
sekretierenden Astrozyten kultiviert werden, bidlezudem in einer Studie einen grofR3eren
Wachstumskegel aus. Hierbei war jedoch die C-teahaiklalfte des extrazellularen Teils von
Agrin fur den Effekt verantwortlich (Bergstrom dt,2007). Somit liegt dieser Beobachtung
wohl ein anderer Mechanismus zu Grunde als bei derch TM-Agrin induzierten
filopodienartigen Auslaufern.

Auf Dendriten sind filopodienartige Auslaufer einuggangspunkt fur die Bildung von
Dornensynapsen (Fiala et al.,, 1998; Engert und Befilr, 1999; Maletic-Savatic et al.,
1999; siehe Review Sekino et al., 2007). Filopodies Dendriten reifen zu Dornensynapsen
heran, wenn sie auf eine prasynaptische Verdicleings Axons treffen (Ziv und Smith,
1996; Fiala et al., 1998; Knott und Holtmaat, 20G@8)sonsten bilden sie sich wieder zuriick
(Lohmann und Bonhoeffer, 2008). Die dendritischelogédien und die durch TM-Agrin
induzierten filopodienartigen Auslaufer haben einigemeinsamkeiten, wie z. B. die Lange
und ein vergleichbarer zeitlicher Ablauf bei Bildunond Rickzug der Auslaufer (Ziv und
Smith, 1996; Dailey und Smith, 1996; Fiala et 4B98; Annies et al., 2006; Knott et al.,
2006). Beide Auslauferarten bestehen zudem Utbeentegus Aktin-Filamenten (Fiala et al.,
1998; Annies et al., 2006) Diese Beobachtungenefiilmu der Uberlegung, dass TM-Agrin
bei der Entstehung der Dornensysnapsen im ZNS ligetést, indem es die Bildung

filopodienartiger Auslaufer auf Dendriten initiiert
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Fur diese Hypothese sprechen mehrere Untersuchurigefultivierten hippocampalen
Neuronen zeigte sich nach Behandlung mit Agrinsamise-Oligonukleotiden eine Reduktion
in der Anzahl der Synapsen (Bose et al., 2000).dgerikalen Ganglienzellen im PNS von
Agrin-null-Mausen (AGD-/-) ist die Anzahl internexumaler Synapsen sowie die Transmission
Im Verhaltnis zum Wildtyp um etwa 50 % verminde@irfgras et al., 2007). Bei Agrin-
defizienten Mausen, die Agrin nicht im ZNS sondewsschliel3lich nur in Motoneuronen
exprimieren, wurde beobachtet, dass im Vergleieh Wildtyp die Anzahl der glutamatergen
Dornensynapsen im ZNS bei gleich bleibender AndahlNeuronen um etwa 30 % reduziert
ist. Des Weiteren fand man im Cortex dieser Mauwd®en deutlich verkirzten Dendriten eine
Reduktion der dendritischen Dornen, sowie eine R&olu von MKK7, einem Bestandteil
des MAP-Kinase-Signalweges (Ksiazek et al., 20@igser Signalweg ist, wie bereits
erwahnt, auch an der SignallUbertragung der durchAgkh induzierten Auslaufer beteiligt
(Ramseger et al., 2009).

In einer aktuellen Studie (McCroskery et al., 200@yde nun der Zusammenhang zwischen
Transmembran-Agrin, dendritischen Filopodien und neé@yogenese hergestellt. In
kultivierten Hippocampus-Neuronen wurde TM-Agrinrclu Lentivirus vermittelte RNA-
Interferenz wahrend der Phase der Synapsenbildele§ty deletiert. Das fuhrte sowohl zu
einer deutlichen Reduzierung der dendritischen peifiien als auch der Synapsen
(McCroskery et al., 2009).

In ausgereiften Synapsen wurde gezeigt, dass Ngpsat, eine Serin-Protease, die in der
aktiven Zone der Prasynapse sowie im synaptiscpatt Eonzentriert vorkommt, in der Lage
ist, TM-Agrin zu spalten (Stephan et al., 2008)e @ipaltung erfolgt an zwei konservierten
Stellen, und zwar vor der Laminin G3-Doméane undsziven der ersten Serin/Threonin-
reichen Region und der SEA-Domane (siehe Abb.whs zu einem verkirzten, plasma-
membrangebundenen TM-Agrin-Konstrukt und zwei Gsn Fragmenten von 22 bzw.
90 kDa fuhrt (Reif et al., 2007). Die Ausschuttungn Neurotrypsin in den synaptischen
Spalt erfordert prasynaptische Aktivitat, wohingegke Spaltung von Agrin zusatzlich von
der postsynaptischen Aktivierung von NMDA-Rezeptoabhangig ist (Frischknecht et al.,
2008; Matsumoto-Miyai et al., 2009). Interessantase& bilden Neurotrypsin-defizitare
Mause weniger LTP-assoziierte dendritische filopoditige Fortsatze aus, was einen
Zusammenhang zwischen der Spaltung von Agrin diNelrotrypsin und der Bildung
dendritischer Fortsétze zeigt (Matsumoto-Miyai ket 2009). Das durch die Neurotrypsin
abhangige Spaltung von Agrin generierte 22 kDa+meg ist jedoch in der Lage, diesen
Ruckgang der LTP-assozierten dendritischen Fodséz Neurotrypsin-defizitaren Mausen
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wieder auszugleichen und auch ausgereifte hippoakmy/ildtyp-Neurone bilden nach
Zusatz des 22 kDa-Fragments mehr filopodienartigetstze auf den Dendriten aus
(Matsumoto-Miyai et al., 2009).

Somit fitlhren sowohl die Uberexpression von TM-Agais auch die Zugabe des loslichen
22 kDa-Fragments von Agrin zur Ausbildung filopathetiger Fortsatze. TM-Agrin und
Neurotrypsin konnten also bei der Induzierung dertdatze und der Entstehung inter-
neuronaler Synapsen synergistisch zusammenwirkenkl@ar ist aber auch eine direkte
Interaktion, indem die proteolytische Spaltung TMrias durch Neurotrypsin zur Dimeri-
sierung TM-Agrins und zur Auslésung der Signalkaekaach Relokalisation in Lipid rafts
fuhrt. Oder TM-Agrin ist der Rezeptor oder Co-Repepflir das durch Neurotrypsin
abgespaltene 22 kDa-Agrin-Fragment.

Inwiefern weitere mit Agrin interagierende und inNZ exprimierte Faktoren wie die
Tyrosinkinase MuSK (Ksiazek et al., 2007), der AgRezeptor LRP4 (Kim et al., 2008;
Zhang et al., 2008) oder Na/K-ATPase (Hilgenberglet 2006) bei der Induzierung der
filopodienartigen Fortsatze eine Rolle spielen, snaech experimentell untersucht werden.
Die in dieser Doktorarbeit vorgestellten Ergebnissigen jedenfalls, dass die 7. Follistatin-
ahnliche Domane von Transmembran-Agrin entscheidesd der Bildung der
filopodienartigen Fortsatze beteiligt ist.
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6 Zusammenfassung

Uberexpression des Heparansulfat-ProteoglycansnAmter alternativ die Aggregation von
TM-Agrin mittels polyklonaler Antikérper fuhrt ineuronalen und nicht-neuronalen Zellen
zur Bildung filopodienartiger Fortsatze. Eine izeHuldre Signalkaskade, die durch die
Konzentration von TM-Agrin und Interaktion mit CAR lipid rafts ausgelost wird, und eine
Aktivierung von Fyn und der MAP-Kinase benétigtrgiofiir eine Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts und damit fur die Bildung der hochdyiechen Fortsatze. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, die Region von TM-Agrin zu charaldmren, die flr diesen Effekt und die
Initiilerung der Signalkaskade verantwortlich ist.

Mit Hilfe verschiedener Deletions- und Mutationskbtmkte konnte der Bereich zwischen den
Cysteinen C535 und C567 der 7. Follistatin-ahniicb®mane von Agrin als essentiell fur
die Bildung der filopodienartigen Fortsatze idemidrt werden. Aufgrund der grof3en
Sequenzhomologie der verschiedenen Follistatiniéieth Domé&nen Agrins hatte ein
Austausch dieser 7. Follistatin-Doméane mit einedeman Agrin-Follistatin-Doméane keine
Verminderung der Auslauferanzahl zur Folge. Die iitdt von TM-Agrin ist also in
mehreren  Follistatindomanen konserviert. Alle wuehten Konstrukte wurden
gleichermal3en exprimiert und in die Zellmembranegniert. Die Tatsache, dass die
Auslauferbildung sowohl in Zelllinien verschiedert&pezies als auch in priméren tektalen
Neuronen mittels Uberexpression induziert werdennkaeigt, dass der Mechanismus der
Fortsatzbildung konserviert ist.

Die Assoziation von TM-Agrin mit der Zellmembrant isfir die Bildung der
filopodiendhnlichen Fortsétze unerlasslich; dassikretierte Isoform NtA-Agrin nicht in der
Lage, diese Auslaufer zu induzieren. Das lasst utgm dass ein definierter Abstand der
Follistatindomane zur Membran fiir die Fortsatzhilguwichtig ist. Ubereinstimmend mit
dieser Hypothese bewirkt die Deletion der juxtameambn Follistatindomanen und somit
eine Verkirzung des Abstandes der 7. Follistaindem#ur Zellmembran den Verlust der
Fortsatzinduzierenden Aktivitdt von TM-Agrin. Daedntrazellulare Domane von TM-Agrin
fur den Fortsatz-induzierenden Effekt entbehrlgth kommt TM-Agrin eher als Co-Rezeptor
anstatt als direkter Rezeptor bei der Fortsatzbgdn Frage.

Die durch TM-Agrin induzierten filopodienartigen fgatze sind physiologisch relevant. In
hippocampalen Neuronen sind sie wichtig fir die apyische Verknipfung zwischen

Dendriten und Axonen und stellen somit wohl einel&aferform der Dornensynapsen dar.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AChR Acetylcholinrezeptor
APS Ammoniumperoxosulfat
ATP Adenosintriphosphat

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

bp Basenpaare

BSA Bovines &rum Abumin

CAR Goxsackie-Alenovirus RRzeptor

cDNA komplementéare Desoxyribonukleinsaure

CO, Kohlendioxid

CREB _AMP responselement_linding Rotein

DAPI 4’,.6-Diamidino-2-phenyl-indol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal grdatior)
Fab Fragment a und b des Antikdrpers (monovalent)
FCS fetales Kalberserunetal alf serum)

FGF Fibroblasten Wachstumsfaktab(bblast gowth factor)
GAG Glykosaminoglykan

GFP Green fluorescent protein

HEK human embryonic kidney

HRP Meerrettichperoxidase (horse radish peroxjdase
Ig Immunglobulin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

LRP4 Low density lipoprotein receptor related proie
LTP Long erm potentiation

M Mol

mA Milliampere

MAPK Mitogen aktivierte Protein Kinase (tagen_a&tivated_potein knase)
MCS Multiple doning Ste

MRNA Boten-Ribonukleinsdure (messenger RNA)
MuSK Muskel spezifische Kinase (Mcle-®ecific-Kinase)
NKA Natrium Kalium ATPase

NMJ neuromuskulare Endplatte (neuromuscular jongti
NtA aminoterminales Agrin
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oD
PBS
PCR
PFA
PNS
PVDF
RGC
RNA
rpm
RT
SDS
SEA
SOC
Tab.
TBS
TEMED
™
Tris
wiv
GABA
ZNS

Optische Dichte
_Posphate bffered sline

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chaicticn)
Paraformaldehyd

peripheres Nervensystem
Polyvinylidendifluorid

retinale Ganglienzelleretinal ganglion_elIs)
Ribonucleinsaure (ribonucleic acid)
Umdrehungen pro Minuteofations jgr mnute)
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat

Sea urchin sperm proteimEerokinase, 4rin
_siper_gtimal broth—Medium + Glucose
Tabelle

Tris-buffered sline
N,N,N’,N’-Tetraethyl-methylen-diamin
Transmembran
Tris-Hydroxymethyl-Aminoethan

Gewicht pro Volumen _(eight per wlume)
y-Aminobuttersédure

Zentrales Nervensystem
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