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1 Einleitung 

Die Entstehung chemischer Synapsen ist einer der wesentlichen Schritte der neuronalen 

Entwicklung. Sie erlauben die gesteuerte Kommunikation zwischen zwei Neuronen oder 

zwischen Neuronen und anderen Zellen und sind essentiell für alle wesentlichen Gehirn-

funktionen wie z.B. Informationsverarbeitung, Lernen und Gedächtnis. Die synaptische 

Übertragung setzt die genaue Anreihung von prä- und postsynaptischen Spezialisierungen 

während der neuronalen Entwicklung voraus.  

Die neuromuskuläre Endplatte ist aufgrund ihrer Größe, ihrer Zugänglichkeit in vivo sowie 

ihres relativ einfachen Aufbaus das Modellobjekt für die Erforschung der synaptischen 

Transmission und Synapsenentwicklung. In zahlreichen Studien während der letzten 30 Jahre 

wurde das extrazelluläre Matrixprotein Agrin als ein Hauptregulator bei der Entstehung der 

neuromuskulären Endplatte (NMJ) beschrieben. Zusätzlich dazu gibt es vermehrt Belege für 

eine Funktion Agrins bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Synapsen im 

Zentralnervensystem (ZNS).  

Im Einzelnen soll nun näher auf die Struktur Agrins und seine Funktionen an der 

neuromuskulären Endplatte sowie im ZNS eingegangen werden. 

 

 

1.1 Die Struktur von Agrin 

Agrin ist ein Heparansulfat-Proteoglycan (HSPG), das in verschiedenen Spezies vorkommt. 

So konnte Agrin unter anderem aus dem Zitterrochen Discopyge ommata (Smith et al., 1992), 

dem Huhn (Tsim et al., 1992), der Ratte (Rupp et al., 1991) und dem Menschen (Groffen et 

al., 1998) isoliert werden. Das Agrin-Gen kodiert für ein Protein mit mehr als 2000 

Aminosäuren und einem berechneten Molekulargewicht von 225 kDa. Aufgrund starker 

Glykosylierung, insbesondere in der N-terminalen Hälfte des Proteins, beträgt das tatsächliche 

Molekulargewicht mehr als 500 kDa (Tsen et al., 1995; Gesemann et al., 1995; Kröger und 

Mann, 1996). Agrin besitzt zwei Serin-Glycin-reiche Regionen, an die sich mindestens drei 

Heparansulfat- bzw. Chondroitinsulfat-Seitenketten anlagern können sowie weitere Konsen-

sussequenzen für N-verknüpfte Glykosylierungstellen (Tsen et al., 1995; Winzen et al., 2003) 

(Abb. 1). 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Agrin zeigen eine 95 nm lange, fadenartige 

Struktur mit drei kugelförmigen Verdickungen am C-Terminus (Denzer et al., 1998). Hierbei 
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handelt es sich um drei globuläre, zu den G-Domänen des Laminins homologe Domänen. Die 

G3-Domäne zusammen mit einem Insert in der benachbarten Spleißstelle (B/z +) ist 

notwendig und auch hinreichend für die synapseninduzierende Aktivität von Agrin an der 

neuromuskulären Endplatte (Gesemann et al., 1995; Jones et al., 1997; Cornish et al., 1999) 

(siehe Kapitel 1.2). Der Bereich um die G1- und G2-Domäne mit der A/y-Spleißstelle und 

den benachbarten EGF-Domänen fungiert als Bindungsstelle für die Zuckerseitenketten des 

extrazellulären Matrixproteins α-Dystroglycan (Hopf und Hoch, 1996; Gesemann et al., 

1996). Heparin kann an die G2-Domäne von Agrin binden (Gesemann et al., 1996). 

 

 

 

Abb. 1: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von Agrin . Anhand der cDNA-Sequenz 
kann die Struktur der einzelnen Domänen abgeleitet werden. Unterschiedliche erste Exons führen 
zur Bildung zweier N-terminaler Isoformen: NtA-Agrin und TM-Agrin. TM-Agrin ist ein Typ-II 
Transmembranprotein und besitzt neben der Transmembrandomäne eine kurze intrazelluläre Region. 
NtA-Agrin hingegen besteht aus einer Signalsequenz und der Laminin-bindenden NtA-Domäne. Der 
etwa 1900 Aminosäuren große extrazelluläre Teil des Proteins ist bei beiden Isoformen identisch. 
Der N-terminale Bereich ist durch neun Follistatin-ähnliche Domänen geprägt, wohingegen sich am 
C-Terminus drei globuläre Laminin G-homologe Domänen sowie vier EGF-ähnliche Domänen 
befinden. Alternatives Spleißen an zwei Stellen des Proteins (A/y bzw. B/z) führt zu Isoformen, die 
sich in Expressionsmuster und synaptogener Aktivität an der neuromuskulären Endplatte 
unterscheiden. 
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Im zentralen Bereich des Agrin-Proteins befinden sich zwei Serin/Threonin-reiche Regionen, 

die eine so genannte SEA-Domäne (benannt nach Seegurken-Spermaprotein, Enterokinase 

und Agrin) flankieren (Bork und Patthy, 1995). Hier ist auch eine der beiden Anlagerungs-

stellen für Glycosaminoglycan (GAG)-Seitenketten lokalisiert, an der sich sowohl Chon-

droitinsulfat- als auch Heparinsulfat-Seitenketten anlagern können. Die andere GAG-

Bindungsstelle befindet sich zwischen der siebten und achten von insgesamt neun Follistatin-

ähnlichen Domänen, die die N-terminale Hälfte des Proteins dominieren. An dieser 

Bindungsstelle ist nur eine einzelne Heparansulfat-Seitenkette angelagert (Winzen et al., 

2003) (Abb. 1). 

Die Klonierung der ersten Volllängen-cDNA aus Ratte (Rupp et al., 1991) und Huhn (Tsim et 

al., 1992) zeigte eine hohe Sequenzhomologie zwischen beiden Spezies, mit Ausnahme des 

N-Terminus. Die erste, aus dem Huhn klonierte Isoform (NtA-Agrin) besitzt nach einer 

Signalsequenz eine N-terminale Agrin-Domäne (NtA) (Denzer et al., 1995; Denzer et al., 

1997). Bei der anderen, zunächst in der Ratte gefundenen Isoform (TM-Agrin) ist diese NtA-

Domäne durch eine 23 Aminosäuren lange, α-helikale Transmembran-Domäne und eine 

intrazelluläre Domäne mit 34 Aminosäuren ersetzt. Die Bildung der beiden unterschiedlichen 

Isoformen beruht auf der Expression zweier alternativer erster Exons, die vermutlich unter der 

Regulation verschiedener Promotoren steht (Burgess et al., 2000; Neumann et al., 2001).  

Beide Isoformen unterscheiden sich sowohl in ihrer Funktion als auch in ihrer Lokalisierung 

im Organismus. Die lösliche, sekretierte NtA-Isoform kann über die bisher nur in Agrin 

gefundene NtA-Domäne an die γ-Kette des Laminins und somit an die Basallamina binden 

(Denzer et al., 1995; Denzer et al., 1998; Kammerer et al., 1999). Diese Isoform wird 

hauptsächlich in Motoneuronen (Smith und Odowd, 1994; Ma et al., 1995; Stone und 

Nikolics, 1995), der Skelettmuskulatur (Ruegg et al., 1992; Hoch et al., 1993; Ma et al., 1994) 

sowie in Lunge und Niere exprimiert (Hoch et al., 1993; Ma et al., 1994; Stone und Nikolics, 

1995). Ihre am besten charakterisierte Funktion ist die Bildung, Aufrechterhaltung und 

Regeneration der synaptischen Spezialisierungen an der neuromuskulären Endplatte. Die 

membrangebundene TM-Agrin-Isoform ist die dominierende Isoform im ZNS und findet sich 

hauptsächlich in Neuronen (Burgess et al., 2000; Neumann et al., 2001) wie zum Beispiel in 

retinalen Ganglienzellen (Annies und Kröger, 2002). Die Expression von TM-Agrin wird 

entwicklungsabhängig reguliert und erfolgt hauptsächlich während der Phase des axonalen 

Wachstums. Die Entdeckung der membrangebundenen Isoform von Agrin führte zu der 

Hypothese, dass das Protein einen Rezeptor oder Co-Rezeptor mit signaltransduzierenden 

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

Die neuromuskuläre Endplatte (NMJ) ist eine spezielle Synapse des peripheren Nerven-

systems (PNS) und stellt die Kommunikationsstelle zwischen dem Axonende eines 

Motoneurons und der Muskelfaser dar. Die Prä- und Postsynapse sind morphologisch und 

biochemisch hochspezialisierte Einheiten, und die Bildung dieser Spezialisierung gehört zu 

den Schlüsselprozessen der Synaptogenese an der NMJ. Die neuromuskulären Endplatte 

wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv untersucht, unter anderem auch in der Arbeits-

gruppe von McMahan, die erkannte, dass für die Ausbildung von Prä- und Postsynapse ein 

Bestandteil oder Faktor der Basallamina notwendig ist (Burden et al., 1979). Dieser Faktor 

wurde nach dem griechischen Wort „ageirein“ für „zusammenbringen“ benannt, was für die 

Eigenschaft von Agrin steht, Acetylcholinrezeptoren (AChRs) zu aggregieren.  

Mitte der 80er Jahre wurde Agrin erstmals aus der Basalmembran des elektrischen Organs des 

Rochens Torpedo california extrahiert und biochemisch aufgereinigt (Nitkin et al., 1987). 

McMahan formulierte einige Jahre später die mittlerweile weitestgehend bestätigte Agrin-

Hypothese, die besagt, dass Agrin im Soma von Motoneuronen im ventralen Horn des 

Rückenmarks synthetisiert, dann anterograd zur Präsynapse transportiert und dort in den 

synaptischen Spalt freigesetzt wird. Dort wird es dann stabil in die Basalmembran eingebaut 

und ist verantwortlich für die Bildung, Aufrechterhaltung und Regeneration der synaptischen 

Spezialisierungen an der neuromuskulären Endplatte (NMJ) (McMahan, 1990).  

Die Hypothese wurde später durch Ergebnisse mit Agrin-knockout-Mäusen gestützt. Diese 

entwickeln keine funktionsfähige Atemmuskulatur und sterben während der Geburt, da sich 

bei ihnen keine funktionsfähigen neuromuskulären Endplatten bilden, sondern stattdessen die 

Motoneurone verzweigen und über die Muskelfaser hinaus wachsen. Somit wird keine 

Präsynapse gebildet, und es kommt auch nicht zu postsynaptischen Spezialisierungen und der 

Aggregation von Acetylcholin-Rezeptoren an der Oberfläche der Muskelfasern (Gautam et 

al., 1996). Im Gegensatz dazu bildet sich bei der Injektion von rekombinantem Agrin in nicht-

synaptische Bereiche des Muskels in vivo ein ausgereifter und voll funktionsfähiger 

postsynaptischer Apparat aus (Jones et al., 1997; Cohen et al., 1997a; Bezakova et al., 2001). 

Dies zeigt, dass Agrin nicht nur notwendig, sondern auch hinreichend für die Entwicklung der 

neuromuskulären Endplatte ist. 

Die Differenzierung der NMJ in Prä- und Postsynapse wird durch die Bindung Agrins an 

einen heteromeren Rezeptorkomplex an der Postsynapse induziert (Glass et al., 1996), dessen 

signaltransduzierender Teil die muskelspezifische Tyrosinkinase (MuSK) ist (Valenzuela et 

al., 1995). Agrin bindet nicht direkt an MuSK, sondern an einen anderen Teil des 
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Rezeptorkomplexes (Glass et al., 1996; Herbst und Burden, 2000). LRP4, ein Mitglied der 

Familie der Low-density-Lipoprotein-Rezeptoren (LDLR), wurde als das langgesuchte 

Bindeglied zwischen Agrin und MuSK identifiziert (Kim et al., 2008; Zhang et al., 2008). 

LRP4 ist ebenso wie MuSK zwingend für die Bildung der neuromuskulären Endplatte 

notwendig; sowohl LRP4-defiziente als auch MuSK-defiziente Mäuse bilden analog zu 

Agrin-defizienten Mäusen keine funktionsfähige Atemmuskulatur aus und sterben bei der 

Geburt (Gautam et al., 1996; DeChiara et al., 1996; Weatherbee et al., 2006). 

Die durch Agrin induzierte und über LRP4 vermittelte Aktivierung von MuSK durch 

Autophosphorylierung führt über das an den Acetylcholinrezeptor assoziierte Molekül rapsyn, 

welches an die zytoplasmatischen Teile von MuSK und vom AChR bindet (Antolik et al., 

2006), zur Phosphorylierung von Tyrosinresten der β-Untereinheit des Acetylcholin-

Rezeptors (Gesemann et al., 1995), zur Verankerung des Rezeptors im Aktin-Zytoskelett 

(Antolik et al., 2007) und somit letztlich zur Aggregation von Acetylcholin-Rezeptoren auf 

der Oberfläche der Skelettmuskelfaser (Moransard et al., 2003). Diese Aggregation wird 

jedoch nur von Agrin-Isoformen induziert, die an der B/z-Splicestelle ein Insert von 8, 11 

oder 19 Aminosäuren besitzen (B/z-positiv) (Gesemann et al., 1995; Burgess et al., 1999). 

Hierbei genügt bereits ein etwa 21 kDa großes Fragment, nämlich die C-terminale Laminin-

G3-Domäne mit der benachbarten B/z+-Splicestelle, um Acetylcholin-Rezeptoren zu clustern 

(Gesemann et al., 1995; Cornish et al., 1999). 

Des Weiteren bewirkt Agrin die Aggregation von Myonuclei im post-synaptischen Bereich 

des Muskels und die Synapsen-spezifische Genexpression von Utrophin, Acetycholinesterase 

und der ε-Untereinheit des Acetylcholin-Rezeptors sowie einiger weiterer Proteine (Jones et 

al., 1996; Rimer et al., 1997; Gramolini et al., 1998). Neueste Untersuchungen zeigen die 

Bedeutung Agrins bei der Regulierung der Genexpression der Myonuclei durch die 

Beteiligung bei der Dekondensation des Chromatins, der Histon-Hyperacetylierung sowie 

-Hyperphosphorilierung (Ravel-Chapuis et al., 2007). Ferner induziert Agrin die Bildung 

morphologischer Veränderungen wie zum Beispiel synaptischer Falten auf der Muskelfaser 

(Meier et al., 1997; Jones et al., 1997; Cohen et al., 1997a). Der Einfluss von Agrin ist nicht 

nur auf die Postsynapse der neuromuskulären Endplatte beschränkt. Agrin ist auch notwendig 

für die Ausbildung präsynaptischer Spezialisierungen an der NMJ (Campagna et al., 1995) 

und induziert die Bildung von filopodienartigen Ausläufern auf Muskelfasern (Uhm et al., 

2001). Diese ausläuferinduzierende Fähigkeit von Agrin zeigt sich auch bei ZNS-Neuronen 

(McCroskery et al., 2006; Annies et al., 2006) und anderen, nicht-neuronalen Zelltypen und 

wird im Rahmen dieser Arbeit noch ausführlich beschrieben und diskutiert werden.  
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1.3 Agrin im Zentralnervensystem 

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

Zentralnervensystem, insbesondere der Transmembran-Isoform, lassen auf eine ähnlich 

wichtige Rolle von Agrin bei der Synaptogenese im ZNS schließen. Jedoch ist die Funktion 

von Agrin im ZNS noch nicht annähernd so gut untersucht und verstanden wie an der neuro-

muskulären Endplatte. 

Transmembran-Agrin wird im ZNS überwiegend von Neuronen (Burgess et al., 2000; 

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

einzelne Neurone unterschiedliche C-terminale Isoformen gleichzeitig exprimieren können 

(Annies und Kröger, 2002). Die Expression von Agrin im ZNS beginnt sehr früh und hält 

während der Entwicklung des Zentralnervensystems an (Li et al., 1997; Cohen et al., 1997b). 

Die Funktionen von Agrin bei der Synaptogenese sowie die nicht-synaptogene Funktionen im 

ZNS werden im Folgenden näher erläutert. 

 

 

1.3.1 Die Funktionen von Agrin während der Synapsenbildung im ZNS 

Eine Reihe von Beobachtungen deutet darauf hin, dass Agrin analog zu seiner Funktion an 

der NMJ eine Rolle bei der Bildung der Synapsen im ZNS spielt. So wird die Expression von 

Agrin während der Synaptogenese hochreguliert. In den meisten Hirnregionen wird die 

Expressionsrate von Agrin anschließend wieder herunterreguliert, jedoch bleibt es im adulten 

Gehirn im Hippocampus, im Cortex und im olfaktorischen System bei einer hohen 

Expressionsrate, also in Regionen in denen während der gesamten Lebensspanne neue 

Synapsen entstehen und reifen (Biroc et al., 1993; OConnor et al., 1994; Stone und Nikolics, 

1995; Li et al., 1997; Cohen et al., 1997b). Nach Verletzungen, beispielsweise verursacht 

durch einen Schlaganfall oder Epilepsie, kommt es ebenfalls zu einer Hochregulation von 

Agrin mRNA (OConnor et al., 1995; Thomas et al., 1995; Falo et al., 2008). 

Des Weiteren wurde gezeigt, dass Agrin im synaptischen Spalt von interneuronalen cholin-

ergen (Gingras und Ferns, 2001), GABAergen, glycinergen sowie glutamatergen Synapsen 

konzentriert ist (Escher et al., 1996; Mann und Kröger, 1996; Koulen et al., 1999; Ksiazek et 

al., 2007). In Synaptosomen-Präparationen des Gesamthirns ist Agrin ebenfalls angereichert 

(Koulen et al., 1999; Bose et al., 2000). Agrin wird von Neuronen sekretiert, und isoliertes, 

neuronales Agrin aus dem ZNS ist in der Lage, die Aggregation des Acetylcholinrezeptors zu 

induzieren (Mann und Kröger, 1996). 
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Die Hypothese, dass Agrin bei der Synaptogenese im ZNS eine wesentliche Rolle spielt, 

erhält weitere Unterstützung durch in-vitro-Experimente zur Blockierung von Agrin in hippo-

campalen Neuronen von Mäusen mit Hilfe von antisense-Oligonukleotiden oder inhi-

bierenden Antikörpern. Diese Blockade führt zu einer reduzierten Aggregation der Glutamat- 

und GABA-Rezeptoren und somit zu einer Störung der synaptischen Transmission (Ferreira, 

1999; Bose et al., 2000). Dadurch ist die Expression des an der Aggregation von GABA- und 

Glycinrezeptoren beteiligten Gephyrins verringert, und die Aggregation des Synapsen-

assoziierten Proteins synGAP sowie der Transport synaptischer Vesikel sind gestört (Ferreira, 

1999; Bose et al., 2000). Im Gegensatz zur akuten Inhibierung von Agrin in-vitro sind bei 

Agrin-defizienten Mäusen die Glutamat- und GABA-Rezeptoren in Cortex- und Hippo-

campusneuronen normal verteilt. Im Vergleich zum Wildtyp zeigt die synaptische Trans-

mission ebenfalls keine Einschränkungen (Ferreira, 1999; Li et al., 1999; Serpinskaya et al., 

1999). Diese scheinbar widersprüchlichen Beobachtungen könnten durch kompensatorische 

Mechanismen oder reduntante Faktoren in-vivo während der frühen Entwicklung Agrin-

defizienter Mäuse begründet sein, die bei der akuten Blockierung Agrins durch Antikörper 

oder Oligonukleotide nicht auftreten können. 

Weitere Belege für eine mögliche Funktion von Agrin bei der Synaptogenese im ZNS liefert 

die Zugabe von gereinigtem Agrin zu Hippocampus-Kulturen, die zu einer höheren Ex-

pression der Synapsen-spezfischen Proteine Synaptophysin und Synapsin führt (Mantych und 

Ferreira, 2001). Darüber hinaus führt die mittels Progesteronstimulierung ausgelöste 

Expression von Agrin in Astrozyten auf darauf kultivierten hippocampalen Neuronen zu einer 

verstärkten Synapsenbildung (Tournell et al., 2006). 

Es wird vermutet, dass die Funktion von Agrin im ZNS und im Speziellen bei der 

Synaptogenese ähnlich wie bei der neuromuskulären Endplatte über einen Rezeptor und eine 

damit verbundene Signalkaskade abläuft. Die Existenz eines möglichen Agrin-Rezeptors wird 

durch die Beobachtung gestützt, dass Agrin die Expression des „immediate early gene“ c-fos 

sowie die Phosphorylierung des cAMP response element-binding-Proteins (CREB) in 

corticalen und anderen Neuronen induziert (Ji et al., 1998; Hilgenberg et al., 1999). Weitere 

Untersuchungen zur Signalübertragung zeigen einen intrazellulären Anstieg der Calcium-

Konzentration in Neuronen durch Agrin, was durch die Tyrosin-Kinase-Hemmer Genistein 

und Herbimycin inhibiert werden kann (Hilgenberg und Smith, 2004). Dies weist auf eine 

Tyrosinkinase als möglichen Agrin-Rezeptor hin. Vergleichbare Ergebnisse zeigen sich auch 

an der neuromuskulären Endplatte (Hilgenberg und Smith, 2004). Jedoch weisen bei den 

Untersuchungen an ZNS-Neuronen sowohl die B/z+ als auch die B/z--Isoform dieselbe 
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Aktivität auf (Hilgenberg et al., 1999; Hilgenberg und Smith, 2004). Dies deutet darauf hin, 

dass MuSK, das mittlerweile auch im ZNS nachgewiesen wurde (Cheusova et al., 2006; 

Ksiazek et al., 2007), im Gegensatz zur Situation an der neuromuskulären Endplatte nicht 

daran beteiligt ist. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass Agrin in vitro und in vivo an die 

α-3-Untereinheit der Natrium-Kalium-ATPase (NKA) bindet. Beide sind in synaptischen 

Bereichen angereichert und kolokalisieren dort (Hilgenberg et al., 2006). Dies führt zu der 

Hypothese, dass die NKA einen neuronalen Rezeptor für Agrin im ZNS darstellen könnte, der 

auch wichtig ist im Hinblick auf Agrins mögliche Rolle während der Synaptogenese.  

Zusammenfassend deutet vieles auf eine Rolle Agrins bei der Synaptogenese im ZNS hin. Die 

genaue Funktion von Agrin im Zentralnervensystem ist jedoch noch ungeklärt und bedarf 

weiterer Untersuchungen.  

 

 

1.3.2 Nicht-synaptogene Funktionen von Agrin im Zentralnervensystem 

Neben einer möglichen Rolle von Agrin bei der Bildung von Synapsen im ZNS gibt es viele 

Hinweise auf weitere, nicht mit der Synapsenbildung zusammenhängende Funktionen von 

Agrin im sich entwickelnden Gehirn.  

Agrin wird bereits vor dem Beginn der Synaptogenese in der ventrikulären und subventriku-

lären Zone des sich entwickelnden ZNS exprimiert. Diese Expression verringert sich während 

der Entwicklung und ist im adulten Gehirn in diesem Bereich nicht mehr vorhanden, wenn 

Zellproliferation und Migration abgeschlossen sind. Da die Neuroepithelzellen der ventriku-

lären Zone die Vorläuferzellen der Neurone und Gliazellen sind, deutet dies auf mögliche 

Funktionen von Agrin während der Neuro- bzw. Gliagenese hin (Stone und Nikolics, 1995; 

Cohen et al., 1997b). In Agrin-defizienten Mäusen wurde beispielsweise gezeigt, dass das 

Gehirn kleiner als in Wild-Typ-Mäusen ist (Serpinskaya et al., 1999), und dass die Anzahl der 

cortikalen Synapsen ebenso verringert ist wie die Länge der Dendriten. Elektrophysiologische 

Untersuchungen weisen hierbei auf eine selektive Verringerung der exzitatorischen Synapsen 

hin, inhibitorische Synapsen sind nicht betroffen (Ksiazek et al., 2007).  

Analog zu Agrin ist die Expressionsrate des Fibroblast Growth Factors (FGF)-2 während der 

cortikalen Neurogenese hoch, und FGF-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Ausreifung von 

Neuroepithelzellen in Neuronen oder Gliazellen (Powell et al., 1991; Giordano et al., 1992; 

Qian et al., 1997). Die FGF-Aktivität hängt hierbei von ihrer Interaktion mit Heparansulfat-

Proteoglycanen ab (Ornitz, 2000), was auf eine mögliche Wechselwirkung mit den Agrin-

HSPG-Seitenketten hindeutet. In-vitro-Untersuchungen haben ergeben, dass FGF-2 an die 
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Agrin-Seitenketten binden kann (Cotman et al., 1999) und dass beide Proteine bei Zugabe auf 

kultivierte retinale Ganglienellen die Ausbildung und das Wachstum von Neuriten verstärken 

(Kim et al., 2003). Der gleiche Effekt tritt bei Zugabe von FGF-2 auf kultivierte cortikale 

Neurone auf (Szebenyi et al., 2001). Das deutet auf eine Funktion von Agrin – 

möglicherweise im Zusammenspiel mit FGF-2 – bei der Bildung und Elongation von Axonen 

und Dendriten hin.  

Eine mögliche weitere, nicht-synaptogene Funktion Agrins zeigt sich während des gerichteten 

axonalen Wachstums. So wird Agrin auch von Gliazellen exprimiert, die als eine Art Leit-

struktur eine wichtige Rolle bei der Wegfindung der Axone bei der ZNS-Entwicklung spielen 

(Halfter et al., 1997). In vitro konnte gezeigt werden, dass die axonale Wegfindung 

entscheidend von β1-Integrin abhängt, welches mit Agrin interagiert (Martin und Sanes, 

1997; Bixby et al., 2002). Agrin bindet auch an andere Zelloberflächenproteine, die für ihre 

Funktion bei der axonalen Entwicklung bekannt sind, wie z.B. N-CAM, Laminin und 

Thrombospondin (Cotman et al., 1999; Bixby et al., 2002).  

Agrin wird während der Phase des axonalen Wachstums jedoch nicht nur von Gliazellen, 

sondern auch direkt auf Axonen und deren Wachstumskegeln exprimiert (Neuhuber und 

Daniels, 2003). Sobald die Axone ihr Zielgebiet erreicht haben wird die Agrin-Expression 

jedoch wieder herunterreguliert (Halfter et al., 1997). Dies führt zu der Hypothese, dass Agrin 

bei der axonalen Wegfindung eine Rolle spielt. Unterstützt wird dies durch die Tatsache, dass 

in vitro die Zugabe von Agrin zu hippocampalen Ratten-Neuronen zur Ausbildung von 

kürzeren, stark verzweigten Axonen sowie längeren, ebenfalls stark verzweigten Dendriten im 

Vergleich zu Kontrollkulturen führt. Die Blockierung der Agrin-Expression mittels antisense-

Oligonukleotiden führt jedoch zur Bildung längerer, aber geringer verzweigter Axone. Die 

Dendriten sind kürzer und ebenfalls geringer verzweigt als die Dendriten im 

Kontrollexperiment (Mantych und Ferreira, 2001). Eine ähnliche Studie, bei der 

rekombinantes Agrin auf kultivierte, spinale Neurone aus Xenopus laevis zugegeben wurde, 

führte ebenfalls zur Ausbildung verkürzter Axone, der Verzweigungsgrad wurde hierbei 

jedoch nicht untersucht (Xu et al., 2005). 

Untersuchungen an Zebrafisch-Embryonen zeigen, dass eine Blockierung der Agrin-

Expression sowohl zu einem eingeschränkten Wachstum von primären Motoneuronen und 

Branchiomotoneuronen, als auch von sensorischen Rohon-Beard-Neuronen im peripheren 

Nervensystem führt (Kim et al., 2007).  

Zusammenfassend lassen diese Beobachtungen den Schluss zu, dass Agrin beim axonalen 

Wachstum sowohl von ZNS- als auch von PNS-Neuronen eine Rolle spielt. 
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1.4 Induzierung von filopodienartigen Fortsätzen auf Neuronen 
durch Transmembran-Agrin 

Transmembran-Agrin ist die dominierende Isoform im ZNS und wird von Neuronen (Burgess 

et al., 2000; Neumann et al., 2001), zum Beispiel retinalen Ganglienzellen (Annies und 

Kröger, 2002), und Astrozyten (Tournell et al., 2006) exprimiert. Auf wachsenden Axonen 

und Dendriten findet sich ausschließlich die transmembrane Isoform von Agrin (Neumann et 

al., 2001; Annies und Kröger, 2002).  

Die Identifizierung der membranständigen Agrin-Isoform mit einer α-helikalen Trans-

membrandomäne führte zu der Annahme, dass TM-Agrin ein Rezeptor mit signaltrans-

duzierenden Eigenschaften sein könnte. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde der Effekt 

genutzt, dass sich Rezeptoren mit einer einzelnen Transmembrandomäne mit Hilfe poly-

klonaler Antikörper kreuzvernetzen und dadurch aktivieren lassen, und das auch ohne 

Kenntnis des physiologischen Liganden (Heldin, 1995; Weiss und Schlessinger, 1998). Somit 

wird durch Inkubation mit einem polyklonalen Serum auch in Abwesenheit des 

physiologischen Liganden eine Signalkaskade ausgelöst, die spezifisch der Funktion des 

Rezeptors entspricht. 

Um zu untersuchen, ob TM-Agrin ein Rezeptor sein könnte, wurden Axone von retinalen 

Ganglienzellen (RGC) mit polyklonalen anti-Agrin Antikörpern inkubiert. Dies führte zu 

dramatischen morphologischen Veränderungen, nämlich zur Bildung zahlreicher filopodien-

artiger Ausläufer oder Fortsätze entlang der gesamten Länge der Axone (Annies et al., 2006) 

(Abb. 2B, D und F). Filopodien sind dünne, aktinreiche Ausläufer der Plasmamembran, die 

als Sensoren zur Untersuchung der Zellumgebung dienen. Sie spielen eine wichtige Rolle 

unter anderem bei Zellmigration, Wundheilung und beim Auswachsen der Neuriten (siehe 

Review Mattila und Lappalainen, 2008). Die Inkubation von Präimmunseren, monoklonalen 

Antikörpern und Fab-Fragmenten von polyklonalen anti-Agrin-Antikörpern führte zu keiner 

Ausbildung der filopodienartigen Ausläufer (Abb. 2A, C und E), da es hierbei nicht zur 

Quervernetzung und Multimerisierung von TM-Agrin kommt. Die Vorinkubation der anti-

Agrin Antikörper mit gereinigtem Agrin hingegen verhinderte die Bildung der Ausläufer, da 

die Agrin-Bindestellen der Antikörper blockiert werden (Annies et al., 2006). Mittels RNA-

Interferenz wurde TM-Agrin als entscheidender Faktor für die Bildung der filopodienartigen 

Ausläufer nachgewiesen. Mit spezifischen siRNA-Konstrukten gegen TM-Agrin transfizierte 

hippocampale Neurone bildeten nicht nur weniger Ausläufer aus. Es kam aufgrund der akuten 

Hemmung der TM-Agrin-Expression auch zu einer Destabilisierung bereits gebildeter 

Ausläufer (McCroskery et al., 2006).  
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Die durch Transmembran-Agrin induzierte Bildung der filopodienartigen Ausläufer 

beschränkt sich aber nicht nur auf hippocampale Neurone und retinalen Ganglienzellen. Auch 

auf anderen Neuronen des ZNS und des PNS konnten Ausläufer durch Zugabe polyklonaler 

Antikörper induziert werden, sowohl auf Axonen als auch auf Dendriten (McCroskery et al., 

2006; Annies et al., 2006).  

Neben der Aggregation von endogenem TM-Agrin mittels polyklonaler Antikörper bietet die 

Überexpression durch Transfektion mit TM-Agrin cDNA eine weitere Möglichkeit zur 

Bildung filopodienartiger Fortsätze in Neuronen. Dabei kommt es zu einer starken 

Anreicherung des Proteins in der Zellmembran und somit wahrscheinlich zur Selbst-

aggregation mehrerer TM-Agrin-Moleküle oder zu einer Konzentration in bestimmten 

Membransubdomänen, was zur Aktivierung einer Signalkaskade und zur Bildung der 

Fortsätze führt (McCroskery et al., 2006). Die Überexpression durch Transfektion ermöglicht 

es auch, die filopodienartigen Fortsätze in nicht-neuronalen Zellen und in Zellen, die kein 

oder kaum endogenes Agrin enthalten, zu induzieren, wie beispielsweise in 293HEK oder 

PC12-Zellen (Ramseger, 2004). 

Die filopodienartigen Ausläufer oder Fortsätze enthalten neben Transmembran-Agrin, das bis 

in die Spitzen hineinreicht (siehe Pfeilköpfe Abb. 2 D), auch mittels Phalloidin-Färbung 

anfärbbares F-Aktin (Abb. 2F). Ebenfalls findet sich dort Fascin, welches für die Querver-

netzung der Aktin-Filamente verantwortlich ist (McCroskery et al., 2006). Dies deutet darauf 

hin, dass die Bildung der Ausläufer auf einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts beruht. In 

Übereinstimmung mit dieser Hypothese führt eine Co-Inkubation der Axone mit anti-Agrin-

Antiserum und Cytochalasin D aufgrund der blockierten Polymerisation der Aktin-Filamente 

nicht zur Bildung der Fortsätze (Annies et al., 2006). Des Weiteren findet sich in den 

Fortsätzen Synaptotagmin (Abb. 2H) und GAP-43 (Abb. 2J), Neurofilament-68 jedoch gar 

nicht (Abb. 2G) und β-Tubulin nur an der Ausläufer-Basis (Abb. 2I) (Annies et al., 2006). Die 

filopodienartigen Fortsätze enthalten also ein komplexes Zytoskelett. 

Videomikroskopische Zeitraffer-Aufnahmen zeigen, dass die Bildung der Fortsätze ein 

hochdynamischer Prozess ist, der bereits wenige Minuten nach Zugabe des polyklonalen 

Antiserums beginnt (Annies et al., 2006). Die maximale Anzahl wird nach etwa dreistündiger 

Inkubation erreicht. Die Fortsätze wachsen lateral aus Axon und Dendrit heraus, adhärieren 

an das Substrat und üben Zugkräfte auf den Neuriten aus (siehe auch die gebogene 

Axonstruktur in Abb. 2I und J). Die Wachstumskegel der Ausläufer sind jedoch nicht stabil, 

kollabieren nach wenigen Minuten wieder und ziehen sich bis auf den sichtbaren Rest der 

filopodienartigen Fortsätze zurück (Annies et al., 2006). 
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Die molekularen Mechanismen, die zur Bildung der von Transmembran-Agrin induzierten 

Ausläufer führen, sind derzeit Gegenstand einiger Untersuchungen und konnten bisher nur 

teilweise entschlüsselt werden. So wurde gezeigt, dass die Inkubation mit Staurosporin und 

Pervanadat, welche die Funktion von NtA-Agrin an der neuromuskulären Endplatte hemmen, 

keinen Einfluss auf die Ausbildung der durch TM-Agrin induzierten Ausläufer zeigt, was auf 

unterschiedliche Signalkaskaden bei beiden Prozessen hindeutet (Annies et al., 2006). Nähere 

Untersuchungen zur durch TM-Agrin induzierten Signalkaskade ergaben, dass die Rho-

GTPase Cdc42 daran beteiligt ist und durch TM-Agrin indirekt aktiviert wird (McCroskery et 

al., 2006). 

Des Weiteren zeigte sich, dass sich TM-Agrin auf auswachsenden Axonen und nach 

Überexpression in nicht-neuronalen Zellen in lipid rafts anreichert und dass lipid rafts sowohl 

für die Bildung als auch für die Aufrechterhaltung der Ausläufer notwendig sind. Die durch 

Antikörper induzierte Bildung von Ausläufern kann sowohl durch die Inhibierung der 

Src-Kinase Fyn, welche in lipid rafts lokalisiert ist, als auch der 44/42 MAP-Kinase gehemmt 

werden. Zudem führt die Aggregation von TM-Agrin zu einer erhöhten Aktivität von Fyn und 

44/42 MAPK (Ramseger et al., 2009).  

Die physiologische Funktion der durch TM-Agrin induzierten filopodienartigen Fortsätze ist 

bis dato noch nicht vollständig geklärt. Um den Mechanismus zur Bildung der Ausläufer 

genauer zu verstehen, sind weitere Untersuchungen zur Signalübertragung sowie zur Bindung 

des physiologischen Liganden an TM-Agrin notwendig.  
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Abb. 2: Induktion von filopodienartigen Fortsätze auf kultivierten retinalen Ganglienzellen . Die 
Inkubation von Axonen retinaler Ganglienzellen entweder mit Präimmunserum (A, C, E) oder mit 
polyklonalem anti-Agrin-Antiserum (B, D, F) induziert die Bildung vieler Fortsätze entlang der 
primären Axone. Wachstumskegel und Axone sind in Nomarski-Optik (A, B) bzw. nach Agrin-
Antikörperfärbung (C, D) dargestellt. Auf den mit anti-Agrin Antiserum inkubierten Axonen bilden 
sich zahlreiche Fortsätze aus (Pfeilköpfe B, D). TM-Agrin findet sich ebenfalls auf Axonen, die mit 
Präimmunserum behandelt wurden, zeigt dort jedoch ein gleichmäßiges Verteilungsmuster über das 
gesamte Axon (C). Färbungen von Axonen mit Phalloidin, kultiviert in der Gegenwart von 
Präimmunserum (E) und anti-Agrin-Antiserum (F), zeigen, dass die durch TM-Agrin induzierten 
Ausläufer Aktin enthalten, was auf eine Reorganisation des axonalen Zytoskeletts hindeutet, sowie 
Synaptotagmin (H) und GAP-43 (J) (rote Färbung). β-Tubulin (I) hingegen findet sich jedoch nur an 
der Basis und Neurofilament 68 (G) gar nicht in den Ausläufern. (Skalierungsbalken = 10 µm; 
Abbildung aus Annies et al., 2006) 
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2 Zielsetzung 

Die transmembrane Isoform des Heparansulfat-Proteoglycans Agrin (TM-Agrin) wird von 

Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert. Über ihre Funktion ist im 

Gegensatz zur gut erforschten NtA-Isoform, die an der neuromuskulären Endplatte haupt-

verantwortlich für die Ausbildung des postsynaptischen Apparates ist, nicht viel bekannt. Ein 

Ansatzpunkt für die Funktion von TM-Agrin im ZNS ist die Beobachtung, dass die 

Inkubation von Neuronen mit polyklonalen Antikörpern gegen TM-Agrin oder die Über-

expression durch Transfektion von TM-Agrin cDNA zur Bildung filopodienartiger Ausläufer 

auf Axonen und Dendriten führt. Diese Ausläufer enthalten unter anderem das Zytoskelett-

protein Aktin und sind hoch dynamisch. Sie entstehen auch nach Überexpression durch 

Transfektion von TM-Agrin in nicht-neuronale Zellen, wie beispielsweise 293HEK-Zellen. 

Da sich die Mechanismen der Signalübertragung, die zur Bildung der NMJ und der axonalen 

Ausläufer führen, unterscheiden, ist davon auszugehen, dass ein bis dato noch nicht 

funktionell charakterisierter Bereich von TM-Agrin für die Bildung der filopodienartigen 

Fortsätze verantwortlich ist. Ziel dieser Dissertation war es, diesen Bereich von TM-Agrin zu 

identifizieren und zu charakterisieren. Dies sollte anhand folgender methodischer Ansätze 

erreicht werden:  

 

• Klonierung verschiedener Deletions- und Mutationskonstrukte von TM-Agrin 

• Transfektion dieser Konstrukte in das 293HEK-Zellsystem sowie in primäre neuronale 

 Zellen 

• Quantitative Bestimmung der Protein-Expression nach Transfektion der Konstrukte 

 mittels Western-Blot 

• Mikroskopische Untersuchungen zur lokalen Expression der 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, Applichem, Life Technologies oder 

Sigma bezogen. Für die Zellkultur wurden Verbrauchsmaterialien von Falcon, Greiner und 

Nunc verwendet. 

 

3.1.2 Materialien für die Molekularbiologie 

Agarose NEEO Roth 

Orange G Sigma 

DNA-Standard MBI Fermentas 

Restriktionsenzyme MBI Fermentas / New England Biolabs 

T4 DNA Ligase New England Biolabs 

Oligonukleotide IBA 

Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs 

dNTP-Mix (je 10 mM) New England Biolabs 

Ethidiumbromidlösung (10 mg/ ml) Sigma 

Blue View™ Nucleic Acid Stain Sigma 

Ampicillin Roth 

Kanamycin Roth 

 

Bakterienstamm 

E. coli XL1-Blue recA1 end A1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ pro AB 
qZ∆M15Tn10(Tetr)]   (Stratagene) 
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Medien und Lösungen für die Bakterienkultivierung 

LB-Medium für 1 l: 10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl, pH-Wert auf 
7,5 einstellen und autoklavieren (Life Technologies) 

LB-Selektionsmedium LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin bzw. 50 µg/ml Kana-
mycin 

LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar, 100 µg/ml Ampicillin bzw. 
50 µg/ml Kanamycin 

S.O.C.-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 
10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, auf 1 l mit H2O bidest. auffüllen, 
pH-Wert auf 7,5 einstellen, autoklavieren und 20 mM Glucose 
zugeben 

 

Kits 

QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen 

QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen 

EndoFree® Plasmid Maxi Kit Qiagen 

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen 

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen 

Quik Change® XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene 

 

 

3.1.3 Material für die Zellkultur 

DMEM-Medium PAA 

RPMI 1640-Medium PAA 

Neurobasal A-Medium PAA 

Fetales Kälberserum (FCS) PAA 

B27 supplement Invitrogen 

Penicillin PAA 

Streptomycin PAA 

L-Glutamin PAA 

GlutaMAX Invitrogen 

Natriumpyruvat Invitrogen 

SuperFect®-Transfektionsreagenz Qiagen 

Lipofectamin®-Transfektionsreagenz Invitrogen 

Fibronektin Sigma 

Laminin Invitrogen 

Poly-L-Lysin Sigma 

Chicken Neuron Nucleofector® Kit Amaxa 
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Zelllinien 

Die Zelllinie HEK 293T, auch als 293HEK bezeichnet, ist eine humane embryonale Nieren-

zelllinie, die mit dem Adenovirus Typ 5 (Graham et al., 1977) sowie mit dem SV40 Large T 

Antigen transformiert wurde. Letzteres erlaubt die Transfektion von Vektoren, die die 

Expression des SV40 Large T Antigens zur episomalen Replikation benötigen. 

 

 

3.1.4 Material für die Immunohistologie 

Objektträger Menzel-Gläser 

Deckgläser Menzel-Gläser 

Citifluor AF1 (Einbettmedium) Plano 

Phalloidin-Alexa-488/594 Molecular Probes 

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol) 
Farbstoff 33258 

Sigma 

 

Puffer und Lösungen 

Waschlösung 1xPBS pH 7,4; 0,1 % BSA; 0,2 % Triton X100 

Blocking-Lösung 1xPBS pH 7,4; 1 % BSA; 0,2 % Triton X100 

 

 

3.1.5 Material für 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 Fermentas 

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce 

Hyperfilm (Photosensitiver Röntgenfilm) Amersham Biosciences 

Entwickler und Fixierer Kodak 
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Puffer und Medien 

Zelllysepuffer 50 mM Tris 
500 mM NaCl 
2 mM EDTA 
1 % Nonidet P40 
1 % Triton X-100 
1 Tablette Complete-EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche) auf 25 ml Puffer 

SDS-Probenauftragspuffer 125 mM Tris 
4 % SDS 
20 % Glyzerin 
10 % β-Mercaptoethanol 
0,01 % Bromphenolblau 
mit H2O bidest. auffüllen 

10x Elektrophoresepuffer 
(Laemmlipuffer) 

30 g Tris 
10 g SDS 
144 g Glycin, mit H2O bidest 
auf 1 l auffüllen 

4x Trenngelpuffer 375 mM Tris-Base (pH = 8,8)  
0,1 % SDS 

4x Sammelgelpuffer 125 mM Tris-Base (pH = 6,8) 
0,1 % SDS 

10 %iges Trenngel 3 ml 4x Trenngelpuffer 
4 ml 30 % Acrylamidlsg. 
5 ml H2O bidest. 
60 µl 10 % APS-Lsg. 
12 µl TEMED-Lsg. 

4 %iges Sammelgel 1 ml 4x Trenngelpuffer 
0,52 ml 30 % Acrylamidlsg. 
1,48 ml H2O bidest. 
20 µl 10 % APS-Lsg. 
4 µl TEMED-Lsg. 

10x Nassblotpuffer 29 g Tris-Base 
144 g Glycin 
0,1 % SDS 
20 % Ethanol (techn.) 
auf 1 l mit H2O bidest. auffüllen 

1x TBS 50 ml 1 M Tris-HCl (pH = 7,5) 
30 ml 5 M NaCl  
mit H2O bidest. auf 1 l auffüllen 

1x TBST 0,1 % Tween 20 in 1x TBS 

Blockingpuffer 5 % Magermilchpulver (Sucofin) in 1x TBST 
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3.1.6 Antikörper 

 

Primäre Antikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle Referenz 

Agrin #46 Kaninchen 1:1000 IHC Kröger Tsen et al. 1995 
Kröger et al. 
1996 

TM-Agrin Schaf 1:50 IHC 
1:1000 WB 

Kröger Neumann et al. 
2001 

GFP Kaninchen 1:1000 IHC 
1:5000 WB 

Molecular 
Probes 

 

β-Tubulin (clone 
Tub 2.1) 

Maus 1:200 IHC Sigma  

Aktin (clone C4) Maus 1:10000 WB Chemicon  

 

 

Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

anti-Maus IgG 
Alexa-488/594 

Ziege 1:1000 IHC Molecular Probes 
(Invitrogen) 

anti-Schaf IgG 
Alexa-488/594 

Esel 1:1000 IHC Molecular Probes 
(Invitrogen) 

anti-Kaninchen IgG 
Alexa-488/594 

Ziege 1:1000 IHC Molecular Probes 
(Invitrogen) 

anti-Maus IgG 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 über die Restriktionsschnittstellen 

EcoRI und XbaI (TMFD8 und TMFD6) bzw. HindIII  und EcoRI (TMFD7-572, -568, und 

-566; siehe Kap. 3.1.8 Oligonukleotide) in den Vektor pcDNA4/TO (5078 bp, Invitrogen) 

einkloniert. Das Plasmid beinhaltet Resistenzgene gegen Zeocin und Ampicillin und erlaubt 

somit eine selektive Vermehrung der transformierten E.coli-Bakterien. 

Die gewonnene und aufgereinigte Plasmid-DNA wurde für 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 Deletionskonstrukte (siehe Kap. 3.1.8 Oligo-

nukleotide) sowie die Mutationskonstrukte wurden in den Vektor pEGFP-N1 (4.7 kb, BD 

Biosiences Clontech) über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und BamHI einkloniert. Der 

Vektor enthält ein Kanamycin-Resistenzgen sowie eine C-terminale Sequenz, die für das 

GFP-Protein („green fluorescent protein“) codiert. Dieses wird als Fusionsprotein zusammen 

mit dem Insert exprimiert und dient zur Detektion bei den immunohistochemischen sowie 

proteinbiochemischen Versuchen.  

Neben den oben bezeichneten Konstrukten wurde der Vektor noch für folgende Konstrukte 

verwendet: 

- Für die Zwischenstufen TMFD6-503 (Schnittstellen HindIII  und EcoRI) und intTM-Linker 

(NheI und XhoI, unter Verwendung der endogenen XhoI-Schnittstelle an Position 209) 

- Für die Konstrukte TMFD2-8-GFP und TMFD3-8-GFP (Schnittstellen XhoI und BamHI). 

 

 

 

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

 

Primer für Deletionskonstrukte 

Konstrukt Sequenz 5’ – 3’ Orien-
tierung 

 GTGTGGTGGAATTCACAGCATGACGGC sense 

TMFD8 GCTCTAGACTGACTGCAGTGCACAACTGG antisense 

TMFD6 GCTCTAGAGTCATAGGTGAGGCCATCGGTGC antisense 

TMFD8-GFP CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC antisense 

TMFD6-GFP CGCGGATCCTCATAGGTGAGGCCATCG antisense 

 ATAAAGCTTAGCATGACGGCTTGCCAGTACC sense 

TMFD7-572 AATGAATTCTTAGCCACATTCGTCCTCACACG antisense 

TMFD7-568 AATGAATTCTTACTCACACGGCCCCATCTTGG antisense 

TMFD7-566 AATGAATTCTTACGGCCCCATCTTGGCCACC antisense 

TMFD6 (503aa) ATAAAGCTTAGCATGACGGCTTGCCAGTACC 

TAGAATTCTTGCAGTCGCCTTGGGCAGC 

sense 

antisense 

TMFD6+FD1-GFP ATGAATTCAGATGCCTGCCGAGGGATGC 

ATGGATCCGTGCTGCCAAAGCTGC 

sense 

antisense 

TMFD6+FD6-GFP ATGAATTCCGACCGCTGTGGCAAGTGC 

ATGGATCCAAGGAGCACACCGTCGTGC 

sense 

antisense 

TMFD6+FD8-GFP ATGAATTCTGAGGACGAATGTGGCTCAGG 

CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC 

sense 

antisense 

TMFD6+FD7-8-
GFP 

ATGAATTCCTGCGGCACGACGGTGTGC 

CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC 

sense 

antisense 

intTM-Linker ATAGCTAGCAGCATGACGGCTTGCCAGTACC 

ATTGAATTCATCTCGAGGGGTCGGCGG 

sense 

antisense 

TMFD2-8-GFP ATACTCGAGGACCATGTGGCTCCAAGGACC 

CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC 

sense 

antisense 

TMFD3-8-GFP ATACTCGAGTCTTCAAGAAGTTTGATGGAGCC 

CGCGGATCCGTCTGACTGCAGTGC 

sense 

antisense 

 

Die beiden gelb unterlegten sense-Primer wurden für die nachfolgenden Konstrukte ver-

wendet. Die blau unterlegten Konstrukte waren Zwischenstufen für die jeweils nachfolgenden 

Konstrukte. 
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Primer für Mutationskonstrukte 

Konstrukt Sequenz 5’ – 3’ 

TMFD8 ∆ GAG      1 

                                2 

                                3 

GGACGAATGTGGCgCAGGGGGCTCAGGCTCTGG 

GTGGCGCAGGGGGCgCAGGCTCTGGTGATGGG 

CAGGGGGCGCAGGCgCTGGTGATGGGAGTGAGTG 

TMFD8 C535G-GFP CCTGGCCCAGGTCgGTGGCACCGATGGC 

TMFD8 C567G-GFP CCAAGATGGGGCCGgGTGAGGACGAATGTGG 

TMFD8 N544D-GFP GGCCTCACCTATGACgACCGCTGCGAGCTCCG 

TMFD8 C470G-GFP CCTCCCAGCCTGTCgGTGGCACAGATGGCAACACC 

 

Angegeben ist hier nur der sense-Primer. Der antisense-Primer ergibt sich aus der reversen 

und komplementären Sequenz. Die mutierte Base ist kleingeschrieben.  

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma IBA (Göttingen) bezogen. 
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3.2 Methoden 

 

3.2.1 Molekularbiologische Methoden 

 

PCR 

Für die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Herstellung der Deletionskonstrukte wurde die 

Phusion™ High-Fidelity Polymerase (New England Biolabs) aufgrund ihrer Geschwindigkeit 

und hohen Genauigkeit gewählt. Nach Protokoll des Herstellers wurden 50 µl Ansätze in 

einem Thermocycler (Biometra) gefahren: 

 

Ansatz   PCR-Programm 

5x Phusion HF-Puffer 10 µl  Temperatur Zeit Zyklen 

10 mM dNTPs 1 µl  98 °C 30 s 1 

sense Primer (10 pmol/µl) 2,5 µl  98 °C 10 s  

reverse Primer (10 pmol/µl) 2,5 µl  60 – 72 °C 30 s  

Template DNA (10 ng/µl) 1 µl  72 °C 30 s / 1 kb 25 

Phusion DNA Polymerase  0,5 µl  72 °C 5 min 1 

H2O bidest. 32,5 µl     

      

Anschließend wurden die PCR-Fragmente mittels des QIAquick PCR Purification Kit 

(Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers aufgereinigt. Für die weitere Klonierung wurden mit 

Hilfe der entsprechenden Oligosequenz an den Enden Restriktionsschnittstellen eingefügt. 

 

Restriktionsverdau  

Die aufgereinigte DNA wurde mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen (MBI Fermentas 

bzw. New England Biolabs) geschnitten. Für einen präparativen Verdau, mit dem die weitere 

Klonierung erfolgte, wurden 5-10 µg DNA mit 5-10 Einheiten Restriktionsendonuklease bei 

37 °C in der entsprechenden Pufferlösung über Nacht inkubiert. Eine entsprechende Menge 

des Vektors (pcDNA4/TO bzw. pEGFP-N1) wurde mit denselben Restriktionsenzymen 

verdaut. Ein analytischer Verdau diente zur Kontrolle der Klone nach der Transformation und 

wurde mit deutlich weniger DNA (0,5-1 µg) und geringem Enzymeinsatz (0,5–1 Units) für 

1-2 Stunden bei 37 °C durchgeführt. 
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Aufreinigung aus Agarosegelen 

Da Ethidiumbromid mit der DNA interkaliert und wie UV-Licht Strangbrüche induzieren 

kann, wurde zur Aufreinigung der geschnittenen DNA das Ethidiumbromid freie Blue View 

System (Sigma) verwendet. Hierbei erscheinen die DNA-Fragmente im Agarosegel bei 

Tageslicht als blaue Streifen. Diese wurden mit einem Skalpell herausgetrennt und die DNA 

mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers isoliert und 

aufgereinigt. Die DNA wurde in H2O bidest. eluiert. 

 

Ligation 

Die Ligation ist der Einbau des DNA-Fragments in einen Vektor. Das Enzym Ligase 

katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbrücken zwischen freien 5’-Phosphatgruppen des 

DNA-Fragments und 3’-Hydroxylgruppen des Vektors. Insert und Vektor-DNA wurden 

quantifiziert und in einem stöchiometrischen Verhältnis von 5:1 mit T4-Ligase (New England 

Biolabs) im entsprechenden Puffer über mehrere Stunden bei 16 °C inkubiert. 

 

Transformation 

Die durch die Ligation entstandenen DNA-Plasmide wurden anschließend in chemisch 

kompetente E.coli XL1-Blue-Bakterien transformiert. Die Bakterien wurden hierzu auf Eis 

aufgetaut, der gesamte Ligationsansatz nach Hitzeinaktivierung (65 °C für 15 Minuten) hinzu-

gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der anschließende „heat shock“ in einem 

Wasserbad (90 Sekunden bei 42 °C) führt zur Aufnahme der Plasmide in die Bakterien. 

Anschließend wurde vorgewärmtes SOC-Medium hinzugegeben, 2 Stunden bei 37 °C und 

200 rpm inkubiert und die Bakterien auf Agarplatten ausgestrichen. Die Selektion der 

transformierten Bakterien erfolgte mittels Zusatz von Antibiotika, gegen die sich ein 

entsprechendes Resistenzgen auf dem Vektor befindet. Die Agarplatten wurden über Nacht 

bei 37 °C inkubiert. 

 

Isolierung der Plasmid-DNA 

Einzelne Bakterienkolonien wurden gepickt und mit LB-Medium plus entsprechendem 

Antibiotikum über Nacht bei 37 °C und 200 rpm im Schüttler kultiviert. Für einen Miniprep-

Ansatz wurden 1,5 – 3 ml Bakterienkultur verwendet und die DNA mit dem QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen) isoliert. Für größere DNA-Mengen wurde eine Bakterienkultur mit 

150 – 200 ml LB-Medium plus Antibiotika angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm 
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kultiviert. Die DNA wurde mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen) nach Angabe des 

Herstellers isoliert.  

Die Isolierung der Plasmid-DNA basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse, anschließend 

erfolgt die Bindung der DNA an eine Anionen-Austauscher-Säule bei niedriger Salzkonzen-

tration und geringem pH-Wert. Proteine, RNA und Verunreinigungen werden durch den 

anschließenden Waschschritt bei mittlerem Salzgehalt entfernt. Durch einen Puffer mit hohem 

Salzgehalt wird letztlich die DNA eluiert, mit Isopropanol gefällt, gewaschen und in 

H2O bidest. gelöst. 

Für die Transfektion mit primären Neuronen war es notwendig, endotoxinfreie DNA-Lösung 

zu isolieren. Hierzu wurde der EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) verwendet, der nach 

demselben Prinzip abläuft. Jedoch wird nach der alkalischen Lyse ein Zwischenschritt 

eingeführt, der die Endotoxine größtenteils beseitigt. 

 

Photometrische Konzentrationsbestimmung doppelsträngiger DNA 

Die Konzentration der isolierten DNA wurde mit Hilfe eines Eppendorf-Photometers durch 

Messung der Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt. Nukleinsäuren besitzen ein 

Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 nm. Eine optische Dichte (OD) von 1,0 

bei 260 nm entspricht etwa 50 µg DNA pro ml. Der Quotient E260/E280 erlaubt eine 

Abschätzung zur Reinheit der DNA. Der Quotient einer weitgehend proteinfreien DNA-

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

  

Sequenzierung und Analyse 

Um Mutationen durch die PCR-Reaktion auszuschließen, wurden alle Deletions- und 

Mutationskonstrukte von TM-Agrin durch die GATC Biotech AG (Konstanz) sequenziert. 

Dabei wurden sowohl Standardprimer verwendet, die mit dem Vektor hybridisieren, sodass in 

das Insert hineinsequenziert wurde, als auch spezifisch hergestellte Primer, die im Insert 

liegen und eine vollständige Sequenzierung ermöglichen. Der Vergleich der Sequenzdaten 

mit der publizierten DNA-Sequenz von TM-Agrin erfolgte mit Hilfe des Blast Programms im 

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

 

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis 

Alle TM-Agrin-Mutationskonstrukte wurden mit Hilfe des QuikChange Site-Directed 

Mutagenesis Kits (Stratagene) hergestellt. Dieser ermöglicht es, spezifische Mutationen in ein 

doppelsträngiges Plasmid einzufügen. Dazu werden zwei zueinander komplementäre Primer 
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benötigt, die die gewünschte Mutation ungefähr in der Mitte ihrer Sequenz enthalten. Mit 

Hilfe der Pfu Turbo DNA-Polymerase werden in einer PCR-Reaktion beide Plasmidstränge 

mit hoher Genauigkeit repliziert, ohne dass die Oligonukleotide verschoben oder abgespalten 

werden. Anschließend wird die methylierte parentale DNA spezifisch von der Endonuklease 

DpnI (Erkennungssequenz 5’-Gm6 ATC-3’) abgebaut. Die Plasmid-DNA mit der ge-

wünschten Mutation wird anschließend in ultrakompetente XL10-Gold-Zellen (Stratagene) 

transformiert, und die kultivierten Bakterien werden auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Alle 

Versuchsschritte wurden nach Vorschrift des Herstellers durchgeführt. 

 

 

3.2.2 Zellkulturmethoden 

 

Beschichtung von Deckgläsern mit Fibronektin 

Die Kultivierung von 293HEK-Zellen für die immunohistochemischen Untersuchungen 

erfolgte auf Fibronektin-beschichteten Deckgläschen. Hierzu wurden sterilisierte runde 

Deckgläschen mit 12 mm Durchmesser in eine 24-well-Platte überführt, mit jeweils 500 µl 

Fibronektinlösung (100 µg/ml Fibronektin in PBS) überschichtet und 2 Stunden bei 37 °C im 

Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Deckgläschen dreimal mit sterilem PBS 

gewaschen und feucht bis zur Verwendung in PBS bei 4 °C maximal eine Woche lang 

gelagert. 

 

Kultivierung von 293HEK-Zellen 

Eingefrorene 293HEK-Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C zügig aufgetaut, mit 

vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert, kurz bei 1000 g abzentrifugiert und der zyto-

toxische DMSO-haltige Überstand abgenommen. Anschließend wurde das Zellpellet mit 

frischem Kulturmedium erneut resuspendiert und die Zellen in eine 25 cm² Kulturflasche 

überführt. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem CO2-Inkubator bei 37 °C, 10 % CO2-Gehalt und 

95 % relativer Luftfeuchte. Je nach Teilungsrate wurden die Zellen bei einem konfluenten 

Zellrasen nach 2-3 Tagen passagiert. Hierzu wurde das Medium abgenommen, die Zellen 

einmal mit vorgewärmter PBS-Lösung gewaschen und mit 500 µl 0,5 %iger Trypsin-PBS-

Lösung versetzt. Die Zellen wurden für 2-3 Minuten im Brutschrank inkubiert, mit Medium 

von der Flaschenwand abgespült, mittels Pasteurpipette vereinzelt und im Verhältnis 1:4 bis 

1:6 gesplittet. 
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Zum Einfrieren wurden die Zellen wie beim Passagieren trypsiniert, in 5 ml Kulturmedium 

aufgenommen und jeweils etwa 2-3 x 106 Zellen 5 Minuten bei 1000 g abzentrifugiert. Das 

Pellet wurde in 1,8 ml Einfriermedium (90 % fetales Kälberserum (PAA), 10 % DMSO) 

resuspendiert, in Cryoröhrchen überführt und in eine ethanolgefüllte Einfrierbox gegeben. 

Dieses Verfahren bewirkt eine langsames Einfrieren mit einer Temperaturrate von 1-2 °C pro 

Minute im -80 °C Tiefkühlschrank.  

 

Transfektion von 293HEK-Zellen 

 

Calciumphosphat-Transfektion 

Die Transfektion mit Calciumphosphat beruht auf der endozytotischen Aufnahme der Fremd-

DNA in Form von feinkörnigen DNA-Calciumphosphat-Präzipitaten. Diese bilden sich, wenn 

eine DNA-CaCl2-Lösung mit einer Phosphat-Lösung vermischt wird (Chen und Okayama, 

1987).  

Die Transfektionlösung setzte sich wie folgt zusammen: 420 µl 0,05x TE-Puffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 8,0 + 1 mM EDTA) wurden mit 7,5 µg des jeweiligen cDNA-Konstruktes in 

60 µl steriler 2 M CaCl2-Lösung vermischt. Anschließend wurde tropfenweise 480 µl 2x HBS 

(280 mM NaCl + 50 mM Hepes + 1,5 mM Na2HPO4) unter Vortexen hinzugegeben. Die 

Bildung des Präzipitats erfolgte nach 20 minütiger Inkubation bei Raumtemperatur. Jeweils 

50 µl eines Transfektionsansatzes wurden pro well einer 24-well-Gewebekulturschale ein-

gesetzt. Nach 24 stündiger Inkubation der transfizierten Zellen bei 37° C erfolgte ein 

Mediumwechsel Nach weiteren 24 Stunden konnten die Zellen für immunozytochemische 

Experimente verwendet werden. 

 

SuperFect® - Transfektion 

Das SuperFect-Transfektions-Reagenz (Qiagen) ist ein aktiviertes Dendrimer mit einer 

kugelförmigen Struktur (Tang et al., 1996), mit dem ein breites Spektrum an Zelllinien 

transfiziert werden kann. Der Komplex aus SuperFect® und DNA hat eine positive Netto-

ladung, bindet an negativ geladene Rezeptoren auf der Zelloberfläche und dringt so in das 

Zellinnere ein. In der Zelle schützt SuperFect® zudem die DNA vor dem Abbau durch 

lysosomale Nukleasen. Die Transfektion erfolgte nach Anweisung des Herstellers. 

 

Präparation und Kultivierung von primären tektalen Neuronen 

Die optischen Tekta von Hühnern am Embryonaltag 7 (E7) wurden herauspräpariert und in 

vorgewärmtes PBS überführt. Anschließend erfolgte eine mechanische Zerkleinerung und 
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eine Inkubation mit 0,4 % Trypsin in 5 ml PBS für 15 Minuten bei 37° C. Dieser Schritt 

diente dazu, die Zellen zu vereinzeln, was für die darauf folgende Nukleofektion sowie die 

spätere immunohistochemische Auswertung der Versuche unerlässlich ist. Durch Zugabe von 

Kulturmedium I (RPMI 1640, 10% FCS, 1% Penicillin / Streptomycin, 1 % GlutaMAX) 

wurde die Proteolyse durch Trypsin und somit der Vereinzelungsprozess gestoppt. Die Zellen 

wurden 5 Minuten bei 1000 rpm (= 80 g) abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde 

daraufhin mit verengten Pasteur-Pipetten in 2 ml Kulturmedium I resuspendiert. Dieser 

Schritt wurde zwecks Vereinzelung der Zellen zwei- bis dreimal wiederholt. Anschließend 

wurden die Zellen in 5 ml Kulturmedium I überführt und gezählt. Für die nachfolgende 

Nukleofektion wurden pro Ansatz etwa 4 x 106 Zellen eingesetzt. 

 

Nukleofektion von primären tektalen Neuronen 

Die Nukleofektions-Methode der Firma Amaxa ist besonders für primäre und schwer 

transfizierbare Zellen geeignet, da sie die Elektroporation mit optimierten und auf den 

jeweiligen Zelltyp spezifizierten Puffern kombiniert und so eine hohe Transfektionseffizienz 

und Überlebensrate sicherstellt. Die Nukleofektion der tektalen Neurone wurde mit dem 

„Chicken Neuron Nucleofector® Kit“, der Nukleofektor I Maschine und dem gespeicherten 

Programm G-13 nach Anweisung des Herstellers (Amaxa) durchgeführt. Pro Ansatz wurden 

etwa 6 – 8 µg DNA eingesetzt. Nach dem Nukleofektionsvorgang erfolgte mit Hilfe von 

Trypan-Blau die Bestimmung der Anzahl der überlebenden Zellen, und etwa 400.000 wurden 

auf vier mit PLL und Laminin beschichteten Deckgläschen in einer 35 mm Petrischale verteilt 

(~10.000 Zellen pro cm2). Nach 4 - 6 Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37° C und 5 % 

CO2 wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und gegen Kulturmedium II (Neurobasal A; 

2% B27 supplement; 1 % GlutaMAX; 1 % Penicillin / Streptomycin) ausgetauscht. Die 

immunohistochemische Auswertung erfolgte nach 48 - 72 Stunden. 
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3.2.3 Immunohistologische Methoden 

 

Antikörperfärbung 

In dieser Arbeit wurden transfizierte 293HEK-Zellen sowie tektale Neurone immuno-

zytochemisch analysiert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und danach 

5-7 Minuten mit 4 %iger Paraformaldehyd-Lösung (4 % PFA in PBS) bei Raumtemperatur 

(RT) fixiert. Anschließend erfolgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS (je 5 min). Nach der 

Fixierung wurden die Zellen 15-20 Minuten lang bei RT mit Blocking-Lösung (10 % FCS in 

PBS) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken und um eventuell unzugäng-

liche Epitope freizulegen. Die Inkubation mit primärem Antikörper, verdünnt in Blocking-

Lösung, erfolgte entweder über Nacht bei 4° C oder für 2 - 3 Stunden bei RT. Danach wurden 

die Zellen wieder 3x 5 Minuten mit PBS gewaschen.  

Anschließend erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen sekundären Antikörpern bzw. mit 

fluoreszenz-markiertem Phalloidin-Alexa 488 für 45-60 Minuten bei Raumtemperatur. Zur 

Identifizierung der einzelnen Zellen wurde dann für 10 Minuten mit dem 1:200 in PBS 

verdünnten Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefärbt, der spezifisch mit nuklearer DNA interagiert. 

Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurden die Deckgläschen kurz in H2O bidest. 

und danach in -20° C kaltes Ethanol getaucht. Schließlich wurden die Deckgläschen mit 

Eindeckmedium (Citifluor Fluorescent Mounting Medium) auf Objektträgern eingedeckelt. 

Die Auswertung der gefärbten Zellen erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Leica 

DMRA). 

 

Lebendfärbung 

Eine Variante der soeben beschriebenen Antikörperfärbung stellt die sogenannte „Lebend-

färbung“ dar. Sie diente bei den Transfektionsexperimenten mit TM-Agrin-Mutations- bzw. 

Deletionskonstrukten als Nachweis der exprimierten, mit GFP gekoppelten Proteine auf der 

Außenseite der Zellmembran. Bei dieser Färbemethode wurden 24 Stunden nach erfolgter 

Transfektion die kultivierten Zellen 2 Stunden lang mit im Kulturmedium verdünnten anti-

GFP-Antikörpern versetzt (1:1000). Anschließend wurden die Zellen wie oben beschrieben 

gewaschen und fixiert, und es erfolgte die Inkubation mit dem sekundären, rot-

fluoreszierenden Alexa 594-Antikörper (verdünnt in PBS), um nicht die grüne Eigen-

fluoreszenz des GFP-Proteins im Mikroskop zu beobachten. Die Waschschritte und das 

Eindeckeln erfolgten wie oben beschrieben. 
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Quantitative Auswertung der Ausläuferbildung 

Zur quantitativen Auswertung der Ausläufer-induzierenden Aktivität von TM-Agrin-

Mutations- bzw. Deletionskonstrukten wurden 293HEK-Zellen wie in 3.2.2 beschrieben 

transfiziert und anschließend mit anti-TM-Agrin-AK oder GFP-Antikörper fluoreszenz-

markiert. Zur Ermittlung der Zellzahl diente die DAPI-Färbung. Die jeweiligen Konstrukte 

wurden als positiv (in Bezug auf ihre Fähigkeit, Ausläufer zu induzieren) gewertet, wenn die 

transfizierten Zellen mehr als zehn Fortsätze gebildet hatten, oder, falls weniger Fortsätze 

vorhanden waren, ein Ausläufer mindestens doppelt so groß war wie der Zelldurchmesser. 

Bei der Auswertung wurden einzeln liegende Zellen bevorzugt, da bei Zellverbänden keine 

klaren Aussagen über die Anzahl und Länge der Ausläufer gemacht werden konnten. Die 

Ergebnisse der statistischen Auswertungen wurden als Mittelwert +/- S.E.M. (Standardfehler 

des Mittelwertes) dargestellt. Die Anzahl der unabhängigen Experimente betrug pro trans-

fiziertem Konstrukt mindestens 3 mit jeweils mindestens 100 ausgewerteten Zellen.  

Transfizierte Neurone wurden durch Färbung mit β-Tubulin-Antikörper identifiziert Für die 

quantitative Auswertung wurden nur isolierte Neurone berücksichtigt, aus deren Neuriten die 

Ausläufer klar hervorgingen. Es wurden nur Ausläufer ab 3 µm Länge gezählt. Als Ergebniss 

der statistischen Auswertungen wurde die Anzahl der Ausläufer pro 10 µm Neuritenlänge als 

Mittelwert +/- S.E.M. (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die Anzahl der 

unabhängigen Experimente betrug pro transfiziertem Konstrukt mindestens 3 mit jeweils 

10 ausgewerteten Neuronen.  
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3.2.4 Proteinbiochemische Methoden 

 

Zelllyse 

Konfluent mit Zellen bewachsene 35 mm Kulturschalen transfizierter bzw. untransfizierter 

293HEK-Zellen wurden 2 Tage nach der Transfektion zunächst mit PBS gewaschen. Die 

anschließende Lyse der Zellen erfolgte durch Abschaben der Zellen mit 200 µl Lysepuffer 

und Inkubation auf Eis für 30 Minuten. Mit Hilfe unterschiedlicher Kanülen der Größen 22G 

bis 27G wurden die Lysate homogenisiert und zudem die genomische DNA geschert. Die 

entstandenen Homogenisate wurden anschließend im Verhältnis 1:1 mit SDS-Probenauftrags-

puffer versetzt und bei 95° C für 5 Minuten hitzedenaturiert. Das Auftragen der Proben auf 

ein SDS-Polyacrylamidgel erfolgte entweder direkt im Anschluss, oder die Proben wurden bis 

zu einer Woche bei -20° C gelagert.  

 

Gelelektrophorese 

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden 

Proteine elektrophoretisch in einem Polyacrylamidgel entsprechend ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) 

denaturiert die Proteine und verleiht ihnen eine negative Ladung, deren Größe proportional 

zum Molekulargewicht ist. Dadurch wird das Auftrennen der Proteine in einem elektrischen 

Feld nach ihrer Größe ermöglicht. Glykosylierte Proteine wie Agrin weisen ein etwas 

atypisches Laufmuster im Gel auf, da ihre Zuckerseitenketten kein SDS binden. Sie laufen 

nicht in einer streng begrenzten Bande, sondern in einem „Schmier“. Volllängen-Agrin 

erscheint beispielsweise als breite Bande im Bereich von 400 bis 600 kDa.  

Alle verwendeten SDS-Polyacrylamidgele bestanden aus einem 4 % igem Sammelgel und 

einem Trenngel von variabler Größe (6 % - 16 %). Die Elektrophorese erfolgte bei 70 bis 

80 V in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Sigma), die mit 1x Elektrophoresepuffer 

gefüllt wurde. Mit Hilfe des Größenstandards „Page Ruler™ Prestained Protein Ladder Plus“ 

(MBI Fermentas) konnte das Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine bestimmt werden.  

 

Western-Blot 

Der Western-Blot dient zum Nachweis bestimmter Proteine mit jeweils spezifischen Anti-

körpern. Die Proteine wurden hierzu nach der gelelektrophoretischen Auftrennung auf eine 

Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran durch Anlegen einer elektrischen Spannung im 

Nassblottverfahren (Peqlab, Erlangen) übertragen. Die Stromstärke und die Übertragungs-
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dauer wurden abhängig von der Größe bzw. dem Molekulargewicht der zu transferierenden 

Proteine gewählt (200–360 mA; 1,5-4 Stunden). Anschließend wurden unspezifische Protein-

bindestellen mit Hilfe von 4 % Magermilchpulver in TBST-Puffer bei einer 30 minütigen 

Inkubationszeit abgesättigt. Die PVDF-Membranen wurden dann entweder über Nacht bei 

4° C oder zwei Stunden bei Raumtemperatur mit primären Antikörpern inkubiert.  

Nach drei Waschschritten (jeweils 10 Minuten mit TBST) wurde für 90 Minuten bei 

Raumtemperatur mit einem Spezies-spezifischen, an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten 

Sekundärantikörper inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte die Detektion mit 

Hilfe von Chemilumineszenz-Reagenzien (SuperSignal® West Pico, Pierce) nach Vorschrift 

des Herstellers und anschließender Exposition der PVDF-Membran auf einem Röntgenfilm. 

Die Expositionsdauer betrug dabei abhängig von der Intensität des Signals zwischen wenigen 

Sekunden und etwa 5 Minuten. Anschließend wurden die Filme entwickelt, fixiert und nach 

einem Waschschritt getrocknet. 

Die Filme wurden eingescannt und die Protein-Banden densitometrisch ausgewertet 

(Software: TINA 2.09, Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland). Die Intensität der 

Konstrukt-Banden wurde jeweils auf die Aktin-Bande bezogen. 

 

 

3.2.5 Statistische Auswertung 

 

Die statistische Auswertung der gesamten Daten wurde mit der Graph Pad Prism Software 

Version 4.03 (Graph Pad Software, San Diego CA, USA) unter Verwendung des einseitigen 

t-Tests erstellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei Messreihen wurden mit 

Sternchen versehen, die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wurde folgendermassen definiert: 

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

unter 1%  (p < 0,01; **) = statistisch hoch signifikant  

unter 0,01%  (p <0,001; ***) = statistisch extrem signifikant 

 

 

 



ERGEBNISSE 

- 40 - 

4 Ergebnisse 

 

4.1 Vorarbeiten 

Die Multimerisierung von TM-Agrin durch Zugabe polyklonaler Antikörper oder die Über-

expression mittels Transfektion induziert die Bildung dynamischer, filopodienartiger 

Fortsätze auf Axonen und Dendriten von Neuronen aus ZNS oder PNS (McCroskery et al., 

2006; Annies et al., 2006). Dieser Effekt konnte auch nach transienter Transfektion 

verschiedener Zelllinien (COS-7, PC-12 und HEK 293T) mit der aus Huhn gewonnenen 

cDNA von TM-Agrin beobachtet werden. Dabei zeigte sich auch, dass die Bindung von 

TM-Agrin an die Zellmembran eine wichtige Voraussetzung für die Ausbildung der Fortsätze 

ist. Denn die sekretierte Isoform NtA-Agrin, die sich von TM-Agrin nur in der N-terminalen 

Domäne unterscheidet und ansonsten identisch ist, ist nicht in der Lage, Fortsätze zu 

induzieren (Wöll, 2002) (Abb. 5). 

Im Rahmen der Diplomarbeit von René Ramseger (Ramseger, 2004) wurden einige 

Deletionskonstrukte hergestellt, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. Hierbei 

handelte es sich um die Konstrukte TM-Agrin ∆IC, TMFD9 und intTM-GFP (schematische 

Darstellung siehe Abb. 6). Diese Konstrukte wurden in HEK293T-Zellen transient trans-

fiziert, die Zellen wurden fixiert und mit Agrin-Antikörpern und fluoreszenzmarkiertem 

Phalloidin gefärbt. Dabei zeigte sich, dass die Konstrukte TM-Agrin ∆IC und TMFD9 in der 

Lage waren, die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und die Ausbildung filopodienartiger 

Fortsätze zu induzieren, das Konstrukt intTM-GFP jedoch nicht mehr (siehe Abb. 6 für die 

schematische Darstellung, Abb. 7 für die quantitative Auswertung der transfizierten Zellen). 

Daraus folgt, dass die für diesen Effekt verantwortliche Region von TM-Agrin im Bereich der 

N-terminalen Follistatin-Domänen liegen muss (siehe Abb. 6). Zu einem ähnlichen Ergebnis 

kam auch die Forschungsgruppe um Mathew Daniels, die die N-terminale Hälfte des 

extrazellulären Teils von TM-Agrin als verantwortliche 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-Agrin cDNA(B, D, F). Nach 24 Stunden wurden 
die Zellen mit anti-Agrin-Antikörper (A, B) bzw. Alexa488-konjugiertem Phalloidin (C, D) gefärbt. 
Während die Expression von NtA-Agrin keinen Einfluss auf die Morphologie der transfizierten Zellen 
hat, führt die TM-Agrin-Expression in transfizierten Zellen zur Bildung zahlreicher filopodienartiger 
Fortsätze, die bis in die Spitzen mit Aktin-Filamenten gefüllt sind (E). Untransfizierte Zellen zeigen 
den Effekt nicht (C, E, Zelle rechts unten). Überlagerung sowie Bisbenzimid- (DAPI)-Färbung des 
Zellkerns (blau, E, F) Skalierbalken in A 20µm.  
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4.2 Lokalisierung der Fortsatz-induzierenden Region 

 

4.2.1 Grobkartierung der Fortsatz-induzierenden Region 

Um herauszufinden, welche Domäne von TM-Agrin für die Induktion der filopodienartigen 

Fortsätze verantwortlich ist, wurden verschiedene Deletionskonstrukte hergestellt (Abb. 6). 

Die cDNA dieser Konstrukte wurde in HEK 293T-Zellen transfiziert, 24 Stunden später 

wurden die Zellen fixiert und mit dem TM-Agrin-Antikörper und fluoreszenzmarkiertem 

Phalloidin gefärbt. 

 

 

Abb. 6: Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte von TM-Agrin. Die verschiedenen 
Domänen der TM-Agrin-Deletionskonstrukte für die Grobkartierung der Fortsatz-induzierenden 
Region und anhängende GFP-Tags sind angegeben.  
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Die quantitative Auswertung (siehe Material und Methoden Kap. 3.2.3) ergab, dass nach 

Transfektion von TM-Agrin, TM-Agrin ∆IC, TMFD9 und TMFD8 ca. 80-85 % der 

transfizierten Zellen filopodienartige Fortsätze ausbildeten. Diese Fortsätze beruhten auf einer 

Reorganisation des Zytoskeletts und enthielten Aktin, genauso wie die in ZNS-Axonen 

induzierten Fortsätze (Annies et al., 2006). Nach Transfektion mit NtA-Agrin wurden keine 

Fortsätze ausgebildet, bei den Konstrukte intTM-GFP und TMFD6 waren weniger als 10 % 

der transfizierten Zellen mit Fortsätzen versehen (Abb. 7).  

Da TMFD8 Fortsätze induziert, während TMFD6 dazu nicht in der Lage ist, folgt daraus, dass 

die für die Bildung der filopodienartigen Fortsätze notwendige Region von TM-Agrin im 

Bereich der 7. und 8. Follistatin-ähnlichen Domäne liegen muss. 
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Abb. 7: Grobkartierung der Fortsatz-induzierenden Region. Durchschnittliche Anzahl der 
transfizierten Zellen mit ausgebildeten Fortsätzen. Der Bereich der 7. und 8. Follistatin-ähnlichen 
Domäne ist notwendig für die Bildung der Fortsätze. Der Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit 
n = 3.  
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4.2.2 Einfluss der Glycosaminoglycan-Seitenketten auf die Bildung der 
 Fortsätze 

Die 8. Follistatin-Domäne von TM-Agrin unterscheidet sich von den übrigen Follistatin-

Domänen. An ihrem N-Terminus befindet sich ein Serin-Glycin-Cluster, der als Bindungs-

stelle für Glycosaminoglycan-(GAG) Seitenketten fungiert. Eine weitere Bindungsstelle 

befindet sich in der ersten Serin-Threonin-reichen Region (Abb. 1). An die drei Serine 573, 

576 und 578 lagern sich insgesamt zwei Heparansulfat-Seitenketten an (Winzen et al., 2003).  

Um den Einfluss dieser Glycosaminoglycan-Seitenketten am N-Terminus der 8. Follistatin-

ähnlichen Domäne auf die Bildung der Fortsätze zu untersuchen, wurden an diesen drei 

Positionen Serin zu Alanin mutiert. Das Protein dieses Konstruktes (TMFD8 ∆GAG), 

welches keine GAG-Seitenketten mehr binden kann, wurde nach Transfektion in HEK 293T-

Zellen exprimiert. Die Anzahl der Fortsätze tragenden Zellen reduzierte sich auf etwa 30 % 

aller transfizierten Zellen (Abb. 8). Dies deutet auf einen Einfluss der GAG-Seitenketten auf 

die Bildung der filopodienartigen Fortsätze hin.  

In Übereinstimmung mit bereits veröffentlichen Daten (Winzen et al., 2003; Baerwald-De La 

Torre et al., 2004) führte die Einzel- oder Doppelmutation der Serine 573 und 576 zu Alanin 

zu keinem Verlust bei der Induzierung der Fortsätze (Daten nicht gezeigt), da alle Serine 

funktionell gleichwertig sind und der Verlust von ein oder zwei Serinen als Anlagerungsstelle 

für GAG-Seitenketten durch das verbleibende Serin kompensiert werden kann.  

Die vollständige Deletion der GAG-Seitenketten-Anlagerungsstelle hingegen führte zu einer 

Wiederherstellung der Fortsatz-induzierenden Aktivität (Konstrukte TMFD7-572 und 

TMFD7-568, Abb. 8). Damit zeigt sich, dass Punktmutation der Serine, die als GAG-

Seitenketten-Akzeptoren dienen, zu einem Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität führt, 

die Deletion der gesamten Region aber nicht. Eine Erklärung wäre, dass die Mutation der drei 

Serine und der damit verbundene Verlust der Heparansulfat-Seitenketten möglicherweise zu 

einer Änderung der dreidimensionalen Struktur des Proteins und dadurch zu einer 

Reduzierung der Fortsatz-induzierenden Aktivität führt.  

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Heparansulfat-Seitenketten für die 

Fortsatz-induzierende Aktivität von TM-Agrin entbehrlich sind. 
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Abb. 8: Die GAG-Seitenketten sind nicht notwendig für die Induzierung der Fortsätze. Die 
Mutation der Serine 573, 576 und 578 zu Alanin ergab ein Konstrukt ohne GAG-Seitenketten 
(TMFD8 ∆GAG). Die Expression in HEK293T-Zellen führte zu einer deutlichen Reduktion der 
Fortsatz-Induzierung auf nur noch ca. 30 % der transfizierten Zellen. Die vollständige Deletion der 
GAG-Seitenketten-Anlagerungstelle (Konstrukte TMFD7-572 und TMFD7-568) hingegen führt zu 
einer Wiederherstellung der Fortsatz-induzierenden Aktivität. Dies deutet auf einen vernachlässig-
baren Einfluss der GAG-Seitenketten auf diesen Effekt hin. Die Deletion zweier weiterer 
Aminosäuren (Glutaminsäure 568 und Cystein 567) führt zu einem nahezu vollständigen Verlust der 
Fortsatz-Induzierung (Konstrukt TMFD7-566). Der Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 3.  
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4.2.3 Einfluss der Disulfidbrücke C535-C567 auf den Fortsatz-
 induzierenden Effekt 

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass die Heparansulfat-Seitenketten in der 8. Follistatin-

Domäne keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Aktivität von TM-Agrin haben, wurde 

die 7. Follistatin-Domäne näher betrachtet. Nachdem sich nach Transfektion mit dem 

Konstrukt TMFD7-568 Fortsätze bildeten, wurden im nächsten Schritt zwei weitere Amino-

säuren deletiert (Konstrukt TMFD7-566). Dieses Konstrukt wies nach Transfektion in 

HEK 293T-Zellen einen vollständigen Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität auf (Abb. 

8). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass entweder Glutaminsäure 568 oder Cystein 567 

an der Fortsatz-induzierenden Aktivität beteiligt ist. 

Daraufhin wurde Cystein 567 mittels ortsspezifischer Mutagenese (Strategene) zu Glycin 

mutiert (Konstrukt TMFD8 C567G-GFP, Abb. 9). Die Transfektion mit diesem Konstrukt 

ergab einen fast vollständigen Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität. Somit wurde 

gezeigt, dass das Cystein 567 in der 7. Follistatin-Domäne für diesen Effekt benötigt wird. 

Ein C-terminal angehängtes GFP-Tag diente zur Kontrolle der korrekten Membran-

Orientierung (siehe Kap 4.3.). Das nichtmutierte Kontroll-Konstrukt TMFD8-GFP zeigte eine 

gleich starke Fortsatz-induzierende Aktivität wie Volllängen-TM-Agrin (etwa 80 % der trans-

fizierten Zellen haben Fortsätze), der Leervektor pEGFP-N1 jedoch gar keine (nicht gezeigt). 

Damit ist ausgeschlossen, dass das GFP-Tag selbst einen Einfluss auf den fortsatz-

induzierenden Effekt hat.  

Die Struktur der Follistatin-Domäne wurde beim Glykoprotein BM-40 bereits mit Hilfe der 

Röntgenstrukturanalyse ermittelt (Hohenester et al., 1997), und die Ergebnisse weisen auf 

eine Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen C567 und C535 hin. Um die essentielle Rolle 

dieser Disulfidbrücke auf die Fortsatz-induzierende Aktivität zu bestätigen, wurde im 

nächsten Schritt das Cystein an Position 535 mutiert (Konstrukt TMFD8 C535G-GFP). Die 

Transfektion von 293HEK-Zellen mit diesem Konstrukt ergab ebenfalls nur noch wenige 

Zellen mit Fortsätzen, was auf eine wichtige Funktion der Disulfidbrücke C567-C535 bei der 

Fortsatz-induzierenden Aktivität von Transmembran-Agrin schließen lässt und das vorherige 

Ergebnis bestätigt (Abb. 9).  

Im Gegensatz dazu hatte die Mutation des zu C535 homologen Cysteins in der 6. Follistatin-

Domäne (TMFD8 C470G-GFP) keinen Einfluss auf die Induzierung der Fortsätze. Ebenso 

führte die Mutation der zwischen den beiden Cysteinen liegenden potentiellen Glyko-

sylierungsstelle Asparagin 544 zu Asparaginsäure (TMFD8 N544D-GFP) zu keiner Abnahme 
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der Fortsatz-induzierenden Aktivität (Abb. 9). Dies zeigt, dass diese beiden untersuchten 

Bereiche von TM-Agrin keinen Einfluss auf den Effekt haben. 

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die durch die Disulfidbrücke C535-C567 

gebildete Proteinstruktur in der 7. Follistatin-ähnliche Domäne für die Fortsatz-induzierende 

Aktivität von Transmembran-Agrin von entscheidender Bedeutung ist. 
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Abb. 9: Die Unterbrechung der Disulfidbrücke C535-C567 in der 7. Follistatin-ähnlichen 
Domäne hebt die Fortsatz-induzierende Aktivität von TM-Agrin auf. Die Cysteine C535 und 
C567 wurden zu Glycin mutiert (TMFD8 C535G-GFP und TMFD8 C567G-GFP), was nach 
Transfektion zu einem vollständigen Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität von TM-Agrin 
führt. Die Mutation einer potentiellen Glykosylierungsstelle zwischen beiden Cysteinen 
(TMFD8 N544D-GFP) und eines homologen Cysteins der 6. Follistatin-ähnlichen Domäne 
(TMFD8 C470G-GFP) hat keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Aktivität. Fehlerbalken 
entspricht +/- SEM mit n = 3. 
 



ERGEBNISSE 

- 48 - 

4.2.4 Überexpression von TM-Agrin-Mutationskonstrukten in primären 
 Neuronen 

Um zu zeigen, dass dieselbe Region von TM-Agrin auch für die filopodienartigen Fortsätze in 

Neuronen verantwortlich ist, wurden tektale Neurone aus dem Hühnerembryo transfiziert. In 

früheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass diese Neurone 

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

körper filopodienartige Ausläufer zu bilden (Annies et al., 2006). Sie eignen sich also gut für 

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

Konstrukte. 

 

Abb. 10: Transfektion der TM-Agrin-Mutationskonstru kte in Neurone bestätigt, dass die 
Disulfidbrücke C535 – C567 die für den Fortsatz-induzierenden Aktivität verantwortliche 
Region von TM-Agrin ist. Primäre tektale Neurone aus Huhn (E7) wurden mit TMFD8-GFP (A), 
TMFD8 C535G-GFP (B) und dem Leervektor pEGFP-N1 (Mock) (C) transfiziert und nach 3 Tagen 
fixiert und mit GFP-Antiserum gefärbt. TMFD8-GFP-transfizierte Neurone zeigen eine 2,5-fache 
Erhöhung der Filopodienzahl im Bezug auf das mutierte Konstrukt bzw. die Kontrolle (p < 0,01) (D). 
Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 3 (mit je 10 ausgewerteten Neuronen), Skalierung 20 µm. 
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Mit Hilfe der Nukleofector®-Methode von Amaxa (siehe Kap. 3.2.2) wurden primäre tektale 

Neurone des Hühnerembryos (isoliert am Embryonaltag 7) mit cDNA der Konstrukte 

TMFD8-GFP, TMFD8 C535G-GFP und als Kontrolle mit dem Leervektor pEGFP-N1 

transfiziert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fixiert und mit GFP-Antiserum sowie mit anti-β-

Tubulin-Antikörpern als Neuronmarker gefärbt. Die Anzahl der Fortsätze bezogen auf 10 µm 

Neuritenlänge wurde bestimmt. Hierbei wurden durch das Konstrukt TMFD8-GFP etwa 

2,5-mal so viele Fortsätze wie durch TMFD8 C535G-GFP bzw. die Negativkontrolle 

pEGFP-N1 induziert (Abb. 10).  

Somit konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse aus den Transfektionsexperimenten in 

HEK 293T-Zellen auch auf primäre tektale Neurone übertragbar sind. 

 

 

4.2.5 Funktioneller Ersatz der 7. Follistatin-Domäne 

Um die Spezifität des Fortsatz-induziereden Effektes von TM-Agrin näher zu untersuchen, 

wurde die 7. Follistatin-Domäne durch andere Follistatin-Domänen Agrins ersetzt. Dabei 

zeigte sich, dass ein Ersatz der 7. Follistatin-Domäne durch die 1. bzw. 6. Follistatin-Domäne 

keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Aktivität hat. Das bedeutet, dass sich diese 

Follistatin-Domänen so sehr ähneln, dass sie alle in der Lage sind, filopodienartige Ausläufer 

zu induzieren. Im Gegensatz dazu führte ein Ersatz der 7. durch die 8. Follistatin-Domäne zu 

einer Abnahme der Fortsatzbildung auf etwa 20 % der transfizierten HEK 293T-Zellen. Diese 

Heterogenität der verschiedenen Domänen liegt wohl in erster Linie an den Glycosamino-

glycan-Seitenketten am N-Terminus der 8. Follistatin-ähnlichen Domäne, die die Fortsatz-

induzierende Aktivität, möglicherweise aus sterischen Gründen, beeinflussen (Abb. 11). 

Des Weiteren wurde die Frage untersucht, ob der Abstand der induzierenden Region zur 

Plasmamembran Auswirkungen auf die Bildung der Fortsätze hat. Hierzu wurde die 

1. Follistatin-Domäne des TMFD8-GFP-Konstruktes deletiert, was keinen Einfluss auf die 

Aktivität hatte. Eine Deletion der 1. und 2. Follistatin-Domäne führte jedoch zu einem nahezu 

vollständigen Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität (Abb. 11). Dieses Ergebnis zeigt, 

dass neben der Membranassoziierung von Agrin ein bestimmter Abstand der 7. Follistatin-

Domäne zur Membran wichtig für die Bildung der filopodienartigen Fortsätze ist.  
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Abb. 11: Spezifität der Fortsatz-induzierenden Aktivität der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne. 
Ein Ersatz der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne durch die 1. bzw. 6. Follistatin-ähnliche Domäne hat 
keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Aktivität. Ersetzt man sie allerdings mit der 
8. Follistatin-ähnlichen Domäne, so werden keine Fortsätze induziert. Aus technischen Gründen 
wurde bei der Klonierung der Konstrukte eine Insertion (N504) am C-Terminus der 6. Follistatin-
ähnlichen Domäne vorgenommen, was aber keinen Einfluss auf die Fortsatz-induzierende Aktivität 
hatte (vgl. TMFD6+FD7-8-GFP mit TMFD8-GFP). Der Abstand der Fortsatz-induzierenden Region 
von TM-Agrin zur Plasmamembran ist hingegen wichtig für den Effekt. Die Deletion der ersten 
beiden Follistatin-ähnlichen Domänen führt zu einem Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität. 
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 Aktivität der TM-Agrin-Mutationskonstrukte 

TMFD8 C535G-GFP bzw. TMFD8 C567G-GFP könnte darauf zurückzuführen sein, dass 

diese Proteine nicht in der richtigen Orientierung in die Plasmamembran integriert werden 

oder schwächer exprimiert werden als das Fortsatz-induzierende Konstrukt TMFD8-GFP. Um 

diese Möglichkeit auszuschließen, wurde eine sogenannte Lebendfärbung durchgeführt.  

Dazu wurden HEK 293T-Zellen 24 Stunden nach der Transfektion 2 Stunden lang mit 

normalem DMEM-Kulturmedium inkubiert, dem anti-GFP-Antiserum zugefügt wurde. 

Anschließend wurden die Zellen fixiert und unter nicht-permeabilisierenden Bedingungen mit 

einem sekundären Alexa 594-Antikörper inkubiert. Hierbei wurde nur das extrazelluläre 

GFP-Tag rot angefärbt, die GFP-Eigenfluoreszenz erscheint im Fluoreszenzmikroskop bei 

einer anderen Wellenlänge im grünen Bereich und wurde nicht detektiert.  

Es zeigte sich, dass die TM-Agrin-Mutationskonstrukte ohne Fortsatz-induzierende Aktivität 

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

und auch in der richtigen Orientierung in die Plasmamembran 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) wurde in HEK 293T-Zellen transfiziert. 
Nach 24 Stunden wurden die Zellen für 2 Stunden mit dem normalen Kulturmedium versetzt, dem 
anti-GFP-Antiserum zugefügt wurde, anschließend fixiert und mit einem sekundären Alexa 594-
Antikörper gefärbt. Beide Konstrukte wurden gleichmäßig exprimiert (siehe auch Kap. 4.4) und in die 
Plasmamembran eingebaut, auch wenn nur TMFD8-GFP in der Lage ist, Fortsätze zu induzieren (A). 
Skalierbalken in A 20µm. 
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4.4 Expression der TM-Agrin-Konstrukte 

Die fehlende Fortsatz-induzierende Aktivität einiger Konstrukte könnte darin begründet sein, 

dass das Protein nach der Transfektion geringer exprimiert und/oder wieder abgebaut wird. 

Um dies auszuschließen, wurden gleich große Ansätze von HEK 293T-Zellen mit den 

verschiedenen Konstrukten transfiziert und nach 48 Stunden lysiert. Das homogenisierte 

Zelllysat wurde mittels SDS-PAGE / Western Blot aufgetrennt und analysiert (siehe 

Kap. 3.2.4).  

 

Abb. 13: Gleiche Expressionsrate der TM-Agrin-Deletionskonstrukte. SDS-PAGE mit 
anschließendem Western Blot von transfizierten HEK293T-Zelllysaten. Die Fortsatz-
induzierenden Konstrukte TMFD7-572 und TMFD7-568 sowie die Deletionskonstrukte ohne 
Fortsatz-induzierende Aktivität TMFD7-566 und TMFD6 ergaben im Western Blot nach 
Detektion mit TM-Agrin-Antiserum eine breite Bande bei etwa 75 kDa. Ein Zelllysat nach 
Transfektion mit dem pcDNA4/TO-Vektor ergab keine Bande (Mock) Zur Quantifizierung 
wurde Aktin (Bande bei 43 kDa) codetektiert. Die Expression wurde densitometrisch 
quantifiziert und auf die Kontrolle bezogen (heller Balken). Alle Konstrukte wurden 
gleichmäßig exprimiert. Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 5. 
 

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

Antiserum eingesetzt. Zur Überprüfung der gleichmäßigen Beladung wurde Aktin mit Hilfe 
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von anti-Aktin-Antikörpern codetektiert. Die Quantifizierung erfolgte densitometrisch durch 

Normalisierung der Intensitäten der TM-Agrin-Banden auf die Aktin-Bande. Die 

Expressionsrate des Fortsatz-induzierenden Konstruktes TMFD7-572 wurde als Referenzwert 

festgelegt und die Expressionsrate der anderen Proteine hierauf bezogen. 

Hierbei zeigte sich, dass die Konstrukte TMFD7-566 und TMFD6, die keine Fortsatz-

induzierende Aktivität aufweisen, ebenso stark exprimiert werden wie die Fortsatz-

induzierenden Konstrukte TMFD7-572 und TMFD7-568 (Abb. 13). 

 

 

Abb. 14: Gleiche Expressionsrate bei TM-Agrin-Mutationskonstrukten. SDS-PAGE mit 
anschließendem Western Blot von transfizierten HEK 293T-Zelllysaten. Die TMFD8-GFP-
Mutationskonstrukte zeigten im Western Blot nach Detektion mit GFP-Antiserum eine breite 
Einzelbande bzw. eine Doppelbande im Bereich von 120-135 kDa, TMFD6-GFP von etwa 
100 kDa. Aktin (Bande bei 43 kDa) wurde zur Quantifizierung codetektiert. Die Expression wurde 
densitometrisch quantifiziert und auf die Kontrolle TMFD8-GFP bezogen (heller Balken). Nur die 
beiden Fortsatz-induzierenden Mutationskonstrukten TMFD8 N544D-GFP und TMFD8 C470G-
GFP wurden signifikant geringer exprimiert (~ 25 %, p < 0,05) als die Kontrolle TMFD8-GFP. 
Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 5. 
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Im Gegensatz zu den TM-Agrin-Deletionskonstrukten (Abb. 13) zeigt die Expression der 

TMFD8-GFP-Mutationskonstrukte im Western Blot mehrere verschiedene Banden. In die 

Auswertung einbezogen wurden hierbei entweder eine breite Einzelbande bzw. eine Doppel-

bande im Bereich von 120-130 kDa (beim Konstrukt TMFD6-GFP die Einzelbande bei etwa 

100 kDa). Eine mögliche Erklärung für die Doppelbanden könnten Unterschiede in der 

Glykosylierung sein. Die Bande oberhalb von 200 kDa deutet auf Dimerisierung hin und 

wurde bei der Auswertung nicht berücksichtigt. Wie bei den TM-Agrin-Deletionskonstrukten 

wurden die Intensitäten der Banden der TM-Agrin-Mutationskonstrukte auf die Aktin-Bande 

normalisiert. Die Expressionsrate des Fortsatz-induzierenden Konstruktes TMFD8-GFP 

wurde als 100% gesetzt und die Expressionsrate der anderen Proteine hierauf bezogen. 

Hierbei zeigte sich, dass die nicht-Fortsatz-induzierenden Konstrukte TMFD8 C535G-GFP 

und TMFD8 C567G-GFP ebenso stark exprimiert wurden wie die Kontrolle TMFD8-GFP, 

wohingegen die Konstrukte TMFD8 N544D-GFP (76 % ± 8 %) und TMFD8 C470G-GFP 

(77 % ± 7 %) signifikant schwächer exprimiert wurden (p < 0,05, Abb. 14). Allerdings sind 

diese beiden Konstrukte in der Lage, Fortsätze zu induzieren (Abb. 9). Die geringere 

Expression hat darauf keinen signifikanten Einfluss. 

Die fehlende Fortsatz-induzierende Aktivität der Konstrukte TMFD8 C535G-GFP und 

TMFD8 C567G-GFP kann somit nicht auf eine geringere Expression zurückgeführt werden. 

Der Austausch der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne mit anderen Follistatin-Domänen von 

TM-Agrin hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Expressionsrate der Proteine (Abb. 15). Auch 

das Konstrukt TMFD6+FD8-GFP, dessen Fortsatz-induzierende Aktivität stark vermindert ist 

(siehe Abb. 11), wird ebenso stark exprimiert wie die Positivkontrolle TMFD8-GFP bzw. wie 

das Konstrukt TMFD6-GFP, welches nicht in der Lage ist, Fortsätze zu induzieren. 

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Western Blots zeigen somit, dass die 

Expressionsrate der Konstrukte, die keine Fortsatz-induzierende Aktivität aufweisen, ebenso 

hoch ist wie die der Konstrukte mit Fortsatz-induzierender Aktivität. Die etwas geringere 

Expression der Konstrukte TMFD8 N544D-GFP und TMFD8 C470G-GFP hat keinen 

Einfluss auf ihre Fähigkeit, filopodienartige Fortsätze zu induzieren. 

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass der Verlust der Fortsatzbildung 

ursächlich auf die Mutationen zurückzuführen ist und nicht auf einer geringeren Protein-

syntheserate, einer erhöhten proteolytische Abbaurate oder auf eine fehlende Expression der 

Proteine auf der Zelloberfläche beruht. 
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Abb. 15: Gleiche Expressionsrate nach Austausch der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne. SDS-
PAGE mit anschließendem Western Blot von transfizierten HEK 293T-Zelllysaten. Die TMFD8-
GFP-Mutationskonstrukte zeigten im Western Blot nach Detektion mit GFP-Antiserum 
Doppelbanden im Bereich von 110-135 kDa, TMFD6-GFP eine Einzelbande bei etwa 105 kDa. 
Aktin (Bande bei 43 kDa) wurde zur Quantifizierung codetektiert. Die Expression wurde 
densitometrisch quantifiziert und auf die Kontrolle bezogen (heller Balken). Alle Konstrukte 
wurden gleichmäßig exprimiert. Fehlerbalken entspricht +/- SEM mit n = 3. 
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5 Diskussion 

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation war es, den Bereich von Agrin zu identifizieren 

und zu charakterisieren, der für die Bildung der filopodienartigen Fortsätze verantwortlich ist. 

Mit Hilfe verschiedener Deletions- und Mutationskonstrukte wurde gezeigt, dass der Bereich 

zwischen den Cysteinen C535 und C567 der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne von Agrin 

wichtig für die Bildung filopodienartiger Ausläufer ist. Aufgrund der großen Sequenz-

homologie der verschiedenen Follistatin-ähnlichen Domänen Agrins hat ein Austausch dieser 

7. Follistatin-Domäne mit einer anderen Agrin-Follistatin-Domäne keine Verminderung der 

Ausläuferanzahl zur Folge. Die Bildung der Ausläufer konnte mittels Überexpression sowohl 

in Neuronen als auch in nicht-neuronalen Zellen induziert werden.  

 

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

Die unterschiedliche Induzierung von filopodienartigen Fortsätzen durch verschiedene 

Mutationen und Deletionen an TM-Agrin könnte dadurch erklärt werden, dass die 

verschiedenen Mutationskonstrukte unterschiedlich stark exprimiert oder unterschiedlich 

effizient in die Zellmembran eingebaut werden. Der Einbau in die Zellmembran ist essentiell 

für die Bildung der Fortsätze, da die sekretierte NtA-Isoform, die sich nur im N-terminalen 

Bereich und der damit verbundenen Membraneinbindung von TM-Agrin unterscheidet, nicht 

in der Lage ist, die filopodienartigen Fortsätze zu induzieren. 

So genannte „Lebendfärbungen“, bei denen der Erstantikörper vor der Fixierung und 

Permeabilisierung der transfizierten 293HEK-Zellen zugegeben wird, zeigten, dass die 

untersuchten Konstrukte TMFD8-GFP und TMFD8 C535G-GFP beide in die Zellmembran 

integriert werden (Abb. 12). TMFD8-GFP ist in der Lage, Fortsätze zu induzieren, das 

Mutationskonstrukt TMFD8 C535G-GFP ist dazu jedoch nicht fähig. Die unterschiedliche 

fortsatzinduzierende Aktivität kann also nicht mit einer unterschiedlichen Effizienz beim 

Transport auf die Zelloberfläche erklärt werden. 

Alle untersuchten TM-Agrin-Mutations- und Deletionskonstrukte wurden mit vergleichbarer 

Proteinsyntheserate nach Transfektion in 293HEK-Zellen exprimiert (Kap. 4.4). Einzige 

Ausnahmen bildeten die Mutationskonstrukte TMFD8 N544D-GFP und TMFD8 C470G-

GFP, deren Expression um etwa 25 % verringert war. Das hatte aber keinerlei Einfluss auf 

ihre Fähigkeit, Fortsätze zu induzieren. 
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Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es keinen wesentlichen Unterschied in der 

Expressionsrate bzw. beim Einbau der Proteine in die Zellmembran zwischen Fortsatz-

induzierenden und nicht-induzierenden Konstrukten gibt. Der Verlust der induzierenden 

Aktivität beruht ursächlich auf den Mutationen und nicht auf sekundären Effekten. 

 

 

5.2 Die Funktion von TM-Agrin während der frühen ZNS-
Entwicklung 

Um die vorliegenden Ergebnisse besser diskutieren zu können, soll zunächst die Rolle von 

Agrin bei der ZNS-Entwicklung dargestellt werden.  

Agrin kommt in Neuronen des ZNS überwiegend in der zellmembrangebundenen Isoform vor 

(TM-Agrin) (Burgess et al., 2000; Neumann et al., 2001), wohingegen die längere NtA-Form 

sekretiert wird und an der Basalmembran an Laminin (Denzer et al., 1995; Denzer et al., 

1997) und Dystroglycan (Gesemann et al., 1996; Campanelli et al., 1996; Otoole et al., 1996) 

bindet. Im Gegensatz zu NtA-Agrin, dessen Funktion an der neuromuskulären Endplatte 

bereits gut charakterisiert wurde, ist die Rolle von TM-Agrin im Zentralnervensystem 

weitgehend ungeklärt. 

Die Transmembran-Isoform von Agrin wird in Neuronen exprimiert und findet sich auf 

Axonen und Dendriten angereichert. Die maximale Expressionsrate von Agrin im ZNS 

während des axonalen Wachstums und der Bildung von Synapsen sowie seine anschließende 

Herunterregulierung, lässt auf eine Rolle von Agrin während des Neuritenwachstums und der 

Synaptogenese schließen (siehe Review Kröger und Schröder, 2002; Kröger und Pfister, 

2009). Jedoch zeigt sich bei kultivierten hippocampalen und corticalen Neuronen aus    

Agrin -/- -Mäusen bei Neuritenwachstum und Synapsenstruktur kein Unterschied zum Wildtyp 

(Li et al., 1999; Serpinskaya et al., 1999). Eine Erklärung für diesen Befund sind mögliche 

kompensatorische Mechanismen während der frühen Neuronalentwicklung. Denn die akute 

Inhibierung der Agrin-Expression mittels Verwendung von antisense-Oligonukleotiden bzw. 

die Blockierung der Funktion von Agrin mittels Antikörperpräinkubation führt in-vitro zu 

einer Reduzierung der axonalen Verzweigungen sowie der Anzahl der gebildeten Synapsen. 

Die Länge der Axone bleibt davon jedoch unbeeinflusst (Ferreira, 1999; Bose et al., 2000). 

Die Zugabe von rekombinantem Agrin auf kultivierte hippocampale Neurone hingegen führt 

zu einem verminderten Axonwachstum, jedoch auch zu einer stärkeren Verzweigung. Im 

Gegensatz dazu führt die Behandlung mit antisense-Oligonukleotiden zu längeren und 

unverzweigten Axonen (Mantych und Ferreira, 2001). Diese Befunde, sowie die Induktion 
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filopodienartiger Fortsätze durch Zugabe von anti-Agrin Antikörpern auf TM-Agrin 

exprimierende Neurone (Annies et al., 2006) oder - wie die in dieser Arbeit gezeigt - durch 

Überexpression nach Transfektion, führen zu dem Schluss, dass Agrin eine Funktion bei der 

neuronalen Entwicklung haben könnte.  

Die hohe Expression von Agrin in der ventrikulären Zone während der frühen Cortex-

Entwicklung deutet auf eine mögliche Rolle Agrins während der Zellproliferation und 

Migration hin (Stone und Nikolics, 1995; Cohen et al., 1997b). Eine Reihe von Wachstums-

faktoren finden sich ebenfalls in der ventrikulären Zone während dieser Entwicklungsphase, 

wie beispielsweise Activin und andere Vertreter der TGF-β-Familie (Cameron et al., 1998). 

Die Regulation dieser Wachstumsfaktoren erfolgt mit Hilfe von Antagonisten, und der 

natürliche Antagonist von Activin ist Follistatin. Die Follistatin-ähnlichen Domänen am N-

Terminus von Agrin könnten ein Hinweis daraf sein, dass Agrin eine Rolle bei der Regulation 

von Activin oder anderen TGF-β-Wachstumsfaktoren spielt. Jedoch unterscheiden sich die 

Bereiche von Follistatin, die verantwortlich für die Bindung und Neutralisierung von Activin 

sind, stark von den Follistatin-ähnlichen-Domänen von Agrin, sodass eine Wechselwirkung 

zwischen Agrin und Activin unwahrscheinlich ist (Sidis et al., 2001). 

 

 

5.3 Follistatin-Domänen 

Das sekretierte Protein Follistatin reguliert zell- und gewebespezifisch mehrere Signalüber-

tragungswege mittels Inaktivierung von TGF-β-Wachstumsfaktoren (de Winter et al., 1996; 

Phillips und de Kretser, 1998) und spielt eine wichtige Rolle bei Zellwachstum und 

Differenzierung (Tashiro et al., 1991; Hemmati-Brivanlou et al., 1994; Iemura et al., 1998). 

So weisen Follistatin-defiziente-Mäuse, die in der Regel wenige Stunden nach der Geburt 

aufgrund von Atmungsversagen sterben, multiple Skelett- und Hautabnormitäten auf (Matzuk 

et al., 1995).  

Die Entdeckung Follistatins ging mit der Beobachtung einher, dass es der Sekretion des 

Follikel-Stimulierenden Hormons (FSH), die durch Activin induziert wird, entgegenwirkt 

(Esch et al., 1987; Robertson et al., 1987). Diese Hemmung beruht auf der hohen Bindungs-

affinität von Follistatin an Activin (Nakamura et al., 1990) und die dadurch verhinderte 

Bindung von Activin an seinen Rezeptor (Thompson et al., 2005). Die Interaktion zwischen 

Follistatin und Activin wird durch Heparin potenziert (Sumitomo et al., 1995). 

Alternatives Spleißen führt zu drei Follistatin-Isoformen (FS-288, FS-303 und FS-315), die 

sich in ihrer Bindungsfähigkeit bezüglich Heparins deutlich unterscheiden. Die kürzeste 
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Isoform mit 288 Aminosäuren hat die höchste Affinität zu Heparin, die längste Isoform mit 

315 Aminosäuren ist aufgrund eines sauren, Glutaminsäure-reichen C-Terminus nicht mehr in 

der Lage, Heparin zu binden (Sugino et al., 1993). Die Bindungsstelle für Heparin befindet 

sich in der stark basischen Region der EGF-ähnlichen Untereinheit (siehe Abb. 17) in der 

ersten von drei Follistatin-Domänen (Inouye et al., 1992; Innis und Hyvonen, 2003). Auch 

Agrin bindet an Heparin, jedoch ist hierbei die Bindungsstelle an der Laminin G2-Domäne 

und nicht an einer der Follistatin-Domänen lokalisiert. 

Follistatin besteht aus 3 homologen Follistatin-Domänen von 73 bis 75 Aminosäuren Länge, 

denen ein 63 Aminosäuren großes N-terminales Segment vorgelagert ist, das keine bekannte 

Sequenzhomologie aufweist (Shimasaki et al., 1989). Dieses N-terminale Segment sowie die 

beiden ersten Follistatin-Domänen sind für die Bindung an Activin und die damit verbundene 

Inaktivierung notwendig (Sidis et al., 2001; Keutmann et al., 2004).  

Kristallstrukturanalysen der Follistatin-Domäne von SPARC/BM-40 (Hohenester et al., 1997) 

und der ersten FS-Domäne von Follistatin selbst (Innis und Hyvonen, 2003) zeigen, dass die 

für Follistatin-Domänen charakteristischen 10 Cysteine ausschließlich innerhalb der Domäne 

Disulfidbrücken bilden und Follistatin-Domänen somit autonome Einheiten darstellen (siehe 

Abb. 16). Diese lassen sich aufgrund der Position der Disulfidbrücken (Verknüpfung der 

Cysteine 1-3, 2-4 sowie 5-9, 6-8, 7-10) grob in zwei separate strukturelle Untereinheiten 

einteilen, die kaum miteinander interagieren (Hohenester et al., 1997; Innis und Hyvonen, 

2003). Die N-terminale Untereinheit ist durch eine stark verdrehte β-Haarnadel-Struktur 

charakterisiert (β1 und β2) und wird aufgrund ihrer Sequenzhomologie auch als EGF-ähnliche 

Untereinheit bezeichnet (Hohenester et al., 1997). Die C-terminale Untereinheit besteht aus 

einer α-Helix (α1), an die sich drei kurze, antiparallel ausgerichtete β-Faltblattstrukturen (β3, 

β4 und β5) anschließen (Abb. 16) (Hohenester et al., 1997; Innis und Hyvonen, 2003). Die 

Sequenz ähnelt Protease-Inhibitoren der Kazal-Familie und wird daher auch als Kazal-

ähnliche Untereinheit bezeichnet (Hohenester et al., 1997). 

Follistatin-Domänen wurden neben Agrin (Rupp et al., 1991) auch bei weiteren extrazellu-

lären Matrixproteinen gefunden wie z.B. bei Osteonektin/ BM-40 (Murphy-Ullrich et al., 

1995), den Komplement-Proteinen C6 und C7 (Ullman und Perkins, 1997) und Tomoregulin 

(Uchida et al., 1999). Sequenzvergleiche zeigen eine hohe, speziesübergreifende Homologie 

(siehe auch Abb. 17); die spezifischen Liganden dieser Follistatin-Domänen sind allerdings 

bisher nicht identifiziert worden. Aufgrund der unterschiedlichen Proteine, in denen 

Follistatin-Domänen vorkommen, sind weitere Funktionen und Bindungspartner für 

Follistatin-Domänen wahrscheinlich. 
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Abb. 16: Darstellung der Follistatin-Domäne 1 (Fs1) aus Follistatin (Huhn) und seiner 
sekundären Strukturelemente (aus (Innis und Hyvonen, 2003) modifiziert). Die Disulfidbrücken 
(gelb) sind nummeriert. Alle Disulfidbrücken sowie die wesentlichen Strukturelemente sind auch in 
den Follistatin-Domänen von TM-Agrin (Huhn) vorhanden.  
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5.4 Die siebte Follistain-Domäne von TM-Agrin ist für die 
 Bildung der Fortsätze verantwortlich 

Die Identifikation der membranständigen Isoform von Agrin führte zu der Hypothese, dass es 

sich bei TM-Agrin um einen Rezeptor mit signaltransduzierenden Eigenschaften handeln 

könnte. Rezeptoren mit einer einzelnen Transmembrandomäne, wie sie auch bei TM-Agrin 

vorkommt, können in der Regel durch einen Liganden multimerisiert und dadurch aktiviert 

werden (Heldin, 1995; Weiss und Schlessinger, 1998). Der physiologische Ligand von TM-

Agrin ist bis dato noch unbekannt, jedoch kann die Multimerisierung auch durch Kreuz-

vernetzung mittels polyklonaler Antikörper erfolgen (Annies et al., 2006). Des Weiteren kann 

es durch Überexpression nach einer Transfektion zur Automultimerisierung von TM-Agrin 

kommen. Beide Wege führen über eine Signalkaskade zur Reorganisation des Zytoskeletts 

und zur Ausbildung filopodienartiger Fortsätze (Ramseger et al., 2009). Die Aktivierung einer 

intrazellulären Sigalkaskade ist konsistent mit einer Rezeptorfunktion von TM-Agrin.  

Ziel dieser Arbeit war es, den Bereich von Agrin zu identifizieren, der für die Induzierung der 

filopienartigen Fortsätze verantwortlich ist. Von den beiden Isoformen, NtA-Agrin und TM-

Agrin, ist trotz ihrer großen Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz nur die letzt-

genannte in der Lage, diese Fortsätze zu induzieren. Für die Bildung der Fortsätze ist die 

Verankerung von Agrin in der Membran somit unbedingt erforderlich, was für die Theorie der 

Signalübertragung durch einen Rezeptor TM-Agrin spricht.  

Die Verankerung erfolgt durch eine einzelne, 23 Aminosäuren lange α-helikale Trans-

membran-Domäne. Transfektionsexperimente mit TM-Agrin-Deletions- und Mutations-

konstrukten zeigten, dass die 34 Aminosäuren große intrazelluläre Domäne von TM-Agrin für 

die Induzierung der Fortsätze entbehrlich ist (Ramseger, 2004; McCroskery et al., 2006). 

Ebenso kann die G3-Domäne am C-Terminus, die für die synaptogene Wirkung von 

NtA-Agrin an der neuromuskulären Endplatte verantwortlich ist (Gesemann et al., 1995), 

ohne Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität deletiert werden.  

Weitere Deletionen am etwa 1900 Aminosäuren umfassenden extrazellulären Teil von TM-

Agrin zeigten, dass die 7. Follistatin-Domäne entscheidend für die Fortsatzbildung ist, ins-

besondere der Bereich zwischen den beiden Cysteinen C535 und C567, die die letzte 

Disulfidbrücke der 7. Follistatin-Domäne bilden. Mutationen an diesen beiden Positionen 

(Mutationskonstrukte TMFD8 C535G-GFP und TMFD8 C567G-GFP, Abb. 9) führen zu 

einem vollständigen Verlust der Fortsatz-induzierenden Aktivität von TM-Agrin. Die 

Disulfidbrücke verbindet die 3. β-Faltblattstruktur mit dem C-Terminus der Domäne. Sie 

umschließt eine Domänen-Schleife, die noch zwei weitere β-Faltblattstrukturen (β4 und β5) 
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sowie eine α-Helix beinhaltet (Abb. 16). Eine Unterbrechung dieser Disulfidbrücke führt zu 

einer starken Veränderung der räumlichen Struktur innerhalb der Follistatin-Domäne, sodass 

wahrscheinlich die Di- bzw. Multimerisierung oder die Bindung eines Liganden an TM-Agrin 

verhindert wird. 

Zur genaueren Lokalisierung wurden in unserer Arbeitsgruppe weitere Aminosäuren im 

Bereich der 5. Disulfidbrückenbindung innerhalb der 7. Follistatin-Domäne mutiert. Jedoch 

hatte weder die Mutation der Cysteine an Position 553 bzw. 546 zu Alanin, oder Prolin 530 zu 

Alanin noch die Doppelmutation der Glutamin-Seitenketten 555 und 556 zu Glutaminsäure 

eine Reduzierung der Fortsatzbildung zur Folge (Seliger, 2008; Porten et al., 2010). Dies 

spricht für eine hohe strukturelle Stabilität der Follistatin-Domäne. Im Gegensatz dazu führte 

die Mutation von Aspartat 538 zu Glycin in einem Loop-Bereich zwischen der 3. und 4. β-

Faltblattstruktur (Abb. 16) zu einem vollständigen Verlust der Fortsatz-induzierenden 

Aktivität. Die Unterbrechung des Loops durch Mutation des benachbarten Glycins 539 zu 

Prolin, führte ebenfalls zu einer Reduktion der Fortsatzbildung (Seliger, 2008; Porten et al., 

2010). Somit ist die Integrität der Kazal-ähnlichen Untereinheit der 7. Follistain-Domäne, 

insbesondere der Loop-Bereich zwischen der 3. und 4. ß-Faltblattstruktur, für die Induzierung 

der filopodienartigen Fortsätze verantwortlich.  

 

Abb. 17: Vergleich der Proteinsequenz der Follistatin-Domänen 1, 6, 7 und 8 aus TM-Agrin, der 
Follistatin-Domänen 1 bis 3 aus Follistatin, sowie der Follistatin-ähnlichen Domäne aus BM-40 (alle 
aus Huhn). Identische Aminosäuren sind rot, konservierte Aminosäuren blau bzw. grün markiert. Alle 
Cysteine sind konserviert. 

 
 

Bemerkenswert ist zudem die Tatsache, dass die Aminosäure Aspartat 538 hochkonserviert ist 

und bei allen Follistatin-ähnlichen Domänen von Agrin vorkommt (Abb. 17). Der Austausch 

der 7. Follistatin-Domäne zeigt, dass die Induzierung der Fortsätze auch durch andere 

Follistatin-Domänen Agrins hervorgerufen werden kann (Abb. 11).  

Die Follistatin-Domänen 1, 6, 7 und 8 der insgesamt neun Follistatin-Domänen von TM-

Agrin zeigen neben Aspartat 538 insgesamt eine hohe Sequenzhomologie, insbesondere in der 

Kazal-ähnlichen Untereinheit der Domäne (Abb. 17). Die N-terminale EGF-ähnliche 
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Untereinheit weist hingegen eine deutlich geringere Sequenzhomologie auf, insbesondere bei 

der 8. Follistatin-ähnliche Domäne. Hier befindet sich ein Serin-Glycin-Cluster, der eine 

Bindungsstelle für Glycosaminoglycan-Seitenketten darstellt (Winzen et al., 2003). Der 

sterische Einfluss dieser Heparansulfat-Seitenketten, deren Länge bis zu 40 nm betragen kann 

(Denzer et al., 1998) oder die negative Ladung durch die Sulfatierung der Glucosaminreste 

könnte der Grund dafür sein, dass bei dem Konstrukt TMFD6+FD8-GFP die Bildung 

filopodienartiger Fortsätze stark vermindert ist (Abb. 11). 

Da die Deletion der 1. und 2. Follistatin-Domäne einen vollständigen Verlust der Fortsatz-

induzierenden Aktivität zur Folge hat, scheint ein bestimmter Abstand des induzierenden 

Bereichs der 7. Follistatin-Domäne zur Zellmembran wichtig zu sein. Dieser Abstand wird 

durch das repetitive Vorkommen der Follistatin-Domänen reguliert. Die Kristall-

strukturanalyse des Follistatin-Domänenpaares in BM-40 ergibt eine Länge von etwa 7 nm, 

also ca. 3,5 mm pro Follistatin-Domäne (Hohenester et al., 1997). Durch 

Rotationsbedampfung zeigt sich die langgestreckte kettenartige Struktur der Follistatin-

Domänen in Agrin (Denzer et al., 1998). Dies lässt auf einen Abstand des Fortsatz-

induzierenden Bereichs der 7. Follistatin-Domäne zur Zellmembran von etwa 24 nm bei 

gerader und nicht geknickter Struktur der Follistatin-Domänenkette schließen. Beim 

Konstrukt TMFD2-8-GFP ist dieser Abstand zur Zellmembran nach Deletion der 

1. Follistain-Domäne auf ca. 21 nm verkürzt, jedoch werden nach wie vor Fortsätze induziert. 

Eine weitere Verkürzung der Follistatin-Domänenkette auf etwa 17 nm (Konstrukt TMFD3-8-

GFP) führt jedoch zum fast vollständigen Verlust der fortsatzinduzierenden Aktivität (Abb. 

11). Eine mögliche Erklärung hierfür ist ein sterischer Einfluss auf einen potentiellen 

Liganden durch die Annäherung der Bindungsstelle innerhalb der 7. Follistatin-Domäne an 

die Zellmembran, sodass die Fortsätze nicht mehr induziert werden können. 
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5.5 Die Induktion filopodienartiger Fortsätze durch TM- Agrin 
 erfolgt über eine Signalkaskade 

Die Entdeckung der Transmembran-Isoform des Proteoglycans Agrin führte zu der Hypo-

these, dass TM-Agrin ein Rezeptor oder Co-Rezeptor mit signaltransduzierenden 

Eigenschaften sein könnte. Die Beobachtung, dass die Bildung der filopodienartigen Fortsätze 

mittels Antikörper-Induktion die Folge einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts darstellt, 

unterstützt diese Hypothese (Annies et al., 2006).  

Wie könnte diese Signalkaskade genau ablaufen? Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe 

zeigten als einen der ersten Schritte nach der Aktivierung durch Zugabe polyklonaler 

Antikörper die Relokalisation von TM-Agrin in glykosphingolipid- und cholesterolreiche 

Mikrodomänen der Plasmamembran, sogenannte „lipid rafts“ (Ramseger et al., 2009). Lipid 

rafts sind weitverbreitet und wurden, neben vielen anderen Zelltypen, auch in hippocampalen 

und cortikalen Neuronen detektiert (Hering et al., 2003; Butchbach et al., 2004; Ko et al., 

2005). Diese Verschiebung innerhalb der Zellmembran ist ein weitverbreiteter Initiations-

schritt bei vielen Signaltransduktionswegen (Simons und Toomre, 2000).  

In den lipid rafts finden sich auch einige Proteine, die bei Signalkaskaden eine wichtige Rolle 

spielen, wie beispielsweise GPI-verankerte Proteine - Proteine, die über einen an Glykosyl-

phosphatidylinositol gekoppelten Lipidrest in der Plasmamemban verankert sind - (Hooper, 

1999; Tansey et al., 2000) sowie Kinasen der Src-Familie (Resh, 1998). Ein Mitglied dieser 

Src-Kinasen, nämlich Fyn, wurde als weiteres Glied in der Signalkette identifiziert. Die 

Zugabe von polyklonalen Antikörpern und die damit verbundenen Aggregation von 

TM-Agrin sowie die Relokalisation in lipd rafts führen zur Phosphorylierung von Fyn. Ein 

weiteres Protein, die 44/42 MAP-Kinase, wird hierbei ebenfalls phosphoryliert. Die 

chemische Inhibierung der Phosphorylierung dieser beiden Proteine resultiert in einer 

signifikanten Abnahme der durch TM-Agrin induzierten filopodienartigen Ausläufer. Die 

Hemmung von Fyn zeigt auch, dass phosphoryliertes Fyn notwendig für die Aktivierung von 

44/42 MAPK ist, diese also wohl direkt oder indirekt von Fyn downstream in der Signal-

kaskade phosphoryliert wird (Ramseger et al., 2009). 

Die Tatsache, dass die intrazelluläre Domäne von TM-Agrin keinen Einfluss auf die Bildung 

filopodienartiger Ausläufer hat (Ramseger, 2004; McCroskery et al., 2006), führt zu dem 

Schluss, dass TM-Agrin nicht als direkter Rezeptor bei der Phosphorylierung von Fyn 

fungiert, sondern vielmehr als Co-Rezeptor, der mit dem eigentlichen Rezeptorprotein 

interagiert. Ein Beispiel für Heparansulfat-Proteoglycane mit Corezeptorfunktion sind die 

Syndecane. Zusammen mit Mitgliedern der Integrin-Proteinfamilie bilden sie adhäsive 
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Rezeptor-Signalkomplexe, die unter anderem bei der Anordnung des Zytoskeletts und der 

Zellmorphologie eine wichtig Rolle spielen (Couchman et al., 2001; Woods und Couchman, 

2001; Thodeti et al., 2003). So reguliert Syndecan 1 in Brustkarzinomzellen die Aktivität von 

αvβ3 Integrin, was für die Ausbreitung der Tumorzellen von großer Bedeutung ist (McQuade 

und Rapraeger, 2003; Beauvais und Rapraeger, 2003; Beauvais et al., 2004). Ähnliche 

Mechanismen finden sich für die Signalübertragung von Syndecan 1 mit αvβ5 Integrin in 

Mäuse-Fibroblasten. Es wurde nachgewiesen, dass für eine Signalübertragung, analog zu TM-

Agrin, der extrazelluläre Teil von Syndacan 1 essentiell, die intrazelluläre Domäne jedoch 

nicht notwendig ist (McQuade et al., 2006). Analog zu den Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe an TM-Agrin (Annies et al., 2006) wurde die Signalkaskade durch Syndecan 1-

spezifische Antikörper induziert, was ebenfalls zu einem Umbau des Zytoskeletts und zur 

Ausbildung von filopodienartigen Ausläufern führt (Beauvais und Rapraeger, 2003; Beauvais 

et al., 2004; McQuade et al., 2006).  

Das Rezeptor-Protein, das für die TM-Agrin-Signalübertragung und die dadurch induzierten 

filopodienartigen Ausläufer notwendig ist, könnte CAR (Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor) 

sein. In der Arbeitsgruppe von F.G. Rathjen konnte in Coimmunopräzipitationsstudien 

gezeigt werden, dass TM-Agrin an CAR bindet (unveröffentlichte Beobachtung). CAR ist ein 

Typ I Transmembranrezeptor und zählt zur Immunoglobulin-Superfamilie (Tomko et al., 

1997; Bergelson et al., 1997). Während der Embryonalentwicklung wird CAR im ZNS in 

hohem Maße exprimiert (Tomko et al., 2000; Honda et al., 2000; Hotta et al., 2003), und es 

wird postuliert, dass CAR als Adhäsionsmolekül an der Quervernetzung von Neuronen 

beteiligt ist (Honda et al., 2000). Neuere Studien zeigen eine direkte Interaktion der 

intrazellulären Domäne von CAR mit Tubulin (Fok et al., 2007) und auch Aktin (Huang et al., 

2007), was im Zusammenhang mit den Auswirkungen der TM-Agrin-Induktion auf das 

Zytoskelett besonders interessant ist und auf eine mögliche Funktion von CAR bei 

Neuritenwachstum und Zellmigration hindeutet.  

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass CAR wie TM-Agrin ebenfalls in lipid 

rafts von ausläuferbildenden RGC oder 293HEK zu finden ist (Ramseger, 2007). Weiterhin 

sind beide Proteine auf den Ausläufern sowie auf dem Axonschaft von retinalen Ganglien-

zellen kolokalisiert. Die Überexpression von CAR in neuronalen sowie nicht-neuronalen 

Zellen wie 293HEK führt zur Bildung zahlreicher, aktinhaltiger Ausläufer, ähnlich viele wie 

bei der TM-Agrin-Überexpression. Der deutlichste Hinweis auf einen Zusammenhang 

zwischen CAR und der durch TM-Agrin induzierten Fortsätze ist die konzentrations-

abhängige Hemmung dieser Ausläufer durch spezifische anti-CAR Fab-Fragmente 
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(Ramseger, 2007). Weitere Untersuchungen über die genaue Interaktion von CAR mit TM-

Agrin sind jedoch notwendig, beispielsweise inwiefern die 7. Follistatin-Domäne an der 

Interaktion beteiligt ist. 

Calcium spielt ebenfalls eine Rolle bei der Ausläuferbildung und Signalübertragung. Calcium 

ist, neben vielen anderen Funktionen, auch notwendig für die Bildung, das Wachstum und die 

Stabilität von dendritischen Dornen und Filopodien (Engert und Bonhoeffer, 1999; Maletic-

Savatic et al., 1999). Lokal erhöhte Calciumkonzentrationen beeinflussen die Dynamik des 

Aktin-Zytoskeletts und somit die Bildung von Filopodien und dendritischen Dornen (Fischer 

et al., 1998; Richards et al., 2004). Die Bildung der durch TM-Agrin induzierten filopodien-

artigen Ausläufer ist ebenfalls calciumabhängig, da Zugabe von BAPTA-AM, einem Cal-

cium-Chelator, die Ausläuferbildung konzentrationsabhängig hemmt (Annies et al., 2006). 

Ein mögliches Zielmolekül für Calcium könnte in diesem Zusammenhang die bereits 

erwähnte 44/42 MAP-Kinase sein, da Calcium auf den MAP-Kinase-Weg einwirkt (Konur 

und Ghosh, 2005). So konnte gezeigt werden, dass Zugabe von NtA-Agrin in cortikalen 

Neuronen zu einem Anstieg von Calcium führt, das überwiegend aus intrazellulären 

Speichern freigesetzt wird. Dies führt zur Aktivierung der Calcium/Calmodulin-abhängigen 

Kinase (CaMKII) sowie MAP-Kinase und letztlich zur Expression des Transkriptionsfaktors 

c-fos (Hilgenberg et al., 1999; Hilgenberg und Smith, 2004). Auch wenn in diesem Versuch 

NtA-Agrin und nicht TM-Agrin verwendet wurde, so ist die Aktivierung von 44/42 MAP-

Kinase durch Calcium nicht auszuschließen. 

Die Rho GTPase Cdc42 könnte die mögliche Verbindung zwischen der MAP-Kinase und der 

Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts darstellen. MAP-Kinasen interagieren mit Cdc42 

(Szczur et al., 2006), und Cdc42 ist wichtig für die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts 

(Kaverina et al., 2002; Meyer und Feldman, 2002). Ferner wurde die Phosphorylierung von 

Cdc42 mittels TM-Agrin-Überexpression nachgewiesen (McCroskery et al., 2006), was für 

eine Funktion dieses Proteins innerhalb der Signalkaskade und bei der Bildung 

filopodienartiger Ausläufer spricht (Abb. 18). 

Die Theorie der Induktion der Fortsätze über eine Signalkaskade wird durch all diese 

Ergebnisse unterstützt. Weitere Untersuchungen, insbesondere über die genaue Interaktion 

von CAR mit TM-Agrin sowie die Identifizierung des potentiellen Liganden, sind jedoch 

notwendig.  
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Abb. 18: Schematische Modell-Darstellung der durch TM-Agrin induzierten Bildung von 
Fortsätzen. Die Multimerisierung einzelner TM-Agrin Moleküle durch polyklonale Antikörper bzw. 
durch Bindung des physiologischen Liganden im Bereich der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne, führt 
innerhalb von lipid rafts zur Bindung TM-Agrins an den Transmembranrezeptor CAR und veranlasst 
den Einstrom von Calcium in das Cytosol. Der Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration 
beeinflusst vermutlich die Aktivität der MAP-Kinase (MAPK). TM-Agrin gebundenes CAR könnte 
an Fyn binden bzw. aktivieren, was über Zwischenschritte zur Aktivierung von MAPK führt. Die 
durch Calcium und Fyn aktivierte MAPK interagiert mit der GTPase Cdc42, die die Polymerisation 
von Aktin-Filamenten beeinflusst und somit letztlich zur Bildung der Fortsätze führt. Eine weitere 
Möglichkeit ist die direkte Interaktion von Fyn mit Aktin-Filamenten. Die mit Fragezeichen 
versehenen Zwischenschritte sind Hypothesen und bedürfen noch weiterer detaillierter 
Untersuchungen.  
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5.6 Physiologische Bedeutung der Fortsätze 

Die Bildung der filopodienartigen Fortsätze beruht auf einer Reorganisation des Aktin-

Zytoskeletts. Sowohl in ZNS- als auch in PNS-Axonen und Dendriten tritt der durch 

polyklonale Agrin-Antikörper induzierte Effekt auf (Annies et al., 2006). Die Überexpression 

durch Transfektion von TM-Agrin cDNA in ZNS-Neuronen führt ebenfalls zur Bildung 

zahlreicher Ausläufer auf Dendriten und Axonen, wohingegen die Unterdrückung der TM-

Agrin Expression mittels RNAi deren Anzahl deutlich reduziert (McCroskery et al., 2006). 

Weitere Experimente, unter anderem in der vorliegenden Arbeit, konnten zeigen, dass dieser 

Effekt ebenfalls in anderen, nicht-neuronalen Zellen wie 293HEK (humane, embryonale 

Nierenzelllinie), COS-7 (Affennierenzellen), PC-12 (Tumorzelllinie aus der Nebenniere der 

Ratte), CHO-Zellen (chinesische Hamsterovarienzellen) und primären Myoblasten (Huhn) 

auftritt (Annies et al., 2006; Ramseger, 2007). Die Überexpression in der humanen 

Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y führt ebenfalls zur Bildung von Ausläufern (McCroskery 

et al., 2006).  

Der Mechanismus der durch TM-Agrin induzierten Fortsatzbildung scheint also ubiquitär in 

allen Gewebetypen und evolutionär zwischen verschiedenen Spezies konserviert zu sein. Die 

Tatsache, dass die weitverbreiteten Lipid rafts bei der Fortsatzbildung eine wichtige Rolle 

spielen (Ramseger et al., 2009), ist womöglich der Grund, dass die durch TM-Agrin 

induzierten Fortsätze in vielen unterschiedlichen Zelltypen verschiedener Spezies auftreten. 

Lipid rafts könnten auch bei der Entstehung filopodienartiger Fortsätze beteiligt sein, die 

durch die Überexpression anderer Proteine hervorgerufen werden, wie z. B. das 

Transmembran-Proteoglykan Syndecan (Yoneda und Couchman, 2003), Tenascin-R 

(Zacharias et al., 2002) oder Thrombospondin (Adams und Schwartz, 2000). 

Allerdings unterscheiden sich die Ausläufer neuronaler und nicht-neuronaler Zellen. So 

konnte auf Axonen retinaler Ganglienzellen mittels Zeitraffer-Videoaufnahmen gezeigt 

werden, dass nach Zugabe polyklonaler Antikörper gegen TM-Agrin und der dadurch 

bedingten Quervernetzung des Transmembranproteins nach wenigen Minuten hoch-

dynamische Ausläufer entstanden. Diese bildeten jedoch im Gegensatz zu den nicht-

neuronalen Zellen einen Wachstumskegel aus und kollabierten nach wenigen Minuten wieder 

(Annies et al., 2006). In nicht-neuronalen Zellen wurden die Ausläufer immer länger und 

überwucherten mit der Zeit das gesamte Substrat, auf dem sie kultiviert wurden. Dieser 

Unterschied lässt sich durch die stark unterschiedliche Ausstattung an Zytoskelettproteinen in 

Nervenzellen während der Wachstumsphase und stationären Zellinien erklären, in denen 

außer Zellteilung kaum noch dynamische Prozesse ablaufen. Eine Gemeinsamkeit aller unter-
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suchten Zelltypen, ob neuronal oder nicht-neuronal, war das Zytoskelettprotein Aktin, das bis 

in die Spitzen aller Fortsätze nachweisbar war.  

Die entscheidende Frage ist, welche physiologische Funktion die filopodienartigen Ausläufer 

in vivo haben könnten?  

Filopodien sind Aktinfilamente enthaltende, hochdynamische Zellausläufer und wurden in 

vielen unterschiedlichen Zelltypen wie z. B. Fibroblasten, Keratinozyten und auch Neuronen 

nachgewiesen (Wood und Martin, 2002; Mattila und Lappalainen, 2008). Sie spielen eine 

wichtige Rolle bei Zellmigration und –adhäsion, und kommen in Neuronen sowohl in 

Wachstumskegeln von Axonen als auch in dentritischen Dornfortsätzen vor (Jontes und 

Smith, 2000; Chang und De Camilli, 2001). Im Wachstumskegel sind Filopodien mit-

verantwortlich für die Ausrichtung des Axons hin zur Zielregion, indem sie in ihrer 

Umgebung als Sensoren für Gradienten sogenannter Leitsignalstoffe („guidance cues“) 

dienen (Tessier-Lavigne und Goodman, 1996; Luo, 2002; Dent und Gertler, 2003).  

In Axonen spielen Filopodien eine wichtige Rolle bei der Bildung neuer axonaler 

Verzweigungen und dienen als Vorläufer von Präsynapsen (Nikonenko et al., 2003; Dent et 

al., 2004). Axone hippocampaler Ratten-Neurone, die auf transfizierten und deshalb Agrin 

sekretierenden Astrozyten kultiviert werden, bildeten zudem in einer Studie einen größeren 

Wachstumskegel aus. Hierbei war jedoch die C-terminale Hälfte des extrazellulären Teils von 

Agrin für den Effekt verantwortlich (Bergstrom et al., 2007). Somit liegt dieser Beobachtung 

wohl ein anderer Mechanismus zu Grunde als bei den durch TM-Agrin induzierten 

filopodienartigen Ausläufern.  

Auf Dendriten sind filopodienartige Ausläufer ein Ausgangspunkt für die Bildung von 

Dornensynapsen (Fiala et al., 1998; Engert und Bonhoeffer, 1999; Maletic-Savatic et al., 

1999; siehe Review Sekino et al., 2007). Filopodien aus Dendriten reifen zu Dornensynapsen 

heran, wenn sie auf eine präsynaptische Verdickung eines Axons treffen (Ziv und Smith, 

1996; Fiala et al., 1998; Knott und Holtmaat, 2008), ansonsten bilden sie sich wieder zurück 

(Lohmann und Bonhoeffer, 2008). Die dendritischen Filopodien und die durch TM-Agrin 

induzierten filopodienartigen Ausläufer haben einige Gemeinsamkeiten, wie z. B. die Länge 

und ein vergleichbarer zeitlicher Ablauf bei Bildung und Rückzug der Ausläufer (Ziv und 

Smith, 1996; Dailey und Smith, 1996; Fiala et al., 1998; Annies et al., 2006; Knott et al., 

2006). Beide Ausläuferarten bestehen zudem überwiegend aus Aktin-Filamenten (Fiala et al., 

1998; Annies et al., 2006) Diese Beobachtungen führen zu der Überlegung, dass TM-Agrin 

bei der Entstehung der Dornensysnapsen im ZNS beteiligt ist, indem es die Bildung 

filopodienartiger Ausläufer auf Dendriten initiiert. 
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Für diese Hypothese sprechen mehrere Untersuchungen: In kultivierten hippocampalen 

Neuronen zeigte sich nach Behandlung mit Agrin-antisense-Oligonukleotiden eine Reduktion 

in der Anzahl der Synapsen (Bose et al., 2000). Bei cervikalen Ganglienzellen im PNS von 

Agrin-null-Mäusen (AGD-/-) ist die Anzahl interneuronaler Synapsen sowie die Transmission 

im Verhältnis zum Wildtyp um etwa 50 % vermindert (Gingras et al., 2007). Bei Agrin-

defizienten Mäusen, die Agrin nicht im ZNS sondern ausschließlich nur in Motoneuronen 

exprimieren, wurde beobachtet, dass im Vergleich zum Wildtyp die Anzahl der glutamatergen 

Dornensynapsen im ZNS bei gleich bleibender Anzahl der Neuronen um etwa 30 % reduziert 

ist. Des Weiteren fand man im Cortex dieser Mäuse neben deutlich verkürzten Dendriten eine 

Reduktion der dendritischen Dornen, sowie eine Reduktion von MKK7, einem Bestandteil 

des MAP-Kinase-Signalweges (Ksiazek et al., 2007). Dieser Signalweg ist, wie bereits 

erwähnt, auch an der Signalübertragung der durch TM-Agrin induzierten Ausläufer beteiligt 

(Ramseger et al., 2009).  

In einer aktuellen Studie (McCroskery et al., 2009) wurde nun der Zusammenhang zwischen 

Transmembran-Agrin, dendritischen Filopodien und Synaptogenese hergestellt. In 

kultivierten Hippocampus-Neuronen wurde TM-Agrin durch Lentivirus vermittelte RNA-

Interferenz während der Phase der Synapsenbildung selektiv deletiert. Das führte sowohl zu 

einer deutlichen Reduzierung der dendritischen Filopodien als auch der Synapsen 

(McCroskery et al., 2009).  

In ausgereiften Synapsen wurde gezeigt, dass Neurotrypsin, eine Serin-Protease, die in der 

aktiven Zone der Präsynapse sowie im synaptischen Spalt konzentriert vorkommt, in der Lage 

ist, TM-Agrin zu spalten (Stephan et al., 2008). Die Spaltung erfolgt an zwei konservierten 

Stellen, und zwar vor der Laminin G3-Domäne und zwischen der ersten Serin/Threonin-

reichen Region und der SEA-Domäne (siehe Abb. 1), was zu einem verkürzten, plasma-

membrangebundenen TM-Agrin-Konstrukt und zwei löslichen Fragmenten von 22 bzw. 

90 kDa führt (Reif et al., 2007). Die Ausschüttung von Neurotrypsin in den synaptischen 

Spalt erfordert präsynaptische Aktivität, wohingegen die Spaltung von Agrin zusätzlich von 

der postsynaptischen Aktivierung von NMDA-Rezeptoren abhängig ist (Frischknecht et al., 

2008; Matsumoto-Miyai et al., 2009). Interessanterweise bilden Neurotrypsin-defizitäre 

Mäuse weniger LTP-assoziierte dendritische filopodienartige Fortsätze aus, was einen 

Zusammenhang zwischen der Spaltung von Agrin durch Neurotrypsin und der Bildung 

dendritischer Fortsätze zeigt (Matsumoto-Miyai et al., 2009). Das durch die Neurotrypsin 

abhängige Spaltung von Agrin generierte 22 kDa-Fragment ist jedoch in der Lage, diesen 

Rückgang der LTP-assozierten dendritischen Fortsätze bei Neurotrypsin-defizitären Mäusen 
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wieder auszugleichen und auch ausgereifte hippocampale Wildtyp-Neurone bilden nach 

Zusatz des 22 kDa-Fragments mehr filopodienartige Fortsätze auf den Dendriten aus 

(Matsumoto-Miyai et al., 2009).  

Somit führen sowohl die Überexpression von TM-Agrin als auch die Zugabe des löslichen 

22 kDa-Fragments von Agrin zur Ausbildung filopodienartiger Fortsätze. TM-Agrin und 

Neurotrypsin könnten also bei der Induzierung der Fortsätze und der Entstehung inter-

neuronaler Synapsen synergistisch zusammenwirken. Denkbar ist aber auch eine direkte 

Interaktion, indem die proteolytische Spaltung TM-Agrins durch Neurotrypsin zur Dimeri-

sierung TM-Agrins und zur Auslösung der Signalkaskade nach Relokalisation in Lipid rafts 

führt. Oder TM-Agrin ist der Rezeptor oder Co-Rezeptor für das durch Neurotrypsin 

abgespaltene 22 kDa-Agrin-Fragment.  

Inwiefern weitere mit Agrin interagierende und im ZNS exprimierte Faktoren wie die 

Tyrosinkinase MuSK (Ksiazek et al., 2007), der Agrin-Rezeptor LRP4 (Kim et al., 2008; 

Zhang et al., 2008) oder Na/K-ATPase (Hilgenberg et al., 2006) bei der Induzierung der 

filopodienartigen Fortsätze eine Rolle spielen, muss noch experimentell untersucht werden. 

Die in dieser Doktorarbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen jedenfalls, dass die 7. Follistatin-

ähnliche Domäne von Transmembran-Agrin entscheidend an der Bildung der 

filopodienartigen Fortsätze beteiligt ist. 
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6 Zusammenfassung 

Überexpression des Heparansulfat-Proteoglycans Agrin oder alternativ die Aggregation von 

TM-Agrin mittels polyklonaler Antikörper führt in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen 

zur Bildung filopodienartiger Fortsätze. Eine intrazelluläre Signalkaskade, die durch die 

Konzentration von TM-Agrin und Interaktion mit CAR in lipid rafts ausgelöst wird, und eine 

Aktivierung von Fyn und der MAP-Kinase benötigt, sorgt für eine Reorganisation des Aktin-

Zytoskeletts und damit für die Bildung der hochdynamischen Fortsätze. Ziel der vorliegenden 

Arbeit war es, die Region von TM-Agrin zu charakterisieren, die für diesen Effekt und die 

Initiierung der Signalkaskade verantwortlich ist.  

Mit Hilfe verschiedener Deletions- und Mutationskonstrukte konnte der Bereich zwischen den 

Cysteinen C535 und C567 der 7. Follistatin-ähnlichen Domäne von Agrin als essentiell für 

die Bildung der filopodienartigen Fortsätze identifiziert werden. Aufgrund der großen 

Sequenzhomologie der verschiedenen Follistatin-ähnlichen Domänen Agrins hatte ein 

Austausch dieser 7. Follistatin-Domäne mit einer anderen Agrin-Follistatin-Domäne keine 

Verminderung der Ausläuferanzahl zur Folge. Die Aktivität von TM-Agrin ist also in 

mehreren Follistatindomänen konserviert. Alle untersuchten Konstrukte wurden 

gleichermaßen exprimiert und in die Zellmembran integriert. Die Tatsache, dass die 

Ausläuferbildung sowohl in Zelllinien verschiedener Spezies als auch in primären tektalen 

Neuronen mittels Überexpression induziert werden kann zeigt, dass der Mechanismus der 

Fortsatzbildung konserviert ist.  

Die Assoziation von TM-Agrin mit der Zellmembran ist für die Bildung der 

filopodienähnlichen Fortsätze unerlässlich; da die sekretierte Isoform NtA-Agrin nicht in der 

Lage, diese Ausläufer zu induzieren. Das lässt vermuten, dass ein definierter Abstand der 

Follistatindomäne zur Membran für die Fortsatzbildung wichtig ist. Übereinstimmend mit 

dieser Hypothese bewirkt die Deletion der juxtamembranen Follistatindomänen und somit 

eine Verkürzung des Abstandes der 7. Follistaindomäne zur Zellmembran den Verlust der 

Fortsatzinduzierenden Aktivität von TM-Agrin. Da die intrazelluläre Domäne von TM-Agrin 

für den Fortsatz-induzierenden Effekt entbehrlich ist, kommt TM-Agrin eher als Co-Rezeptor 

anstatt als direkter Rezeptor bei der Fortsatzbildung in Frage.  

Die durch TM-Agrin induzierten filopodienartigen Fortsätze sind physiologisch relevant. In 

hippocampalen Neuronen sind sie wichtig für die synaptische Verknüpfung zwischen 

Dendriten und Axonen und stellen somit wohl eine Vorläuferform der Dornensynapsen dar.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

Abb.  Abbildung  

AChR  Acetylcholinrezeptor  

APS  Ammoniumperoxosulfat  

ATP  Adenosintriphosphat  

BAPTA-AM  1,2-Bis-(2-aminophenoxy)-ethan-N,N,N´,N´-tetraessigsäure-tetrakis-
(acetoxymethyl)-ester  

bp  Basenpaare  

BSA  Bovines Serum Albumin  

CAR  Coxsackie-Adenovirus Rezeptor  

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure  

CO2 Kohlendioxid  

CREB  cAMP response element binding Protein  

DAPI  4’,6-Diamidino-2-phenyl-indol  

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium  

DMSO  Dimethylsulfoxid  

DNA  Desoxyribonukleinsäure  

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  

EGF  Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)  

Fab  Fragment a und b des Antikörpers (monovalent)  

FCS  fetales Kälberserum (fetal calf serum)  

FGF  Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)  

GAG Glykosaminoglykan 

GFP Green fluorescent protein 

HEK  human embryonic kidney  

HRP  Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)  

Ig  Immunglobulin  

kb  Kilobasen  

kDa  Kilodalton  

LRP4 Low density lipoprotein receptor related protein 4 

LTP Long term potentiation 

M  Mol  

mA  Milliampere  

MAPK  Mitogen aktivierte Protein Kinase (mitogen activated protein kinase)  

MCS  Multiple Cloning Site  

mRNA  Boten-Ribonukleinsäure (messenger RNA)  

MuSK  Muskel spezifische Kinase (Muscle-Specific-Kinase)  

NKA  Natrium Kalium ATPase  

NMJ  neuromuskuläre Endplatte (neuromuscular junction)  

NtA  aminoterminales Agrin  
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OD  Optische Dichte  

PBS  Phosphate buffered saline  

PCR  Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PFA  Paraformaldehyd  

PNS  peripheres Nervensystem  

PVDF  Polyvinylidendifluorid  

RGC  retinale Ganglienzellen (retinal ganglion cells)  

RNA  Ribonucleinsäure (ribonucleic acid)  

rpm  Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)  

RT  Raumtemperatur  

SDS  Natriumdodecylsulfat  

SEA  Sea urchin sperm protein Enterokinase, Agrin  

SOC super optimal broth–Medium + Glucose  

Tab.  Tabelle  

TBS  Tris-buffered saline  

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

TM  Transmembran  

Tris  Tris-Hydroxymethyl-Aminoethan  

w/v  Gewicht pro Volumen (weight per volume)  

GABA  γ-Aminobuttersäure  

ZNS  Zentrales Nervensystem  
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